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RESUMO



Fumar € o mais importante fator de risco modificavel para aterosclerose. O tabagismo esta
fortemente ligado a disfuncdo endotelial. Tem sido sugerido que a disfuncdo endotelial
possa ser consequéncia do aumento da degradacdo do éxido nitrico secundaria a formacgéo
de radicais livres derivados do oxigénio. O cigarro contém uma grande quantidade destes
radicais livres e hipoteses tém sido levantadas sobre seus efeitos adversos resultantes do

dano oxidativo a substancias biologicas, dentre estas, o 6xido nitrico.

A vitamina C é o mais potente antioxidante solivel em agua no plasma humano, sendo
capaz de retirar uma grande variedade de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio,
incluindo radicais superéxido. Alguns estudos tém demonstrado melhora da resposta
dependente do endotélio no leito arterial de tabagistas com infusdo aguda de vitamina C.
H& uma significante heterogeneidade da funcdo endotelial dentro da circulacdo. Desde que
veias ndo sdo susceptiveis a aterosclerose, no presente estudo, investigamos o efeito da
infusdo aguda de vitamina C no leito venoso atraves da técnica da veia dorsal da méo
(TVDM) e no leito arterial através da dilatacdo mediada pelo fluxo (FMD), permitindo,

assim, a comparacdo de ambos os territorios endoteliais.

Estudamos 6 ndo fumantes sadios e 7 fumantes moderados sadios através da técnica da
complacéncia da veia dorsal da méo e vasodilatagdo mediada pelo fluxo. Curvas doses-
resposta a bradicinina (BK) e nitroprussiato de sodio (NPS) foram construidas para testar o
relaxamento dependente e ndo-dependente do endotélio venoso antes e ap6s a infusdo
aguda de vitamina C. Pressdo arterial, freqliéncia cardiaca, resisténcia vascular sistémica e
débito cardiaco foram medidos batimento a batimento durante todo o estudo através do
portapres, um método continuo de afericdo de pressdo arterial digital ndo-invasivo. Os
tabagistas moderados apresentaram uma resposta vascular dependente do endotélio
reduzida em ambos os leitos vasculares quando comparados a individuos ndo tabagistas
(venoso Emax = 71,2 £ 17,3% vs 95,7 + 21,2% e arterial 8,5 + 3,7% vs 16,2 + 2,7%;
p<0,05). A administracdo aguda de vitamina C restaurou similarmente a responsividade
vascular dependente do endotélio no leito venoso (Emax = 71,2 + 17,3% e 88,3 + 7,0%;
respectivamente antes e apds sua administracdo; p<0,05) e arterial (8,5 + 3,7% e 17,7 +
7,7%; respectivamente antes e apds sua administracdo; p<0,05) em tabagistas moderados.
A responsividade ndo-dependente do endotélio foi inalterada entre os grupos estudados.

Resumo
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ABSTRACT



Background: Chronic smoking is associated with endothelial dysfunction. Vitamin c, an
antioxidant, improves the endothelium-mediated vasodilatation in arteries in smokers.
There is significant heterogeneity of endothelial function within the circulation. Since veins
are generally not susceptible to atherosclerosis, this model allows comparable assessment

of changes in endothelial function between both territories.

Methods and Results: We studied 06 healthy non-smokers and 07 healthy moderate
smokers with the dorsal hand vein compliance technique and the flow mediated dilation.
Dose response curves to bradykinin (BK) and sodium nitroprusside (SNP) were constructed
to test the endothelium-dependent and non-dependent relaxation before and after acute
infusion of vitamin C (25mg/min). Smokers had an impaired vasodilatation to bradykinin
compared to non-smokers (Emax = 95,7 + 21,2% vs 71,2 + 17,3%; respectively, p<0,05).
Vitamin C administration in dorsal hand vein significantly increased the vasodilatation to
bradykinin in smokers (Emax = 71,2 + 17,3% vs 88,3 + 7,0%; p<0,05) but not in non-
smokers (Emax = 95,7 + 21,2% vs 82,7 + 4,1%; non significant). Similarly, the arterial
response in smokers had an impaired endothelium-dependent dilatation compared to non-
smokers (16,2 + 2,7% vs 8,5 + 3,7%; respectively, p<0,05) and vitamin C restored this
response in smokers (8,5 + 3,7% vs 17,7 + 7,7%; p<0,05) but not in non-smokers (16,2 +
2,7% vs 14,4 + 4,1%; non significant). The endothelium non-dependent dilatation did not

differ in the studied groups.

Conclusions: Smokers had similar impaired endothelium-dependent vasodilatation
responsiveness in both vascular beds. Vitamin c restores the impaired endothelium-

dependent responsiveness in smokers.

Abstract
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INTRODUCAO



1.1. HISTORICO DO TABACO

A mais antiga evidéncia do uso do tabaco aparece esculpida em pedra Maya,
datada de 600 a 900 DC. O cultivo do tabaco para mascar e fumar ja era natural em todo o
continente sul americano e australiano quando os exploradores europeus & chegaram.O
tabaco era desconhecido pelos europeus anteriormente as viagens de Colombo. No final do
século XV, marinheiros espanhdis e portugueses transportavam plantas de nicotiana
tabacum quando retornavam de suas viagens. O fumo difundiu-se pela Europa no século
XVI, chegando a Inglaterra principalmente como resultado da adesdo por Raleigh na corte
de Elizabeth 1. James | desaprovou Raleigh e o tabaco, e iniciou a primeira campanha
antitabagismo no inicio do século XVII com o apoio da Royal College of Physicians.
Introduzido por John Rolfe na Virginia, em 1612, o cultivo do tabaco logo se tornou a base
econdmica para as colonias britanicas na América do Norte. No comego do seculo XVIII, o
tabaco ja era cultivado em todo o mundo (BROOKS, 1952; RANG et al, 1996).

Até a metade do século XIX, o tabaco cultivado comercialmente era utilizado
principalmente para mascar e fumar em cachimbos ou charutos. Anteriormente a invengao
do fosforo em 1827, fumar era conveniente somente em locais onde ja houvesse fogo.
Assim, os fdsforos foram acessérios importantes na disseminacdo do habito de fumar,
tendo sido introduzidos no mercado e produzidos em massa a partir de 1845. Por outro
lado, até entdo, os cigarros eram enrolados manualmente, por imigrantes russos e mulheres
nas cidades de Nova lorque e Richmond. Como um bom enrolador de cigarros podia
produzir apenas cerca de 2500 a 3000 cigarros por dia, 0 cigarro tornou-se um produto de
luxo consumido pelas classes economicamente privilegiadas. Em 1881, James Bonsack
inovou a industria tabagista com a maquina Bonsack, que aumentava a producdo para
120.000 cigarros por dia, por maquina. Atualmente, os avangos tecnoldgicos ocorridos
neste século permitiram a constru¢do de maquinas que fazem até 8000 cigarros por minuto
(SLADE, 1992).

O uso de cigarros por mulheres comecou apos a | Guerra Mundial. Atualmente
o tabaco é cultivado comercialmente em varios paises, sendo os maiores produtores 0s
EUA, a China, a India e a antiga URSS (RANG et al, 1996).

Introducéo
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1.2. CONSTITUINTES DA FUMACA DO CIGARRO E EXPOSICAO ATIVA E
PASSIVA AO TABACO

A exposicdo ativa e passiva a fumaca proveniente do tabaco é uma importante
causa de mortalidade nos Estados Unidos, sendo projetada como contribuinte para mais de
400.000 mortes anualmente (GIDDING et al, 1994). A American Heart Association
formalmente concluiu que o fumo passivo é um importante fator de risco para doenca
cardiaca em adultos e criancas (TAYLOR et al, 1992; GIDDING et al, 1994). A exposicdo
ambiental & fumaca do cigarro ocorre quando a fumaca é inalada a partir da ponta do
cigarro aceso, sendo este tipo de exposicado perigoso pelas altas concentragcdes de amonia,
benzeno, nicotina, mondxido de carbono, radicais livres e muitos outros carcinogénios e
irritantes (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1986; REPACE, 1987).

A exposicao passiva ao tabaco causa disfuncdo endotelial (CELERMAJER et
al, 1996; WOO, 1998), fato que promove um importante problema de satde publica.

1.3. INTRODUCAO

N&o h& outro comportamento humano semelhante ao potencial destrutivo do
consumo de tabaco. O tabagismo € um importante fator de risco modificavel para
aterosclerose e tem nitida associagdo com doenca cardiovascular, vasculopatias periféricas,
acidentes vasculares cerebrais, enfisema, bronquite cronica e cancer em diversos locais do
organismo, sendo inclusive responsavel por 85% de todos os casos de cancer pulmonar
(FORTMANN, 1996).

Além do presumivel estimulo dependente da nicotina no simpatico e inativacdo
dos controles cardiovasculares vagais (GROPPELLI et al, 1992, GRASSI, 1994), diversos
estudos tém demonstrado que o tabagismo estd associado a diminuicdo da
biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO) derivado do endotélio em artérias (KIOWSKI et
al, 1994; HEITZER et al, 1996) e veias (HIGMAN et al, 1993; HIGMAN et al, 1996).

Introducéo
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Demonstrou-se com a técnica da veia dorsal da méao que tabagistas (maior de 30
cigarros/dia) ttm uma diminui¢do na venodilatacdo em resposta a bradicinina (BK) e que
parar de fumar resulta em restauracdo desta diminui¢cdo em menos de 48 horas (MORENO
et al, 1998).

O mecanismo preciso da disfuncdo endotelial induzida pelo fumo é
desconhecido. Numerosos compostos contidos na fumaca do cigarro podem ser
responsaveis por esta resposta dose-dependente diminuida em tabagistas (CELERMAJER
et al, 1993). Dentre estes, podemos citar a nicotina (SABHA et al, 2000; NEUNTEUFL et
al, 2002), monoxido de carbono (REPORT OF THE SURGEON GENERAL, 1990) e
radicais livres de oxigénio (TSUCHIYA et al, 2002). Elementos altamente reativos
presentes na fumaca do cigarro podem induzir ativacdo plagquetaria (SALVEMINI e
BOTTING, 1993) e disfuncéo vascular (STEINBERG, 1991).

Baixos niveis plasmaticos de NO (NODE et al, 1997) associado a baixas
concentracOes plasmaticas de vitamina C, tém sido observados em tabagistas (TSUCHIYA
et al, 2002). A vitamina C é o mais potente antioxidante sollvel em &gua no plasma
humano (FREI et al, 1990) e possui um largo espectro de atividade devido a sua habilidade
de reagir com uma grande variedade de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio,
incluindo radicais superoxido, e proteger efetivamente os lipides plasmaticos contra a
peroxidacdo (FREI et al, 1989; FONTANA et al, 1999). Alguns estudos tém demonstrado
melhora da resposta dependente do endotélio no leito arterial de tabagistas com infusdo
aguda de vitamina C (MOTOYAMA et al,1997; MAYS et al, 1999; HEITZER et al, 1996),
mas seus efeitos no endotélio venoso in vivo ainda possui mecanismos pouco
compreendidos, sendo sugerido inclusive propriedades vasodilatadoras pela ativacdo da
musculatura lisa vascular pelos canais de potassio através do GMPc, isto €, por uma via ndo
dependente do endotélio (GROSSMANN et al, 2001).

Em contraste com a continua producdo de NO pelo endotélio arterial, a
producdo basal de NO venoso tém demonstrado ser muito baixa (LUSCHER et al, 1988;
LIU et al, 2000). Por outro lado, estudo recente in vitro com culturas de células endoteliais
de ratos, demonstrou altos niveis protéicos de eNOS, de atividade da NOS e de L-arginina

intracelular em veias comparadas a artérias (WAGNER et al, 2001). Ha consideravel

Introducéo
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evidéncia de que exista uma heterogeneidade entre os endotélios venoso e arterial
(BOEGEHOLD, 1998). Investigamos o efeito da infusdo aguda de vitamina C no leito
venoso através da técnica da veia dorsal da mdo (TVDM) e no leito arterial através da
dilatagcdo mediada pelo fluxo (FMD).

Introducéo
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OBJETIVOS



Avaliar os efeitos da infusdo aguda de vitamina C na disfungdo vascular nos

leitos venoso e arterial em tabagistas.

Objetivos
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MATERIAS E
METODOS



3.1. COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), conforme anexo I.

3.2. SELECAO DE VOLUNTARIOS
3.2.1. Critérios de incluséo

Todos os voluntarios foram submetidos a anamnese, exame fisico completo
(anexo 1) e exames de sangue (hemograma completo com contagem de plaquetas,
glicemia, uréia, creatinina, transaminases, potassio, colesterol total e fragGes, triglicérides e

acido urico) e sedimento urinério, antes de serem admitidos no estudo.

Os participantes ndo receberam qualquer medicacdo nos ultimos sete dias e a
ingestdo de &lcool e produtos que contivessem cafeina ndo foram permitidas nas ultimas 24

horas que antecederam os estudos.

3.2.2. Critérios de exclusao

Qualquer anormalidade na avaliacdo pré-estudo (anamnese, exame fisico,
exames de sangue e urina), sendo o individuo informado dos resultados anormais e

encaminhado ao servigo de assisténcia médica privada ou publica, se necessario.

Mulheres que estivessem utilizando contraceptivos orais ou que ndo tivessem
sido anteriormente submetidas a procedimento cirurgico para esterilizagdo foram excluidas

do estudo.

3.2.3. Consentimento dos voluntarios

Os voluntérios que participaram deste trabalho assinaram o termo de
consentimento informado (anexo Ill), o qual foi avaliado e aprovado previamente pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP e do

Instituto de Cardiologia Rio Preto, e foram informados da natureza do mesmo.

Materiais e Métodos
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Os voluntarios também preencheram um questionario padréo para avaliacdo de

fatores de risco para doenca arterial coronariana (pessoal e familiar).

3.3. VOLUNTARIOS ESTUDADOS

Participaram do estudo, voluntarios de ambos 0s sexos, com idades entre 18 e 55

anos, divididos em dois grupos:

3.3.1. Grupo 1 - Controles (n=6): Individuos sadios normotensos, ndo tabagistas, ndo
obesos e ndo diabéticos.

3.3.2. Grupo 2 - Tabagistas (n=7): Individuos tabagistas moderados (média de 20

cigarros/dia), normotensos, ndo obesos e ndo diabéticos.

3.4. PROTOCOLO DO ESTUDO

Este foi um estudo com grupo controle, cruzado e cego-simples. Os voluntarios
foram admitidos no Instituto de Cardiologia Rio Preto em quatro ocasides diferentes, para
estudos de 4 horas. Duas ocasifes para realizarem os estudos da técnica da veia dorsal da
mé&o, sem vitamina C e com vitamina C (25mg/min) e as outras duas para realizacdo da
vasodilatacdo mediada pelo fluxo, sem e com vitamina C (25mg/min). Fumantes foram
estimulados a consumirem cigarros nos minutos que antecederam o estudo para estimular a
resposta & BK. Os individuos permaneceram na posi¢do supina e um catéter venoso foi

inserido na veia dorsal da méo para coleta de amostras de sangue.
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3.4.1. Técnica da veia dorsal da mao (figura 1)

Este método foi usado como descrito previamente (AELLIG, 1981;
DACHMAN, 1993). Os individuos permaneceram em supino a temperatura ambiente entre
21 e 23 °C. Um braco ficou apoiado em angulo de 30° a 45° da horizontal para assegurar o
esvaziamento das veias superficiais da mao. Uma agulha tipo butterfly 23 (scalp) foi
inserida em uma veia dorsal da mao e infusdo continua de solucdo salina com fluxo de

0,317ml/min foi estabelecida.

Figura 1.

Apds 30 minutos, um transdutor diferencial de variavel linear (LVDT modelo
100 MHR, Schaevitz Engineering, Pennsauken, NJ, USA) foi montado no dorso da mesma
médo por meio de um tripé e fixado firmemente a pele (figura 2). Quando o pino mével do
transdutor foi apropriadamente centralizado com o transformador e colocado no topo da
veia, houve relacao linear entre 0 movimento vertical do pino e a producéo de voltagem, a

qual foi amplificada e registrada.
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Figura 2.

Os registros foram feitos antes e apds a insuflacdo do esfigmomandmetro, no
mesmo braco, a 45 mmHg. Os resultados apresentados séo curvas doses-resposta, na qual o
didmetro da veia durante a infusdo de solucdo salina com o esfigmomanémetro insuflado
foi definido como relaxamento de 100%. Para estudar os efeitos de substancias
vasodilatadoras, a veia era pré-constricta através de infusdo de fenilefrina (99-3166
ng/min), um agonista seletivo adrenérgico oy, até que a dose produzisse aproximadamente
75 a 80% da constricgdo da veia (EDgp). Esta dose de fenilefrina era mantida para o estudo
subsequente de drogas veno-relaxantes, inclusive durante o periodo de washout entre duas
curvas doses-resposta. O grau de pré-constriccdo foi definido como dilatagdo 0%. A
venodilatacdo produzida pela bradicinina (BK; 1-278 ng/min) e nitroprussiato de sddio
(NPS; 0,0187-3166 ng/min), durante a infusdo aguda de vitamina C ou salina, foram

calculados como uma porcentagem entre o limite maximo e 0% de vasodilatacao.

As curvas doses-resposta a BK e NPS foram construidas usando-se cinco doses
de infusdo. As infusdes para cada dose duravam no maximo 3 minutos, com o

esfigmomandmetro insuflado a 45 mmHg por, no minimo, 2 minutos de infusao.
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3.4.2. Técnica da vasodilatagdo mediada pelo fluxo (figura 3)

Todos os voluntarios foram submetidos a pesquisa da reatividade vascular de
forma ndo invasiva com ultra-som doppler de alta resolucdo (CORRETTI et al, 2002),
usando equipamento marca ATL HDI (High Resolution Ultrasound) e transdutor vascular
linear de alta resolugdo (freqiiéncia de 7 Mhz) acoplado a um microcomputador com
Dynamic Endothelium Assessment Software (CD-MED, USA - especifico para estudo

dinamico da funcéo vascular e endotelial)

S kX \
Figura 3.

O estudo foi iniciado com a mensuracdo do didametro da artéria braquial e
quantificacdo do fluxograma doppler de onda pulsada (doppler pulsado pw). As imagens
foram gravadas em videocassete Super VHS e/ou arquivo digital workstation pentium 233
marca Mediware (Brasilia/Brasil). As mensura¢fes com ultra-som doppler foram realizadas
em repouso, durante hiperemia reativa, novamente em repouso (recuperagdo) e apos
nitroglicerina sublingual. Antes do inicio da primeira mensuragdo, o0 participante teve de
permanecer em repouso absoluto, em decubito dorsal e comodamente instalado por um
periodo de 10 a 15 minutos. Foi realizado entdo o corte ultrassonogréfico longitudinal da
artéria braquial, aproximadamente 2 a 15 cm acima da prega do cotovelo, até obter-se uma

imagem nitida. O quadro central da artéria foi identificado claramente e, as camadas intimas,
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anterior e posterior, bem delimitadas. A zona de transmissdo ou zona focal foi calibrada para
a profundidade desejada utilizando o maior campo possivel da tela do monitor. Nos casos de
grande dificuldade, a zona de transmissao foi modificada, focalizando-se a parede proximal o
mais nitidamente possivel e, para avaliagcdo da parede distal, foram aumentados os ganhos em
profundidade visualizando-se a linha “m” (interface média-adventicia). Com a compensacao
em profundidade, foi otimizada a imagem da interface limen/parede arterial e, a seguir, a
imagem foi amplificada. Os parametros de operacdo da maquina, uma vez regulados, ndo
foram alterados durante todo o exame. Quando uma posicéo satisfatoria do transdutor fosse
obtida, a pele foi marcada e posicionou-se o0 suporte do transdutor (holder-probe) criado para
este estudo; o braco permaneceu na mesma posicao durante todo o estudo apoiado numa
bracadeira confortavel especialmente desenhada para esta finalidade. As imagens
bidimensionais iniciais em repouso foram gravadas e as curvas espectrais das velocidades de
fluxo foram mensuradas, usando-se doppler pulsado (pw), com o cursor do sinal a um angulo
de 70 graus em relacdo a parede arterial e a amostra-volume de 1.5 cm, localizada na regido
central da luz do vaso. A seguir, o estimulo mecanico (hiperemia reativa) foi provocado pela
aplicacdo de um manguito pneumatico no brago da artéria em estudo e insuflado até atingir
250-300 mmhg, permanecendo nesta situacdo durante 4-5 minutos, quando foi desinsuflado.
A segunda mensuracdo foi iniciada 15 segundos antes da desinsuflacdo do manguito
pneumatico continuando por 90 segundos apos a desinsuflacdo. O estudo doppler do fluxo
arterial, nesta fase, foi realizado nos primeiros 15 segundos ap6s a desinsuflagdo do
manguito. Apds descanso de 15 minutos para permitir a recuperacao vascular, foi realizada a
terceira mensuracdo, denominada fase de recuperacdo, com a técnica e os parametros de
avaliacdo descritos acima. Finalmente, foi realizada a estimulacdo farmacolégica com
nitroglicerina, vasodilatador que atuando diretamente na musculatura lisa vascular provoca
dilatacdo arterial ndo-dependente do endotélio. A quarta mensuragdo foi realizada 3 a 4
minutos apos a administracdo de nitroglicerina sublingual; foram entéo realizados os mesmos
cortes ultrassonograficos bidimensionais, assim como o estudo doppler pulsado e as imagens
armazenadas conforme descritos anteriormente. Apos a verificacdo do estado geral do
participante, este foi liberado e posteriormente informado dos resultados do seu teste.
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Todas as imagens foram gravadas em videocassete Super VHS e/ou workstation

para andlise posterior (figura 4).
A. BASAL B. HIPEREMIA
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Figura 4.

O didmetro da artéria braquial foi medido quatro vezes consecutivamente usando
o caliper do equipamento ultra-som doppler. As medidas foram tomadas a partir da interface
limen/parede arterial, no sentido da parede anterior para a posterior, no final da diastole. O
didmetro médio foi calculado a partir de 4 ciclos cardiacos incidentes com a onda r do ECG.
As mudancas em percentagem do didmetro da artéria braquial foram comparadas com o
primeiro diametro basal (100%). O volume de fluxo sangineo foi calculado multiplicando-se
a Integral da Velocidade no Tempo (VTI), do sinal de fluxo doppler corrigido para o angulo,
pela freqiéncia cardiaca e pela area seccional transversa da artéria braquial (3,1416 x r2).

3.4.3. Monitorizacdo ndo invasiva da pressdo sanguinea

Foram monitorizadas as pressdes arteriais médias (PAM; mmHg), frequéncia
cardiaca (FC; bpm), resisténcia vascular sistémica (RVS; dinas/seg/cm™/m?) e débito
cardiaco (DC; I/min), batimento a batimento, através do sistema PORTAPRES (SCHMIDT
et al, 1992; ECKERT e HORSTKOTTE, 2002) (figura 5). Este aparelho mede a pressao
sanguinea através de dois dedos adjacentes, alternadamente em periodos pré-determinados.
As medidas foram registradas durante o periodo de estudo e analisadas pelo software

beatscope.
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Figura 5.

3.4.4. Drogas utilizadas
As seguintes drogas foram utilizadas:

Cloridrato de fenilefrina (1%; Winthrop Labs; New York, NY, USA): um oy-

agonista seletivo, utilizado para pré-constriccdo da veia.

Bradicinina (Clinalfa; Laeufelfingen, CH, Switzerland): um potente
vasodilatador cuja acao €, pelo menos em parte, mediada pelo NO.

Nitroprussiato de sédio (Elkins-Sinn Inc; Cherry Hill, NJ, USA): um potente
vasodilatador que promove relaxamento direto da musculatura lisa vascular

independentemente do endotélio.

Nitroglicerina  (Nitrostat 0,4 mg. Parke-Davis, USA): vasodilatador
coronariano, com efeito sisttmico menor, que promove relaxamento direto da musculatura

lisa vascular independentemente do endotélio.
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3.4.5. Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + DPM. As curvas dose-resposta a
bradicinina e ao nitroprussiato de sddio foram ajustadas ao modelo sigmoide (MACKAY,
1988), analisando-se os valores de efeito maximo (Emax) € que causam 50% de Epax (EDsp).
Testes paramétricos (Teste t-student pareado e ndo pareado) foram usados para comparagao
dos grupos. O valor da probabilidade p < 0,05 foi considerado o nivel minimo para

significancia estatistica.
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RESULTADOS



4.1. CARACTERISTICAS DOS GRUPOS ESTUDADOS

A tabela 1 apresenta as caracteristicas basicas dos individuos estudados.

Nenhuma diferenca significativa foi encontrada nos parametros avaliados.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas dos grupos estudados

Controles Tabagistas
Sexo (M/F) 3/3 3/4
Idade (anos) 30.0+8.1 39.6+9.6
IMC (kg/m?) 225+ 4.0 225+25
NuUmero de cigarros/dia - 19.7+5.1
PAM (mmHg) 82,1+6,2 87.9+84
Glicemia (mg/dl) 88,3+4,5 83,3+6,7
Colesterol total (mg/dl) 165,0 +41,3 180+31,3
Triglicérides (mg/dl) 99,2+ 53,4 102,3+45,2
Creatinina (mg/dl) 0,7+0,1 0,8+0,2

Valores dados em média = DPM.

4.2. EFEITOS DA VITAMINA C NA FUNCAO ENDOTELIAL VENOSA

A resposta vasodilatadora venosa a BK estd diminuida em tabagistas
comparada a ndo tabagistas (Emax = 71,2 + 17,3% e 95,7 + 21,2%; respectivamente —
Tabela 2; figura 6). A administracdo de vitamina C restaurou a responsividade da veia
dorsal a BK em tabagistas (Emax = 71,2 + 17,3% e 88,3 + 7,0%; respectivamente pré e
pos-administracdo de vitamina C — Tabela 2; figura 6). A administracdo de vitamina C ndo

alterou a vasodilatacdo induzida pelo nitroprussiato de s6dio nos dois grupos (Tabela 3;
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figura 7). Valores de EDsy ndo foram diferentes em tabagistas e ndo tabagistas antes e ap0s

a infusdo de vitamina C (Tabelas 2 e 3; figuras 6 e 7).

Tabela 2. Enax (%) e logEDsy em controles e tabagistas, pré e pds-administracdo de

vitamina C & infusdo de bradicinina (média = DPM).

Controles

Controles Tabagistas Tabagistas
Preé-vita C Pos-vita C Pré-vita C Pos-vita C
Emax 95.7 +21.2 82.7+4.1 712 £17.3* 88.3+7.0°
ED50 40.0+£39.8 17.2+51 15.0+84 15.0+ 3.9
LogEDs, 14+05 12+01 11+0.2 1.2+0.1
* P <0.05 vs controles
#P <0.05 vs tabagistas pré-vita C
100
# P<0,05 vs tabagista
pré-vitamina c
o 754
1§" * p<0.05 vs controle
3
B 50+
S o Controle pré-vitamina C
> X .
S e Controle pos-vitamina C
257 o Tabagista pré-vitamina C
m  Tabagista pos-vitamina C
O T T T 1
1 4 17 69 278

Taxa de infusdo de bradicinina (ng/min)

Figura 6.
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Tabela 3. Enax (%) e logEDsy em controles e tabagistas, pré e pos a administracdo de

vitamina C a infusdo de nitroprussiato de sodio (média = DPM).

Controles Controles Tabagistas Tabagistas

Pré-vita C Pos-vita C Pré-vita C Pos-vita C
Emax 104.8+9.1 98.5+11.6 111.2+13.0 103.4+5.2
ED50 05+£03 04+0.2 44+99 06+04
LogEDs, -1.0£0.9 -05+0.3 -09+32 -1.7+34

100+ ]

o 75

]

On

&

8

© i P

o 50 o Controle pré-vitamina C

g e Controle pés-vitamina C

S . o Tabagista pré-vitamina C
m  Tabagista pés-vitamina C

T T T 1
0.0187 0.365 7.5 150 3166
Taxa de infusdo de nitroprussiato de sédio
(ng/min)
Figura 7.
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4.3. EFEITOS DA VITAMINA C NA FUNCAO ENDOTELIAL ARTERIAL

A resposta vasodilatadora arterial a hiperemia reativa estd diminuida em
tabagistas comparada a ndo tabagistas (8,5 + 3,7% e 16,2 + 2,7%; respectivamente). A
administracdo de vitamina C restaurou a responsividade da artéria braquial a hiperemia
reativa em tabagistas (8,5 + 3,7% e 17,7 + 7,7%; respectivamente pré e pds-administracdo
de vitamina C). A administracdo de vitamina C néo alterou a vasodilatagdo induzida pela
nitroglicerina sublingual nos dois grupos.(Tabela 4).

Tabela 4. Variacdo % do diametro da artéria braquial em ndo tabagistas e tabagistas, pré e

pos-administracdo de vitamina C através da dilatacdo mediada pelo fluxo (média

+ DPM).
Controles Controles Tabagistas Pré- Tabagistas Pds-
Pré-Vita C Pos-Vita C VitaC VitaC
Hiperemia 16,2+2,7 144+41 8,5+£3,7* 17,7+7,7"
NTG 259+57 27,1+6,4 21,7+4;3 28,9+8,6

* P <0.05 vs controle

#P <0.05 vs tabagistas pré-vita C

4.4. EFEITOS HEMODINAMICOS

N&o houve alteracBes nos parametros hemodinamicos avaliados em todos os

grupos estudados.
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DISCUSSAO



O principal achado desta investigacdo é que a reduzida reatividade vascular
dependente do endotélio em tabagistas foi revertida com a infusdo aguda de vitamina C
similarmente em ambos os leitos vasculares, arterial e venoso. Em contraste com a
producdo continua de NO pelo endotélio arterial, a producdo basal de NO pelo endotélio
venoso € muito baixa (VALLANCE et al, 1989). Entretanto, esta producdo basal venosa
pode ser aumentada em resposta a bradicinina ou outros agonistas (BEDARIDA et al,
1994). Recentemente, um estudo com culturas de células endoteliais venosas de mesentério
de ratos mostrou grandes concentragfes de eNOS, atividade da NOS e L-arginina
intracelular quando comparadas a células endoteliais arteriais (WAGNER et al, 2001).
Demonstrou-se que, apesar da concentracdo média de NO ndo ser significantemente
diferente entre os tipos de vasos devido a alta variabilidade em valores absolutos, a
concentracdo de NO no endotélio venoso foi maior que no arterial em aproximadamente
80% dos pares de vasos mesentéricos estudados em ratos (BOHLEN et al, 1998). Outros
estudos sugerem que o0 endotélio venoso ndo tem a mesma capacidade de sintese de NO que
o endotélio arterial. Por exemplo, shear stress e acetilcolina estimulam menos a liberacéo
de NO pela veia jugular comparada a artéria carétida (FUKAYA e OHHASHI, 1996) e
shear stress estimula menos a dilatacdo NO-dependente em veias coronérias que em seus
pares arteriais (KUO et al, 1993).

A superior longevidade da paténcia dos enxertos com artéria mamaria interna
comparados aos de veia safena tém embasamento na funcéo endotelial (TADJKARIMI et
al, 1992; HOLT et al, 1993). Uma maior liberacdo basal de NO e EDHF em enxertos
arteriais (LIU et al, 2000), a funcdo endotelial intacta pela pequena manipulacdo e a
auséncia de espessamento intimal nos enxertos arteriais em comparacdo aos enxertos
venosos (KOMORI et al, 2002), bem como a manutengdo do metabolismo fisioldgico de
Oxido nitrico e prostaciclina, ambos a curto e longo prazo apés a cirurgia (YANG et al,
1991), sugerem uma maior biodisponibilidade de NO no leito arterial. No todo, estes
achados sustentam o consenso crescente de que ha uma marcada heterogeneidade regional e
segmentar na fungdo vascular endotelial, com a liberacdo de NO e/ou efeitos vasculares
variando entre e dentro de especificos leitos vasculares (BOEGEHOLD, 1998).
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Estudos prévios em nosso laboratorio demonstraram uma reduzida
vasodilatacdo a bradicinina em tabagistas usando a técnica da veia dorsal da mao
(MORENQO et al, 1998). Agora, usando o0 mesmo modelo, nossos resultados indicam que a
administragdo aguda de vitamina C reverte esta resposta anormal em tabagistas.
Observagdes clinicas tém demonstrado radicais livres de oxigénio como mediadores da
disfuncdo endotelial em tabagistas (MORROW et al, 1995; REILLY et al, 1996). A
vitamina C melhora ou reverte a disfuncdo endotelial, sugerindo uma ligacéo entre esta e a
biodisponibilidade do NO, porém, somente em altas concentragdes fisiologicas (JACKSON
et al, 1998). Sabidamente, individuos tabagistas possuem niveis plasmaticos reduzidos de
vitamina C (TSUCHIYA et al, 2002; SCHECTMAN et al, 1989), um potente antioxidante
protetor dos lipides plasmaticos contra o stress oxidativo (FONTANA et al, 1999; SIOW et
al, 1999). Isto poderia ser explicado pela deplecdo constante das moléculas antioxidantes
naturais pelo hébito de fumar, levando ao desequilibrio do sistema de oxidacao-reducédo
(REDOX).

A reversao da disfuncdo endotelial pela vitamina C ja esta bem demonstrada em
pacientes com aterosclerose (HEITZER et al, 2001; HAMABE et al, 2001),
hiperhomocisteinemia (KANANI et al, 1999; CHAMBERS et al, 1999),
hipercolesterolemia (TING et al, 1997; PERTICONE et al, 2000), hipertensao arterial
(TADDEI et al, 1998; SHERMAN et al, 2000) e diabete melito (TITLE et al, 2000;
BECHMAN et al, 2001). Em tabagistas, a abstinéncia reverte a disfuncdo endotelial
(CELERMAJER et al, 1993; MORENO et al, 1998) e reduz marcadores de stress oxidativo
(MORROW et al, 1995; REILLY et al, 1996). Os mecanismos propostos para explicar a
melhora da funcdo endotelial pela vitamina C (MAY, 2000) sdo: 1) Prevencao da disfuncéo
endotelial induzida pela LDL oxidada (MARTIN e FREI, 1997; SIOW et al, 1998; RUIZ et
al, 2003), 2) Liberacdo de NO por S-nitrosotiois no plasma induzida pela vitamina C
(SCORZA et al, 1997), 3) Reducéo de nitrito a NO (MIRVISH et al, 1972), 4) Sequestro de
radicais superdxido pela vitamina C (BENDICH et al, 1986; JACKSON et al, 1998), 5)
Regulacdo redox tiol-dependente da eNOS: interagdo com vitamina C, 6) Regulagéo da
eNOS pela tetrahidrobiopterina (UEDA et al, 2000; BAKER et al, 2001), 7) Vitamina C
como cofator da eNOS, 8) Efeitos na estimulacdo da guanilato ciclase pelo NO (MURPHY,

1999). Muitos estudos tém dado suporte a melhora da disfuncdo endotelial arterial em
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individuos tabagistas atraves de técnicas como: Dilatacdo Mediada pelo Fluxo (GAENZER
et al, 2001; RAITAKARI et al, 2000), Pletismografia (McVEIGH et al, 1996; HEITZER et
al, 1996), Tomografia por Emisséo de Pdsitrons (CAMPISI et al, 1999) e Infusdes Intra-
arteriais (PEPINE et al, 1998), mas ndo em leitos venosos.

Em concluséo, resultados conflitantes sugerem atividades bioldgicas diferentes
entre o endotélio venoso e arterial, provavelmente por uma heterogeneidade regional e
segmentar da funcdo vascular endotelial, porém, nossos achados demonstram que no leito
vascular periférico possa haver uma similaridade nesta resposta. O mecanismo preciso

ainda necessita maior investigagéo.

Implica¢des Clinicas

Devemos salientar que nossos resultados ndo podem ser extrapolados para o
uso clinico da vitamina C como fator de protecdo vascular em tabagistas ou em outros
pacientes com diferentes fatores de risco. Além de a dose intravenosa administrada ser
muito alta para a obtencdo de resultados satisfatérios de reversao da disfuncéo endotelial e,
teoricamente, doses acima de 1g/dia, aumentam muito o risco de célculos renais, uricosuria,
deficiéncia de vitamina B, sobrecarga de ferro e mutagenicidade (DIPLOCK, 1995), o seu
uso cronico tem mostrado resultados controversos. Pacientes com insuficiéncia cardiaca,
apos tratamento com vitamina C oral (1g/dia) durante quatro semanas demonstrou melhora
no FMD de artéria radial (HORNIG et al, 1998). O uso oral combinado de vitamina C
(1g/dia) e vitamina E (400Ul 2X/dia) também melhorou a vasodilatagdo dependente do
endotélio em criancas e adolescentes com hipercolesterolemia familiar (MIETUS-
SNYDER et al, 1998). Dois estudos em pacientes com doenca arterial coronariana que
receberam 2g de vitamina C em dose Unica (aguda) ou 500mg/dia por 4 semanas (cronica)
mostraram efeito benéfico sustentado da funcéo endotelial em ambas as situacdes, avaliadas
pelo FMD de artéria braquial (LEVINE et al, 1996; GOKCE et al, 1999). Porém, o uso de
vitamina C (1g/dia) por 8 semanas em tabagistas, ndo mostrou esse beneficio, apesar da
manutencdo dos niveis plasméaticos de vitamina C (RAITAKARI, 2000). Diferentes
metodologias entre os estudos podem justificar seus resultados discrepantes, porém, uma

explicacdo seria a reducao da biodisponibilidade da vitamina C pela terapia prolongada.
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Outros estudos com padronizacdo de técnicas de avaliacdo da reatividade
vascular associados a farmacocinética da vitamina C e a investigacdo de mecanismos
ligados a biodisponibilidade do 6xido nitrico, serdo necessarios para maior esclarecimento

da acdo da droga.
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CONCLUSOES



Com base em nossos achados, podemos concluir que:

1. A reatividade vascular dependente do endotélio esta reduzida similarmente

em tabagistas em ambos os leitos vasculares (venoso e arterial).

2. A infusdo aguda de vitamina C restaura a reatividade vascular dependente do

endotélio em tabagistas.
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ANEXO Il - Ficha clinica

“EFEITOS DA ADMINISTRACAO AGUDA DE VITAMINA C NA REATIVIDADE
VASCULAR ARTERIAL E VENOSA EM TABAGISTAS”

ANEXO Il - FICHA CLINICA

DATA: / { Cadastro:
PESO: Kg ALTURA: cm IMC:
1.Nome: 2.Registro:
3.Endereco:

Cidade: Bairro: CEP: Tel.:

4 idade: 4a. Data de Nascimento: / /

5. Sexo: (a) masc (b) fem
6.Racga: (a) branca (b) negra (c)amarela (d)parda

7. Profissao: ( se aposentado, ha quanto tempo? anos)
Se ainda trabalha, qual atividade?

8. Escolaridade: (a) primario (b) 1°Grau (c) 2°Grau (d) 3°Grau (e) Pés-graduacao
9. Ha quanto tempo sabe ser hipertenso? anos

10. Faz uso de bebida alcodlica reguiarmente? (a) ndo (b) sim
10a. Que tipo? (a) destilada (pinga,uisque) (b) fermentada(cerveja) (c) vinho
{d)conhaque
10b. Regularidade? (a) todo dia (b) 5x /semana (c)4x/sem (d)3x/sem (e)fim de semana
10c. Quantidade?

11. Fuma? (a) nunca fumou  (b) ainda fuma  (¢) parcu de fumar

12. Que tipo? (a) cigarro comum (b) cigarro de palha (¢) cachimbo
11a. Com filiro? (@) sim (b) nao
13. Se ainda fuma... (a) 0 a 10 cig/dia {(d) 30 a 40 cig/dia
(b} 10 a 20 cig/dia {e) mais de 40 cig/dia
(c) 20 a 30 cig/dia
14. Parou-se de fumar, ha quanto tempo? meses

14a. Tem familiares fumantes no convivio diaric (more na mesma casa)? (a)sim (b)néo

Anexa 2
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15. Quanto fumava? Siga classificacdo acima: ()
16. E Diabético? (a) sim (b) ndo
17. Ha quanio tempo € diabético? meses

18.Que remédio usa? (@) Diabinese, Daonil { outro:

(b} Glifage, Glucoformin { outro:

(c) Giucobay

19. Quantos comprimidos/dia? , cps mg)
, cps (____ mg)
20. Ha quanto tempo toma remédio? meses
21. Se insulina, quantas unidades/dia? U
22. Ha quanto tempo vem tomando insulina? meses
23. Tem colesterol ou triglicérides alto? (a) sim (b) nao
Niveis ( data / / ). # Colesterol Total: mg/di
# Triglicérides: mg/d}
# HDL: mg/dl
# LDL: mg/dli
#VLDL: mg/d|
#Glicemia de jejum: mg/dl
#Creatinina: mg/di
24 Faz alguma dieta?  (a) ndo
(b} sim, para emagrecer
(c) sim, como menos gordura
(d) sim, para o diabete
(e} sim, como com pouco sal
25. Esta tomando remédio para pressao? (a) sim (b} nao
Se sim, quais?
dose mg cps/dia
26. Quais remédios ja tomou?
dose mg cps/dia
27. Cirurgias prévias: Qto tempo?
Qto tempo?
Qto tempo?

Anexp 2
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28. Quantas gestagdes? Datas (anos)
28a. Abortos?
28b. Teve pressao alta durante a gravidez? (a) sim (b) nao
28c. Passou a ter pressao alta logo apés a gravidez? (a) sim (b) nao

29. Antecedentes familiares: (a) HAS ( quem: )
(b) DM ( quem: )
(c) Dislipidemia ( }
(d) IAM ( quem: }
(e} AVC { quem: )
(f) RM ( guem: - )
{g) Morte stbita (quem: )
EXAME FiSICO
30.Geral:
31.Circunferéncia do Brago: cm Antebraco: cm
32.PA: a. Sentado ( ) X mmhg ( FC: bpm)
b. Sentado ( ): X mmhg ( FC: bpm)
c.Empé ( ) X mmhg ( FC: bpm)
d. ( ): X mmhg
33. Cabecalpescogo: Sopro Carotideo: (a) sim (b) ndo
34. Ap. resp..

35. Ap. card-vasc.:

36. Abdome:

37. Neuro:

38. Ext/s:

OBS:

Angxe ]
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ANEXO Il — Consentimento informado

“EFEITOS DA ADMINISTRACAO AGUDA DE VITAMINA C NA REATIVIDADE
VASCULAR ARTERIAL E VENOSA EM TABAGISTAS”

ANEXO llI

CARTA DOS DIREITOS DO VOLUNTARIO EM PESQUISA MEDICA

Os individuos que participam em pesquisa médica adquirem certos direitos. Estes

direitos incluem:

a) Informacdes e explanacdes a respeito:

e Dos procedimentos, aparelhos e drogas a serem utilizados;

e Da natureza e proposta da pesquisa,

e De possiveis desconfortos e riscos que possam possivelmente ocorrer ou
estarem sujeitos;

e De possiveis beneficios advindos da pesquisa;

e Outras alternativas de tratamento que possam lhe ser vantajosas;

e Da evolucao da pesquisa e dos resultados referentes a si proprio;

b) Encaminhamento a tratamento médico caso complicacdes ocorram;

c) Fazer questdes a respeito dos experimentos ou procedimentos envolvidos;

d) Ser instruido de que o consentimento para participar do estudo pode ser

retirado a qualquer momento, inclusive sem justificativas, sem prejuizo do

tratamento/seguimento do voluntario por parte da instituicdo de saude.

e) Receber uma cépia deste consentimento datada e assinada pelo pesquisador

responsavel ou seus auxiliares autorizados para tal;

f) Consentir ou ndo em participar do estudo sem qualquer coergao ou outro tipo de

influéncia por parte de elementos envolvidos na pesquisa.
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“EFEITOS DA ADMINISTRACAO AGUDA DE VITAMINA C NA REATIVIDADE
VASCULAR ARTERIAL E VENOSA EM TABAGISTAS”

Vocé esta convidado a participar de um estudo sobre como se comporta 0
calibre da artéria de seu braco e da veia da sua mao durante a infuséo de vitamina
c intravenosa. nés estudaremos a resposta dos vasos sanguineos em tabagistas e
nao tabagistas. se vocé decidir participar do estudo, o Dr. Heitor Moreno Jr. ou
outros médicos da equipe (Dr. Juan Carlos Yugar Toledo e Dr. Marcio Goncgalves
de Sousa) descreverédo detalhadamente o estudo a vocé.

Cada estudo dura em média 3 horas e vocé permanecera deitado no leito
com os bragos confortavelmente apoiados em suportes de espuma. Em uma veia
do dorso de sua méao sera introduzida uma pequena agulha (do tipo escalpe n®
19), onde sera infundida a vitamina C com solucdo salina durante o periodo do
estudo. Um transdutor de ultra-sonografia sera colocado na superficie externa do
brago e outro transdutor na forma de um pequeno tripé metélico sobre o dorso da
mao. Serdo realizadas varias medidas do calibre da veia e da artéria. Quatro
drogas serao usadas além da vitamina C: a fenilefrina, que reduz o calibre da veia,
a bradicinina, que dilata a veia (ambas somente com efeito local), nitroprussiato de
sédio e nitroglicerina que podem causar dor de cabeca, tonturas e raramente
queda da pressao arterial. O procedimento € praticamente isento de riscos,
mesmo assim, pressdo arterial e frequéncia cardiaca, além da monitorizacdo
eletrocardiogréfica serdo realizadas durante todo o procedimento.

Amostras de sangue (20 ml cada; total por estudo=40 ml) para dosagem de
substancias oxidantes serdo coletadas durante o estudo. Se repetido o exame, 0
volume total de sangue a ser coletado durante o periodo total de estudo ndo sera
superior a 120 ml. Este estudo podera resultar em uma melhor compreenséo dos
efeitos desta vitamina sobre os vasos sangulineos em tabagistas.

NOS NAO PODEMOS E NAO GARANTIREMOS QUE VOCE RECEBERA
QUALQUER BENEFICIO DIRETO DESTE ESTUDO.
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“EFEITOS DA ADMINISTRACAO AGUDA DE VITAMINA C NA REATIVIDADE
VASCULAR ARTERIAL E VENOSA EM TABAGISTAS”

Qualquer dado que possa ser publicado posteriormente em revistas
cientificas ndo revelara sua identidade, entretanto, érgdos governamentais ligados
a saude podem solicitar informacfes a respeito da pesquisa e a identidade dos
voluntarios envolvidos nela.

Vocé receberad ao término de cada estudo a quantia de R$ 30.00 (trinta
reais) por estudo. Para estudos adicionais, se necessarios, vocé também recebera
a quantia de R$ 30.00 (trinta reais).

Qualquer questdo a respeito do estudo ou de sua saude deve ser dirigida
ao Dr. Heitor Moreno Junior (telefone 19-37887185, ramal 228; residencial 19-
32060442), do Departamento de Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Médicas
da UNICAMP; teremos satisfacdo em esclarecé-la. O telefone da Comissédo de
Etica em Pesquisa da FCM/UNICAMP é 19-32898656.

Todos os tipos de tratamento ou diagndstico médico, experimental ou néo,
envolvem algum risco de prejuizo a saude. O estudo sera realizado em ambiente
hospitalar (Instituto Rio Preto — S&o José do Rio Preto), portanto com 0s recursos
disponiveis para atendimento de possiveis emergéncias. Apesar de todas as
precaucdes, complicacdes podem ocorrer decorrentes de sua participagdo no
estudo. Neste caso, vocé serd encaminhado para assisténcia médica adequada.

A SUA ASSINATURA EM CADA PAGINA DESTE DOCUMENTO
SIGNIFICA QUE: VOCE LEU E ENTENDEU AS INFORMACOES ACIMA; VOCE
DISCUTIU O ESTUDO COM O INVESTIGADOR PRINCIPAL E/OU SUA EQUIPE;
VOCE DECIDIU PARTICIPAR DO ESTUDO COM BASE NAS INFORMACOES
FORNECIDAS; UMA COPIA DESTE CONSENTIMENTO FOI DADA A VOCE.
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