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Efectos de la Exposicion al Humo Lateral del Cigarrillo sobre el
Barorreflejo en Ratones Adultos

Vitor E. Valenti'?, Luiz Carlos de Abreu?, Celso Ferreira’?
Departamento de Medicina, Disciplina de Cardiologia, UNIFESP', Sao Paulo, SP; Departamento de Morfologia e Fisiologia, Faculdade de
Medicina do ABC? Departamento de Clinica Médica, Disciplina de Cardiologia, Faculdade de Medicina do ABC®, Santo André, SP - Brasil

Resumen
Fundamento: Ha sido demostrado en la literatura que la exposiciéon al humo del cigarrillo causa hipertension en ratones;
entre tanto, aun no fue demostrado si la funcién barorreflexa esta perjudicada antes que el animal se vuelva hipertenso.

Objetivo: Evaluamos los efectos de corto plazo de la exposicion al humo lateral del cigarrillo (HLC) sobre la funcién
barorreflexa en ratones Wistar normotensos.

Métodos: Los ratones fueron expuestos al HLC durante tres semanas, 180 minutos, cinco dias por semana, a una
concentraciéon de monéxido de carbono entre 100-300 ppm. La presién arterial media (PAM) y la frecuencia cardiaca
(FC) fueron evaluadas a través de canulacion de la vena y arteria femoral.

Resultados: No hubo diferencia significativa entre los grupos control y HLC en relacién a la MAP y FC, componentes
simpaticos y parasimpaticos de la funcion barorreflexa.

Conclusion : Nuestros datos sugieren que tres semanas de exposicion a la HLC no son suficientes para causar dafio
significativo a los parametros cardiovasculares y sensibilidad barorreflexa en ratones Wistar normotensos. (Arq Bras

Cardiol 2011; 96(2) : 148-153)
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Introduccion

El tabaco tiene un importante papel en términos de
distribucién de metales-trazo toxicos para la salud humanay
ambiental'. El humo del cigarrillo puede ser clasificado en dos
categorfas, siendo una la via principal del humo de cigarrillo
(mainstream), generalmente inhalado por fumantes activos
y la segunda siendo la via secundaria del humo de cigarrillo
(sidestream), o humo lateral del cigarrillo (HLC), emitida por el
cigarrillo e inhalada por los asi llamados “fumantes pasivos”. Es
sabido que la exposicion al humo lateral del cigarrillo contiene
una variedad de oxidantes y otros compuestos nocivos mucho
mayor que aquellos contenidos en el humo de la via principal.
Los fumantes pasivos son de esa forma, expuestos casi a las
mismas sustancias quimicas en el humo del cigarrillo que
los fumantes activos. Siendo asi, el tabaco pasivo aumenta
el riesgo de enfermedades cardiacas y otras enfermedades
relacionadas en no fumantes®-.

En la fisiologfa cardiovascular, el barorreflejo o reflejo
barorreceptor es uno de los mecanismos homeostaticos del
cuerpo para mantener la presion arterial*. Aunque haya sido
demostrado en la literatura que la exposicién al humo del
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cigarrillo aumenta la presion arterial en ratones®, aun no fue
demostrado si la funcién barorreflexa estaba comprometida
antes de que el animal se vuelva hipertenso.

Siendo asf, ese estudio investigo el reflejo barorreceptor
en ratones expuestos al HLC en corto plazo.

Método

Animales

Ratones Wistar (300-400g) fueron mantenidos en el bioterio
de nuestra Universidad. Los ratones fueron mantenidos en
jaulas plésticas individuales bajo condiciones de laboratorio
estandar. Fueron mantenidos en un ciclo claro-oscuro de
12 horas (luces encendidas a las 07:00 h) y tenian acceso
libre a comida y agua. Los animales fueron divididos en dos
grupos: Control (n=18), ratones expuestos al aire ambiente y
HLC (n=15), ratones expuestos al humo lateral del cigarrillo
(HLC). El Comité de Etica Animal de la Institucion autorizé las
condiciones de alojamiento de los animales y procedimientos
experimentales. Todos los esfuerzos fueron hechos para
minimizar el nmero de animales utilizados en el experimento.

Exposicion a humo lateral del cigarrillo

los ratones fueron colocados en una cdmara transparente,
con un volumen de aproximadamente 95x80x65 cm?,
donde fueron colocados cuatro ratones. La concentracion
de monoéxido de carbono (CO) del humo de cigarrillo fue
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mantenida entre 100-300 ppm®. Los ratones fueron colocados
en la camara transparente y los cigarrillos fueron colocados
dentro de la cdmara en una pequefa caja para evitar que los
ratones tocasen el cigarrillo. El HLC era producido a través
de la quema de los cigarrillos dentro de la cdmara sin filtro,
que es la principal caracteristica del HLC.

Cuando la concentracién de CO alcanzaba 100 ppm el conteo
era iniciado (hasta 180 minutos). Los cigarrillos eran substituidos
por nuevos cigarrillos a fin de mantener la concentracién de CO
entre 100-300 ppm’. Los ratones eran expuestos al HLC por
180 minutos, cinco dias por semana; la duracién total de esos
experimentos fue de tres semanas y todas las exposiciones fueron
hechas por la manana, entre 8:00 y 12:00 horas. El cigarrillo
utilizado era una marca comercial con la siguiente composicion:
1.1 mgde nicotina, 14 mgde alquitrdn y 15 mg de mondxido de
carbono. Los animales control fueron mantenidos en el mismo
lugar y bajo las mismas condiciones que el grupo HLC, pero
fueron expuestos al aire ambiente.

Procedimientos quirtirgicos

En el tercer dia después de la dltima exposicion al HLC,
los ratones fueron anestesiados con cetamina (50 mg/kg i.p.)
y xilazina (50 mg/kg i.m.) y un catéter fue inserido en la aorta
abdominal a través de la arteria femoral para registro de la
presion arterial y frecuencia cardfaca. Los catéteres eran
hechos de segmentos de 4 cm de largo de PE-10 polietileno
(Clay Adams, USA) unidos en caliente a un segmento de 13
cm de PE-50. Los catéteres fueron avanzados bajo la piel y
exteriorizados en el dorso del animal*®.

Registro de la presion arterial y frecuencia cardiaca en los
ratones acordados

después de la cirugfa, los animales fueron mantenidos
en jaulas individuales usadas en el transporte hasta la sala
del experimento. Los animales tuvieron 20 minutos para
adaptarse a las condiciones de la sala del experimento, tales
como sonido e iluminacién, antes del inicio del registro
de la presién arterial y frecuencia cardiaca. La sala del
experimento era actsticamente aislada y habia ruido de
fondo constante producido por un extractor de aire. Por lo
menos otro perfodo de 15 minutos fue permitido antes del
inicio de los experimentos. La presion arterial pulsatil (PAP)
de ratones moviéndose libremente fue registrada utilizando
un preamplificador HP-7754A (Hewlett-Packard, EUA) y una
placa de adquisicién (MP100A, Biopac Systems Inc, EUA)
conectada a un computador. Los valores de la presién arterial
media (PAM) y frecuencia cardiaca (FC) fueron derivados de
los registros de PAP y procesados online*°.

Test del Barorreflejo

EL barorreflejo fue testado con una dosis presora de 0,TmL
de fenilefrina (FEN-en bolo-8 ug/kg IV; Sigma Chemical) y dosis
depresoras de 0,1 ml de nitroprusiato de sodio (NPS- en bolo-
50 ug/kg IV; RBI). El aumento del barorreflejo fue calculado
como la derivacién de la FC en funcién de la variacién de la
PAM (AFC/APAM). También analizamos el pico de bradicardia
y taquicardia y la variacién de la FC (la diferencia entre el pico
de bradicardia y el de taquicardia)*.

Analisis Estadistico

Los valores fueron expresados en medias = error estandar
de las medias. La FC, PAM, AFC, APAM y AFC/APAM fueron
comparadas entre los ratones expuestos a la HLC y el aire
ambiente. Después de que las distribuciones fueron evaluadas a
través del test de normalidad de Kolmogorov, el test t de Student
no pareado fue utilizado para identificar las diferencias entre las
distribuciones normales (PAM, FC, hipertensién inducida por
la FEN, reflejo bradicérdico, disminucién en la PAM inducida
por NPS, reflejo taquicardico, pico de bradicardia, pico de
taquicardia, variacién en la FC y aumento de barorreflejo
testado con NPS) y el test de Mann-Whitney fue utilizado para
evaluar diferencias entre las distribuciones no paramétricas
(aumento barorreflejo testado con FEN). A fin de comparar
peso corporal antes y después de la exposicion a la HLC, el
test t de Student pareado fue aplicado. Las diferencias fueron
consideradas significativas cuando la probabilidad de error Tipo
| fue menor que 5% (p < 0,05).

Resultados

Comparamos el peso corporal antes y después de la
exposicion al HLC y observamos que en el grupo HLC el peso
disminuyé significantemente (352,5+14,7 gvs 338,5+13,6 g;
p=0,0003), mientras que no hubo diferencia en el grupo control
(antes - 365,7+17,5 gvs después : 366,8+18,3 g; p=0,7374).

Como es mostrado en la Tabla 1, no observamos diferencias
significativas entre los grupos HLC y control en relacién a la
PAMy FC basal, pico de bradicardia y taquicardia, variacién en
la FCy aumento del barorreflejo. Ademas de eso, la respuesta
del reflejo bradicardico a cambios en el aumento de la PAM no
fue atenuada en ratones expuestos al HLC (C : -82,7+5,2 vs
HLC : -88+6,9; p=0,392) y el aumento en la PAM inducido
por la FEN no fue significativamente diferente entre los grupos
(C - 48,6+2,3 vs HLC - 46,3x1,8; p=0,395). La Figura 1
presenta registros representativos obtenidos durante el test
del barorreflejo con FEN en ratones acordados, no mostrando
diferencias significativas entre los grupos control y HLC. La
bradicardia refleja en respuesta al aumento en la presién

arterial inducida por FEN fue similar en los dos grupos.

Las inyecciones intravenosas de NPS produjeron una
respuesta vasodepresora, que no estaba estadisticamente

Niveles basales de presion arterial media (PAM) y
frecuencia cardiaca (FC), pico de bradicardia y taquicardia,
variacion de la FC y aumento del barorreflejo (GB) en ratones
expuestos al HLC (n=15) y aire ambiente (n=18)

Variable Control HLC ‘(’::‘:
PAM (mmHg) 1083243  10807+249 08282
FC (Ipm) 32656+9,38 319874789 05981
Pico de Bradicardia (lpm) ~ 229,39+1244  226=8,74 0,8317
Pico de Taquicardia (lpm) ~ 464,72+10,87  490,13+6,89 0,689
Variacion de la FC (lpm) ~ 240,5+12,89 25064 0,2484
GB (Ipm x mmHg-") FEN A4,71+0,09 4,92+016 0,617
GB (Ipm x mmHg-) NPS -323+0,28 286015 02785
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Figura 1 - Registros de un raton del grupo control (n=18) y otro ratén del grupo expuesto al HLC (n=15) ilustrando la bradicardia refleja (arriba) en respuesta a aumentos
en la presion arterial. Infusiones fueron dadas en bolo. PAM - presion arterial media; PAP - presion arterial pulsétil; FC - frecuencia cardiaca; FEN: fenilefrina.

reducida en ratones expuestos al HLC, cuando fueron
comparados con los ratones control (C : 34,7= 22,1 vs HLC
-39,4+1,7; p=0,189). Ademas de eso, la taquicardia refleja
en respuesta a la disminucién en la PAM inducida por NPS
no estaba significativamente disminuida en el grupo HLC (C :
104,4+7.4vs HLC-110+4,9; p=0,557). La Figura 2 muestra el
registro representativo obtenido durante el test del barorreflejo
con NPS en ratones acordados y ninguna diferencia significativa
fue observada entre los grupos control y HLC. LA taquicardia
refleja en respuesta a la disminucién en la presién arterial

inducida por NPS fue similar en ambos los grupos.

Discusion
considerando los efectos toxicos de los componentes de

los cigarrillos previamente presentados en la literatura''* y
de otros agentes contaminantes'® en el sistema cardiovascular,

objetivamos la evaluacién de la funcién barorreflexa en ratones
expuestos al HLC en corto plazo. Relatamos que apenas tres
semanas de exposicion, cinco dias por semana y a una
concentracién de 100-300 ppm de CO no fueron suficientes
para causar dafo significativo a cualquier componente
barorreflejo en ratones Wistar despiertos. Verificamos apenas
una diferencia en relacién al peso corporal antes y después
de la exposicién al HLC.

Nuestros datos demostraron que en ese grupo expuesto al
HLC, el peso corporal estaba disminuido después del periodo
de exposicion. La falta de cualquier alteracién en el grupo
control es consistente con esa conclusion. De forma inversa,
Paiva et al'®no observaron ningtn efecto significativa de la
exposicion del cigarrillo en el peso corporal. Creemos que esa
diferencia entre los dos estudios sea explicada por los factores
metodolégicos. En nuestra investigacion, expusimos animales
al HLC por 180 minutos al dfa en el perfodo de la manana;
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Figura 2 - Registros de un raton del grupo control (n=18) y otro ratén del grupo HLC (n=15), ilustrando taquicardia refleja (arriba) en respuesta a la disminuciones en la
presion arterial. Las infusiones fueron dadas en bolo. PAM - presion arterial media; PAP - presion arterial pulsétil; FC - frecuencia cardiaca; NPS - nitroprusiato de sodio.
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ese humo no era filtrado y presentaba densidad més alta de
componentes letales, cuando era comparado a la via principal
del humo de cigarrillo (mainstream)'”, mientras que Paiva et
al'® expusieron animales al humo de cigarrillos con filtro por
30 minutos por dia, dos veces, en el periodo de la tarde.

No relatamos ninguna diferencia en el pico de taquicardia
o bradicardia y variacién de la FC entre los ratones expuestos
al HLC y el grupo control de la misma edad. El pico de
taquicardia es asociado con la respuesta simpdtica méaxima
a la reduccién en la presion arterial; el pico de bradicardia
es un indice de la respuesta parasimpatica mas alta al
aumento en la presién arterial; el indice de variacion en la
FC representa la diferencia entre el pico superior y el inferior
de FC y la derivacion de la FC en funcién de la variacién de
la PAM indica el aumento del barorreflexo. Overton et al"
sugirieron que la restriccion crénica de comida reduce el
desarrollo de hipertensién y apoyo simpatico de la PAM en
ratones espontaneamente hipertensos. Considerando que en
nuestro estudio los ratones expuestos al HLC tuvieron su peso
corporal reducido, es posible que ese hecho haya contribuido
a la ausencia de hiperactividad simpatica. Entre tanto, no
medimos la ingestion de alimento en esos animales.

No hubo cambio significativo en la PAM y FC basal en los
ratones expuestos al HLC. Un estudio reciente sugiri6 que la
exposicion aguda por inhalacién de particulados concentrados
del aire eleva la presién arterial en perros crénicamente
instrumentados®. Varias razones pueden explicar la diferencia
entre ese investigacion y nuestros hallazgos. Primero,
expusieron los perros a particulas finas (didmetros entre 0,15
y 2,5um) y nosotros expusimos ratones a HLC, que contiene
miles de componentes quimicos téxicos conocidos y particulas
con diametro > 2.5 um. Segundo, la presion arterial fue
evaluada a través de telemetria y nosotros canulamos la arteria
femoral a fin de obtener medidas de presién arterial mas
precisas. Tercero, ellos expusieron modelos caninos por mas
de 50 dias y en nuestro estudio, ratones fueron expuestos por
3 semanas. Cuarto, en nuestra investigacion, los ratones fueron
expuestos por 180 minutos por dia y Bartoli et al*® expusieron
animales a particulados concentrados del aire por 5 horas por
dia. Aun considerando todas esas diferencias en relacién a
los aspectos metodoldgicos, creemos que esas tres semanas
de exposicion al HLC no fueron suficientes para causar los
mismos efectos observados en el estudio de Bartoli et al*.

Aunque nuestros resultados no hayan indicado un efecto
del HLC en la funcién barorreflexa, estudios anteriores
investigaron los efectos de los componentes del cigarrillo
en la funcién autonémica. Xiao et al*' demostraron que la
administracién de nicotina intrauterina afecta la respuesta
bradicérdica a la angiotensina. Shinozaki et al*> demostré que
el humo de cigarrillo en los fumantes estimula la actividad
del nervio simpatico a través de un efecto periférico directo
y un efecto mediado centralmente. Ademds de la nicotina,
el humo del cigarrillo contiene miles de otras substancias
quimicas, incluyendo monéxido de carbono, cianuro de
hidrégeno, 6xidos de nitrégeno, aldehidos, N-nitrosaminas
y hidrocarburos poliaromaticos. El HLC tiene una mas alta
concentracién de substancias toxicas cuando es comparado
al humo inhalado por el fumante activo, debido a la mas baja
temperatura de combustién, asf como la falta de filtro'”. Por

ejemplo, hay cinco veces mas acroleina en el HLC, cuando
es comparado con el humo inhalado por el fumante activo®.
La acroleina es un aldehido insaturado que fue recientemente
implicado en lesién endotelial relacionada al tabaco* y podria
tener un papel en la atenuacién del relajamiento inducido
por la acetilcolina observada con HLC. Como un todo, esos
datos contradicen nuestro estudio. Creemos que el periodo
de exposicién del estudio (tres semanas) no fue suficiente para
afectar el barorreflejo en ratones Wistar.

En esa investigacion, la funcién barorreflexa fue evaluada
en ratones despiertos, ya que la actividad barorreflexa es
disminuida bajo anestesia?*°, reduciendo la variacion de
la FC, que es el desenlace en un andlisis de una porcion
restringida de la respuesta barorreflexa. De esa forma, creemos
que nuestra investigacién provea informaciones confiables
sobre los efectos de un componente del humo de cigarrillo
en la funcion barorreflexa en ratones Wistar. Serfa también
interesante evaluar otros reflejos cardiovasculares (por ex.,
reflejo cardiopulmonar y quimiorreflejo).

Esos datos presentan informaciones relevantes, considerando
que actualmente el reflejo baroreceptor es ampliamente
estudiado en diferentes modelos y cepas de ratones, con el
objetivo de evitar el desarrollo de hipertensién en humanos*?7,
debido al hecho de que la reduccién de la funcién barorreflexa
es indicativa de enfermedad cardiovascular?.

Reconocemos las limitaciones de nuestro estudio en que
fuimos incapaces de proveer una curva completa de la funcién
del reflejo barorreceptor. Entre tanto, los componentes del
barorreflejo obtenidos aqui son de relevancia fisiologica, por
que estan proximos del punto de operacién de ese reflejo en
ratones acordados no limitados fisicamente®.

Concluyendo, la exposicion al humo lateral del cigarrillo
por tres semanas consecutivas no afecta los componentes de
la funcién barorreflexa en ratones Wistar despiertos.
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