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Efeitos da Exposicao a Fumaca Lateral do Cigarro sobre o
Barorreflexo em Ratos Adultos

Sidestream Cigarette Smoke Exposure Effects on Baroreflex in Adult Rats
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Departamento de Medicina, Disciplina de Cardiologia, UNIFESP', Sao Paulo, SP; Departamento de Morfologia e Fisiologia, Faculdade de
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Resumo
Fundamento: Tem sido demonstrado na literatura que a exposicao a fumaca do cigarro causa hipertensao em ratos;
entretanto, ainda nao foi demonstrado se a funcao barorreflexa esta prejudicada antes do animal se tornar hipertenso.

Objetivo: Avaliamos os efeitos de curto prazo da exposicao a fumaca lateral do cigarro (FLC) sobre a funcao barorreflexa
em ratos Wistar normotensos.

Métodos: Os ratos foram expostos a FLC durante trés semanas, 180 minutos, cinco dias por semana, a uma concentragao
de monéxido de carbono entre 100 e 300 ppm. A pressao arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) foram
avaliadas através de canulacao da veia e artéria femoral.

Resultados: Nao houve diferenca significante entre os grupos controle e FLC em relacao a PAM e FC, componentes
simpaticos e parassimpaticos da funcao barorreflexa.

Conclusao: Nossos dados sugerem que trés semanas de exposicao a FLC nao sao suficientes para causar dano significante
aos parametros cardiovasculares e sensibilidade barorreflexa em ratos Wistar normotensos. (Arq Bras Cardiol 2011;
96(2): 148-153)

Palavras-chave: Tabaco, fumacga, lesao por inalacao de fumaca, barorreflexo, ratos.

Abstract
Background: It has been evidenced in the literature that exposure to cigarette smoke causes hypertension in rats; however, it has not been
demonstrated if the baroreflex function is impaired before the animal becomes hypertensive.

Objective: We evaluated short-term effects of sidestream cigarette smoke (SSCS) exposure on baroreflex function in Wistar normotensive rats.

Methods: Rats were exposed to SSCS during three weeks, 180 minutes, five days per week, at a concentration of monoxide carbon between 100
and 300 ppm. Mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) were evaluated through cannulation of the femoral vein and artery.

Results: There was no significant difference between control and SSCS groups regarding basal mean arterial pressure and heart rate, sympathetic
and parasympathetic components of the baroreflex function.

Conclusion: Our data suggest that three weeks of exposure to SSCS is not enough to significantly impair cardiovascular parameters and
baroreflex sensitivity in normotensive Wistar rats. (Arq Bras Cardiol 2011; 96(2): 148-153)
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Introducao

O fumo tem um importante papel em termos de
distribuicao de metais-trago téxicos para a satde humana
e ambiental’. A fumaga do cigarro pode ser classificada em
duas categorias, sendo uma a via principal da fumaga de
cigarro (mainstream), geralmente inalada por fumantes ativos
e a segunda sendo a via secundaria da fumaga de cigarro
(sidestream), ou fumaca lateral do cigarro (FLC), emitida pelo
cigarro e inalada pelos assim chamados “fumantes passivos”.
E sabido que a exposicao a fumaca lateral do cigarro contém
uma variedade de oxidantes e outros compostos nocivos muito
maior do que aqueles contidos na fumaga da via principal.
Os fumantes passivos sdo dessa forma, expostos quase as
mesmas substdncias quimicas na fumaca do cigarro que os
fumantes ativos. Sendo assim, o fumo passivo aumenta o
risco de doencas cardiacas e outras doengas relacionadas
em nao-fumantes®?.

Na fisiologia cardiovascular, o barorreflexo ou reflexo
barorreceptor é um dos mecanismos homeostéticos do
corpo para manter a pressao arterial*. Embora tenha sido
demonstrado na literatura que a exposicao a fumacga do
cigarro aumenta a pressao arterial em ratos®, ainda nao foi
demonstrado se a fungdo barorreflexa estava comprometida
antes do animal se tornar hipertenso.

Sendo assim, esse estudo investigou o reflexo barorreceptor
em ratos expostos a FLC em curto prazo.

Método

Animais

Ratos Wistar (300-400g) foram mantidos no biotério da
nossa Universidade. Os ratos foram mantidos em gaiolas
plésticas individuais sob condicoes laboratoriais padrao. Eles
foram mantidos em um ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes
ligadas as 07:00 h) e tinham acesso livre & comida e dgua.
Os animais foram divididos em dois grupos: Controle (n=18),
ratos expostos ao ar ambiente e FLC (n=15), ratos expostos
a fumaga lateral do cigarro (FLC). O Comité de Etica Animal
da Instituicdo autorizou as condigdes de alojamento dos
animais e procedimentos experimentais. Todos os esforgos
foram feitos para minimizar o nimero de animais utilizados
no experimento.

Exposicao a fumaca lateral do cigarro

Os ratos foram colocados em uma camara transparente,
com um volume de aproximadamente 95x80x65 cm?, onde
foram colocados quatro ratos. A concentragao de monéxido
de carbono (CO) da fumaga de cigarro foi mantida entre 100-
300 ppm®. Os ratos foram colocados na cdmara transparente
e os cigarros foram colocados dentro da cdmara em uma
pequena caixa para evitar que os ratos tocassem no cigarro.
A FLC era produzida através da queima dos cigarros dentro
da camara sem filtro, que € a principal caracteristica da FLC.

Quando a concentragao de CO atingia 100 ppm a
contagem era iniciada (até 180 minutos). Os cigarros eram
substituidos por novos cigarros a fim de manter a concentragao
de CO entre 100 e 300 ppm’. Os ratos eram expostos a

Arq Bras Cardiol 2011; 96(2): 148-153

FLC por 180 minutos, cinco dias por semana; a duragao
total desses experimentos foi de trés semanas e todas as
exposigoes foram feitas pela manha, entre 8:00 e 12:00 horas.
O cigarro utilizado era uma marca comercial com a seguinte
composicao: 1,1 mg de nicotina, 14 mg de alcatrao e 15 mg
de monéxido de carbono.Os animais controle foram mantidos
no mesmo lugar e sob as mesmas condigoes que o grupo FLC,
mas foram expostos ao ar ambiente.

Procedimentos cirlrgicos

No terceiro dia apds a ultima exposigao a FLC, os ratos
foram anestesiados com cetamina (50 mg/kg i.p.) e xilazina
(50 mg/kg i.m.) e um cateter foi inserido na aorta abdominal
através da artéria femoral para registro da pressao arterial e
frequéncia cardiaca. Os cateteres eram feitos de segmentos
de 4 cm de comprimento de PE-10 polietileno (Clay Adams,
USA) unidos a quente a um segmento de 13 cm de PE-50.
Os cateteres foram avangados sob a pele e exteriorizados no
dorso do animal*®.

Registro da pressao arterial e frequéncia cardiaca nos
ratos acordados

Ap6s a cirurgia, os animais foram mantidos em gaiolas
individuais usadas no transporte até a sala do experimento.
Os animais tiveram 20 minutos para se adaptar as condigdes
da sala do experimento, tais como som e iluminagao, antes do
inicio do registro da pressdo arterial e frequéncia cardiaca. A
sala do experimento era acusticamente isolada e tinha barulho
de fundo constante produzido por um exaustor de ar. Pelo
menos outro periodo de 15 minutos foi permitido antes do
inicio dos experimentos. A pressao arterial pulsatil (PAP) de
ratos movimentando-se livremente foi registrada utilizando-
se um pré-amplificador HP-7754A (Hewlett-Packard, EUA) e
uma placa de aquisicao (MP100A, Biopac Systems Inc, EUA)
conectada a um computador. Os valores da pressao arterial
média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) foram derivados dos
registros de PAP e processados online**1°.

Teste do Barorreflexo

O barorreflexo foi testado com uma dose pressora de 0,1
ml de fenilefrina (FEN-em bolus-8ug/kg IV; Sigma Chemical)
e doses depressoras de 0,1 ml de nitroprussiato de sédio
(NPS- em bolus-50 ug/kg IV; RBI). O ganho do barorreflexo foi
calculado como a derivacdo da FC em fungao da variacdo da
PAM (AFC/APAM). Também analisamos o pico de bradicardia
e taquicardia e a variagao da FC (a diferenca entre o pico de
bradicardia e o de taquicardia)*.

Analise estatistica

Os valores foram expressos em médias = erro padrao
das médias. A FC, PAM, AFC, APAM e AFC/APAM foram
comparadas entre os ratos expostos a FLC e o ar ambiente.
Ap6s as distribuigdes serem avaliadas através do teste de
normalidade de Kolmogorov, o teste t de Student nao-
pareado foi utilizado para identificar as diferencas entre as
distribuicoes normais (PAM, FC, hipertensao induzida pela
FEN, reflexo bradicdrdico, diminuicao na PAM induzida
por NPS, reflexo taquicardico, pico de bradicardia, pico de
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taquicardia, variagao na FC e ganho de barorreflexo testado
com NPS) e o teste de Mann-Whitney foi utilizado para
avaliar diferencas entre as distribuigdes nao-paramétricas
(ganho barorreflexo testado com FEN). A fim de comparar
peso corporal antes e depois da exposigao a FLC, o teste
t de Student pareado foi aplicado. As diferencas foram
consideradas significantes quando a probabilidade de erro
Tipo | foi menor que 5% (p < 0,05).

Resultados

Comparamos o peso corporal entre antes e depois da
exposigao a FLC e observamos que no grupo FLC o peso
diminuiu significantemente (352,5+14,7 gvs 338,5+13,6 g;
p=0,0003), enquanto nao houve diferenga no grupo controle
(antes : 365,7%17,5 gvs depois : 366,8+18,3 g; p=0,7374).

Como mostrado na Tabela 1, nao observamos diferencas
significantes entre os grupos FLC e controle em relagao a
PAM e FC basal, pico de bradicardia e taquicardia, variagao
na FC e ganho do barorreflexo. Além disso, a resposta do
reflexo bradicardico a mudangas no aumento da PAM nao
foi atenuada em ratos expostos a FLC (C : -82,7%5,2 vs
FLC: -88+6,9; p=0,392) e o aumento na PAM induzido
pela FEN nao foi significantemente diferente entre os grupos
(C:48,6x£2,3 vs FLC : 46,3x1,8; p=0,395). A Figura 1
apresenta registros representativos obtidos durante o teste do
barorreflexo com FEN em ratos acordados, nao mostrando
diferengas expressivas entre os grupos controle e FLC. A
bradicardia reflexa em resposta ao aumento na pressao arterial
induzida por FEN foi similar nos dois grupos.

As injegoes intravenosas de NPS produziram uma resposta
vasodepressora, que ndo estava estatisticamente reduzida
em ratos expostos a FLC, quando comparados com os ratos
controle (C: 34,7+2,1vs FLC : -39,4+1,7; p=0,189). Além
disso, a taquicardia reflexa em resposta a diminui¢ao na PAM
induzida por NPS ndo estava significantemente diminuida
no grupo FLC (C : 104,4=7.4 vs FLC : 110%4,9; p=0,557).

A Figura 2 mostra o registro representativo obtido durante o
teste do barorreflexo com NPS em ratos acordados e nenhuma
diferenca significante foi observada entre os grupos controle e
FLC. A taquicardia reflexa em resposta a diminuicao na pressao
arterial induzida por NPS foi similar em ambos os grupos.

Discussao

Considerando os efeitos téxicos dos componentes dos
cigarros previamente apresentados na literatura'''* e de outros
agentes poluidores'® no sistema cardiovascular, objetivamos
a avaliagao da funcao barorreflexa em ratos expostos a FLC
em curto prazo. Relatamos que apenas trés semanas de
exposicao, cinco dias por semana e a uma concentragdo de
100 a 300 ppm de CO nao foram suficientes para causar
dano significante a qualquer componente barorreflexo em
ratos Wistar acordados. Verificamos apenas uma diferenga em
relagao ao peso corporal antes e depois da exposigao a FLC.

Nossos dados demonstraram que nesse grupo exposto a
FLC, o peso corporal estava diminuido apés o periodo de

Niveis basais de presséao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC), pico de bradicardia e taquicardia, variagao
da FC e ganho do barorreflexo (GB) em ratos expostos a FLC (n=15)
e ar ambiente (n=18)

Variavel Controle FLC \:laek:
PAM (mmHg) 108,3+2,43 108,07+2,49 0,8282
FC (bpm) 326,56+9,38 319,8747,89 0,5981
Pico de Bradicardia (bpm) 229,39+12,44 226+8,74 0,8317
Pico de Taquicardia (bpm) 464,72+10,87 490,13+6,89 0,0689
Variagao da FC (bpm) 240,5+12,89 259+6,4 0,2484
GB (bpm x mmHg™') FEN -1,71£0,09 -1,92+0,16 0,2617
GB (bpm x mmHg") NPS -3,2310,28 -2,8610,15 0,2785

FEN !

FEN |
150 150
100 100
50 ‘ 50

% 150 A 150
PAM (MmHg) s i () T e el [ 1]
‘ 50 50
600 600
400 o T2

FC (bpm) “""Tj 200 ' 200

Controle

FLC

Fig. 1 - Registros de um rato do grupo controle (n=18) e outro rato do grupo exposto a FLC (n=15) ilustrando a bradicardia reflexa (topo) em resposta a aumentos na
presséo arterial. Infusées foram dadas em bolus. PAM - presséo arterial média; PAP - presséo arterial pulsatil; FC - frequéncia cardiaca; FEN - fenilefrina.
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Fig. 2 - Registros de um rato do grupo controle (n=18) e outro rato do grupo FLC (n=15), ilustrando taquicardia reflexa (topo) em resposta a diminui¢bes na pressdo
arterial. As infusdes foram dadas em bolus. PAM - presséo arterial média; PAP: presséo arterial pulsétil; FC - frequéncia cardiaca; NPS - nitroprussiato de sddio.

exposicdo. A falta de qualquer alteragdo no grupo controle
é consistente com essa conclusido. De forma inversa, Paiva
e cols."® ndao observaram nenhum efeito significante da
exposicao do cigarro no peso corporal. Acreditamos que essa
diferenca entre os dois estudos seja explicada pelos fatores
metodol6gicos. Em nossa investigagdo, expusemos animais
a FLC por 180 minutos ao dia no periodo da manha; essa
fumaca nao era filtrada e apresentava densidade mais alta de
componentes letais, quando comparada a via principal da
fumaca de cigarro (mainstream)'’, enquanto Paiva e cols."
expuseram animais a fumaga de cigarros com filtro por 30
minutos por dia, duas vezes, no periodo da tarde.

Nao relatamos nenhuma diferenca no pico de taquicardia
ou bradicardia e variagao da FC entre os ratos expostos a FLC
e o grupo controle de mesma idade. O pico de taquicardia
é associado com a resposta simpatica maxima a redugdo na
pressao arterial; o pico de bradicardia é um indice da resposta
parassimpdtica mais alta ao aumento na pressao arterial; o
indice de variagao na FC representa a diferenga entre o pico
superior e o inferior de FC e a derivagao da FC em funcao da
variagdo da PAM indica o ganho do barorreflexo'. Overton e
cols.’ sugeriram que a restrigao crénica de comida reduz o
desenvolvimento de hipertensao e apoio simpatico da PAM
em ratos espontaneamente hipertensos. Considerando que
em nosso estudo os ratos expostos a FLC tiveram seu peso
corporal reduzido, é possivel que esse fato tenha contribuido
para a auséncia de hiperatividade simpatica. Entretanto, nao
medimos a ingestao de alimento nesses animais.

Nao houve mudanca significante na PAM e FC basal
nos ratos expostos a FLC. Um estudo recente sugeriu que
a exposicdo aguda por inalagdo de materiais particulados
concentrados do ar eleva a pressao arterial em caes
cronicamente instrumentados®. Varias razdes podem explicar
a diferenga entre essa investigacao e nossos achados. Primeiro,
eles expuseram os cdes a particulas finas (diametros entre
0,15 e 2,5um) e noés expusemos ratos a FLC, que contém
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milhares de componentes quimicos téxicos conhecidos e
particulas com diametro > 2,5 um. Segundo, a pressao
arterial foi avaliada através de telemetria e nés canulamos
a artéria femoral a fim de obter medidas de pressao arterial
mais precisas. Terceiro, eles expuseram modelos caninos por
mais de 50 dias e em nosso estudo, ratos foram expostos por
3 semanas. Quarto, em nossa investigagao, os ratos foram
expostos por 180 minutos por dia e Bartoli e cols.?® expuseram
animais a materiais particulados concentrados do ar por 5
horas por dia. Mesmo considerando todas essas diferencas
em relacdo aos aspectos metodolégicos, acreditamos que
essas trés semanas de exposicao a FLC nao foram suficientes
para causar os mesmos efeitos observados no estudo de
Bartoli e cols.?.

Embora nossos resultados nao tenham indicado um efeito
da FLC na fungao barorreflexa, estudos anteriores investigaram
os efeitos dos componentes do cigarro na fungao autonémica.
Xiao e cols.*' demonstraram que a administragao de nicotina
intra-uterina afeta a resposta bradicardica a angiotensina.
Shinozaki e cols.? demonstrou que a fumaga de cigarro nos
fumantes estimula a atividade do nervo simpatico através de
um efeito periférico direto e um efeito mediado centralmente.
Além da nicotina, a fumaga do cigarro contém milhares de outras
substancia quimicas, incluindo monéxido de carbono, cianeto
de hidrogénio, 6xidos de nitrogénio, aldeidos, N-nitrosaminas
e hidrocarbonetos poliaromaticos. A FLC tem uma mais alta
concentragao de substancias téxicas quando comparada a fumaca
inalada pelo fumante ativo, devido a mais baixa temperatura de
combustao, bem como a falta de filtro'”. Por exemplo, ha cinco
vezes mais acroleina na FLC, quando comparada com a fumaga
inalada pelo fumante ativo®. A acroleina € um aldeido insaturado
que foi recentemente implicado em lesdo endotelial relacionada
ao fumo?* e poderia ter um papel na atenuagao do relaxamento
induzido pela acetilcolina observada com FLC. Como um
todo, esses dados contradizem nosso estudo. Acreditamos que
o periodo de exposicdo do estudo (trés semanas) nao foi o
suficiente para afetar o barorreflexo em ratos Wistar.
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Nessa investigacao, a fungao barorreflexa foi avaliada em
ratos acordados, ja que a atividade barorreflexa é diminuida
sob anestesia?*?®, reduzindo a variacao da FC, que é o desfecho
em uma analise de uma porgao restrita da resposta barorreflexa.
Dessa forma, acreditamos que nossa investigacao fornega
informagdes confidveis sobre os efeitos de um componente da
fumaca de cigarro na fungdo barorreflexa em ratos Wistar. Seria
também interessante avaliar outros reflexos cardiovasculares (por
ex., reflexo cardiopulmonar e quimiorreflexo).

Esses dados apresentam informagodes relevantes, considerando
que atualmente o reflexo baroreceptor é amplamente
estudado em diferentes modelos e cepas de ratos, com o
objetivo de evitar o desenvolvimento de hipertensdao em
humanos*?, devido ao fato de que a redugao da fungao
barorreflexa é indicativa de doenca cardiovascular?’.

Reconhecemos as limitagbes de nosso estudo em que
fomos incapazes de fornecer uma curva completa da fungao
do reflexo barorreceptor. Entretanto, os componentes do
barorreflexo obtidos aqui sao de relevancia fisiologica, por
que estao préximos do ponto de operagao desse reflexo em
ratos acordados nao-limitados fisicamente?.

Concluindo, a exposicao a fumaca lateral do cigarro por trés
semanas consecutivas nao afeta os componentes da fungao
barorreflexa em ratos Wistar acordados.
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