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Resumo

Introdugdo: o tabagismo é uma das principais causas evitdveis de mortes no mundo representando um problema de saude publica.
Objetivo: investigar a relagdo da exposi¢do passiva a fumaca principal do cigarro e as possiveis alteragdes histomorfométricas das
células gliais, arteriolas e da matriz extracelular do nervo olfatério de ratas. Metodologia: trata-se de um estudo experimental,
analitico e quantitativo. Vinte ratas randomizadas divididas em dois grupos, controle e tabaco, foram expostas a inalagdo da fumaga
principal do cigarro por 60 dias utilizando dispositivo validado na literatura. Resultados: a exposi¢do a inalagdo da fumaga principal
do cigarro resultou em alteragdes significativas no grupo tabaco, tais como, elevagdo nos niveis de cotinina no plasma sanguineo,
aumento na espessura da parede dos vasos sanguineos, aumento na porcentagem do coldgeno total do tecido, diminui¢do no
numero total de astrdcitos e aumento no nimero total de micréglias. Conclusdo: a exposigdo a fumaga principal do cigarro resulta
em alteragBes histomorfométricas que poderiam causar alteragdes funcionais no nervo olfatério como perda sensorial olfativa. Os
achados constatados sdo fortes o suficiente para servir como alerta a toda a populagdo e as autoridades de saude, no que se refere
as leis antifumo, principalmente em ambientes fechados.

Palavras-chave: Anatomia. Coldgeno. Nervo. Olfatério. Neuroglia. Produtos do Tabaco.

Abstract

Introduction: smoking is one of the main preventable causes of death in the world and represents a worldwide public health problem.
Objective: to investigate the relationship of second hand tobacco smoke and possible histomorphometric changes of glial cells, arterioles
and extracellular matrix of the olfactory nerve in rats. Methodology: experimental, analytical and quantitative study, twenty wistar
animals randomized into two control and tobacco groups, were exposed to inhalation of main cigarette smoke for 60 days using a
device validated in the literature. Results: exposure to inhalation of main cigarette smoke resulted in changes in the tobacco group,
such as increased levels of cotinine in the blood plasma, increased thickness of the blood vessel wall, increased percentage of total
tissue collagen, decreased in the total number of astrocytes and increase in the total number of microglia. Conclusion: exposure to
main cigarette smoke results in histomorphometric changes that can cause changes in the olfactory nerve such as sensory olfactory
loss. Our findings are strong enough to serve as a warning to the entire population and to health authorities in relation to smokefree
laws especially in closed environments.

Keywords: Anatomy. Collagen. Neuroglia. Olfactory Nerve. Tobacco Products.

INTRODUCAO

O tabagismo é uma das principais causas evitaveis de
mortes no mundo representando um problema de saude
publica que leva a populagdo a 6bito e onera a sociedade.
Dados da Organizagdo mundial da Saude (OMS, 2017)
ressalta que globalmente mais de 8 milhdes de pessoas
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morrem a cada ano como resultado do tabagismo, mais
de 7 milhGes dessas mortes sao resultado do uso direto
do tabaco, enquanto cerca de 1,2 milhdo sao resultado
de ndo fumantes expostos ao fumo passivo.

O controle do tabaco ndo é facil enfrenta um ini-
migo aterrorizante representado por uma industria do
tabaco enorme, seu alvo é especificamente as mulheres
e os jovens adultos e se utiliza de um Marketing que
basicamente cria a demanda inventando motivos pelos
guais uma pessoa deveria fumar, essa langa novos pro-
dutos como os cigarros de tabaco para aquecimento e
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ndo queima que produzem emissGes convencionais e
secundarias de produtos quimicos prejudiciais (FRIED;
GARDNER, 2020). A fumaca dos cigarros tradicionais con-
tém milhares de substancias quimicas, sendo constituida
por fumaca principal, produzida em alta temperatura, e
periférica, produzida em baixa temperatura, decorrente
da queima lenta e espontanea do cigarro (MELLO; OKAY;
BOTELHO, 2007).

Durante a pandemia da doencga coronavirus (CO-
VID-19) a questdo do tabagismo e o risco de infecgdo
respiratéria aguda sdo novamente tépicos, o foco na
prevengdo e cessagao do tabagismo concentra-se nas
mortes ndo infecciosas. Fumantes parecem ser mais
vulneraveis a infecgdo pelo novo coronavirus, fumar é
prejudicial para o sistema imunoldgico e sua capacidade
de resposta a infecgdes, tornando os fumantes mais
vulnerdveis as doencas infecciosas. Fumar qualquer
tipo de tabaco tradicional ou eletrénico reduz a capaci-
dade pulmonar e aumenta o risco de muitas infec¢Ges
respiratdrias e pode aumentar a gravidade da covid 19
(VARDAVAS; NIKITARA, 2020).

O circuito do sistema olfativo dos mamiferos tem
inicio com os neurdnios sensoriais olfativos no neuroep-
télio olfativo, uma estrutura que se desenvolve a partir
da placa olfativa, os ax6nios formam o nervo olfatério
que se projeta para o bulbo olfatério e invagina-se no
telencéfalo estabelecendo sinapses com os dendritos
apicais das células mitrais dando origem aos glomérulos
do bulbo olfatério (DE CASTRO, 2009). O sistema nervoso
central possui grande quantidade de células da neuroglia,
dentre elas, astrécitos, micrdglias e os oligodendrdcitos,
essas essenciais para a manutencao e funcionamento do
sistema nervoso central.

A literatura aborda claramente a acdo deletéria da
fumaca do tabaco sobre o epitélio e mucosa olfatdria de
ratos, levando a altera¢des degenerativas téxicas (SAHIN;
ORTUG; ORTUG, 2018) mas ndo hd relatos na literatura
de analise histomorfométrica no nervo olfatério de
ratas expostas a fumaca principal do cigarro. Em vista
da necessidade de padronizagdo experimental, deve-se
salientar a importancia em trabalhar com modelos ani-
mais que se aproximam do padrdo humano, para maior
entendimento sobre os efeitos provocados pelainalagdo
da fumaga do tabaco, uma vez que seu uso acarreta
inUmeros problemas de saude. Neste contexto, surge a
hipotese desse estudo, a inalagdo da fumaca principal
do cigarro provoca alteragdes histopatolégicas no nervo
olfatdrio de ratas. Contudo, sabendo da importancia do
nervo olfatério para condugdo dos impulsos sensoriais
e das agles deletérias sistémicas dos componentes do
cigarro, justifica-se a realizacdo do presente estudo
experimental, o qual teve o objetivo de investigar a
relagdo da exposicdo passiva a fumacga principal do
cigarro e as possiveis alteragGes histomorfométricas
das células gliais, arteriolas e da matriz extracelular do
nervo olfatdrio de ratas.

METODOLOGIA

Estudo experimental, analitico e quantitativo, apro-
vado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM) sob nu-
mero de protocolo 414/2017. No estudo foram utilizadas
vinte ratas, Wistar da linhagem albina, com oito semanas
de idade e massa corpérea inicial de 200 g (+10g), foram
alojadas em gaiolas padrdo no biotério setorial da Disci-
plina de Anatomia Humana da UFTM. Os animais foram
agrupados aleatoriamente nos grupos: Grupo Controle,
GC (n=10) formado por animais ndo expostos a fumaga
principal do cigarro, GT (n=10) Grupo formado por ani-
mais expostos a fumaga principal do cigarro. O periodo
experimental teve duracdo de 60 dias.

Os animais foram mantidos em temperatura ambien-
te de 20 a 24° C, com controle de luminosidade (claro/
escuro: 12 / 12 horas) e umidade relativa do ar em 55%
(£10%), recebendo ragdo para roedores (Nuvilab® CR-
-1Quimtia) e dgua ad libitum. Os animais foram expostos a
fumacga do cigarro, por meio de um dispositivo especifico,
confeccionado de acordo com o design e metodologia
validada na literatura (GENTNER; WEBER, 2012). Durante
a queima do cigarro uma bomba peristaltica (Provitec
AWG 5.000 AXD, Séo Paulo, SP, Brasil) aspirou a fumaca
com 80% da vazdo maxima (0,9 L / min), transferindo-
-a para uma camara de distribuicdo e depois para os
compartimentos cilindricos, de acondicionamento dos
animais. O equipamento possuia temporizador, utilizado
para controlar a INTRODUCAO de fumaca do cigarro por
15 segundos (s) e sua substituigdo por ar ambiente por
30s, completando um ciclo de 45s. Apds a exposi¢do o
excesso de fumacga era aspirado para o exterior através
de um exaustor acoplado.

Os animais passaram pelo periodo de ambientagdo
durante uma semana, sendo colocados nas condi¢des de
exposi¢do, sem a queima de cigarros. Na segunda semana,
teve inicio ao periodo de adaptagdo, em que os animais
foram expostos a fumaca de um cigarro pela manhad e um
no periodo da tarde. Na sequéncia, teve inicio ao periodo
experimental, em que os animais foram expostos a fumaga
de dois cigarros consecutivos pela manha e dois cigarros
consecutivos a tarde, com intervalo de seis horas entre as
exposi¢coes, durante 60 dias. O tempo de exposi¢ao didria
foi de 40 minutos (min.) sendo duas exposi¢des de 20
min ao dia, perfazendo um total de 2400 s. Com base no
tempo total de um ciclo (45s), pode-se determinar o total
de ciclos expositivos diarios, que é de aproximadamente
53. Portanto, levando em consideragao que o tempo de
exposicdo a fumaga em cada ciclo é de 15s, cada animal
foi exposto a 795s, ou seja, 13,25 min. de exposicao di-
aria a fumaca do cigarro. Com base na vazao da bomba
(0,9 Litros/min) e o tempo de exposicdo didria de cada
animal a fumaga do cigarro (13,25 min), estima-se que
as ratas foram expostas a aproximadamente 12 litros de
fumaca por dia.

A cada sete dias, a porcentagem de mondxido de
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carbono em cada cadmara cilindrica foi aferida, utilizando
um medidor portatil de mondxido de carbono (Instru-
pemp, ITMCO-1500, Sdo Paulo, SP, Brasil). As quatro
camaras apresentaram niveis semelhantes de mondxido
de carbono a cada ciclo (338,79 £ 1,16 mg/L). A fonte da
fumaca foi produzida pela queima de cigarros Marlboro
(Phillips Morris, Santa Cruz do Sul, RS, Brasil). De acordo
com as informacgdes do fabricante no rétulo do produto,
os cigarros apresentaram as seguintes concentragdes:
0,8 mg de nicotina, 10 mg de alcatrdo e 10 mg de mo-
noxido de carbono.

Ao final do experimento, os animais foram eutana-
siados com dose excessiva de Tiopental (tiopentato de
sodio) via intraperitoneal, com a coleta do plasma para
dosagem da cotinina e ressecgao bilateral dos nervos
olfatérios. Na sequéncia, os nervos olfatdrios foram
fixados em solugao de formaldeido a 10%, passando por
protocolo de desidratagdo em alcoois etilico, em concen-
tragdes crescentes (70-100%). Posteriormente, foram
diafanizados em xilol e emblocados em parafina, com
realizacdo de cortes seriados com 4 um de espessura
e coloragdo com Hematoxilina eosina (HE) e Picrosirius
(PS). As laminas coradas pela HE foram utilizadas para a
avaliagdo quantitativa dos oligodendrdcitos, astrdcitos e
micréglias, além da espessura da parede das arteriolas.

As andlises histomorfométricas foram realizadas
com uso microscopio de luz, acoplado a sistema ZEISS/
ZEN PRIMOSTARS® (Axiocam 105 color®). O colageno
total foi avaliado por meio de laminas coradas pelo PS,
sob luz polarizada, com aumento de 400x, utilizando
camera de video acoplada a microscépio com sistema
automatizado. Assim, a presencga do colageno foi iden-
tificada por seu aspecto birrefringente, com cor aver-
melhada, em que o mesmo observador quantificou o
percentual de colageno total, por meio da marcac¢do da
area de todos os campos birrefringentes. A dosagem de
cotinina plasmatica foi realizada para avaliar os niveis de
exposicoes e garantir a eficicia do modelo de exposicdo
a fumaca do cigarro. Assim, foi realizada analises de
cromatografia gasosa, de acordo com a metodologia de
rotina do Laboratdrio de Andlises Toxicoldgicas Forenses
da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo
Preto (FFCLRP/USP) Padrdo: cotinina em solugdo de 1.0
mg/mL em metanol (Sigma-AldrichTM — Missouri, EUA)
Especificidade: 97,4%, sensibilidade-96,3%.

A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio
do programa GraphPad Prism®, versdo 5.0. A normalida-
de dos dados foi verificada utilizando o teste de Shapiro
Wilk, na sequéncia realizado o teste de Mann-Whitney
e o teste de Tukey. O nivel de significancia adotado foi
menor que 5% (p<0,05).

RESULTADOS

A exposicdo a inalagdo da fumaga principal do cigarro
foi capaz de propiciar significativas alteragdes no nervo
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olfatdrio das ratas do grupo tabaco (GT) em comparagao
aos do grupo controle (GC). A tabela 1 apresentam os
achados dos niveis de cotinina plasmatica, espessura da
parede das arteriolas e a porcentagem de coldgeno. Os
niveis de cotinina plasmatica sofreram eleva¢do nos ani-
mais do GT em comparac¢do ao GC (p<0,001). Com relagdo
a espessura da parede das arteriolas e do colageno total
houve aumento significativo no GT em comparag¢do ao
GC (p<0,001).

Tabela 1 — Resultados da espessura da parede das arteriolas,
coldgeno total e niveis de cotinina do nervo olfatario.

GC GT
L\lcl)\tl'i‘:?nie(n / X+ ep—-ng/mL X+ ep—ng/mL
) & 0,006 + 0,007 *13,141,2

Espessura da

Mediana-(max-min) um | Mediana-(max-min) um

parede das 13.816 (21.413-10.618) | *27.517 (41.474-14.153)
arteriolas

erccslr;taeg:;n Mediana-(max-min) % | Mediana-(max-min) %
o g 3,814 (7.035-1.191) | *11.463 (16.752-4.810)

Tabela 1—-Apresenta os resultados da espessura da parede das arteriolas,
coldgeno total e niveis de cotinina do nervo olfatdrio. o aumento nos
niveis de cotinina plasmdtica nos animais do GT, aumento na espessura
da parede das arteriolas do grupo GT e aumento do coldgeno total em
comparagdo com o GC.

GC=Grupo controle; GT=Grupo tabaco. *Indica diferenga significativa
com (p<0,001).

Fonte: Autoria propria

A analise das células gliais (tabela 2, figura 2),
demonstrou aumento de astrécitos e diminuigdo de
microglias no GT (p<0,001). Ndo houve alteragdes
significativas no niumero de oligodendrécitos do GT e
GC (p=0,969).

Tabela 2 — Comparagdo dos grupos controle e tabaco de
astrdcitos, micréglias e oligodendrdcitos dos nervos olfatorios.

Grupo | Células nge:?aﬁzl-l(‘:::x-min) Valor de p
GC Astrdcitos 35.000-(48.000-23.000) <0001
GT Astroécitos 20.000-(35.000-12.000) ’
GC Micréglias 16.000-(24.000-11,000) <0001
GT Micréglias 43.000-(61.000-30.000) ’
GC Oligodendrdcitos | 4.000-(7.000-2.000) 0.969
GT Oligodendrdcitos | 4.000-(7.0000-2.000) !

Tabela 2 — Apresenta a comparagdo dos grupos controle e tabaco de
astrdcitos, micréglias e oligodendrdcitos dos nervos olfatdrios. Podemos
observar a diminuigdo do numero de astrdcitos no GT em comparagdo
com o numero de astrdcitos do GC, o aumento da populagdo de mi-
créglias do grupo GT em comparagdo com a populagdo de micréglias
do grupo GC e ndo apresenta diferenga estatistica entre os grupos de
oligodendrdcitos. Teste estatistico Mann-Whitney. GC=Grupo controle,
GT=Grupo tabaco.

Fonte: Autoria prépria
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Figura 1 — Mostra o aumento do coldgeno total do nervo olfatdrio no grupo tabaco em comparagdo ao grupo controle em Idminas
analisadas em microscopia de luz polarizada, aumento total 800x. GC=Grupo controle, GT=Grupo tabaco.

Fonte: Autoria prépria

Figura 2 — Mostra células gliais (astrdcitos e micrdglias) no nervo olfatério dos grupos controle e tabaco, observamos diminuig¢do
na quantidade de astrdcitos e aumento de micréglias no grupo tabaco GT. Coloragéo Hematoxilina e Eosina. Aumento total 800x.

GC=Grupo controle, GT=Grupo tabaco

Fonte: Autoria prépria

DISCUSSAO

Os achados do presente estudo confirmam a hipdtese
de que a exposicdo a fumaca principal do tabaco é capaz
de provocar alteragGes histopatoldgicas no nervo olfatério
de ratas, bem como a eficacia do modelo de exposicdo a

fumacga principal do cigarro. Esta eficacia pode ser eviden-
ciada pelo aumento dos niveis de cotinina plasmatica, em
que o grupo GT apresentou maiores valores comparado
ao grupo GC. Na literatura encontramos estudos expe-
rimentais (ROSA et al., 2017) que adotaram valores de
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referéncia de cotinina semelhante aos encontrados em
humanos (CHIU; ISAAC; KUO, 2008) para caracterizagao da
exposi¢cdo como passiva (2,1 a 17,5 ng/ml) ou ativa (>
17,5 ng/ml). Portanto, de acordo com os niveis de coti-
nina plasmatica a exposi¢ao dos animais do GT pode ser
considerada passiva.

Sabe-se que as paredes dos vasos sanguineos estdo
propensas a alteracBes em sua estrutura, tais como
fragilidade, dilatagdo anormal e o aumento definitivo
de sua espessura (GERZANICH et al., 2001). Estas alte-
ragOes estdo relacionadas aos efeitos toxicos da fumaca
principal do cigarro, decorrente de varios mecanismos.
Tais como, a ativacdo e a dessensibilizagdo de receptores
presentes no endotélio vascular, diminuicdo endote-
lial da expressdo da enzima éxido nitrico sintase e da
inducdo de leucocitose na resposta pré-inflamatoéria
vascular, esta mediada por espécies reativas de oxigénio,
derivadas da queima dos cigarros como o peroxinitrito,
superdxido, peroxido de hidrogénio e o radical hidroxila
(ABBRUSCATO et al., 2002).

No presente estudo os efeitos toxicos da fumaca do
cigarro foi capaz de desencadear alteragdes no tecido
olfatdrio e seus anexos. Assim, observa-se aumento da
espessura da parede das arteriolas, concomitante ao
processo de reparacgdo cicatricial do nervo olfatério.
As alteragGes vasculares encontradas sdo similares aos
achados de outro estudo, no qual utilizou solugdo salina
e tartarato de nicotina em um modelo com ratas (GER-
ZANICH et al., 2001).

Levando em consideragdo que os agentes toxicos po-
dem induzir o comprometimento celular e funcional dos
astrocitos, resultando em redugdo em sua quantidade em
decorréncia do acometimento do endotélio da barreira
hematoencefalica, na literatura, encontra-se relatos que a
nicotina e seu principal metabdlito a cotinina podem esti-
mular disfungGes endoteliais e citotoxicidade de astrdcitos
acoplados a barreira hematoencefélica (ABBRUSCATO et
al., 2002). Nosso modelo de estudo evidenciou que a
fumaca principal do cigarro é lesiva em células gliais do
nervo olfatério de ratas, mesmo em células resistentes
a citotoxicidade como os astrdcitos. Portanto, nossos
achados estdo em conformidade com a literatura que
mostra em células cultivadas que a exposi¢do a fumaca
do cigarro promove citotoxicidade de astrécitos acoplados
a barreira hematoencefalica.

As microglias além de sua func¢do fagocitica também
sdo capazes de iniciar uma resposta rapida e especifica
a estimulos lesivos, participando da remodelagdo ou na
inviabilidade do tecido nervoso acometido (BALPRICE;
MATTHIAS; BROWN, 2002). No presente estudo inferimos
gue o aumento na quantidade de micréglias esteja relacio-
nado a uma resposta inflamatdria mediada pelos téxicos
da fumaga do cigarro. J4 foi demonstrado que substancias
como peroxinitrito e superéxido demonstram um nivel
maior de toxicidade ao sistema nervoso, sendo capaz de
promover lesGes e aumentar a resposta microglial (GHOSH
et al., 2009; ZELIKOFF et al., 2018).
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A persisténcia da resposta microglial pode produzir
um ambiente inflamatdrio crénico e resultar na deposicao
de matriz extracelular como colageno levando a formacgao
de uma cicatriz fibrética (SILVER; MILLER, 2004).

No sistema nervoso central a matriz extracelular
abrange o espaco entre neurdnios e células gliais, porém
seus componentes sdo diferentes da matriz dos demais
tecidos do corpo, sendo que o colageno por exemplo,
se restringe as meninges, vasos sanguineos e barreira
hematoencefalica (BURNSIDE; BRADBURY, 2014). No caso
de lesdes no sistema nervoso central as células gliais sdo a
principal fonte de deposi¢do de matriz extracelular como
forma de reparo (SODERBLOM et al., 2013).

A exposicdo aos componentes toxicos da fumaca
do cigarro interfere diretamente na deposi¢do de matriz
extracelular em varios tecidos do corpo, no entanto, ndo
se conhece ainda qual seria a substancia diretamente en-
volvida no aumento dessa matriz. Sabe-se que em tecido
gengival de ratas a mistura de componentes presentes na
fumaca do cigarro promove a diferenciacdo de fibroblas-
tos e afeta respostas celulares envolvidas no processo de
cicatrizagdo (FERREIRA et al., 2020)

Células gliais depositam matriz extracelular no teci-
do nervoso com o objetivo de estabelecer uma cicatriz
glial. Fibroblastos de origem perivascular podem estar
presentes no local depositando coldgeno e auxiliando
na construgao de uma cicatriz fibrética (SILVER; MILLER,
2004; SODERBLOM et al., 2013). Dessa forma, a formagao
de uma cicatriz por depdsito de matriz extracelular pode
explicar o aumento do percentual do colageno total no GT,
em nosso estudo. A formagao dessa cicatriz é fundamental
para restabelecer a barreira hematoencefdlica, proteger o
tecido nervoso danificado e prevenir uma resposta infla-
matdria em proporg¢des maiores (SILVER; MILLER, 2004).

CONCLUSAO

Em sintese, nossos resultados apontam que a expo-
sicdo a fumaga principal do cigarro é capaz de propiciar
alteragOes vasculares e morfolégicas das células gliais
do nervo olfatdrio. Até onde sabemos, esses achados
no nervo olfatdrio ndo foram relatados anteriormente,
mas exige mais investigacGes bdsicas e estudos clinicos.
No entanto, estes achados sdo fortes o suficiente para
servir como alerta a toda populagdo e as autoridades de
salde, o que se refere as leis antifumo, principalmente
em ambientes fechados.

Contudo, a exposicdo a fumacga do cigarro em ratas
afetou negativamente a morfologia das células gliais e
dos vasos do nervo olfatério, sugerindo perda sensorial
olfativa. Tais eventos parecem estar relacionados a res-
posta inflamatdria e cicatricial frente aos agentes téxicos
presente na fumaga do cigarro.

LIMITAGOES DO ESTUDO

Como limitagGes do presente estudo destacamos a
diferenga entre a exposi¢do a fumaga do tabaco dos ani-

305



306

Flavio José Pereira de Almeida Ferreira et al.

mais incluidos nesse estudo e a exposi¢cdao dos humanos
diariamente, sendo eles fumantes ativos ou passivos.
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