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Resumo

O tabagismo é um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de varias doengas, dentre elas o cancer. Ao inalar
a fumaca de cigarro, o organismo recebe, além da nicotina, capaz de promover alteragées comportamentais, elevadas
quantidades de substancias reativas de oxigénio, capazes de promover o estresse oxidativo. Este trabalho examinou as
alteracbes comportamentais em camundongos expostos a fumaga de cigarro em um padrdo de exposicdo que simula a
exposicdo humana em locais fechados, como bares e boates. Também foi avaliado o indice de peroxidagdo lipidica no figado,
cérebro e pulmido desses animais. Os resultados obtidos permitem verificar que ocorreu alteragio comportamental no
grupo de camundongos exposto a fumaga do cigarro, que se tornou mais ansioso e teve elevagdo da atividade exploratéria.
Essa modificacdo comportamental foi acompanhada de elevagdo do indice de peroxidacgdo lipidica no cérebro desses animais.
Conclui-se que a exposi¢do de camundongos a fumaga do cigarro, mesmo por curto periodo de tempo, é capaz de produzir
alteragbes comportamentais e induzir a degradagdo do tecido cerebral através da peroxidagdo lipidica, tornando-se um
fator de risco para o desenvolvimento de ciancer e de doencgas degenerativas.

Palavras-chave: cigarro, fumaca do; alteragcbes comportamentais; estresse oxidativo; peroxidagdo lipidica.

Abstract

Smoking is a major risk factor for the development of various diseases, among them cancer. Inhaling cigarette smoke the
organism get beyond the nicotine, which can promote behavioral changes, high levels of reactive oxygen substances capable
of promoting oxidative stress. This study examined the behavioral changes in mice exposed to cigarette smoke in an exposure
standard that simulates human exposure in enclosed spaces such as bars and nightclubs. It was also assessed the rate of lipid
peroxidation in liver, brain and lungs of these animals. Results show that behavioral change occurred in the group of mice
exposed to cigarette smoke, which became more anxious and had an increase in exploration activity. This behavioral change
was accompanied by an elevated index of lipid peroxidation in the brain of these animals. In conclusion, the exposure of mice
to cigarette smoke, even for a short period of time, can produce behavioral changes and induce the degradation of brain

tissue through the lipid peroxidation, becoming a risk factor for development of cancer and degenerative diseases.
Keywords: Cigarette smoke- Behavioral changes- Oxidative stress -Lipid peroxidation.

INTRODUCAO

O tabagismo é conhecido como um dos principais
fatores de risco para desenvolvimento de doencgas
pulmonares, cardiacas e vasculares, dentre outras.
Entretanto, o indice de fumantes aumenta
significativamente em todo o mundo, e a previsdo é de
que 10 milhGes de mortes ligadas ao cigarro ocorram
em 70% dos paises em desenvolvimento até 2020 (GIUSTI,
2007).

Durante o ato de fumar, o tabaco, além da
intoxicacdo pelos compostos quimicos previamente
presentes no cigarro, sdo produzidas elevadas
quantidades de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de
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nitrogénio (ERN). As ERO e ERN sdo capazes de iniciar
ou promover o estresse oxidativo (PANDA et al., 1999).

O estresse oxidativo (EO) é um fendmeno auto-
propagativo caracterizado pelo desequilibrio entre a
producdo e a neutralizagdo de ERO ou ERN (OGA, 2003).
O EO pode levar a alteragdes nas propriedades
biofisicas das membranas, com perda de funcao,
ruptura e até morte celular. Existem evidéncias
crescentes de estudos mencionando que o dano
oxidativo pelo mecanismo da peroxidacéo lipidica pode
estar relacionado aos mecanismos etioldgicos de
inumeras doengas do envelhecimento, algumas doengas
neurodegenerativas e até mesmo o cancer (NONAKA-
SARUKAWA et al., 2003). Em consonancia com essas
evidéncias, um estudo prévio demonstrou que o
tabagismo é capaz de elevar as taxas de peroxidacdo
lipidica in vivo e in vitro (MORROW et al., 1995).

Por outro lado, alguns estudos tém demonstrado
associacdo entre tabagismo, ansiedade, depressdo e
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alteragdes de humor. Himle, Thyer e Fischer (1988), em
um estudo com pacientes com transtornos de ansiedade,
como agorafobia e transtorno de panico, encontraram
elevada prevaléncia de tabagismo, enquanto Breslau e
Klein (1999), ao estudarem uma amostra de adultos
jovens em Detroit, EUA, verificaram que, em dependentes
de nicotina, houve elevados indices de depressdo e
transtorno de ansiedade.

Assim, este estudo buscou avaliar os efeitos da
inalacdo da fumaca de cigarro sobre o comportamento
e sobre a geragdo de produtos da peroxidacdo lipidica
em camundongos expostos de forma passiva a fumaga
do cigarro. Para tanto, foi utilizado um modelo de
exposicdo que simula a exposi¢cdo humana de forma
passiva em ambientes fechados, como bares e boates.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 20 camundongos linhagem Wistar,
albinos machos, provenientes do biotério da URI,
divididos em grupo-controle (ndo exposto a fumaca de
cigarro) e grupo-teste (exposto a fumaca de cigarro). Os
animais possuiam aproximadamente sessenta dias de
vida e pesavam entre 25 e 35 gramas. Foram mantidos
em caixas de polietileno individuais, sob temperatura
controlada (22 °C * 2°C) com ciclo claro—escuro de 12
horas e dgua e alimento ad libitum.

O equipamento utilizado para a exposi¢dao dos
camundongos a fumacga de cigarro de forma passiva foi
uma camara composta de uma caixa de vidro nas
dimensdes de 20x20x20 cm (Figura 1), com uma pequena
abertura em um dos vértices onde foram acopladas as
tubulagGes para insuflar ar e fumacga de cigarro. Essas
tubulagdes foram conectadas a um equipamento que
fornece pressao positiva para o interior da camara de
exposicdo. Para insuflar fumaga de cigarro no interior
da camara, a tubulagdo dedicada a essa fungdo foi
adaptada para acoplar o cigarro e, consequentemente,
formar a fumaga, insuflando-a para o interior da
camara de exposicao. A segunda entrada de ar ndo foi
alterada e, portanto, insuflou ar atmosférico para o
interior da camara.

O grupo-teste foi mantido no interior da camara de
exposicdo em ambiente preenchido por fumaga
produzida por cigarro com 0,9 mg de nicotina e 10 mg
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N —— Adaptador
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Figura 1- Equipamento utilizado para expor os camun-
dongos a fumaca do cigarro de forma passiva.

de alcatrdao por unidade, por tempo total de 4 horas,
com ciclos de exposigdo—ndo exposi¢cdo de 15 minutos
cada. Ja o grupo-controle foi mantido na camara de
exposi¢do, na auséncia de fumaga de cigarro no
ambiente. O tempo de exposi¢do utilizado simula a
exposicdo humana a fumacga do cigarro (fumante
passivo) em ambientes fechados, como boates e bares.
O equipamento utilizado foi baseado no trabalho
descrito por Silva, Santos e Botelho (1996).

Os camundongos foram pesados antes e apos a
exposicdao a fumaca para verificar o seu efeito sobre o
peso dos camundongos, sendo que, apds a exposicao,
os dois grupos foram avaliados no teste do campo
aberto e, em seguida, no labirinto em cruz elevado (LCE),
para analise comportamental.

Imediatamente apds a andlise comportamental, os
camundongos foram sacrificados, seus érgaos internos
dissecados — o figado, o cérebro e o pulmao — para
investigacdo da presenga de produtos de peroxidagdo
lipidica. Para andlise de peroxidacgdo lipidica, foi
medido o teor de substdncias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS, do inglés thiobarbituric acid
reactive substances) nesses rgaos.

Este estudo teve seu protocolo de pesquisa aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes (URI),
Campus Frederico Westphalen, registrado sob o nimero
040-08A.

O teste do campo aberto — open-field

O teste do campo aberto consiste de uma superficie
grande e vazia, onde existem linhas dispostas, na qual
a cobaia é colocada tanto no centro quanto préximo da
parede e avaliada pelo seu comportamento. Nesse teste,
verifica-se o numero de vezes que as linhas sdo
cruzadas pela cobaia, o nimero de vezes que se apoia
nas patas posteriores observando (rearing) e realiza
autolimpeza (grooming), além da quantidade de bolos
fecais produzidos. Esses parametros indicam possiveis
alteragBes comportamentais (BRITO, 1994).

O campo aberto utilizado possui 60 cm de
comprimento, 40 cm de largura e bordas com 15 cm de
altura, sendo de 10 cm a distancia entre as linhas
dispostas na superficie de movimentagao.

O teste campo aberto foi realizado 60 minutos apds
o final da exposicao, tendo a duragao de 100 minutos,
dos quais os primeiros 30 minutos foram usados
somente para adaptagdo dos camundongos ao meio
para posterior avaliagdo comportamental.

A avaliagdo comportamental foi realizada em 3
periodos, divididos da seguinte forma:

1° periodo: dos 30 aos 40 minutos de presencga no
campo aberto;

2° periodo: dos 60 aos 70 minutos de presenga no
campo aberto;

3° periodo: dos 90 aos 100 minutos de presenca no
campo aberto;
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Nos 3 periodos, avaliaram-se os parametros: nimero
de linhas cruzadas, nimero de rearing, nimero de
grooming e quantidade de bolos fecais produzidos.

O teste do labirinto em cruz elevado — plus-maze

O LCE tem sido utilizado para elucidar a relagdo
entre ansiedade, emocionalidade e estresse através de
medidas comportamentais. O desempenho nesse teste
baseia-se na criacdo de um conflito entre o desejo
natural de exploragdo e o medo de d4reas abertas ou
expostas, caracterizado por manifestagbes
comportamentais e fisiologicas (HOLSBOER et al., 1998).

O LCE foi realizado apds o teste do campo aberto,
totalizando 3 horas apds o final da exposicdo a fumaca
do cigarro. O LCE utilizado nesse teste é uma estrutura
de dois bragos abertos e opostos com 50 cm de
comprimento e 10 cm de largura cada um e outros dois
bragos opostos, do mesmo tamanho, fechados com
paredes laterais de 15 cm de altura.

Apods periodo de adaptagcdo do camundongo ao
labirinto, foi lhe-permitido circular livre nele. O
camundongo teve seu comportamento avaliado por 10
minutos.

Avaliacdo da peroxidagao lipidica: determinagdo de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico em figado,
cérebro e pulmio

Decorridas 24 horas do fim da exposi¢ao, os animais
foram sacrificados por decapitagdo, retirando-se
figado, cérebro e pulmao para andlise. Esses 6rgdos
foram armazenados em banho de gelo. Apds pesagem,
foi determinado o teor de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico nessas amostras.

A determinacdo foi realizada de acordo com o método
descrito por Esterbauer e Cheeseman (1990), que se
baseia no fato de que alguns produtos da peroxida¢do
lipidica, como os aldeidos, sdo reativos ao acido
tiobarbiturico (TBA). Dessa forma, quando se adiciona
TBA a uma amostra de material bioldgico, é possivel
detectar a presenca dessas substancias conhecidas
como TBARS. Apesar de um grande numero de
substancias apresentarem esse tipo de reatividade, o
malondialdeido (MDA) é a principal delas, sendo um
dos produtos finais do processo de oxidacdo e
decomposicdo de acidos graxos poli-insaturados. O
MDA tem sido amplamente utilizado como marcador
para estresse oxidativo.

Para determinacgdo do teor de TBARS, os 6rgaos foram
homogeneizados em solugdo salina e centrifugados por
10 minutos a 2000 RPM. Utilizou-se o sobrenadante para
a realizacdo do ensaio analitico. A amostra de
sobrenadante foi incubada em banho termoestatizado
a 95 °C por 60 minutos, em pH = 3,5 (tampdo acetato de
sédio 5,8% (m/v) ), na presenca de dodecilsulfato de
sédio 0,31% (m/v) e acido tiobarbiturico 0,23% (m/v).
Apds incubacgdo, foram realizadas as leituras das
absorbancias das amostras em espectrofotometro
(Spectrumlab 22PC) em 532nm.
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Analise estatistica

Os dados foram analisados através do teste t de
Student. Os grupos foram considerados estatisticamente
diferentes quando p < 0,05. Todas as analises foram
feitas com o auxilio do Software GRAPH PAD INSTAT
(1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

ApOds exposicdo dos camundongos a fumaga de
cigarro por 4 horas, com ciclo de exposigdo—nao
exposicdo de 15 minutos, foi realizada andlise
comportamental através dos testes do campo aberto e
do LCE. Finalizados os testes comportamentais, os
camundongos foram sacrificados para pesagem dos
orgaos isolados e determinagdo de TBARS.

N3o houve diferenga significativa no peso total e na
relacdo peso do érgdo (figado, cérebro ou pulm3o)/peso
total entre os grupos de camundongos expostos e ndo-
expostos a fumaca de cigarro nas condigdes testadas
neste trabalho.

Efeito da exposicdo a fumacga de cigarro sobre o
comportamento de camundongos no campo aberto

Apds exposicdo a fumacga de cigarro, esperou-se
durante 60 minutos para iniciar a realizagdo do teste
do campo aberto. No referido teste, foram observados:
o numero de linhas cruzadas, de rearing, de grooming e
o numero de bolos fecais produzidos (Figura 2) em trés
periodos de tempo distintos: Periodo 1 (entre 0 302 e 0
402 minutos no campo aberto), Periodo 2 (entre 0 602 e
0702 minutos no campo aberto) e Periodo 3 (entre 0 902
e 0 1002 minutos no campo aberto).

Os camundongos expostos a fumaca de cigarro
apresentaram ligeira diminuicdo dos parametros
numero de “linhas cruzadas”, “rearing” e “grooming”
(Figura 2 A, B e C) no Periodo 2 de observagdo, em
relagdo ao registrado no Periodo 1; entretanto, os valores
foram estatisticamente iguais aos registrados para o
grupo ndo-exposto no mesmo periodo de observagao.
No Periodo 3 de observagdo, o numero de linhas
cruzadas, de “rearing” e de “grooming” diminuiu de
forma linear, acompanhando a diminui¢do observada
nos periodos de tempo de observagao anteriores apenas
nos camundongos ndo-expostos a fumaca de cigarro.
Nos camundongos expostos a fumaca de cigarro, esses
parametros se mantiveram ou elevaram-se
numericamente em relagdo ao “Periodo 2”, sendo
estatisticamente diferentes dos valores registrados
para o grupo nao-exposto no mesmo periodo de
observagdo. A inquietagdo inicial dos camundongos de
ambos os grupos, nesses parametros de observacao,
pode ter ocorrido devido a necessidade de o animal
percorrer todo ambiente em que foi inserido para um
diagndstico, o que podera possibilitar diminuigdo do
medo inicial (CANDLAND; NAGY, 1969). No grupo de
camundongos ndo-exposto a fumacga de cigarro, a
diminui¢do da inquietacdo foi francamente observada,
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devido a diminuigdo linear do numero de linhas
cruzadas, de rearing e de grooming através do tempo,
enquanto que, com os camundongos expostos a fumacga
do cigarro, esse fato ndo ocorreu. Nos camundongos
expostos a fumaga do cigarro, a inquietagao foi maior
no Periodo 3 de observagdao no campo aberto, denotando
possivel efeito da fumaca do cigarro, em particular dos
componentes dessa fumaca. Entre esses componentes,
pode-se destacar a nicotina, que, quando em pequenas
guantidades, ocasiona a liberagao de adrenalina,
aumentando o estado de alerta, a hiperatividade e a
ansiedade, sendo que essa Ultima se assemelha ao
medo, diferenciando-se por ndo ter uma ameaca definida
(OGA, 2003). O medo e a curiosidade sdo apontados
como fatores motivacionais eliciadores da atividade
exploratdria (CANDLAND; NAGY, 1969).

Os camundongos expostos a fumacga do cigarro
produziram quantidades significativamente maiores de
bolos fecais nos Periodos 2 e 3 de observagdo, em
relagdo aos camundongos ndo-expostos NOs mesmos
periodos de observagdo. O nimero de bolos fecais
formado possuirelagdo com a questao comportamental,
pois, uma vez em situa¢des novas ou ambiente
desconhecido do seu natural, ocorre medo e (ou)
ansiedade, o que ocasiona defecagdo como resposta
relacionada a esse sentimento (DENENBERG, 1969).
Assim, pode-se inferir que os camundongos expostos a
fumaca do cigarro permanecem em estado de alerta,
hiperativos ou ansiosos por tempo maior que os
camundongos nao-expostos. Apds ser inalada, a
nicotina chega através da corrente sanguinea até o
cérebro, agindo no sistema nervoso auténomo (SNA),
especificamente no sistema parassimpatico,
aumentando o tonus e a atividade motora do intestino.
Como o SNA atua sobre a musculatura lisa do sistema
gastrintestinal, levando a contragdo e ao relaxamento
dessa musculatura, a presenga da nicotina provoca
alteragcdes nervosas que aumentam a atividade do
sistema intestinal, podendo ocasionar maior defecagdo
até mesmo em forma de diarreia (DALE; RANG; RITTER,
1997). Assim, pode-se inferir que a elevada quantidade
de bolos fecais produzida pelos camundongos expostos
a fumacga do cigarro pode estar relacionada com a
existéncia de medo, de ansiedade ou de estresse, além
da agdo farmacoldgica da nicotina no sistema nervoso
central.

Efeito da exposicdo a fumaga de cigarro sobre o
comportamento dos camundongos no LCE

Apds a exposicdao dos camundongos a fumaga de
cigarro e sua avaliagdo comportamental em campo
aberto, os referidos camundongos foram avaliados no
LCE.

No LCE, ndo houve diferenga significativa entre o
comportamento dos camundongos expostos e dos nao-
expostos a fumaca de cigarro (Figura 3). Pode-se
argumentar que, devido ao fato de o teste no LCE ter
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Figura 2- Efeito da exposi¢do a fumaga de cigarro sobre
o comportamento dos camundongos no campo aberto.
Notas: A — niumero de linhas cruzadas; B — rearing (niGmero de
observagbes nas patas posteriores); C — grooming (niumero de
vezes em que realizou autolimpeza); D — numero de bolos fecais
produzidos; —D— — Grupo-controle (ndo exposto a fumacga de
cigarro); _._ — Grupo teste (exposto a fumacga de cigarro);
Periodo 1 = observagdo realizada entre o 302 e o 402 minuto;
Periodo 2 = observagdo realizada entre o 602 e o 702 minuto;
Periodo 3 = observagdo realizada entre o 902 e o 1002 minuto;* =
estatisticamente diferente do controle, p< 0,05.
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Figura 4 - Efeito da exposicdo a fumacga de cigarro sobre
a peroxidagdo lipidica (TBARS) em figado, cérebro e
pulmdo de camundongos.

Notas: — Grupo-controle (ndo-exposto a fumaga de cigarro); —
Grupo-teste  (ndo-exposto a fumaga de cigarro);
*=estatisticamente diferente do controle, p< 0,05.

sido realizado 3 horas apds o final da exposicdo a
fumaca do cigarro, o grupo exposto a fumaca de cigarro
ja ndo estava mais sob efeito da nicotina, visto que seu
tempo de meia-vida ser de cerca de 60 a 120 minutos.
Apds esse tempo, a nicotina é eliminada na forma de
cotinina e outros metabdlitos, depois de
biotransformada no figado (DALE; RANG; RITTER, 1997).

Efeito da exposicao a fumaca de cigarro sobre a
peroxidacdo lipidica (TBARS) em figado, cérebro e pulmao
de camundongos.

Apés a realizacdo dos testes comportamentais, os
camundongos foram sacrificados e foi determinado o
indice de substancias reativas ao dacido tiobarbiturico
no figado, cérebro e pulm3do desses animais.

Os resultados mostram que a quantidade de TBARS
no figado e pulmao dos camundongos do grupo exposto
a fumaca de cigarro ndo foi estatisticamente diferente
do valor encontrado para o grupo ndo-exposto. Ja
quando analisados os resultados encontrados para esse
indice no cérebro, verifica-se que o indice TBARS
encontra-se elevado no grupo exposto a fumaca do
cigarro, demonstrando possivel degradacdo do tecido
cerebral devido a exposi¢cdo a fumaca de cigarro
(peroxidacdo lipidica) (Figura 4). Em consonancia com
esse dado, um trabalho prévio encontrou elevagédo do
indice TBARS e diminuicdo das defesas antioxidantes
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em pulmao de filhotes de ratos expostos aa fumaca de
cigarro (LUCHESE et al., 2007). Entretanto, no referido
trabalho o tempo total de exposicdo dos camundongos
a fumaga de cigarro foi de 3 semanas, ou seja, bem
mais longo do que o utilizado neste trabalho.

No presente trabalho, a fonte de RL exdgena (fumacga
de cigarro) levou a um aumento do parametro que indica
a degradacdo do tecido cerebral. Assim, devido ao
aumento do numero de agentes oxidantes, eleva-se a
probabilidade de ocorréncia de lesdes oxidativas em
estruturas celulares que prejudicam o funcionamento
do organismo, especificamente o cérebro, o que pode
levar a morte celular, sendo a peroxidagao lipidica
descontrolada a maior fonte de produtos citotéxicos
(LITTLE; GLADEN, 1999).

Zalata e colaboradores (2007) relatam que criangas
expostas a fumaga de cigarro apresentam elevagdo do
numero de oxidantes e diminuicdo da quantidade de
antioxidantes plasmaticos, o que pode levar a danos
no DNA, demonstrando, assim, a relagdo entre ainalagdo
de fumacga de cigarro e a ocorréncia de estresse
oxidativo.

O cérebro é muito dependente de energia para o seu
funcionamento, sendo que a mitocéndria é a estrutura
responsavel pela produgdo dessa energia na forma de
ATP, possuindo uma alta demanda por oxigénio. Isso
torna o cérebro altamente susceptivel a agdao de ERO.
Além desse fator, também contribui para essa
susceptibilidade o alto conteldo de ferro, seu alto
conteudo lipidico em relagdo aos outros tecidos,
(principalmente lipidios de cadeia lateral
poliinsaturada) e a sua baixa defesa antioxidante
(HALLIWELL, 1996). Pode ocorrer ainda uma disfungdo
mitocondrial por diminuicdo da atividade dos
complexos da cadeia respiratdria, com consequente
prejuizo no transporte de elétrons, o que leva a uma
dispersao dos elétrons na forma de RL potencialmente
danosos a célula.

Vdrias sdo as evidéncias que sugerem que os RL e o
estresse oxidativo possam estar envolvidos na
patogénese dos danos neuroldgicos de vdrias doengas
neurodegenerativas. Dessa forma, é possivel que o
estresse oxidativo e as disfun¢gdes mitocondriais
formem um ciclo vicioso na doenga de Parkinson
(SCHAPIRA et al., 1990). Na doenga de Alzheimer, a mais
comum dentre as doengas neurodegenerativas, é
possivel que o estresse oxidativo tenha um papel-chave
na morte neuronal (MARKESBERY; CARNEY, 1999). Assim,
é possivel que a exposi¢cdo a fumacga de cigarro seja um
fator de risco para o desenvolvimento dessas doengas,
uma vez que o cérebro, de acordo com o estudo aqui
apresentado, parece ser o 6rgao mais afetado pela
degradacdo através da peroxidacgdo lipidica.

CONCLUSAO
Este estudo apresenta relagdo positiva entre a
exposicdo de camundongos a fumaga de cigarro (em
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padrdo de exposicdo compativel com a exposigdo
humana por curto periodo em locais fechados como
bares e boates) e a ocorréncia de modificagdes
comportamentais e no indice de peroxidagao lipidica
nos 6rgdos desses animais.

As alteragbes comportamentais foram observadas
em campo aberto, 60 minutos apds a exposi¢cdo dos
animais a fumaca de cigarro, e permitiram verificar que
houve elevagdo nos indices de ansiedade, medo e
atividade exploratéria dos camundongos expostos a
fumaca do cigarro em relagdo aos camundongos nao-
expostos.

Essa modificagdo comportamental foi acompanhada
ainda de elevagdo na geragdao de substancias reativas
ao acido tiobarbitlrico no cérebro dos animais
expostos a fumaca do cigarro, apresentando o cérebro
com alvo potencial ao ataque pelos radicais livres,
elevando a suscetibilidade do organismo as doengas
oriundas de seu mau funcionamento.
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