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RESUMO

O fumo passivo representa um problema de saude publica, mesmo agora, em época
que as legislagdes estdo muito menos tolerantes ao ato de fumar em ambientes fechados.
Os problemas causados aos individuos que sao expostos a essa atividade sdo incontaveis.
Quando os individuos séo criangas e recém-nascidos, esses problemas sao piores, podendo
afetar processos de desenvolvimento.

Muitos dos danos fisioldgicos e comportamentais ocasionados pela fumaga ambiental
do tabaco podem ser analisados através de técnicas simples, sem a necessidade de
equipamentos caros. Para outros casos, ha uma demanda por técnicas moleculares, um
pouco mais complexas. Porém, sdo estas técnicas simples que dao o pontapé inicial, um
primeiro indicio para que direcado um trabalho mais especifico deve seguir.

O presente trabalho tem como objetivo fazer uma revisao das técnicas e metodologias
utilizadas para o estudo de danos fisiolégicos e comportamentais que a fumaga ambiental do
tabaco podem ocasionar, e das doencgas relacionadas ao fumo passivo. O foco da revisdo
sdo os experimentos realizados em ratos e camundongos. Primeiramente, é feito um
apanhado das principais caracteristicas de um cigarro comum, e as questdes legais que
atrelam seu uso. Em seguida sdo abordadas as metodologias e analises, relacionando as
técnicas mais utilizadas e os enfoques objetivos de cada uma, além dos experimentos
utilizados para ratos e camundongos. Posteriormente, sdo levantados dados bibliograficos
sobre os principais efeitos e doencgas ligadas a causa do fumo passivo, tanto em animais
quanto em humanos. Por fim, sera proposta e discutida uma metodologia de analise de
efeitos cognitivos da nicotina isolada ou presente na fumacga do cigarro.

Toda a revisdo foi efetuada através das ferramentas de busca pubmed e google

académico.

PALAVRAS CHAVE:

fumacga ambiental do tabaco; fumo passivo; técnicas; metodologias.



ABSTRACT

Passive smoke represents a public health problem, even now, in a time that the
legislations are much less tolerant to the act of smoking in closed ambients. The problems
caused to the individuals that are exposed to this activity are uncounted. When the individuals
are children and new-born, these problems are even worse, what can affect development
process.

Much of physiological and behavioral damages occasioned by environmental tobacco
smoke can be analyzed by simple techniques, with no necessity of expensive equipments. To
another cases, there's a demand by molecular techniques, a little more complexes. However,
are these simple techniques that give the kick-off, a first evidence to what direction a work
more specific must go.

The present task has as objective make a review of the techniques and methodologies
used by the study of physiological and comportamental damages occasioned by the
environmental tobacco smoke, and diseases related with passive smoking. The focus of the
review are the experimentals realized in rats and mouses. First of all, it's done a summary
with the principal characteristics of an ordinary cigarette, and the legal questions that are
connected with its use. Secondly are covered the methodologies and analyzes, relating the
most used techniques and the objective focus of each one, also the experimentals to rats and
mouses. Posteriorly, bibliographic data are collected, with the principal effects and diseases
connected to passive smoke's cause, both in animals and humans. Lastly, a methodology to
analyses of the cognitive effects of nicotine isolated, or present in the cigarette smoke, will be
proposed and discussed.

All the review was performed by research tools pubmed and scholar google.

KEYWORDS:

environmental tobacco smoke; passive smoking; techniques; methodologies.



FAT

OMS

INCA

ANVISA

RDC

CO

TCA

LCE

LTE

LAM

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Fumacga ambiental do tabaco
Organizacdo Mundial da Saude

Instituto Nacional do Céancer

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Resolugao da Diretoria Colegiada
Mondxido de Carbono

Teste de Campo Aberto

Labirinto em Cruz Elevado

Labirinto em “T” Elevado

Labirinto Aquatico de Morris



FIGURA 1:

FIGURA 2:

FIGURA 3:

FIGURA 4:

FIGURA 5:

FIGURA 6:

LISTA DE FIGURAS

Estrutura quimica da Nicotina..........ccoooiiiiiiiii e 18
Exemplo de camara de eXPOSIGAOD. .....cccoevieeieeeeeeiee e 22
(@72 g g1 o Yo J0AY o1 o (o J USSP 26
Esbogo do Labirinto em Cruz Elevado.........ccccoeeeiiiiieiiiiiiieeeeeee e 28
Labirinto em “T” EleVadO..........uuuiiiiiiiiiie e 29
Labirinto AQUALICO A€ IMOITIS.....cccciiii e e e e e e e e aaenees 30



LISTA DE TABELAS

TABELA 1: Efeitos FisiolOgiCos.............uvvvveceeeennnn.

TABELA 2: Efeitos Comportamentais e Cognitivos



SUMARIO

. INTRODUCAO 1
1.1 O FUMO PASSIVO 1
1.2 LEIS E REGULAMENTACAO 13
1.3 RATOS WISTAR COMO MODELO EXPERIMENTAL 16

. COMPONENTES DO CIGARRO NA FUMACA AMBIENTAL DO TABACO 17
2.1 NICOTINA 17
2.2 ALCATRAO 19
2.3 MONOXIDO DE CARBONO 19
2.4 DEMAIS SUBSTANCIAS 19

. METODOLOGIAS 21
3.1 CIGARROS INDUSTRIALIZADOS 21
3.2 CIGARROS DE REFERENCIA 23
3.3 ADESIVOS DE NICOTINA 24

. METODOLOGIAS EXPERIMENTAIS E ANALITICAS 25
4.1 COMPORTAMENTAIS 25

4.1.1 ATIVIDADE MOTORA 25
4.1.2 MEMORIA E ANSIEDADE 27
4.1.3 LABIRINTOS 27
4.2 ANALISES HISTOLOGICAS E DE PROTEINAS 31

. PRINCIPAIS EFEITOS 33
5.1 FISIOLOGICOS 33
5.2 COMPORTAMENTAIS E COGNITIVOS 35
CONCLUSAO E PROPOSTA DE METODOLOGIA 39

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 40



1. INTRODUGCAO

1.1 O FUMO PASSIVO

Os males do cigarro vao muito além dos problemas respiratorios. Através de
abordagens especificas, € possivel identificar diversos riscos a saude, de acordo com cada
componente do cigarro. Nota-se que os problemas atribuidos ao exercicio do fumo
ultrapassam a barreira pessoal, atingindo as pessoas ao redor do fumante ativo. Sendo
assim, de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o tabagismo passivo €&
definido como a inalagdo da fumacga de derivados do tabaco por individuos nao-fumantes,
que convivem com fumantes em ambientes fechados (INCA, 2015). As substéncias
presentes na fumacga do cigarro no ambiente sdo as mesmas tragadas pelo fumante, o que
possibilita a relacdo dos danos causados aos fumantes ativos e aos fumantes passivos.
Porém, estipula-se que o ar poluido contém cerca de trés vezes mais monoxido de carbono e
até cinquenta vezes mais substancias cancerigenas do que a fumaca que entra pela boca do
fumante (INCA, 2015). Essa discrepancia ocorre por causa da presenga do filtro no cigarro, o
que diminui a absorgao dessas substancias nocivas do fumante ativo. A fumaga ambiental do
tabaco (FAT) contém cerca de 250 substancias reconhecidamente toxicas, algumas delas
s&o reconhecidas como agentes indutores de mutacédo e cancer (REICHERT et al, 2008).
Segundo o INCA, fumantes passivos t€ém um risco 30% maior de adquirir cancer de pulmao e
24% maior de infarto do coragao do que os ndo-fumantes.

Um dos estudos epidemioldgicos pioneiros comprovando os danos causados pelo
tabagismo passivo foi realizado no Japao. Foi feito o acompanhamento, durante 14 anos, de
95540 mulheres com pelo menos 40 anos de idade, ndo fumantes e casadas com maridos
tabagistas ou ndo. Observou-se mortalidade por cancer de pulmao nas esposas de maridos
consumidores de 20 cigarros por dia de 15,5 por 100 mil mulheres. Numero que representa
quase o dobro da apurada naquelas mulheres cujos maridos ndo fumavam, de 8,7 por 100
mil (HIRAYAMA, 1981). Desde entdo, muitos estudos corroboraram estes dados e outros
estudos fizeram alertas para outros possiveis danos.

Experimentos realizados na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF) da USP

demonstraram que a exposicdo a fumaga de cigarro no periodo pds-natal (logo apds o
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nascimento) induziu alteragdes em processos criticos do desenvolvimento do sistema
nervoso central (SNC) e a diminuigdo da atividade locomotora na infancia e na adolescéncia.

Resultados do estudo sugerem que a exposi¢cao a fumaca do cigarro no inicio do
periodo pds-natal causa diminuicdo na atividade locomotora e efeito ansiogénico, além de
induzir prejuizo no aprendizado e memoria e na transmissao sinaptica em um periodo critico
do desenvolvimento do SNC (TORRES-PACHECO, 2013).

Estima-se que o tabagismo passivo ja chegou a ser a 3% maior causa de morte evitavel
no mundo (IARC, 1986). Hoje em dia os relatérios com dados sobre mortalidade e problemas
relacionados ao fumo passivo ainda assustam. Os dados expde riscos de doencgas
pulmonares, vasculares, canceres, disfungdes hormonais, problemas neuroldégicos como de
atencao e cognig¢ao, entre muitos outros que o presente trabalho visa abordar.

De acordo com dados da OMS, cerca de dois bilhdes de pessoas sao vitimas do fumo
passivo no mundo, sendo 700 milhdes dessas, criang¢as. No Brasil, 40% das vitimas do fumo
passivo sao criangas. Um ponto importante a ser levantado € que, mesmo com leis que
desestimulem e proibam o exercicio do fumo em ambientes publicos fechados, nada pode
ser feito para evitar o fumo dentro das residéncias: estimativas apontam que uma em cada
quatro criangas brasileiras tem pelo menos o pai ou a mae fumante, ficando expostas aos
efeitos nocivos do cigarro dentro de casa. E mesmo com limpeza, residuos da fumacga do
cigarro podem durar meses dentro de uma casa. Segundo Matt et al. (2011), niveis de
nicotina no ar das casas de ex-moradores, dois meses apods terem mudado dessas casas,
ainda ficaram entre 35 e 98 vezes mais altos do que em casas de ndo-fumantes.

Diante a este panorama, sdo necessarios estudos cada vez mais detalhados, com as
mais variadas metodologias para a comprovagdo de danos e posterior aplicagao,
principalmente em programas de conscientizagdo da populagdo. Espera-se também que
dados obtidos em estudos sejam divulgados, chegando ao conhecimento do publico. Do
ponto de vista de metodologias aplicaveis para estudos em relacdo a efeitos e danos de
fumo passivo, encontra-se disponivel hoje uma vasta gama de opg¢des, em diversos campos
do conhecimento. No presente trabalho serdo abordadas algumas dessas metodologias,
especificamente aquelas utilizando ratos da linhagem Wistar como cobaia, e resultados

praticos obtidos.
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1.2LEIS E REGULAMENTAGAO

Neste ponto oferecemos uma visao geral das leis regentes no Brasil atualmente no
combate ao fumo, que dizem respeito principalmente a regulamentagcdo do exercicio em
ambientes publicos e proibicdo da divulgagdo de cigarros em meios de comunicagdo. A
primeira medida efetivada para o combate ao fumo ocorreu no ano de 1988, com a
implementacédo da frase: “o0 ministério da saude adverte: fumar é prejudicial a saude” em
todas as embalagens de cigarros comercializadas no Brasil. Essa adverténcia esta contida
na portaria n°. 490/88, de 25 de agosto de 1988.

Em 1996 ocorreu o primeiro grande esfor¢o no sentido de regulamentar o exercicio do
fumo, a partir da Lei Federal 9.294/96, que determina limitagcdes legais especificas e
restricdes de propaganda, assim como a abdicagdo da sugestdo de consumo em meios de
comunicagao. Ainda em vigor, apos diversas modificagdes e implementagbes mais rigidas, a

Lei se apoiava em dois artigos principais, que diziam:

“Art. 20 E proibido o uso de cigarros, cigarrilhas, charutos, cachimbos ou qualquer outro
produto fumigeno, derivado ou ndo do tabaco, em recinto coletivo fechado, privado ou
publico, salvo em area destinada exclusivamente a esse fim, devidamente isolada e com
arejamento conveniente”.

“‘Art. 3° A propaganda comercial dos produtos referidos no artigo anterior somente sera
permitida nas emissoras de radio e televisao no horario compreendido entre as vinte e uma e
as seis horas” (Casa Civil, 1996).

Outras recomendacgdes constavam nesta Lei, estabelecendo restricbes, como: nao
associar o consumo do fumo com praticas esportivas, ou dissociar a ideia do exercicio do
fumo com o bem-estar e a saude.

Com a criagdo da resolugcdo RDC (Resolugdo da Diretoria Colegiada) n° 320 da
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), de 21 de julho de 1999, houve a
regulamentagdo dos procedimentos para registro de produtos fumigenos, sendo revogada
pela Resolugdo RDC n° 105, de 31 de maio de 2001. Ainda em 1999, a Portaria 695/99 do
Ministério da Saude introduziu as seguintes clausulas de adverténcia escritas:

1- Fumar causa cancer de pulmao;

2- Fumar provoca infarto do coragao;

3- A nicotina é droga e causa dependéncia;
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4- Fumar causa impoténcia sexual;

5- Criangas comegam a fumar ao verem os adultos fumando; (Ministério da Saude).

Os anos 2000 comecaram com a assinatura da Lei Federal 10.167/00, alterando
dispositivos da Lei n® 9.294/96 sobre as restricbes ao uso e a propaganda de produtos
fumigenos, limitando-os ainda mais. A partir dessa lei ficou proibida a propaganda por meio
eletrénico, o patrocinio de eventos (a partir de setembro de 2005), a comercializacdo em
estabelecimentos de ensino e saude, dentre outras. A propaganda comercial dos produtos
ficou limitada basicamente aos pésteres, painéis e cartazes, na parte interna dos locais de
venda (Souza Cruz).

No RDC 46/01 de 2001 ficaram estabelecidos teores maximos de alcatrao (10mg),
nicotina (1mg) e monoxido de carbono (10mg), e ainda a clausula na qual é realizada a
seguinte adverténcia: “ndo existem niveis seguros para consumo destas substancias”. Ficou
estabelecida ainda a obrigatoriedade da impressao dos teores nas embalagens de todos os
macos de cigarros e produtos fumigenos (ANVISA, 2001). Outros dois decretos impuseram
obrigatoriedades as industrias: RDC 105/01, com a necessidade de cadastro das empresas
fabricantes e informagdo sobre a composicdo dos produtos; e a RDC 14/01, com a
obrigatoriedade da veiculagdo de imagens de adverténcia.

O ano de 2003 foi o de maior movimentagao em regulamentagdes para a industria do
cigarro. Foram criadas trés novas RDC pela ANVISA: a RDC 15/03, que definiu a parte
interna dos pontos de vendas de cigarros e afins; a RDC 346/03, estabelecendo novas
regras de cadastramento dos produtos fumigenos; e a RDC 335/03, que determinou a
inclusao de diversas adverténcias nos magos e nas caixas de cigarros, todas elas contendo
ilustracdes referentes as mensagens:

1- Esta necrose foi causada pelo consumo do tabaco;

2- Fumar causa impoténcia sexual;

3- Criangas que convivem com fumantes tém mais asma, pneumonia, sinusite e

alergia;

4- Ele é uma vitima do tabaco. Fumar causa doenca vascular que pode levar a

amputagao;

5- Fumar causa aborto espontaneo;

6- Ao fumar vocé inala arsénio e naftalina, também usados contra ratos e baratas;
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7- Fumar causa cancer de laringe;

8- Fumar causa cancer de boca e perda dos dentes;

9- Fumar causa cancer de pulmao;

10- Em gestantes, fumar provoca partos prematuros e o nascimento de criangas com

peso abaixo do normal; (ANVISA).

Podem ser observadas as primeiras acbes diretas contra o fumo passivo nas
mensagens 3 e 10, evidenciando um inicio de preocupagao para essa problematica. Durante
os anos de 2006, 2007 e 2008, outros trés RDC foram implementadas pela ANVISA. Porém,
no ano de 2011 foi iniciado o maior projeto contra o fumo no Brasil, que vai de encontro com
a acgao do tabagismo passivo: a Lei Antifumo (n° 12.546/2011). O objetivo dessa Lei € manter
os ambientes coletivos completamente livres da FAT. Pode ser observada uma alteracao
importante da Lei Federal 9.294/96, no artigo segundo, que a partir da Lei Antifumo, diz:

“Art. 2°: E proibido o uso de cigarros, cigarrilhas, charutos, cachimbos ou qualquer outro
produto fumigeno, derivado ou ndo do tabaco, em recinto coletivo fechado, privado ou
publico”.

Assim, ficou proibido até mesmo o popular “fumédromo” em ambientes fechados. No
artigo terceiro, houve uma mudanga significativa com a proibicdo da propaganda comercial
de cigarro e semelhantes em todo o territério nacional, enquanto anteriormente havia a
possibilidade de divulgagdo em veiculos de comunicagdo, desde em que periodos
determinados. Outros atos e regulamentos estdo contidos na Lei Antifumo (como o aumento
nos prec¢os dos cigarros), que teve uma aplicagao gradativa pelos estados brasileiros. Porém,
a Lei apresenta diversos problemas, sendo desrespeitada principalmente por falhas na
fiscalizacao.

A ultima regulamentacao da Lei Antifumo ocorreu em 2014, com o objetivo ainda mais
apurado de proteger a populagdo do fumo passivo e contribuir para a diminuicdo do
tabagismo. Apesar de todos os esforgos, o direcionamento correto dos rumos das leis s6
ocorrera com muito estudo e pesquisa, em conjunto com regulamentagdo eficaz e

fiscalizacdo correta.
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1.3RATOS WISTAR COMO MODELO EXPERIMENTAL

Wistar € uma linhagem albina da espécie Rattus norvegicus, desenvolvida para uso
nos laboratérios. Sdo caracterizados pelas orelhas alongadas, cabega grande e comprimento
da cauda sempre menor que o comprimento corporal. A gestacédo dura de 20 a 22 dias e o
desmame ocorre com 17 a 19 dias de idade. Sao considerados ddceis, de facil manipulagao
e tém boa capacidade de aprendizado (AGUIAR, 2007).

Acredita-se que tenha sido a primeira espécie de mamifero domesticada para fins
cientificos, pois desde o inicio do século XX ja era usado em pesquisas nutricionais. A
espécie de ratos que deu origem a linhagem Wistar é originario de regides da Asia Central,
acompanhou o0 homem em seu avango pelos continentes, sendo encontrada, hoje em dia em
praticamente todas as latitudes.

O rato tem um corpo fusiforme e uma cauda que em muitas ragas/ linhagens pode
chegar a medir mais em comprimento do que o proprio corpo. Em ambientes quentes,
procuram locais com sombras ou cavam tocas, adaptam-se melhor ao frio (ANDRADE,
2002).

O advento do rato como animal de laboratério deu-se pela facilidade na criagcao e
manuseio do animal, assim como o curto tempo de gestagdo e desenvolvimento, o grande
numero de descendentes por ninhada e as caracteristicas quimicas de seu organismo,
semelhantes as dos humanos. Hoje em dia, apesar de haver uma variedade de linhagens de
ratos e camundongos utilizados para experimentagdo, a linhagem Wistar continua sendo a
mais comumente usada, e a maior parte dos experimentos comentados neste trabalho sao
realizados com essa linhagem.

Outros modelos de roedores também comumente utilizados em laboratérios sdo os
camundongos da espécie Mus musculus, ragas: Swiss, Balb/c, Balb/c NUDE e C57BI/6
(Biotério USP).
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2. COMPONENTES DO CIGARRO NA FUMACA AMBIENTAL DO TABACO

Os componentes do cigarro sao divididos entre por¢cao gasosa (monoxido e dioxido de

carbono, por exemplo), e porgéo particulada (nicotina e alcatrdo, principalmente).

2.1 NICOTINA

A nicotina (Nicotina rusticum e Nicotina tabacum) € um alcaloide vegetal (mais
especificamente, uma amina terciaria) composta de anéis de piridina e pirolidina (FIGURA 1).
Sua principal fonte é a planta do tabaco. E sintetizada nas raizes, subindo do caule até as
folhas. O conteudo de nicotina varia de acordo com a planta (NATIONAL INSTITUTE OF
HEALTH, 1987). Apos a tragada, a nicotina chega rapidamente ao cérebro atravessando
facilmente a barreira hematoencefalica e as membranas celulares de todos os 6rgaos
(SPECTOR, R., GOLBERG, M. J, 1982). A nicotina encontra-se no tabaco sob diversos
aspectos: uma fracao situa-se na fase particulada e outra na fase gasosa. Quando presente
na fase gasosa, a absorgdo da nicotina pelo organismo é mais rapida (ROBERTSON, C. R,,
RICHARD, H. D, 1998).

A meia vida da nicotina é em torno de duas horas, enquanto seu principal metabdlito, a
cotinina, chega a uma meia vida de 40 horas (US ENVIRONMENTAL PROTECTION
AGENCY, 1993), sendo as duas substancias dosadas nas pessoas através do sangue, da
urina e da saliva. Apds uma manha em recintos onde se fuma, os fumantes passivos podem
ter concentragdes de nicotina no sangue equivalentes aos fumantes de trés a cinco cigarros
(BRIDGES, A. B, et al. 1990). Ela é considerada pela Organizacao Mundial da Saude/OMS
uma droga psicoativa que causa dependéncia.

Muitos sdo os efeitos da nicotina no sistema nervoso central (SNC), alguns dos quais
podem ser considerados benéficos, tais como a elevagdo do humor, excitacdo, e
aprimoramento da aprendizagem e memoéria (CLARKE, 1992), (POMERLEAU,1992).
Segundo Crooks e Dwoskin (1997), a nicotina aumenta o estado de alerta, cognigéo e
memoria e reduz a irritabilidade e a agressividade (CROOKS, DWOSKIN, 1997). Por outro
lado, em termos farmacolégicos, a nicotina € uma das substancias mais fatais conhecida. A
dose letal média para o homem situa-se entre 40 a 60 mg/kg (1 cigarro contém 0,3 a 1mg)

(ROSEMBERG, 1981). Pode ainda causar irritabilidade, nervosismo, cansacgo, diminui¢cado de
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concentracdo, aumento de apetite e ganho de peso (HUGHES & HATSUKAMI, 1986). Sendo
assim, pode tanto melhorar a performance em algumas tarefas quanto diminuir a
performance em outras.

A nicotina é considerada a principal e mais nociva substancia da FAT, pelo fato de
suas propriedades psicoativas e forte potencial dependente, que se deve principalmente a
sua ligacao aos receptores nicotinicos de acetilcolina. A nicotina liga-se mais comumente aos
receptores nicotinicos colinérgicos, encontrados no cérebro, nos ganglios autonémicos e na
juncdo neuromuscular (CHANGEUX, J.P., 1992). A diversidade dos receptores colinérgicos
no organismo podem explicar os multiplos efeitos da nicotina nos humanos, além de
apresentar alvos para terapias especificas de agao agonista ou antagonista da nicotina. Além
disso, os efeitos neuroquimicos da nicotina incluem a realizagcdo de dopamina, norepinefrina
e serotonina (efeitos observados em parte dos medicamentos antidepressivos) (ROSE,
BEHM & LEVIN, 1993).

Sobre o sistema cardiovascular, a acado se faz fundamentalmente através do estimulo
adrenérgico, estimulando a liberagado de norepinefrina pés ganglionar e epinefrina da supra-
renal (FRANKEN & MARTINEZ, 1980). Como efeitos clinicos, observam-se taquicardia e
hipertensao arterial (FRANKEN & MARTINEZ, 1991).

O vicio a nicotina depende de sua dose e rota. A inalagdo da nicotina via fumaca de
cigarro parece ser 0 método de dosagem mais viciante. Apds a inalag&do, a nicotina passa
rapidamente ao sangue arterial, e em seguida ao cérebro, o que possibilita efeitos

relativamente intensos ao sistema nervoso central (PICKWORTH et al., 1994).

FIGURA 1- "Nicotine-2D-skeletal". Licenciado sob Dominio publico.
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2.2 ALCATRAO

O alcatrdao ndo é uma substancia Unica, como & a nicotina, mas sim uma mistura
complexa com cerca de 4000 compostos quimicos, formados durante a queima, devido a
combustdo incompleta dos materiais organicos presentes nos produtos fumigenos (IARC,
1986).

O alcatrao caracteriza-se por ser uma substancia particulada, inalada quando o
fumante traga o cigarro, estando um pouco menos presente na FAT. Cada particula de
alcatrao é composta por uma enorme variedade de produtos organicos e inorganicos, muitos
com acgao carcinogénica comprovados. Destacam-se: benzopireno, dibenzopireno e
benzantraceno (LARINI, 1999).

2.3 MONOXIDO DE CARBONO

Monoxido de carbono (CO), um gas toxico produzido pela combustdo incompleta de
hidrocarbonetos, é uma causa relativamente comum de prejuizo humano. Essa toxicidade
normalmente € negligenciado pelo fato do CO nao possuir gosto nem cheiro e seus sintomas
e sinais clinicos nao ser especificos (PROCKOP, CHICHKOVA, 2007).

A toxicidade do CO é conhecida pela habilidade que este tem para interferir no
transporte de oxigénio. A alta afinidade do CO pela hemoglobina permite que grandes
quantidades de CO sejam absorvidas pelo sangue, ocorrendo pouco ou nenhum aumento
apreciavel de sua pressao parcial (o que dificulta ainda mais a detec¢ao de intoxicagao no
individuo) (KOEPPEN & STANTON, 2009). A ligagdao do CO a hemoglobina desloca o

oxigénio, e dificulta a liberagdo deste para os tecidos.

2.4DEMAIS SUBSTANCIAS

A FAT contém centenas de substancias quimicas além das citadas anteriormente, tais
como formaldeido, benzeno, arsénio, amoénia, nitrosaminas e hidrocarbonetos policisticos,
em quantidades variadas. A FAT é formada por uma mistura de fumaca central (10-20%) e de

fumaca lateral (80-90%). A fumaca lateral é a mais toxica, mais presente no fumo passivo,
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apresentando niveis mais elevados de nicotina, monéxido de carbono, aménia e substancias
cancerigenas (INCA, 2009; MELLO et al., 2005).

Outra substancia importante presente nos cigarros e semelhantes € o cadmio, sendo
sua excregao lenta e meia-vida biologica longa, de cerca de trés décadas, com um efeito
cumulativo. O metal também interfere na fosforilagdo oxidativa, nos canais de calcio da
membrana plasmatica, nas Ca-ATPases, impede o reparo de DNA (sendo assim considerado
provavel agente mutagénico, de indugao a tumores) (FURST et al., 1998).

Deve-se alertar ainda o perigo do uso de cigarros contrabandeados, visto que estes
apresentam concentracido de ions metalicos até onze vezes maiores do que encontrados em
cigarros legais, sendo muitos desses ions, metais muito téxicos (como o Cr, Ni, Cd e Pd)
(SILVA, 2014). Estima-se que um em cada quatro cigarros consumidos pela populagao
brasileira é proveniente do contrabando, principalmente pelo baixo valor de venda, muitas

vezes de mais de metade do prego de um cigarro legalmente comercializado.
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3. METODOLOGIAS

Nesta secao serao discutidos os usos de materiais diversos, de modo a simular efeitos
da FAT ou da nicotina isoladamente, em experimentos com ratos (visando preferencialmente
a linhagem Wistar). Em cada tépico seréo levantadas questdes associadas ao advento de
cada técnica, algumas vezes de cunho critico, e alguns trabalhos disponiveis onde as

técnicas citadas foram empregadas. Nao serdo abordados resultados de experimentos.

3.1 CIGARROS INDUSTRIALIZADOS

A utilizacido de cigarros comuns, disponiveis para venda representa uma solugado mais
viavel para laboratérios nacionais, ja que os cigarros sintéticos de referéncia devem ser
importados, demandando muito tempo e gastos evitaveis. Dois pontos um tanto quanto
paradoxais podem ser discutidos na utilizagdo deste material, relacionados a confiabilidade
dos dados obtidos.

O primeiro ponto a se observar, que pode ser considerado algo positivo, € que a
composic¢ao de substancias nesses experimentos é exatamente a mesma que avaliamos na
FAT, tendo em vista que s&o os mesmos cigarros. Fato este que torna os dados obtidos
muito mais concisos, aumentando a confiabilidade ao comparar experimentos com ratos com
0 que ocorre nos casos populacionais humanos. Quando o objetivo do estudo é trabalhar
com um componente isolado da FAT, porém, a utilizagdo dos cigarros industrializados,
obviamente, ndo € a melhor opgao.

O segundo ponto esta relacionado ao fato da necessidade de haver meios de
quantificar as substéncias presentes nos cigarros, tornando a pesquisa mais cara, mais
complicada e extensa, caso seja necessario.

O uso de cigarros industrializados pode ser indicado, portanto, a estudos mais

generalistas, de analise direta a FAT, sem necessidade de quantificacao de substancias.
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A metodologia basica de exposi¢cado a fumacga de cigarros industrializados consiste em
exposigao direta a FAT, por periodos determinados de tempo, diariamente. Normalmente é
utilizada uma caixa com ventilagdo minima, e um sistema que puxa a fumacga tragada em
mangueiras, levando-a até o interior da caixa. Neste sistema, o fluxo laminar de ar
comprimido passa de uma regido de maior para uma de menor didmetro, causando redugao
de pressao no ponto e aceleragédo do fluxo. Essa metodologia pode ser utilizada em ratos e
camundongos tanto recém nascidos quanto jovens e adultos, possibilitando o contato ao
fumo passivo em varios periodos do desenvolvimento. E indicado que seja utilizado pelo

menos um equipamento que quantifique a taxa de CO do ambiente.

Sistema Venturi

FIGURA 2: Exemplo de camara de exposicao a fumaca do cigarro, utilizada nos experimentos de FAT.
Em destaque o Sistema Venturi. Reprodugéo, (TORRES-PACHECO, 2013).

Alguns estudos visam ainda mesclar a utilizacédo do cigarro com outros materiais,
como o alcool. Rivera Oballe (2014), avaliou o efeito da exposi¢ao do alcool e/ ou tabaco
sobre a perda Ossea alveolar espontanea em ratos Wistar machos adultos. A exposigao foi
de 6 cigarros/60 minutos ao dia. Madeira (2010) utilizou a mescla de exposig¢ao de cigarros e
ingestao de etanol para estudo histolégico em ratos sobre as mucosas da lingua e da faringe.

Neste estudo também foram utilizados ratos adultos, e a exposi¢cao diaria a fumaca do
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cigarro, nos grupos caracteristicos foi de 10 cigarros/ 30 min.

Outro estudo nacional investigou os efeitos da exposi¢do ao cigarro e ao alcool no
sistema respiratorio de ratos, em analise imunohistoquimico. Neste caso, a quantidade de
cigarros utilizados por dia foi de 5 na primeira semana e 10 na segunda, em exposi¢gbes de
30 minutos (MAGNANI, 2015).

Uma vasta gama de experimentos apoiam-se na metodologia de exposigao a FAT de

cigarros industrializados, com resultados nas mais diversas areas da fisiologia.

3.2 CIGARROS DE REFERENCIA

Os chamados cigarros de referéncia sao cigarros sintéticos, com quantificagbes de
substancias pré-determinadas e confiaveis, e todas as substancias contidas sao conhecidas,
permitindo uma padronizacao entre os experimentos realizados por diferentes laboratérios. A
Universidade de Kentucky (EUA) detém os direitos dos cigarros sintéticos de referéncia mais
utilizados mundialmente: os 1R5F, 2R4F e 3R4F. O modo de exposi¢ao dos animais de
laboratorio a fumacga € a mesma que a utilizada nos cigarros convencionais.

A Universidade de Kentucky tem disponibilizado cigarros de referéncia ha 45 anos
como um servico para pesquisas sobre o tabaco, tanto nos Estados Unidos, quanto
mundialmente. O primeiro cigarro sintético de referéncia foi desenvolvido no ano de 1968,
sendo o mais recente o 3R4F, cujos resultados estdo comegando a ser avaliados (Kentucky
University web site). Existe a necessidade de reajuste dos valores das substancias presentes
nos cigarros sintéticos ao decorrer das décadas, para parametros proximos dos encontrados
nas médias dos cigarros comerciais de épocas referentes. Por essa razao, hoje em dia os
cigarros 1R5F ndo s&o mais utilizados.

A ultima versao langada, 3R4F, possui composigao de nicotina de 0,726 mg; alcatréao,
14 mg e monoxido de carbono, 11,9 mg, por cigarro. Em comparagao a um cigarro comercial
Marlboro (0,8 mg; 10 mg; 10 mg, respectivamente, por cigarro) (informada pelo produtor,
2013), sao encontradas amplas diferengas. Comparando com outros cigarros comerciais,
outras diferencas sao encontradas. Apos analise dessas variantes, o fato de existir um
cigarro onde todas as caracteristicas sejam iguais e padronizadas € muito importante na
pesquisa cientifica, onde a reproducgao fiel de métodos € imprescindivel.

Os cigarros de Kentucky s&o utilizados em ampla escala, para analises semelhantes
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aos de cigarros comercializados. No trabalho de doutorado de Torres-Pacheco (2013), a
autora utilizou cigarros 3R4F para exposi¢gdo em camundongos BALB/c, com o objetivo de
esclarecer se a exposi¢cao a fumaca de cigarro no inicio do periodo pés-natal induz prejuizo
ao desenvolvimento do SNC na infancia, tais como suas possiveis consequéncias nas fases
posteriores da vida. O tempo de exposi¢cao a fumaca foi de duas horas, diariamente, nos
individuos teste, desde o terceiro, até o 14° dia de vida. Muitos trabalhos citotéxicos em

diferentes tecidos tém sido desenvolvidos com técnicas de cigarros de referéncia.

3.3 ADESIVOS DE NICOTINA

O tratamento para abandono do habito de fumo com adesivos de nicotina € utilizado
mundialmente, e suas caracteristicas que levaram a utilizacdo em laboratérios sdo a
confiabilidade na quantidade de nicotina presente e o método pouco invasivo que representa.
Chamado de terapia de reposicao de nicotina, este tratamento para cessacdo do uso do
cigarro reduz a satisfagao obtida através da nicotina derivada do cigarro, como consequéncia
da desensibilizagdo dos receptores nicotinicos (LEVIN, et al. 1994).

Os sistemas de transporte transdermal de nicotina liberam de 5 a 22mg por cerca de
16 a 24 horas, dependendo do adesivo. A nicotina € absorvida lentamente, levando ao
desenvolvimento de tolerancia e poucos, ou nenhum efeito psicologico (BENOWITZ, 1995).

Ha poucos trabalhos que utilizam como metodologia a aplicagcédo de adesivos de
nicotina em ratos, sendo mais vistos estudos em humanos para corroborar a eficacia da
terapia de reposicao de nicotina.

Ainda foram encontrados trabalhos que utilizaram a nicotina injetada em ratos e via

oral (menos observada).
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4. METODOLOGIAS EXPERIMENTAIS E ANALITICAS

Os efeitos ocasionados pela FAT no organismo humano sdo diversos. Levando em conta
toda essa vasta gama de tecidos e sistemas acometidos pelas substancias do cigarro, néo é
dificil imaginar a quantidade de metodologias experimentais disponiveis. Nesta secéo seréao
expostos alguns meios de analise para os principais efeitos do fumo passivo, detalhados

mais a frente: comportamentais, histoldgicos e moleculares (estudo de proteinas), em ratos.

4.1 COMPORTAMENTAIS

4.1.1 ATIVIDADE MOTORA

O ato de fumar nao ocasiona efeitos graves na atividade motora de uma pessoa jovem
ou adulta. Porém, ha evidéncias que quando na gravidez a mae fuma, o feto passa a receber
as substancias téxicas do cigarro através da placenta. A nicotina provoca alteragdes
neurolégicas importantes (CARLINI, 2001). Existe a possibilidade destas alteracdes
prejudicarem o controle e a atividade motora do individuo em seu desenvolvimento.

Fuller et al. (2012), com o pretexto de que a exposicdo a FAT esta ligada a déficits e
desordens de desenvolvimento com conhecido envolvimento do cerebelo, observaram
aumento da resposta locomotora em ratos em um ambiente novo. Concluiram que o periodo
pos-natal do desenvolvimento cerebelar é vulneravel a exposicdo da FAT, resultando em
comportamento alterado. Foi utilizado o Teste de Campo Aberto (TCA), com os
procedimentos realizados anteriormente por Hall (1941) e modificado por Stohr et al. (1997).

O TCA foi descrito originalmente por Hall (1941) para testar os efeitos de ambientes
nao-familiares sobre as reagdes emocionais de ratos. Uma das aplicabilidades recentes tem
sido avaliar a propriedade ansiolitica de drogas injetadas no animal (SILVA-FILHO).

O aparato para o TCA consiste de uma larga arena, circular ou quadratica, com
didmetro geralmente de um metro para o teste com ratos, e cercada por paredes para
prevenir a fuga dos animais; o piso é usualmente marcado com linhas para permitir uma
quantificacdo da locomocgao. A iluminacao ¢é variavel, e frequentemente intensa para provocar

uma adversidade. Medidas comportamentais incluem locomocao (periférica ou central),
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“rearings” (encostar as patas nas paredes ou no espacgo vazio), autolimpeza, congelamento,
assim como defecacgdo ou urinagao (medidas de ativagdo do Sistema Nervoso Autondmico)
(RAMOS & MORMEDE, 2007). Assim, esse teste é vélido tanto como avaliagdo de
comportamento e atividade motora, quanto de resposta a estresse incondicionada e

exposicao forgada.

FIGURA 3: Campo Aberto. Foto: Reprodugao (Laboratério de Genética do Comportamento, UFSC).

Ha outros métodos comportamentais de avaliacdo da atividade motora em ratos,
muitos deles envolvendo labirintos, que serdo analisados em topicos adiante.

ljiomone et al. (2014) corroboraram a ideia de que o uso cronico da nicotina, em fase
adulta ndo ocasiona efeitos graves na atividade motora de ratos. No estudo foram
determinados os efeitos da administracdo da nicotina via subcutanea, por 28 dias, em
fungdes motoras e coordenativas. Um dos testes utilizados foi justamente o TCA, com 18x18
quadrantes. Outro teste importante no estudo foi o “Step test”, que é usado para mensurar a
estabilidade postural. Resultados semelhantes foram obtidos por Tizabi et al. (2009), em
estudo incluindo o TCA, para analise de comportamento depressivo apds administracao de

nicotina.
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Apesar dos efeitos ndo significantes da nicotina nos individuos jovens e adultos, o
mesmo nao pode ser dito de recém natos, muito menos em relagcdo a FAT como um todo,

levando em conta todas as suas substancias.

4.1.2 MEMORIA E ANSIEDADE

Memdria é definida como a aquisigao, a formacéo, a conservagao e a evocacao de
informagdes. Com relagdo ao tipo de memodria, elas podem ser classificadas de acordo com
o tempo, como por exemplo, memoédria de trabalho (imediata), e de longa duragao
(consolidada por células especializadas do hipocampo e das areas do cortex a quais ele se
conecta) (IZQUIERDO, 2002). Sendo assim, enquanto a memoria de trabalho (também
conhecida como operacional) dura de 1 a 3 horas apds o aprendizado, a memoaria de longo
prazo pode perdurar por dias, meses ou anos (VIOLA, MONCADA, 2007).

Ansiedade, na literatura clinica, é definida como um estado peculiar caracterizado por
hipervigilancia n&do adaptativa e superestimagdo do potencial de ameaga em situagbes
incertas. Por outro lado, na literatura animal ansiedade é frequentemente definida como um
estado comportamental temporario induzido por estimulos ameacadores difusos (SYLVERS
et al., 2011). Em um ambiente novo os animais apresentam um comportamento de avaliagao
de risco potencial, e confirmando-se um perigo real passam a apresentar um comportamento
de fuga ou luta contra o agressor, sendo que essas respostas comportamentais sdo

acompanhadas geralmente de alteragdes neurovegetativas e hormonais (GRAEFF, 1999).

4.1.3 LABIRINTOS

Grande parte das pesquisas de experimentagdo comportamental para medida de
memoria e ansiedade em ratos utiliza labirintos como teste. Sdo modelos simples e eficazes
na avaliagdo de déficit tanto de memadria quanto de ansiedade (ou de possivel melhora em
ambos, ainda).

Podem ser destacados ao menos trés tipos de labirintos para testes: o Labirinto em

Cruz Elevado (LCE) e suas variagbes, o Labirinto em “T” Elevado (LTE) e o Labirinto
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Aquatico de Morris (LAM).

- Labirinto em Cruz Elevado: o LCE é o mais utilizado em pesquisas de efeitos da FAT
e nicotina na ansiedade de ratos e camundongos, com uma vasta gama de trabalhos
publicados. Esse teste foi proposto por Handley & Mithani (1984) e validado posteriormente
por File et al.(1986). E frequentemente usado para avaliar o comportamento e a ansiedade
de roedores em estudos de comportamento, na avaliagdo de diferentes farmacos, e os
efeitos de compostos ansiogénicos e ansioliticos, e o envolvimento de neurotransmissores
nos processos de ansiedade (ANSELONI & BRANDAO, 1997; CRUZ et al., 1994).

O aparato é elevado acima do nivel do chao (cerca de meio metro), e composto por
dois bragos fechados opostos, perpendicularmente, a dois bragos abertos. O teste é baseado
na tendéncia natural de roedores em explorar ambientes novos, e esquiva inata de locais
desprotegidos, brilhantes e elevados (representados pelos bragos abertos). O confinamento
aos bragos abertos induz sinais psicolégicos de estresse (aumento de defecacéo e niveis de
corticosterona), enquanto a exposicdo a drogas classicas ansioliticas, tais como
benzodiazepinas, aumentam a exploracao a esses bracos (FILE, 1986). A exploragdo normal
de um rato ao LCE se da a 20-25% do tempo em locomogao nos bracos abertos. Locomogao
acima deste nivel é indicativo de ansiedade.

A atividade basal dos animais no LCE é afetado por muitos fatores, tais como as
condi¢cdes da sala onde ocorrem os experimentos, niveis de luminosidade, variagdes do ciclo
circadiano, exposi¢cado ao estresse e familiarizagdo com o labirinto (CAMPOS, et al, 2013). A

partir da familiarizacdo, podem ser desenvolvidos, ainda, testes simples de memoria
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FIGURA 4: Esboco do Labirinto em Cruz Elevado.
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- Labirinto em “T” Elevado: outra variagcdo do LCE, proposto originalmente por
brasileiros, Graeff et al. (VIANA, GRAEFF et al., 1994), consiste de trés bracos: um fechado
por uma parede lateral, perpendicular aos outros dois bragos opostos, abertos e de
dimensdes iguais.

O modelo em questao possibilita mensurar dois comportamentos diferentes no mesmo
animal: a resposta condicionada, representada pela esquiva inibitoria, o tempo que o animal
leva para, quando colocado no brago fechado, alcangar um dos bragos abertos (relacionada
a ansiedade generalizada) e a resposta incondicionada, representada pelo comportamento
escapatoério aos bragos fechados quando o animal é posicionado nas extremidades destes
bracos (relacionada a desordens de panico). O LTE n&do é amplamente difundido entre os
experimentos de ansiedade, apesar da disponibilidades de diversas drogas, com respostas
variadas relacionadas ao labirinto.

Huang et al.(2007) realizou experimento com técnica de administragédo oral de nicotina
em ratos Wistar recém-natos (doses de 6 mg/quilo/dia), durante sete dias. Foram realizados
testes de LTE na fase neonatal, para analise de possivel aumento na ansiedade, com

resultados positivos. Posteriormente, na fase adulta, os testes foram repetidos sem causar o

mesmo efeito. Este estudo é importante na avaliagdo de métodos de abandono ao fumo.

FIGURA 5: Labirinto em “T” Elevado. Foto: UFMG.

- Labirinto Aquatico de Morris: o teste de LAM é uma importante ferramenta no estudo

de avaliagdo de memoria de ratos. A sua simplicidade ndo condiz com a importancia dos
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seus resultados possivelmente obtidos, concisos. Proposto por Morris et al.(1982), pode ser

considerado um teste de memoria operacional hipocampo-dependente.
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FIGURA 6: Labirinto Aquatico de Morris. Reproducao: KIPNIS et al. (2012).

O aparato do labirinto € simples e reproduzivel em laboratérios com poucos recursos
financeiros (representado na FIGURA 6, “Day 1”): uma piscina circular preenchida por agua
opaca (adicionando pigmento branco, como leite em pd) e uma plataforma elevada até
proximo a superficie da piscina, escondida (“Hidden plataform”). Em volta a piscina,
geralmente nas paredes, pistas visuais tem o proposito de utilizagdo como guia de
localizagao aos ratos (“Extra-maze cues”).

A metodologia basica do LAM é representada na FIGURA 6: na primeira vez em que €
colocado na piscina, o rato tende a procurar um local seguro, no caso, a plataforma, mas
demora um pouco a encontra-la (day 1). Nos dias seguintes de teste, o tempo para encontrar
a plataforma tende a ser diminuido, até chegar um momento em que, quando posicionado na
agua, o individuo nade diretamente a plataforma, quase em linha reta (day 4). A partir deste
momento, pode ser efetuada a troca de localizacdo da plataforma, levando o rato a “re-

aprender” a tarefa (day 5, day 6).
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O LAM possui caracteristicas préoprias, mas suscetivel a variacbes de parametros, tais
como: presenga, auséncia ou numero de pistas visuais; tempo de permanéncia de cada
individuo na agua; mudancga de posicionamento da plataforma; intervalo de re-teste; niumero

de dias de testes; dentre outros.

4.2 ANALISES HISTOLOGICAS E DE PROTEINAS

As analises de tecidos de individuos submetidos ao exercicio do fumo passivo tem
como ligacéo direta a detecgdo de edemas, tumores e lesdes variadas. Em humanos o
material mais comum para esse tipo de analise é proveniente de mucosas. Em ratos existe a
possibilidade de remogéao de 6rgaos, aumentando a gama de tecidos possiveis para estudo.

Outra utilidade importante de analises histologicas estda na identificagdo e
quantificacdo de proteinas. Um trabalho de Semenzati (2012, Tese de Doutorado), levou em
conta estudos histolégicos e imunohistoquimicos afim de determinar os efeitos da exposi¢cao
a FAT sobre as mucosas da lingua, faringe e laringe, em ratos Wistar. Foram analisadas as
proteinas p53 e Ki-67, que sédo considerados marcadores tumorais, sendo encontrados focos
de hiperplasia em todos os tecidos.

Algumas das substancias da fumaca do cigarro sdo produtoras de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio, afetando fung¢des celulares como aquelas dos ribossomos ou das
mitocdndrias, promovendo estresse oxidativo e neurodegeneracdo (RAMACHANDRAN et al.,
2007). Estresse oxidativo pode ser descrito como o excesso de radicais livres presentes no
organismo, apresentando efeitos deletérios e prejudiciais ao individuo. O excesso de radicais
livres no organismo € combatido por antioxidantes produzidos pelo corpo ou absorvidos da
dieta (BARREIROS, 2006). As proteinas produzidas para combate aos radicais livres podem
ser quantificados, a partir de amostras de urina, sangue, entre outras. Técnicas moleculares
podem auxiliar também, possibilitando a avaliacdo dos niveis de expressao de diferentes
proteinas. A utilizacdo de ferramentas moleculares como a PCR e a eletroforese (e todas
suas variagdes técnicas) tem se mostrado cada vez mais fundamentais no estudo de
diferentes areas do conhecimento cientifico. Através de uma dessas técnicas (Western
Blotting), foi realizado um estudo de quantificagdo de proteinas GLUT4 (envolvida com o
transporte de glicose). O objetivo do estudo foi analisar o efeito que o tabagismo passivo e o

exercicio associado exerce sobre a expressao das proteinas GLUT4. Verificou-se que o fumo
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tem um importante efeito negativo sobre o metabolismo glicidico em tecidos musculares
esqueléticos (tipo | e tipo lIb) e cardiaco (SILVA, 2009).

A analise de proteinas é fundamental no caso de humanos, por envolver metodologias
pouco invasivas e muito eficazes na descoberta e acompanhamento do avango de muitas
doencgas associadas ao exercicio do fumo e ao fumo passivo. Winden et al. (2014) observou
niveis elevados de expressdao de uma proteina do epitélio pulmonar (RAGE), na prole de
ratas expostas ao fumo passivo. A proteina RAGE media uma sinalizacdo pro-inflamatoria
nos pulmdes.

Ha uma vasta gama de estudos recentes disponiveis que associa o fumo com a

expressao excessiva ou diminuta de proteinas.

32



5.PRINCIPAIS EFEITOS

A disponibilidade de estudos relacionados aos efeitos do fumo passivo em individuos

humanos, a partir de pesquisas com ratos, € relativamente extensa. A variedade de

desordens fisioldgicas e comportamentais observadas é elevada. A seguir serdo expostos

topicos com alguns dos principais efeitos (1) fisioldgicos e (2) comportamentais (danos na

coordenagdo, memoria e aprendizagem e aumento de ansiedade) observados em

experimentos com ratos e/ou estudos de casos em humanos. Além disso, serdo explicitados

alguns danos no desenvolvimento do feto, no caso de fumo durante a gravidez. Nao seréo

considerados aqui os efeitos imediatos, como irritacdo dos olhos e nariz, dor de cabeca, dor

de garganta, tosse e tonturas.

5.1 FISIOLOGICOS

Efeitos Fisiolégicos

Efeito/ Desordem Fase da | Trabalho Metodologia Metodologia
Vida Experimental Analitica

Otite Média com | Infancia LICALI et al. (1999) Estudo Andlise  estatistica
Efusao epidemiolégico com | de grupos

humanos
Redugéao do | Infancia MAGNANI et al. (2012) | Exposig¢édo a fumacga | Medicdo corpérea e
Crescimento de cigarro de 6rgaos
Redugéao do | Infancia GONCALVES-SILVA et | Exposicdo a fumaga | Pesagem corpérea
Crescimento al. (1997) de cigarro
Doengas Respiratérias | Infancia CHEN et al. (1986) Estudo Andlise estatistica
Cronicas Epidemioldgico de grupos
Doencas Respiratérias | Infancia ARAUJO, SILVA & | Estudo Andlise estatistica
Crobnicas VABO (2006) Epidemiolégico com | de grupos

humanos
Cancer de Pregas | Fase Adulta | DUARTE et al. (2001) Exposicdo a fumaga | Analise histologica
Vocais de cigarro
Lesdes Pulmonares | Fase Adulta | MEDEIROS, et al. | Injecdo Subcutdnea | Analise
(nicotina) (2003) de Nicotina histopatoldgica
Danos Renais Fase Adulta | BANDIERA, S. (2015) Exposicdo a fumaca | Analises

de cigarro

morfolégicas

TABELA 1: Efeitos Fisioldgicos.
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- Otite média com efusdo: Caracteriza-se pela presenga crbnica de secre¢ao na
cavidade da orelha média, com uma membrana timpanica integra e sem sinais de inflamacgao
aguda, persistindo no minimo por oito semanas. E uma das afec¢cdes mais frequentes na
infancia, sendo a causa mais comum de perda auditiva (BECKER, 2003).

Segundo llicali et al. (1999), apdés um estudo de caso com criangas da Clinica de
Otorrinolaringologia da Escola de Medicina de Istanbul, Turquia, o fumo passivo foi um fator

de risco significante para o desenvolvimento da otite média.

- Redugao do crescimento: Apesar da dificuldade na determinagdo de uma média
normal de crescimento corporeo entre individuos, visto que existem variaveis determinantes
genéticas e ambientais, principalmente em humanos, alguns estudos comprovam diferengas
morfolégicas em diferentes 6rgaos de ratos. Magnani et al. (2012) executou um modelo
experimental de investigacdo de possiveis danos nos pulmdes e crescimento, em ratos
Wistar sob efeito da FAT e consumo de alcool em quatro grupos: controle, tabaco, tabaco +
alcool e alcool. Seus resultados, apds observagao por microscopia eletrénica, mostraram
alteragdes morfologicas em todos os grupos experimentais (excluindo controle), com o
tabaco sendo o agente mais prejudicial sobre o comprimento dos espécimes, e o alcool no
peso. Em outro experimento com ratos Wistar, notou-se que o tabagismo passivo interferiu
significantemente no peso corporal de animais adultos e jovens, além de diminuir o
crescimento corporal dos jovens, muito em fungdo da diminuicdo do consumo alimentar.
Assim, apesar da manifestacdo morfolégica de reducéo de peso ocorrer principalmente na
fase jovem, vale ressaltar que € um processo longo, onde a maior parte da exposicao a FAT

ocorre durante a gravidez ou na infancia.

- Doencas respiratorias cronicas: A maior parte dos dados obtidos na literatura e nos
trabalhos publicados mundialmente sobre os danos respiratorios causados pela FAT é
relacionada a estudos epidemiologicos, de carater estatistico e regional. Em um estudo
chinés, houve o levantamento de 1163 bebés nascidos entre junho e dezembro de 1981 em
bairros de Shangai, e a proposta para que os pais desses bebés respondessem a um
questionario (das quais 97 familias negaram-se). Os resultados foram alarmantes,

contribuindo pelo inicio da preocupacdo ao fumo passivo: em familias que nao possuiam
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fumantes na residéncia, a taxa de risco relativo do bebé possuir alguma doenga respiratoria
crénica foi de 6,80%. Nas familias em que havia o uso de dez ou mais cigarros por dia, essa
taxa subia para 12,24% (CHEN, LI & YU, 1981). Criangas expostas ao fumo por parte dos
seus pais podem ter tosse crénica e asma, e maiores chances de ataques de amigdalite,
pneumonia, bronquite, e outras doencgas respiratorias (FERGUSSON, 1981; COLLY, 1974).
No Brasil, um estudo epidemioldgico reuniu 217 criangas em idade escolar, entre sete
e dez anos, com o objetivo de comparar a prevaléncia de sintomas de doengas respiratérias
de fumantes passivas ou nao fumantes passivas. Verificou-se que 25,47% das criangas
expostas ao fumo passivo possuiam coriza e 24,52%, rinite. Das criancas que nao eram
expostas, apresentou 9% de coriza e 3,4% de rinite (ARAUJO, SILVA & VABO, 2006).

- Céncer de prega vocal: Um dado curioso diz respeito a possibilidade de
desenvolvimento de cancer nas pregas vocais, a partir da inalagdo passiva da FAT, em
individuos jovens ou adultos. O estudo foi realizado com ratos Wistar de aproximadamente
60 dias de vida, em metodologia comum de exposi¢ao a cigarros convencionais. Os grupos
de estudo foram separados por tempo, controle e experimental, em intervalos de 25 dias, 50
dias e 75 dias de tratamento. As analises histolégicas das pregas vocais ocorreram nos
intervalos citados, para comparagao da evolugao de uma possivel neoplasia. De acordo com
os resultados alcancados, pode-se concluir que a inalagdo passiva de fumacga de cigarro
provoca alteragées morfologicas na laringe de animais, especialmente nas pregas vocais,

levando ao risco de ocorréncia de neoplasia (DUARTE, et al. 2006).

- Lesbes pulmonares: Ha indicios de que a nicotina isoladamente também exerca
lesdes pulmonares. De acordo com Medeiros et al. (2003), os dados obtidos permitiram
concluir que o uso da nicotina via subcutanea contribuiu para o aparecimento de lesdes
pulmonares em ratos, em numero e intensidade. Sao necessarios estudos para corroborar
essa hipotese no caso do fumo passivo, visto que a metodologia aplicada neste estudo foi de

injegéo subcutanea da nicotina.

- Danos renais: Na dissertagcdo de mestrado de Bandiera (2015), foram verificadas
possiveis alteragdes hepaticas e renais em ratos expostos ao alcool e FAT, bem como sua

associagao. Novamente houve a constatagdo de que a fumaga do cigarro induz a redugdo de
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ganho de peso e gordura em ratos, e morfologicamente, o risco de dano renal de fato foi
aumentado com a inalagdo da fumacga do cigarro. Também esta comprovado que o fumo
durante a gravidez esta relacionado com maior incidéncia de queda ponderal de peso do
feto, prematuridade, aborto e mortalidade neonatal (TARANTINO, 1982).

5.2 COMPORTAMENTAIS E COGNITIVOS

A nicotina, principal componente psicoativo do cigarro, aumenta o estado de alerta,
cognicdo e memoria, além de reduzir a irritabilidade e a agressividade (CROOKS &
DWOSKIN, 1997). Porém, a partir de concentragbes mais elevadas, esse estado de alerta
pode se elevar a um patamar de ansiedade. Vale ressaltar que a FAT possui outras
substancias que, agindo em conjunto com a nicotina, pode causar variados efeitos que nao

propriamente os da nicotina isolada, obviamente.

Efeitos Comportamentais e Cognitivos

Efeito/ Desordem Fase da Vida Trabalho Metodologia Metodologia
Experimental Analitica
Alteragdo Motora Neo-natal FULLER et al. (2012) Teague TE* TCA e Histologia
Alteragdo Motora/ Ansiedade | Juventude MARTINI (2010) Inalacao TCAe LCE
Alteracdo Comportamental Pré-natal AMOS-KROOHS (2013) | Teague TE* LAM e LCE
Memoria e Aprendizagem Pré-natal YANG et al. (2008) Inalagao LAM
Memoria Pré-natal LEVIN et al. (1996) Nicotina Cronica | LCE

TABELA 2: Efeitos comportamentais e cognitivos.

- Alteracdo motora: Sabe-se que a nicotina do cigarro produz um pequeno aumento na
frequéncia cardiaca, na pressao arterial, na frequéncia respiratéria e na atividade motora
(CARLINI, 2001). O TCA ¢é a ferramenta ideal para identificar essas mudancgas na atividade
motora, amplamente utilizado em trabalhos com roedores, como no de Fuller et al. (2012). O
objetivo primario de seu trabalho foi analisar a mudanga neuroquimica do cerebelo de ratos
recém-natos, utilizando microscépio de imunofluorescéncia. Apds a metodologia de inalagao
e antes da retirada dos 6rgaos, os ratos foram aproveitados vivos para o TCA. Os resultados

dos experimentos mostraram que houve perturbacdo no metabolismo energético mitocondrial
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no cerebelo, sugerindo um efeito no controle local, além de observar aumento na locomogao
e no comportamento estereotipado em alguns casos. A metodologia experimental, de
inalacdo a FAT, foi aplicada atravées de um sistema de inalagdo da empresa
“Teague™(Disponivel em www.teague-ent.com).

Experimentos de Martini (2010) com ratos Wistar afirmam que os danos provocados
pela nicotina na alteracdo motora também podem ocorrer com a exposicao a FAT na

juventude, sendo observado ainda aumento de ansiedade.

- Alteragado comportamental: Caracteristica de facil observagdo em diferentes tipos de
labirintos. Amos-Kroohs (2013) utilizou de LCE, LAM, dentre outros testes, obtendo
diferentes respostas, com alguns destaques. Os camundongos do grupo experimental
tiveram um desempenho abaixo do normal no LCE, demonstrando hipo-atividade, além de
apresentarem longos periodos de laténcia no LAM. O dado mais importante foi a observagao
de uma resposta de dimorfismo sexual no TCA apds um tratamento com metanfetamina: os
machos responderam com diminuicdo da locomog¢ao natural, e as fémeas obtiveram uma
resposta acima do normal, com locomogdo exacerbada, o que reforca a hipotese de
possiveis contribuigdes genéticas nas diferentes respostas a presenga da nicotina em cada
organismo.

Eppolito & Smith (2006) utilizaram o LAM para testar os efeitos
comportamentais ocasionados pela utilizagdo da nicotina em ratos, em fases pré-natal e

recém nascidos. A nicotina foi administrada via subcutanea.

- Memdria e Aprendizagem: O fumo passivo afeta a memoéria e a aprendizagem em
animais, entre outros motivos, pois prejudica os processos de mielinizacdo e de
sinaptogénese. Diminuicdo dos niveis de BDNF (fator neurotréfico envolvido na manutengao
da sobrevivéncia neuronal e na plasticidade sinaptica) e da sinapsina no hipocampo,
cerebelo, coértex pré-frontal e estriado também estdo relacionados com o fumo passivo
(TORRES-PACHECO, 2013). Porém, especula-se que as causas para que estes disturbios
ocorram podem nao estar envolvidos completamente com a nicotina. A nicotina e outros
agonistas nicotinicos tem sido relacionados com melhoria na performance em testes de
atencdo e memoria. Inclusive, estudos clinicos usando adesivos de nicotina tem

demonstrado a eficacia da nicotina no tratamento de prejuizos cognitivos associados a
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doenca de Alzheimer, esquizofrenia e déficit de atencdo/ desordens de hiperatividade
(REZVANI & LEVIN, 2000). Ao confirmar-se os beneficios desta metodologia, o tratamento
com nicotina pode representar importante alternativa, por uma relagado positiva de custo-
beneficio.

Por outro lado, ha evidéncias de que em ratos recém-natos a nicotina ocasione efeitos
na performance cognitiva que podem ser elucidados em desafios comportamentais e
farmacoldgicos. Esses efeitos podem estar ligados com déficits cognitivos nas criancas, apos
o exercicio do fumo por parte da mae, durante a gravidez (LEVIN, 1996).

Existem muitos estudos sobre a influéncia do fumo no desenvolvimento intelectual em
criangas e o0 impacto em mulheres gravidas expostas a FAT. Porém, poucos estudos tem
buscado explorar meios de prevenir as mulheres gravidas de serem expostas a tal ambiente.
O trabalho de Yang et al. (2008) buscou determinar o impacto do fumo passivo e o efeito
protetor de antioxidantes como a vitamina E e a quercetina na aprendizagem e memoaria de
ratos recém-natos. O efeito oxidativo que a fumaga do cigarro pode gerar ja foi relatado

anteriormente.
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CONCLUSAO E PROPOSTA DE METODOLOGIA

Sabe-se que o fumo passivo € um problema que acomete a populagdo como um todo
a medida que a sociedade aumenta de individuos. Os principais efeitos causados pelo fumo
passivo em um individuo jovem ou adulto ja foram comprovados e observados em estudos
epidemioldgicos, como doengas respiratérias (tais como rinite, asma e bronquite). Alteragdes
motoras, ansiedade, possibilidade do desenvolvimento de canceres nas vias respiratorias, e
vicio a nicotina, o que pode levar um individuo que nunca havia fumado na vida a iniciar o
habito tabagista, também estdo entre estes efeitos. As politicas publicas, especificamente
brasileiras, tém conseguido diminuir muito a exposi¢do da populagdao nao fumante a FAT,
com leis anti-fumo em ambientes fechados ou parcialmente fechados e campanhas de
conscientizagao.

Porém, a maior preocupagao dos érgéos de saude esta no ato do fumo dentro das
residéncias, visto que nado estado protegidas pelas leis anti-fumo. Neste caso, a exposi¢cao dos
outros familiares a FAT é certa, aumentando o indice de pessoas com doencgas respiratorias
adquiridas. A Unica arma que o ministério da saude tem contra o fumo dentro das residéncias
€ a conscientizagdo. Outro fator que ainda assusta é o fumo durante a gravidez, o que pode
causar problemas no feto, que perdurara pela vida inteira do individuo, como redugao do
tamanho corporal e do peso, além de doencgas respiratorias crénicas.

As metodologias para o estudo de alteragbes motoras, de memoria e ansiedade
ocasionadas pelo fumo passivo sao relativamente simples e dindmicas, com a possibilidade
de sofrerem modificagbes entre variaveis como tempo de exposicdo do grupo experimental
as substancias, fase da vida do grupo experimental (idade), alteragdes nos labirintos, dentre
outras. Os trabalhos epidemioldgicos também s&o de suma importancia, visto a necessidade
de levar os dados laboratoriais para a sociedade e possivelmente corrobora-los.

As técnicas histoldgicas e moleculares sdo imprescindiveis no estudo de carcinomas e
estresse oxidativo, com resultados recentes admiraveis. Porém, ainda sdo necessarios
estudos que expliguem os mecanismos da nicotina no organismo, tendo em vista os seus
diversos efeitos muitas vezes contrastantes. Outro fator consideravel no estudo do fumo
passivo é a impossibilidade de isolar os disturbios causados pela FAT com os causados
apenas pela nicotina.

Tendo em vista essa dificuldade de discernir os efeitos que a nicotina isoladamente
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acarreta e o que é causado pelas outras substancias da FAT, uma proposta de metodologia
foi elaborada. O objetivo dessa metodologia € avaliar os efeitos na memoaria e ansiedade de
ratos Wistar tratados com nicotina pura ou com a fumaca do cigarro, simulando os ambientes
onde pode ocorrer o exercicio do fumo passivo. Para isso, inicialmente trés grupos sao
necessarios:

- Grupo controle: tratado apenas com agua e ragao;

- Grupo nicotina: tratado com agua, racao e doses diarias de nicotina. Optou-se pela
utilizagdo dos adesivos de nicotina, por prezar pela integridade dos ratos;

- Grupo FAT: tratado com agua e ragao, expostos diariamente a fumaga de cigarros
industriais em camara (como exposta na FIGURA 2).

Em seguida ao tratamento, os grupos serao submetidos ao LAM e LCE, para testes de
memoria e ansiedade. Existe a possibilidade dos tratamentos ocorrerem em diversos
periodos da vida dos animais.

Uma segunda ideia de proposta de metodologia € levantada a partir da constatagao
comentada no item 1.1, em estudo de Matt et al. (2011). As particulas liberadas durante a
queima do cigarro espalham-se pelos elementos do ambiente, permanecendo em moveis,
chéo e paredes por grande periodo de tempo. Tendo em vista a auséncia de trabalhos de
simulagao de resticios da FAT com ratos, imagina-se uma metodologia para avaliagcdo dos
possiveis efeitos das substancias do cigarro espalhadas pelo cipilho das celas dos ratos.
Posteriormente, é proposta a avaliagao de filhotes e recém-nascidos neste ambiente em
tarefas discutidas neste trabalho, como o LAM e o LCE.

Por fim, espera-se que esforgcos adjuntos de diferentes 6érgéos e universidades
brasileiras continuem a ajudar a reduzir cada vez mais as vitimas do fumo passivo, e que a
populacdo cada vez mais tenha consciéncia dos riscos e dificuldades que este habito pode

ocasionar.
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