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Resumo

O tabagismo é considerado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a principal causa de morte evitavel no mundo. Estima-
se que um terco da populacdo mundial adulta, um bilhdo e 200 milhdes de pessoas, seja fumante. Diante desses dados,
torna-se importante avaliar os danos causados pela exposicao a este agente, o que inclui diferentes tipos celulares. Este estudo
buscou avaliar in vitro o efeito citotéxico e os niveis de peroxidacao lipidica em leucdcitos humanos expostos a fumaca de
cigarros, simulando ambiente fechado destinado a fumantes, onde foram utilizados os testes de viabilidade celular e TBARS. Os
resultados demonstraram que todas as marcas testadas causaram diminuicao significativa da viabilidade leucocitaria e aumento
da concentracao de malondialdeido, quando comparados ao controle negativo. Entretanto, esta reducdo da viabilidade celular
ndo pode ser atribuida exclusivamente aos niveis de peroxidacao lipidica, mas, possivelmente, ao conjunto de compostos
presentes na fumaca dos cigarros, alguns destes expressos no rétulo.

Palavras-chave: Produtos do Tabaco, Peroxidacao lipidica, Sobrevivéncia celular, Leucocitos.

In vitro evaluation of the influence of cigarette smoke in human leukocytes

Abstract

Smoking is the leading cause of preventable death worldwide, according to the World Health Organization (WHO). It is
estimated that one-third of adult worldwide population, that is, 1.2 billion people are smokers. Because of this, it is relevant to
evaluate the damage caused by exposure to cigarette smoke, which includes different cellular types. In line with this, the present
study assessed in vitro the cytotoxic effect and peroxidation levels of human leukocytes exposed to cigarette smoke simulating
a closed environment for smokers, through the cellular viability test and TBARS. The results found showed that all cigarette
trademarks tested caused a significant decrease in leukocyte viability and an increase in the malondialdehyde concentration,
when compared to the negative control. However, this cell viability decrease cannot be attributed solely to the lipid peroxidation
levels, but possibly to the set of compounds found in cigarette smoke, some of these stated on the label thereof.

Keywords: Tobacco Products, Lipid Peroxidation, Cell Survival, Leukocytes.

Evaluacion in vitro de la influencia del humo del cigarrillo en leucocitos humanos

Resumen

El tabaquismo es considerado por la Organizaciéon Mundial de la salud (OMS) la principal causa de muerte evitable en el
mundo. Se estima que un tercio de la poblacién mundial adulta, 1,2 billones de personas, es un fumante. Sobre estos datos, es
importante analizar los dafios causados por la exposicién a este agente, lo que incluye diferentes tipos celulares. Este estudio
buscé evaluar in vitro el efecto citotdxico y los niveles de peroxidacion lipidica en leucocitos humanos expuestos al humo del
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cigarro, simulando ambiente cerrado destinado a fumantes, en los que fueron usados testes de viabilidad celular TBARS. Los
resultados obtenidos demostraron que todas las marcas probadas causaron una disminucion significativa de la viabilidad del
leucocito y aumentaron la concentracién de malondialdehido, en comparacién con el control negativo. Sin embargo, esta
reduccién en la viabilidad celular no puede atribuirse exclusivamente a los niveles de peroxidacion lipidica, sino posiblemente al
conjunto de compuestos presentes en el humo de los cigarrillos, algunos de estos expuestos en la etiqueta.

Palabras-clave: Productos del tabaco, Peroxidacién lipidica, Supervivencia celular, Leucocitos.

INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Satde (OMS) considera o tabagismo como a principal causa de morte evitavel no mundo.
Este panorama tende a se agravar considerando-se a estimativa de que um terco da populacdo mundial adulta seja fumante.
Este dado é corroborado pela estimativa anual de seis milhdes de mortes, sendo que cinco milhdes destas sao decorrentes do
consumo direto e, 600 mil, por inalacdo passiva em ambientes compartilhados, como bares, restaurantes e escritérios. Caso
essa estatistica seja mantida, o numero de 6bitos anuais pelo uso do tabaco pode aumentar de 5,6 para, aproximadamente,
oito milhdes de mortes até 2030,

Apesar desses dados alarmantes, o que se percebe é o aumento progressivo do consumo de tabaco em paises em
desenvolvimento, que tem sido favorecido pelas faltas de controle de sua comercializacao e incipiéncia de politicas de combate
ao tabagismo. Além disso, boa parte da disseminacao do consumo resulta das novas realidades trazidas pela globalizacdo da
economia, que inserem de forma rapida novas tecnologias de producao, associadas a estratégias de marketing que sensibilizam,
por dia, 80% dos 100 mil jovens que sdo inicializados a pratica de fumar. Adicional e curiosamente, o tabagismo apresenta uma
relacao direta com a baixa renda e o baixo nivel de escolaridade desses jovens, o que corrobora para o surgimento de doencas
incapacitantes em médio e longo prazos?. Portanto, é perfeitamente aceitavel afirmar que o tabagismo traz impactos sobre a
saude dos individuos, como também impacta sobre a base orcamentaria da satide publica.

No Brasil, o estudo mais recente divulgado para estimar a prevaléncia de tabagismo foi concluido em 2008: um inquérito
telefdnico que cobriu as 27 capitais dos Estados brasileiros e que apresentou uma prevaléncia de 15,2% entre individuos acima
de 18 anos®.

E bem estabelecido que, em humanos, todos os tecidos sdo afetados pelas mais de quatro mil substancias liberadas
na combustdo do tabaco. Destas, ao menos 250 sdo tédxicas e 50 sdo cancerigenas. Tais substancias, como a nicotina, o
mondxido de carbono e o alcatrdo, corroboram para o aparecimento de quadros morbidos e de morte antecipada®™. Essa
agressao molecular leva em consideracdo tanto a exposicao ativa quanto a passiva — como em locais fechados, ficando o grau
de agressao resguardado, principalmente, pelo tempo e pela intensidade de exposicao.

Paralelamente, o sistema imunoldgico desempenha papel singular na homeostase corporal, uma vez que as respostas
imunes cooperam com a protecao e garantem, até certo ponto, a manutencao da viabilidade da funcao dos tecidos. Tais acoes
sdo intermediadas por células como os linfocitos, os quais sao responsaveis pela mediacao quimica das respostas imunolégicas,
que atuam nas reacdes de fase aguda, na resposta ao estresse e no equilibrio entre processos pré e anti-inflamatérios®.

Este estudo teve como objetivo avaliar os niveis de citotoxicidade e de peroxidacao lipidica em leucécitos humanos
expostos a fumaca de cigarro, simulando 4rea de ambiente fechado e compartilhado, que corroborou com a geracao de dados
que permitam avaliar a viabilidade celular de leucdcitos frente a processos de intoxicacdo por combustdo de tabaco.
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MATERIAL E METODOS

Os protocolos experimentais realizados neste trabalho, incluindo a coleta de amostras de sangue venoso, foram
submetidos e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Santa Maria (RS), sob o ndmero de
registro 0089.0.243.000-07.

Preparo das amostras

Para a avaliacdo da citotoxicidade e de lipoperoxidacdo — teste de substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) foi
preparada uma suspenséo de células leucocitarias humanas (106 células/mm?3) em tampéo PBS pH 7,4, 25°C, que foram submetidas
aexposicao a 0, 60, 120 e 180 min a fumaca de combustao de duas unidades de cigarros de trés diferentes marcas comercializaveis
(M1, M2 e M3, dispostas na Tabela 1) em aparato experimental fechado com volume de 0,048 m?, com excecao dos controles.

Tabela 1. Concentragoes dos componentes expressos nas carteiras de cigarro.

Componentes (mg/cigarro)

Marcas de Cigarro

Alcatrao Nicotina
M1 4 0,4 4
M2 10 0,8 10
M3 7 0,6 6

Os controles foram mantidos em igual modelo de aparato, porém, sem exposicao a fumaca. A delimitacdo da area do
aparato experimental baseou-se na média de tamanho de algumas &reas de fumantes de estabelecimentos de entretenimento
na regido, conhecidos por alguns estudantes da Unipampa - Campus de Uruguaiana. Todos os testes foram realizados com
amostras em triplicata, com 2,5 mL cada uma, e respeitaram a mesma divisdo de grupos: controle negativo (CN), composto da
suspensao leucocitéria (SL) para os testes de citotoxicidade e TBARS; controle positivo (CP), composto da SL acrescidos de H,0,
4 mM para o teste de citotoxicidade; testes, compostos da SL submetidos a exposicdo de fumaca de cigarros.

Avaliacao da citotoxicidade

Para avaliar os efeitos citotoxicos da combustao do tabaco sobre leucécitos humanos mononucleados, foi utilizado o teste
de inviabilidade celular, por meio da perda da integridade da membrana, utilizando o método do Azul de Tripan®. Brevemente,
a 100 pL de SL, ap6s periodo de exposicao supracitado, foram acrescidos 100 pL do corante de Azul de Tripan, homogeneizado,
incubado a temperatura ambiente por 3 min, contadas 300 células por amostra em camara de Neubauer, aumento de 40X, para
produzir escore de células viaveis (ndo coradas ou coradas fracamente de azul) e células inviaveis (coradas fortemente de azul).
Os resultados foram expressos em percentual de células inviaveis.

Avaliacao da peroxidacao lipidica

A peroxidacao lipidica foi realizada por meio de técnica classica, com algumas modificacdes, utilizando as mesmas divisoes
de grupo para o teste de viabilidade celular, em que a peroxidacao foi quantificada por espectrofotometria, a partir da reacao dos
lipideos presentes nas respectivas amostras a 95°C, com o acido tiobarbitdrico (TBARS) em comprimento de onda de 512 nm®.
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Dosagem de proteinas totais

A dosagem de proteinas totais foi realizada segundo protocolo de kit comercial, marca Labtest®, o qual utiliza a reagdo
com biureto, em que as ligacoes peptidicas das proteinas reagem com ions clpricos em meio alcalino, formando um complexo
de coloracao violeta, que é proporcional ao teor das proteinas no meio. No término da reacdo, as amostras foram lidas em
espectrofotdmetro em 545 nm. O intuito de dosa-las foi em funcdo do teste que avaliou a peroxidacao lipidica.

Analise estatistica

Os dados obtidos dos protocolos foram tratados por anélise de variancia (Anova) de uma via, completada pelo teste
de mdltipla comparacao de Tukey, os resultados sao expressos em média do erro padrao sendo considerados significativos os
resultados com p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 sdo mostrados os diferentes niveis de citotoxicidade, caracterizados pelo percentual de células invidveis, apos
curva de exposicao a fumaca de combustao de cigarros das trés marcas comerciais distintas utilizadas neste estudo.

Figura 1. Percentual de células leucocitarias humanas invidveis apds exposicéo a fumaca de cigarros das marcas M1, M2 e M3.
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As letras sobrescritas sobre as colunas expressam diferencas estatisticas significativas entre os grupos; CN = controle negativo,CP = controle
positivo.
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Como pode ser observado, nos tempos 0 e 1 h nao foi observado nivel de citotoxicidade diferente do encontrado para o
controle negativo (Figura 1A/B). Contudo, no tempo de 2 e 3 h de exposicao, os niveis de citotoxicidade das marcas M1(45%)
e M2 (45%) foram superiores ao encontrado, nestes mesmos periodos, para o controle positivo (26%) (p < 0,05) (Figura 1C/D).
Em relacdo a fumaca produzida pelos cigarros da marca M3 (12%), os niveis de citotoxicidade a partir de 2 h de exposicao foram
maiores que o encontrado para o controle negativo (2%), porém, menores que o controle positivo (Figura 1C/D). Interessante
notar que nao houve aumento expressivo da citotoxicidade inferida pelas marcas M1 (51%) e M2 (53%) entre os tempos de
2 e 3 h de incubagao, tampouco alteracao significativa no nivel de citotoxicidade de M3 (14%), considerando os dois ultimos
periodos de incubacao.

Na Figura 2 sao mostrados os diferentes niveis de lipoperoxidacao apds curva de exposicdo a fumaca de combustdo de
cigarros. Como pode ser observado, nos tempos 0 e 1 h nao foi observado nivel de lipoperoxidacao diferente do encontrado
no controle negativo. Contudo, nos tempos de 2 e 3 h de exposicdo, os niveis de lipoperoxidagdo das marcas M1, M2 e M3
aumentaram significativamente, com uma elevacéo aproximada de 52 % nos niveis de malondialdeido nestes mesmos periodos,
quando comparados ao controle negativo (p < 0,001).

Em relacdo a fumacga produzida pelos cigarros da marca M1, os niveis de lipoperoxidagdo apds 2h de exposicdo foram
menores (485 nmol MDA/g de proteina) que o encontrado para M2 (534 nmol MDA/g de proteina) e M3 (538 nmol MDA/g de
proteina), porém, apds 3h de exposicdo, os niveis de M1 (579 nmol MDA/g de proteina) demonstraram-se superiores as marcas
M2 e M3 (537 e 543 nmol MDA/g de proteina, respectivamente) (p < 0.01).

Figura 2. Lipoperoxidagdo em células leucocitdrias humanas ap6s exposicdo a fumagca de cigarros das marcas M1, M2 e M3.
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As letras sobrescritas sobre as colunas expressam diferencas estatisticas significativas entre os grupos; CN = controle negativo, CP = controle

positivo.

De acordo com os dados obtidos, pode-se observar que um dos mecanismos de dano leucocitario apds exposicao a
fumaca de combustdo de cigarro se d& pela peroxidacao lipidica, embora ndo seja o Unico, pois se observam diferencas nos
niveis de citotoxicidade e que, no caso da marca M3, o nivel de lipoperoxidacao é semelhante a M2. Dessa forma, fica evidente
gue os componentes presentes na fumaca de combustao dos cigarros das marcas estudadas sao capazes de induzir lesoes as
células leucocitarias humanas por vias e intensidade diferentes.

Adicionalmente, alguns estudos demonstram que os compostos que trazem mais maleficios a satde pela combustao do
tabaco sdo o monoxido de carbono, o alcatrao e a nicotina®.
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Alguns autores tém mostrado os efeitos do tabaco nos diferentes componentes do sistema imune®. Estudos realizados in
vivo demonstraram diminuicdo da capacidade de fagocitose, reducdo na quimiotaxia e diapedese dos neutrdéfilos, assim como
reducao dos titulos de IgA, IgM e IgG, além da diminuicao da viabilidade de linfocitos T¢.

No que diz respeito a um de seus componentes - a nicotina, estudos in vitro observaram que essa droga interfere com as
funcoes dos neutrofilos, como, por exemplo, na diminuicao da atividade da mieloperoxidase'?. Esta também demonstrou, in
vivo, provocar anulacdo da protecdo neurotédxica da metilfeniltetra-hidropiridina e, em humanos, foi constatado clinicamente
gue a nicotina foi capaz de reduzir os niveis plasmaticos de dopamina‘".

N&o menos importante, dentro do aspecto toxicologico, o alcatrdo contém varios compostos ou elementos contaminantes,
como os fons metalicos, dentre eles: cadmio, chumbo, niquel e arsénico. A partir do alcatrao, também podem aparecer na
fumaca contaminantes como os agrotéxicos p-clorofenil e diclorodifeniltricloroetano (DDT), este tltimo, com o uso proibido no
Brasil'?. Além disso, na fumaca contém hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos (HAP), tais como o benzopireno, dibenzopireno
e benzantraceno, que tém acdo oncoiniciadora comprovada“. O benzopireno é considerado um potente carcinogeno?”,
propriedade que estd diretamente relacionada a sua extensa biotransformacdo, que gera metabdlitos ativos passiveis de
desencadear mutagenicidade, carcinogenicidade e necrose.

Em relacdo ao terceiro componente citado quanto ao grau de relevancia toxicolédgica, o CO, seu principal efeito deletério
esta relacionado a indugao de hipdxia celular®™.

Adicionalmente, foi observado que a fumaca de cigarro causa destruicdo celular por estresse oxidativo ®, o qual se
fundamenta pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). As ERO, por sua vez, sdo capazes de reagir e modificar
estruturas moleculares de células, como fosfolipidios, 4cidos graxos, colesterol, glicideos, proteinas, RNA e DNA®?.

Dentro do aspecto da geracdo de ERO, a peroxidagdo lipidica é, reconhecidamente, a maior fonte de produtos citotéxicos -
como os aldeidos, produzidos pela decomposicao de hidroperoxidos, de modo particular e quantitativo, advindos da peroxidacédo
lipidica celular dos &cidos graxos linoleico, araquidénico e docosahexaenoico'®.

Corroborando com esses dados, séo atribuidos as ERO, geradas a partir da combustdo do tabaco, os danos oxidativos de
DNA em diferentes tipos celulares do tecido pulmonar de fumantes e ex-fumantes, bem como de individuos nao fumantes, mas
expostos a fumaca dessa combustao‘®.

Esses pressupostos incluem diferentes possibilidades e vias de imputar lesao celular, a partir da exposicdo a fumaca da
combustao do tabaco, como a que ocorreu no presente estudo.

Curiosamente, nao foi possivel relacionar os niveis de citotoxicidade e lipoperoxidacao lipidica observados no presente
estudo com as diferentes concentracdes de nicotina, alcatrao e CO, presentes nos rétulos das marcas de cigarro utilizadas. Esses
achados, por sua vez, corroboram com estudo realizado com 1.540 individuos, de 18 a 44 anos de idade, consumidores de
trés tipos de cigarros (baixos, médios e altos teores de nicotina e alcatrdo), em que, ao cabo de seis meses, revelou que, além
de nao haver praticamente diferencas nas concentracdes de nicotina e cotinina (principal metabdlito da nicotina) no sangue e
na urina, os individuos estudados tiveram as mesmas manifestacoes sintomaticas respiratérias e os mesmos padroes de provas
funcionais pulmonares®.

Outro estudo realizado nos Estados Unidos constatou que, nos consumidores dos cigarros light e ultra light, o cancer de
pulmao elevou-se 17 vezes nos homens e dez vezes nas mulheres, em comparacao com nao fumantes no periodo de 1959 a
1991. Ou seja, mesmo os cigarros de baixos teores tém elevada toxicidade®".

Estes estudos corroboram com nossos resultados, uma vez que a lipoperoxidacao e a citotoxicidade geradas parecem ser
dependentes de varios compostos, nao s6 dos trés componentes presentes nas informacdes dos fabricantes.

Embora nosso estudo tenha sido in vitro, buscou-se simular a exposicado de fumantes em ambiente fechado. Obviamente,
existem diferentes areas ou espacos destinados a fumantes, alguns em situacdes mais criticas, outros em menos criticas quanto
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a quantidade de fumaca gerada, e, por conseguinte, niveis de exposicao diferenciados. Contudo, a inalagdo encontra uma
rapida absorcdo dos componentes presentes na fumacga, o que faz com que, a partir do tecido sanguineo, varios outros tecidos
entrem em contato com essas substancias e sofram seus efeitos diretos ou indiretos. De qualquer forma, os leucécitos estéo,
apos as células do sistema respiratorio, dentre as que entrardo em contato com esses compostos e ou elementos. Embora exista
a necessidade de estudos complementares, nossos resultados demonstram claramente que apds 2h de exposicao de leucécitos
a combustdo de cigarros, os niveis de toxicidade celular passam a ser muito significativos, e que a peroxidacao lipidica é um dos
mecanismos pelos quais os leucocitos sofrem efeito deletério.

CONCLUSAO

Levando-se em consideracdo os resultados obtidos, é possivel afirmar que todas as marcas testadas causaram dano
significativo aos leucécitos ao induzirem oxidacao dos lipideos de membrana dos mesmos, como observado pelo teste TBARS.

Adicionalmente, o percentual de inviabilidade celular leucocitaria, observado apds exposicao a fumaca de cigarros das
marcas comerciais testadas, sob as condicdes experimentais realizadas, ndo é dependente exclusivamente da peroxidacao
lipidica, mas do conjunto de compostos potencialmente danosos as células.
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