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RESUMO

A fumaca de cigarro (FC) é uma combinacdo complexa, que contém mais de 7.000
substancias quimicas, as quais podem promover dano oxidativo no parénquima
pulmonar e processo inflamatério. E importante ressaltar que a inflamagdo pulmonar
leva a ativacdo de neurdnios no sistema nervoso central. Entretanto, os mecanismos
neurais implicitos e a relacdo da inflamac¢do pulmonar com o comportamento do tipo
panico e ansiedade nédo € ainda claro. O objetivo do presente estudo foi avaliar a
influéncia da inflamacdo pulmonar no comportamento de ansiedade de animais
expostos a fumaca do cigarro com e sem tabaco. Vinte e quatro ratos Wistar machos
(protocolo n° 2015/35) foram divididos em trés grupos: grupo controle (GC); cigarro
comum (CC) e cigarro de papel (CP), sem tabaco (por conseguinte, sem nicotina). Os
animais foram expostos a doze cigarros por dia em trés periodos (manha, tarde e
noite), durante oito dias consecutivos. Além da exposicdo a FC, os animais foram
submetidos a testes comportamentais: Labirinto em T elevado e Campo aberto. Os
animais foram eutanasiados para retirada do lavado broncoalveolar (LBA), do sangue
e pulmdo. O LBA foi usado para contagem total, diferencial de células e para a
dosagem de citocinas pro-inflamatorias; o plasma sanguineo foi analisado para
dosagem de citocinas; e o pulméao foi usado para dosagem das Proteinas totais,
sistema Glutationa, enzimas antioxidantes: SOD e CAT, TBARS e proteina
carbonilada. A exposicdo a fumaca do CC reduziu os comportamentos do tipo
ansiedade e panico. Por outro lado, o CP induziu comportamento do tipo ansiedade e
panico. Os animais expostos a FC comum e de papel apresentaram um aumento do
influxo de células inflamatorias (CC: 170 + 3,162 x 103/ml e CP: 180 + 6,547 x 103/ml
vs. CG: 118 £ 6,665 x 103/ml); aumento da atividade das enzimas antioxidantes: SOD
(CC: 34,86 + 1,855 U/mg prot e CP: 40,65 + 3,444 U/mg prot vs. CG: 25,73 + 1,092
U/mg prot) e CAT (CC: 0.96 + 0.06 U/mg prot e CP: 0.94 £+ 0.10 U/mg prot vs. CG:
0.68 + 0.10 U/mg prot). A exposi¢ao também gerou dano pulmonar como demonstrado
pelo aumento dos niveis de TBARS (CC: 1.39 + 0.15 nM/mg prot e CP: 1.54 + 0.10
nM/mg prot vs. GC: 1.02 £ 0.05 nM/mg prot) e reducao da razdo GSH/GSSG (CC:
4,016 + 0,5503 uM e CP: 3,316 + 0,8901 uM vs. GC: 7,283 + 0,6019, uM). Além da
andlise estereologica dos cortes de pulmdo, que evidenciaram alteracdo da
histoarquitetura por meio do aumento do volume do espaco alveolar (CC: 57,46 + 1,92
%/mm?2 e CP: 53,40 £ 1,83 %/mm? vs. GC: 43,36 + 3,46 %/mm?) e reducéo do volume
do septo alveolar (CC: 41,60 £ 1,95 %/mm? e CP: 46,21 + 1,85%/mm? vs. GC: 55,28
+ 3,52 %/mm?2) nos animais expostos. A exposicado a fumaca do cigarro comum bem
como a do cigarro de papel (sem tabaco) conduziu igualmente a processo inflamatério
e dano pulmonar, que pode promover alteracdo de comportamento do tipo panico e
ansiedade.

Palavras chave: Fumacga de cigarro. Inflamag&o. Comportamento.
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ABSTRACT

Cigarette smoke (CF) is a complex combination that contains more than 7,000
chemicals, which can promote oxidative damage to the lung parenchyma and
inflammatory process. It is important to emphasize that pulmonary inflammation leads
to the activation of neurons in the central nervous system. However, the neural
mechanisms implicit and the relationship between lung inflammation and panic and
anxiety behavior are not clear. The aim of the present study was to evaluate the
influence of pulmonary inflammation on anxiety behavior of animals exposed to
cigarette smoke with and without tobacco. Twenty-four male Wistar rats (protocol n.
2015/35) were divided into three groups: control group (CG); Common cigarette (CC)
and paper cigarette (CP), without tobacco (therefore without nicotine). The animals
were exposed to twelve cigarettes per day in three periods (morning, afternoon and
night) for eight consecutive days. In addition to CF exposure, the animals were
submitted to behavioral tests: Elevated T-maze and open field. The animals were
euthanized for removal of bronchoalveolar lavage (BAL), blood and lung. LBA was
used for total count, cell differential and for the measurement of pro-inflammatory
cytokines; Blood plasma was analyzed for cytokine dosing; And the lung was used for
dosage of the total Proteins, Glutathione system, antioxidant enzymes: SOD and CAT,
TBARS and carbonylated protein. Exposure to CC smoke reduced anxiety and panick-
like behaviors. On the other hand, CP induced panic and anxiety behaviors. Animals
exposed to common and paper CF showed an increase in influx of inflammatory cells
(CC:170+3.162 x 103/mland CP: 180 £ 6.547 x 103/ml vs. CG: 118 + 6.665 x 103/ml);
increased activity of antioxidant enzymes: SOD (CC: 34.86 £+ 1.855 U/mg prot and CP:
40.65 + 3.444 U/mg prot vs. CG: 25.73 £ 1.092 U/mg prot) and CAT (CC : 0.96 + 0.06
U/mg prot and CP: 0.94 £ 0.10 U/mg prot vs. CG: 0.68 £ 0.10 U/mg prot). The exposure
also generated lung damage as demonstrated by increased TBARS levels (CC: 1.39
+ 0.15 nM/mg prot and CP: 1.54 = 0.10 nM/mg prot vs. GC: 1.02 £ 0.05 nM/mg prot)
and reduction of the ratio GSH/GSSG (CC: 4.016 + 0.5503 uM and CP: 3.316 + 0.8901
MM vs. GC: 7.283 £ 0.6019 uM). In addition to the stereological analysis of the lung
sections, which also showed alteration of histoarchitecture by increasing the volume of
the alveolar space (CC: 57.46 + 1.92%/mm?2 and CP: 53.40 + 1.83%/mm?2 Vs. GC:
43.36 = 3.46%/mm?2) and alveolar septal volume reduction (CC: 41.60 + 1.95%/mm?
and CP: 46.21 £ 1.85%/mm?2 vs. GC: 55.28 + 3.52%/mm?) in the exposed animals.
Exposure to common cigarette smoke as well as paper cigarettes (without tobacco)
led to an inflammatory process and lung damage, problably leadind to a change in
panic and anxiety behaviors.

Keywords: Cigarette smoke. Inflammation. Behavior.
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1. INTRODUCAO

1.1.Cigarro

A epidemia do tabagismo promove elevado nidmero de mortes ao ano, cerca
de seis milhdes de pessoas, incluindo tanto fumantes passivos como ativos. A
Organizacdo Mundial de Saude considera o 6bito por uso do tabaco uma das mais
importantes causas evitaveis de morte no mundo, e que métodos de prevencao sao
cruciais para garantia de saude (Who, 2015).

A destilacdo e combustédo dos constituintes do cigarro promovem a formacao
da fumaca que pode ser dividida em duas fases, a de particulas que é composta,
sobretudo de alcatrdo, agua e nicotina e a fase gasosa constituida por monéxido de
carbono, dioxido de carbono, cianeto dentre outros componentes quimicos(United
States. Public Health Service. Office of the Surgeon General., 2010; Cantin e Richter,
2012).

A fumaca de cigarro € uma mistura complexa composta por mais de 7.000 mil
constituintes (United States. Public Health Service. Office of the Surgeon General.,
2010), incluindo substancias cancerigenas, mutagénicas e causadoras de tumor,
sendo essas: fendis, semiquinonas, superéxidos, epoxidos, peroxidos, oxido nitrico,
diéxido de nitrogénio, peroxinitrito e peroxinitrato (Humans, 2004; Hecht, 2012; Ntp,
2014). Diversos estudos evidenciam que a inala¢do desses produtos toxicos induz o
desenvolvimento de vérias doencas, tais como doenca pulmonar obstrutiva cronica
(DPOC), enfisema, asma, cancer, doenca cardiovascular, infeccdes respiratérias,
acidente vascular, dentre outras (Kim et al., 2011; Silva et al., 2015). Ao atingir o
pulméo a fumaca de cigarro desencadeia um processo inflamatério de recrutamento
celular, peroxidacdo lipidica, producdo de mediadores inflamatorios e estresse
oxidativo (Silva Bezerra et al., 2006; Valenca, Bezerra, et al., 2008; Campos et al.,
2013; Pena et al., 2016).

A exposicao a fumaca do cigarro quando passiva é considerada uma exposi¢cao
ambiental (involuntaria) por individuos néo tabagistas. Tal fumaga possui milhares de
substancias toxicas tais como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, formaldeido,
amonia, nitrosaminas dentre outros (Inca, 2008; 2009).
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A queima do cigarro e a fumaca proveniente liberada no meio ambiente produz
dois tipos de fumaca: a principal (10 a 20%) e a lateral (80 a 90%), sendo a principal
aguela tragada diretamente pelo fumante e a lateral liberada na ponta do cigarro
guando aceso. Por mais prejudicial que a inalacdo direta da fumaca de cigarro pelo
fumante ativo seja significativa, a fumaca lateral possui uma maior toxidade e niveis
mais elevados de monoxido de carbono, amdnia, nicotina e outras substancias
cancerigenas presentes no cigarro (Mello, 2005).

Dados clinicos e epidemiolégicos indicam associacdo entre o alto consumo de
tabaco e potencial susceptibilidade a sintomas depressivos e desordens psicoldgicas,
que é sugerido ser o maior fator de relevancia para prejudicar a cessac¢do do
tabagismo e induzir os sintomas de abstinéncia (Weinberger et al., 2016).

1.1.1. Nicotina

A nicotina, principio ativo do tabaco, é um alcaloide (substancia organica
nitrogenada) presente em concentragdes variadas nos diferentes tipos de cigarro, com
efeito sobre atividade psiquica ou mental, tais como euforia, excitacdo, reducéo do
estresse e ansiedade, melhora cognitiva (Yuan et al., 2015).

E o objeto principal de estudo do cigarro devido & hipotese de promover
alteracdes comportamentais. Comumente, em estudos de modelo animal a nicotina é
avaliada de forma isolada (Donny et al., 1995; Stolerman e Jarvis, 1995), contudo,
estudos mais recentes procuraram avaliar os efeitos da nicotina juntamente com 0s
demais componentes do cigarro, confirmando a influéncia de ambos no
comportamento de ansiedade (Abreu-Villaca et al., 2015).

Constituindo-se de uma droga de alta absor¢cdo, uma vez inalada atinge os
pulmdes, entra em contato com a circulacdo e chega rapidamente ao cérebro. Implica-
se gue uma rapida administracdo dessa droga proporciona vulnerabilidade a
dependéncia e promove plasticidade neurocomportamental (Samaha et al., 2005). A
droga age nos receptores colinérgicos nicotinicos do cérebro promovendo liberacéo
de dopamina e outros neurotransmissores (Benowitz, 2010).

Em humanos, a nicotina é apreciada particularmente pelos seus efeitos

psicoativos. Nao obstante, quando administrada de forma aguda em roedores a
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nicotina altera varios processos fisiolégicos, dentre eles a nocicep¢ao, comportamento
do tipo ansiedade, locomocéo e pode levar a dependéncia fisica por parte do animal
(Decker et al., 1995; Abreu-Villaca et al., 2015).

Os sintomas iniciais do uso da nicotina sdo comumente desagradaveis, como
tontura, mal-estar e enjoo, entretanto a exposicao repetida promove neuroadaptacoes
aos efeitos da nicotina (Wang e Sun, 2005). O uso continuo causa dependéncia e,
guando interrompido, o desejo de retomada € recorrente, permanecendo presente por
um longo periodo como sintoma de abstinéncia (Benowitz, 2010).

A reducao do teor de nicotina no tabaco partiu da hipétese de que atingir um
limiar inferior & dependéncia da mesma, poderia proporcionar menos maleficio a
saude (Benowitz e Henningfield, 1994; 2013).

A cessacéao do uso do tabaco pode ocasionar irritabilidade, alteracdo de humor
e ansiedade; e a nicotina por si s6 é considerada responséavel por diminuir o estresse,
a ansiedade, além de induzir sentimento de prazer, sendo esses poderosos incentivos

para a continuidade do uso do tabaco (Hughes e Hatsukami, 1986).

1.2.Inflamacéo, cigarro e Estresse oxidativo

A inflamacao pulmonar é um processo imunoldgico estimulado por diversos
agentes patologicos e fatores ambientes, dentre eles a fumaca de cigarro (FC). A
ativacdo de mediadores inflamatérios, estimulados pela inalagdo a FC, promove
vasodilatacao e aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos, facilitando assim
0 extravasamento e a locomocao de células do sistema imunoldgico para o tecido
inflamado, a fim de eliminar ou reduzir a causa dessa lesdo. Dentre essas células
estdo presentes macréfagos, neutrofilos e linfocitos, cada um sendo recrutado de
acordo com o tipo de resposta (aguda ou cronica) e grau de dano ocasionado (Tashkin
e Murray, 2009; Campos et al., 2013; Parikh et al., 2016; Pena et al., 2016).

A via respiratoria por meio de sua exposi¢do continua € um potencial alvo a
antigenos e patdgenos existentes no meio ambiente, com isso, existem mecanismos
especificos e inespecificos de defesa que promovem a prote¢cdo ou remocao desses
agentes invasores (Misharin et al., 2013). A barreira epitelial presente nas vias aéreas

€ a primeira protecdo, uma vez que 0 agente agressor consegue ultrapassa-la, o
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organismo estabelece um influxo de células para combaté-lo (Adler e Li, 2001; Wong
et al., 2016).

O efeito da exposicdo a FC no processo inflamatorio varia de acordo com o
tempo de exposicao e o numero de cigarros inalados. A resposta inflamatoria diverge
entre a fase aguda e crénica, na aguda, periodo curto de exposi¢cdo, ha um influxo
migratério de neutréfilos (leucdcito polimorfonuclear) para os pulmdes sendo os
primeiros agentes defensores, essas células produzem espécies reativas de oxigénio
gue agem contra a inflamacéo ocasionada (Hoenderdos e Condliffe, 2013; Meijer et
al., 2013; Wong et al., 2016). A inflamacé&o crénica ocorre ap0s exposicao prolongada
e persistente a um agente potencialmente toxico, o influxo migratério € de células
mononucleares (inflamacéo ativa). Os macréfagos, uma vez ativados, podem levar a
destruicdo tecidual e fibrose que caracterizam esse tipo de inflamacé&o. Além disso,
essas células também podem produzir citocinas, principalmente IL-1 e TNF, que
prolongam a resposta inflamatoria por recrutarem leucécitos (Cotran., 2005).

O consumo do cigarro causa maior liberacdo de lisossomas que por si sO
promove a secrecdo de diversas substancias como: metabdlitos do acido
araquidonico; citocinas como: IL-1 B, IL-6 e TNF dentre outras; metabdlitos do oxigénio
como as enzimas metaloproteinases e elastases; oxido nitrico, peroxido de hidrogénio
e radical hidroxila. Citocinas e quimiocinas como fator de necrose tumoral (TNF) e
interleucina 1 beta (IL-1B), produzidas por células epiteliais e inflamatérias, possuem
um papel crucial, visto que estimulam o influxo e ativacdo de outras células imunes
(Rufino e Lapa E Silva, 2006; Mills e Dunne, 2009; Striz et al., 2014; Wong et al.,
2016).

Os neutroéfilos por liberarem a enzima que degrada elastina (elastase), foram
considerados os primeiros mediadores do enfisema pulmonar induzido, que tem como
principal causa o tabagismo. A elastina € o componente proteico principal da matriz
extracelular dos pulmdes, uma vez degradada promove dano direto no pulméo e perda
parcial da funcionalidade. Essa teoria surgiu da confirmacdo que a deficiéncia
genética da 1-antitripsina (glicoproteina), responsavel por inibir a agdo proteolitica da
elastase neutrofilica, conduzia a enfisema pulmonar em jovens néo tabagistas (Lee e
Yang, 2012; Laurell e Eriksson, 2013).

E sabido que o tabagismo promove um desequilibrio entre oxidantes e

antioxidantes podendo levar a um estresse oxidativo tanto nos pulmdes como

18



sistemicamente. O grau de desequilibrio varia de acordo com o tempo de exposicéo
a FC, a quantidade de cigarros consumidos e o humero de tragadas em cada cigarro
(Silva Bezerra et al., 2006; Valenca, Silva Bezerra, et al., 2008; Campos et al., 2013;
Campos et al., 2015; Pena et al., 2016). Esses oxidantes presentes no cigarro podem
ocasionar dano nas células e tecidos, prejudicar os mecanismos de defesa do
organismo e dar inicio ao processo inflamatorio (Fischer et al., 2015). Além disso, 0
consumo de cigarro promove também aumento da producdo enddgena de espécies
reativas de oxigénio (EROs) por meio das células inflamatorias, principalmente
fagdcitos (Reddy, 2008).

Os radicais livres (RL) ndo devem ser confundidos com EROs. Radicais livres
Sao espécies altamente reativas com elétrons desemparelhados na dltima camada, ja
EROs nédo possuem elétrons desemparelhados, mas também séo reativos. Dentre
estas EROs estao o anion superéxido (O2¢-), o anion peroxinitrito (ONOO-), o peréxido
de hidrogénio (H202), o 6xido nitrico (NO-) e o radical hidroxila (OH+), espécies
produzidas potencialmente no processo inflamatorio provocado pela exposicdo a FC
(Campos et al., 2013; Lushchak, 2015).

A ideia peculiar e de tempos remotos que essas EROs afetam apenas
negativamente o organismo, deve ser abolida (Durackova, 2010; Lushchak, 2015). As
espécies reativas de oxigénio sdo produzidas ndo s6 por meio da inflamacédo e
exposicao a agentes fisicos, quimicos e ambientais (FC), mas também através de
condicBes fisiologicas normais do organismo (metabolismo celular aerdbio) e séo
essenciais para a vida (Durackova, 2010; Lima et al., 2015).

O estresse oxidativo foi definido pela primeira vez por H. Sies em 1985 como o
desbalanco na producéo de espécies reativas de oxigénio em detrimento dos sistemas
de defesa antioxidante perturbando e promovendo danos ao organismo. ApoOs
diversas novas pesquisas Lushchak em 2015 relacionou a intensidade do estresse
com as vias de sinalizacdo e o desfecho fisiologico, propés uma nova definicdo onde
0 aumento exacerbado da geracdo de EROs pode promover diversos processos
perturbadores na célula que levam a perda de fungdo da mesma e possivel morte por
necrose ou apoptose. Essa nova definicdo enfatiza a implicacdo das EROs sobre os
processos celulares (Sies, 1985; Lushchak, 2015).

A exposicdo a FC induz processo inflamatoério e dano oxidativo observado em

estudos por meio do influxo de células inflamatérias no parénquima pulmonar,
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aumento da formacao de espécies reativas ao 4cido tiobarbiturico (TBARS) e alteracao
da atividade de enzimas antioxidantes. Frente a esse desequilibrio, o organismo
promove diversas alteracdes tanto a nivel celular como enzimatico com o propdsito
comum de evitar ou reduzir a0 maximo possivel o dano e o processo inflamatorio
causado pela exposicao (Castro et al., 2004; Silva Bezerra et al., 2006; Valenca,
Bezerra, et al., 2008; Campos et al., 2013).

O organismo possui um sistema de defesa antioxidante que pode ser
enzimatico e ndo enzimatico e age de forma a combater e/ou reduzir a exacerbacéo
das EROs, evitando seus potenciais efeitos deletérios. Além disso, uma vez
produzidas em excesso as EROs, o sistema pode agir de forma a evitar sua agéo ou
ainda assim, atuar reparando os danos ocasionados pelas mesmas. Tal sistema
enzimatico é composto pela Superoxido dismutase (SOD) que catalisa a dismutacao
do superoxido, Catalase (CAT) e Glutationa peroxidase (GPx) que catalisa a
conversao da molécula de peroxido de hidrogénio em agua (Mccord e Fridovich, 1969;
Clarkson e Thompson, 2000; Nordberg e Arner, 2001; Lushchak, 2015). A acéo
dessas enzimas, com o auxilio de outras moléculas (GSH,GR) e vias (NADPH), evita
a formacao do radical hidroxila, o qual ndo possui um sistema enzimatico contra ele
(Lushchak, 2015). O sistema ndo enzimatico € composto por diversas substancias
antioxidante, que comumente sdo adquiridas através da dieta (Valenca, Bezerra, et
al., 2008).

1.3.Inflamagé&o e sistema nervoso central

O processo inflamatorio promove ativacdo imune broncopulmonar e
dependendo da intensidade dessa e auséncia de resposta anti-inflamatoria, pode
desencadear doenca pulmonar. Uma questdo pouco explorada que artigos vém
sugerindo ser de grande importancia, € a via que sinaliza para o sistema nervoso
central (SNC) o processo inflamat6rio pulmonar quando ocasionado, dando maior foco
nas vias de sinalizacao vagal e da coluna vertebral aferente (Hale et al., 2012).

A asma € uma doenca inflamatoria cronica das vias areas ou bronquios. Um
estudo realizado com camundongos, modelo ideal de indugdo da asma, obteve

resultados significativos da interface entre doenca pulmonar e sistema nervoso
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central. A administracdo intratraqueal de ovoalbumina nesses animais segundo
estudo, ativou subconjuntos especifico de neurénios no tronco cerebral e no nicleo
do trato solitario (NTS). Com o antigeno tendo localizacdo especifica, foi analisado a
expressdo de c-fos poés injecdo de ovoalbumina. c-fos é um gene de expressao
imediata que é acionado por neurdnio ativo que desencadeia sintese de proteinas
especificas. No caso da albumina, o c-fos promoveu ativagéo neural no NTS, parte
dorsolateral, mas ndo na area postrema (AP) adjacente (Hale et al., 2012). Injecdes
de mediadores proinflamatérios como IL- 18 promovem forte ativagcdo da area
postrema (Ericsson et al., 1995; Buller et al., 1998).

Inimeras hip6teses tém sido sugeridas correlacionando ativagcdo imune
periférica e sinalizacdo no SNC. A ativacdo do SNC e a inflamacédo broncopulmonar
podem permanecer mesmo quando ndo ha um aumento significativo de citocinas
inflamatérias, como IL-18, IL-6 e TNF. Resultados de estudos prévios sugerem que a
estimulacao das vias neurais por meio da presenca de inflamacéo localizada pode ser
a principal ativagcdo do SNC em resposta a inflamacao broncopulmonar (Lowry et al.,
2007).

Os pulmbes e vias respiratorias sdo altamente inervados pelos sistemas
simpatico, parassimpatico e sensorial. Portando, desenvolvem diversas funcgbes e
enviam mensagens a diversas as regides do corpo (Belvisi, 2003). Uma dupla
inervacao aferente configura a sinalizacao pulmonar, a primeira delas € composta por
projecfes que seguem dos ramos nervosos simpaticos a coluna vertebral, e a
segunda é formada por fibras ndo mielienizadas (fibras C) e mielinizadas que seguem
do nervo vago ao NTS na medula (Hale et al., 2012).

Exposicdo a FC, por ser um irritante broncopulmonar, pode resultar em
hiperplasia das células enddcrinas neuroepiteliais (CENs). As CENs séo posicionadas
de forma proposital a mediar os efeitos da estimulacao vagal, inflamacé&o neurogénica.
Sua posicao anatdmica é distribuida ao longo dos bronquiolos terminais e brénquios.
Em ratos, especificamente, uma maior proporcao das células se encontra na traqueia
e vao diminuindo gradualmente em direcéo a areas mais distantes (Kleinerman et al.,
1981; Tabassian et al., 1989). Nas doencas alérgicas, como a asma, a inflamacéao
neurogénica desempenha um papel crucial. Quando induzida pela estimulacdo do
nervo vago, sua acao € transitoria e subita, sendo a amplitude da resposta dependente

do histérico da infec¢do (Mcdonald, 1988).
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Os mecanismos neurais implicitos aos efeitos da inflamac¢ao broncopulmonar
sobre o papel do SNC-dependente e a possivel relagdo com o comportamento de
ansiedade, ndo € ainda totalmente claro e por isso necessitam de mais pesquisas para
melhor entendimento (Hale et al., 2012).

1.4.Comportamento

1.4.1. Ansiedade

A busca por conhecimento e entendimento dos variados tipos de
comportamento teve inicio com Darwin, desde entdo surgiram diversos estudos e
testes comportamentais objetivando uma melhor compreensdo do sistema nervoso
central (Belzung e Griebel, 2001).

A ansiedade, um tipo de comportamento, € definida por Barlow et al., (1996)
como alta excitacdo do sistema nervoso central, sensacdo de agonia, aflicdo e
apreensdo por parte do individuo devido a antecipacdo a ameaca potencial. Ja Freud
(1953) considerava que o0 comportamento ansioso era construido a partir de um
gradiente de tensdo/medo que comprometia a homeostase. Outros autores ainda
afirmam que o comportamento de ansiedade ndo é determinado por uma fonte
especifica, como no caso do medo (Freud, 1953; David H. Barlow, 1996; Belzung e
Griebel, 2001; Landeira-Fernandez, 2012).

Seres humanos constantemente estédo sobre processos adaptativos. Situacdes
de perigo ou alerta, uma vez que provocam mudancas fisiolégicas e comportamentais
favorecem o processamento de memodria, a fim de evitar a repeticdo de condi¢cdes
desagradaveis (Graeff, 2012; Landeira-Fernandez, 2012).

Sabe-se que a ansiedade parte de mecanismos neurais que provocam
modificacdes diversas no organismo e que sdo estimuladas no animal por meio da
manipulagéo experimental (Bourin, 2015).

Avaliar comportamento em modelo animal € um método criterioso. A
manipulagdo do mesmo pelo experimentador provavelmente promove influéncia nos
resultados dos testes comportamentais, afinal o toque manual do animal € o principal

estimulador do teste. Porém, ao interpretar os dados obtidos através das

22



7

experimentacdes é essencial entender a causa do comportamento do animal e
observar se alguma atitude do manipulador pode ter promovido interferéncia (Hanell
e Marklund, 2014).

Os diversos tipos de modelos animais de ansiedade procuram expor 0s animais
a circunstancias de aversdo e desconforto para avaliar a reacdo dos mesmo a
diferentes situagbes ambientais: exposicdo a lugares altos e sem paredes laterais de
protecao; confronto a animais alojados em gaiolas diferentes; situacdes de isolamento
social; estimulos nociceptivos moderados, dentre outros (Treit, 1985; Cruz, 1997).

Acredita-se que animais e seres humanos possuam semelhanca nas
sensacoes subjetivas de ansiedade, contudo ainda nédo se tem dados que afirmem
essa analogia. Principalmente os roedores, possivelmente por serem mamiferos,
parecem ter similaridade aos seres humanos em relacdo aos mecanismos neurais e
comportamento frente a situagdes ansiogénicas (Landeira-Fernandez, 2012).

Comportamento de ansiedade demonstrado por animais de laboratério ndo
devem ser diretamente extrapolados a humanos, uma vez que néo objetiva-se replicar
todas as caracteristicas e sintomas dos resultados obtidos na experimentacéo (Treit,
1985; Bourin et al., 2007; Bourin, 2015).

Existem critérios como previsibilidade, semelhanca e homologia que validam
0s modelos animais e pelo menos um deles deve ser levado em consideracdo. O
modelo de previsibilidade € avaliado através da relacdo dos efeitos clinicos de uma
droga sobre os seres humanos e o animal. A semelhanca parte do pressuposto de
avaliar a analogia no comportamento de ansiedade dentre os modelos experimentais
e o0 humano; e a homologia esta relacionada a similaridade de processos

psicobiolégicos no humano e no animal (Bourin et al., 2007; Bourin, 2015).

1.4.2. Teste comportamental

1.4.2.1. Labirinto em T Elevado (LTE)

O labirinto em cruz elevado (LCE) € um aparato que possui quatro bragos

distribuidos em forma de cruz, sendo dois fechados com paredes perpendiculares e
dois abertos opostos, todos os bracos sdo suspensos do chao. E sabido o receio de
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ratos por local aberto e alto, sendo esse conhecimento a base para a construcdo do
teste do labirinto (Handley e Mithani, 1984; Pellow et al., 1985; Zangrossi e Graeff,
2014).

O labirinto em T elevado é derivado do LCE, a diferenca entre ambos esta no
namero de bracos e na alteracédo da realizacdo da sessdo experimental. No teste ao
LTE o animal é exposto a um braco fechado e dois bragos abertos, distribuidos em
forma de T, o animal é colocado primeiramente no braco fechado, seu tempo de
permanéncia no mesmo até a saida total com as quatro patas da demarcacéao final é
cronometrado. O animal € exposto para exploracdo do braco por trés vezes
consecutivas. O mesmo procedimento é realizado no brago aberto (Handley e Mithani,
1984; Zangrossi e Graeff, 1997; 2014).

A construcao do LTE teve como finalidade diferenciar os tipos de ansiedade.
Atualmente € um teste de ansiedade muito utilizado e sua funcionalidade fundamenta-
se na atividade exploratéria espontanea e na aversao natural do animal pelos bragos
abertos. O novo aparato tornou possivel que na mesma sessao experimental o animal
execute a esquiva inibitéria e o escape, a fim de testar se o escape é sinal de panico
e a esquiva inibitéria algum transtorno de ansiedade. Diferenciando assim esses dois
tipos de comportamento, o que néo era possivel em modelos anteriores (Graeff et al.,
1993; Viana et al., 1994; Zangrossi e Graeff, 2014).

2. JUSTIFICATIVA

Tendo conhecimento que o cigarro induz a processo inflamatério, como
confirmado por estudos prévios realizados em nosso laboratério, com camundongos,
onde a exposicdo a fumaca de cigarro em curto prazo causou aumento do influxo
inflamatorio e dano oxidativo (Campos et al., 2013; Pena et al., 2016), e sabendo que
a inflamacéo pulmonar leva a ativacdo de neurénios no sistema nervoso central (Hale
et al., 2012), hipotetizamos que o quadro inflamatorio, devido a exposi¢do a fumaca
de cigarro, possa promover alteracbes de comportamento e nao apenas O0S

componentes intrinsecos do cigarro, como a nicotina.
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3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo geral

Investigar a influéncia da inflamacdo pulmonar provocada pela inalacdo da

fumaca de cigarro sobre o comportamento de ratos Wistar.

3.2.0bjetivos especificos

Avaliar se a exposicdo a fumaca de cigarro comum e de papel interfere no peso

do animal;

Analisar o influxo de células inflamatérias no lavado broncoalveolar na

exposicao a fumaca do cigarro comum e de papel;

Aferir o influxo de células inflamatérias no sangue dos ratos expostos a FC

comum e de papel;

Analisar a morfologia dos cortes histolégicos de pulmdo em animais expostos

a FC comum e de papel;

Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes em animais expostos a FC

comum e de papel;

Avaliar biomarcadores de estresse oxidativo pulmonar em animais expostos a

FC comum e de papel,

Avaliar os niveis de citocinas inflamatorias no LBA e plasma dos animais

expostos a FC comum e de papel;
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Avaliar se o processo inflamatério pulmonar devido a fumaca de cigarro comum

e de papel interfere no comportamento do animal.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Ratos de linhagem Wistar com trés meses de idade, massa corporal de
aproximadamente 180 gramas obtidos no Centro de Ciéncia Animal (CCA) da
Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). Os animais foram alocados no Biotério
(CCA - UFOP) até estarem com peso adequado para realizacdo dos procedimentos
experimentais e apds, foram mantidos no Biotério do Laboratorio de Fisiologia
Cardiovascular. Os ratos foram acondicionados em caixas de polipropileno, com
guatro animais por caixa, mantidos em ambiente com condi¢cdes de temperatura, luz,
umidade controladas, e receberam dieta (ad libitum), racdo comercial Nuvilab® e livre
acesso a agua. A espécie Rattus Norvegicus de linhagem Wistar € uma das mais
utilizadas mundialmente em pesquisas de laboratério e a mais indicada para
realizacdo de testes comportamentais. S&o animais habilitados a processos de
aprendizagem, comumente doceis e de facil manipulagdo. Os procedimentos com
animais foram aprovados pelo Comité de Etica para Trabalhos com Animais de
Experimentacdo (CEUA) da UFOP (Protocolo n® 2015/35, que consta no anexo | deste
trabalho).

4.2.Delineamento experimental

4.2.1. Grupos experimentais

Os ratos foram separados aleatoriamente compondo cada um dos grupos; 0s
grupos experimentais e os controles, sendo esses expostos apenas a ar ambiente.
Grupo 1: Grupo controle (GC), para a andlise bioquimica (n=8) e para a analise
comportamental (n=13); grupo 2: cigarro comum (CC), para analise bioquimica (n=8)
e para analise comportamental (n=13); grupo 3: cigarro de papel (CP), (n=8) tanto

para a analise bioquimica quanto para analise comportamental.

4.2.2. Exposicéo a fumaca de cigarro
27



4.2.2.1. Cigarro Comum (CC)

Ratos Wistar do grupo CC durante oito dias seguidos foram expostos a um total
de 12 cigarros comerciais por dia, divididos nos trés periodos (manha, tarde e noite).
O cigarro comercial escolhido para este estudo foi o filtrado Marlboro com composi¢cao
de 10 mg de alcatrdo; 0,8 mg de nicotina e 10 mg de monoxido de carbono. Optou por
essa marca especifica de cigarro devido aos altos valores dos componentes de sua
formulacdo e também por padronizacdo em relacdo ao protocolo utilizado no
Laboratorio de Fisiopatologia Experimental da Universidade Federal de Ouro Preto.

Para ocasionar a inalacéo a FC pelos animais, cada cigarro foi acoplado a uma
seringa de plastico de 60 ml com a qual também foi injetada a fumaca no interior da
camara de inalagéo (40- cm comprimento, 30 cm- largura e 25 cm- altura), dentro de
uma capela exaustdo. O procedimento de inalacdo a fumaca de cigarro pelo animal
ocorreu da insuflacdo da seringa acoplada ao cigarro aceso e posterior expulsédo
(desinsuflacao) da fumaca no interior da camara. A queima do cigarro até o seu terco
final, restando apenas o filtro, ocorreu quando realizado apoximadamente de 27 puffs
(insuflacéo e desinsuflagdo da seringa). O tempo aproximado gasto para a queima de
um cigarro foi de trés minutos corridos e cada cigarro produziu cerca de um litro de
fumaca que foi diluido em 30 litros presentes na camara. A concentracdo de fumaca
no interior da camara foi de 3% com duracao de 6 minutos por cigarro (concentracdes
de CO que variam de 250 para 350 ppm no interior da camara). Terminado o tempo
de inalacdo a FC, a tampa da camara foi retirada e exposta a exaustao da capela por
mais um minuto para liberar toda a fumaca interna (Pena et al., 2016).

Os ratos foram realojados em sua caixa onde permanecem até o proximo
periodo de exposicdo. Os animais controle passaram pelos mesmos procedimentos
experimentais, exceto a fumaca de cigarro, uma vez que inalaram ar ambiente (Figura
1).

Figura 1. Esquema da Camara de Inalagédo (40 cm de comprimento, 30 cm de largura e 25 cm de
altura).
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Fonte: Adaptado de Campos et al., 2013.

4.2.2.2. Cigarro de Papel (CP)

O CP também foi o filtrado Marlboro, porém, com a diferenca que os
componentes do tabaco (naftalina, metanol, uretano, tolueno, arsénio, formol, fenol,
butano, nicotina, polénio, cAdmio, dentre outros) foram retirados e em seu lugar foi
adicionado papel de cigarro (Folha para cigarro; Marca Trevo; fabricado
especialmente para a Souza Cruz; 76mm comprimento, 46mm de largura) para
garantir fumaca suficiente durante a queima. No Marlboro permaneceu apenas o filtro
e 0 papel utilizado na sua composicao.

Os animais foram expostos a fumaca do cigarro de papel. O periodo de
exposicao foi de oito dias seguidos com um total de 12 cigarros modificados por dia,
divididos nos trés periodos (manhd, tarde e noite).

O teste de padronizacéo da quantidade total de folhas de cigarro, necessarias
ao estudo para a produgdo de fumaca, utilizou como pardmetros o peso, a quantidade
de puffs produzidas e o tempo necessario para a queima total do cigarro Marlboro
original.

A partir dos testes definiu-se como protocolo do cigarro modificado, a utilizagéo
de um cigarro Marlboro com apenas filtro e papel; adicionado no interior de oito folhas
para cigarro. O tempo gasto para a queima total do cigarro modificado foi de

aproximadamente 3 minutos.
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Os CP foram acoplados a uma seringa de plastico e na mesma camara de
inalacdo que os expostos ao CC. O grupo controle passou pelos mesmos

procedimentos, mas foi exposto a ar ambiente.

4.2.3. Teste comportamental
4.2.3.1. Labirinto em T Elevado

Todos os grupos de animais foram submetidos a exposi¢cdo ao aparato para
teste comportamental (LTE: equipamento composto basicamente por dois bracos
aberto (50cm x 10cm) e um braco fechado de mesma dimens&o com parede de 40 cm
de altura, sobrepostos do chdo em 50 cm). Este aparato fica localizado em uma sala
isolada, silenciosa, iluminada com luz alta, adequada para testes comportamentais.
Ao final dos testes com cada animal o aparato foi higienizado com alcool 20%.

Foi realizado uma pré-exposicdo dos animais ao labirinto no dia anterior ao
teste, seguindo o protocolo do laboratdrio. Nessa pré-exposicdo, os animais foram
colocados na extremidade de um dos bracos abertos do labirinto e os mesmos
permaneceram explorando o ambiente por 30 minutos. A queda do animal do bracgo
aberto eliminava o mesmo do teste (Campos, 2015; De Noronha et al., 2017).

No teste do LTE cada animal foi colocado trés vezes na extremidade do brago
fechado e trés na extremidade do braco aberto (0 mesmo a qual o animal foi exposto
no pré-teste), ndo excedendo o tempo de 5 minutos em cada exposi¢cao. Entre cada
exposicdo nas diferentes vezes dos respectivos bragos foi dado um intervalo de 30
segundos (Campos, 2015; De Noronha et al., 2017).

Os animais foram ambientalizados por 30 minutos antes da realiza¢do do pré-
teste e do teste, para reconhecimento da sala de experimentacédo (Campos, 2015; De
Noronha et al., 2017).

A exposicao ao LTE possibilita a realizagédo tanto do teste de esquiva inibitéria
como o de fuga. O teste de esquiva inibitéria € o tempo que o animal depois de
colocado no braco fechado leva para alcancar um dos bragos abertos; e o teste de
fuga considera o tempo que o animal leva para alcancar o braco fechado quando

colocado na extremidade de um dos bracos abertos (Zangrossi e Graeff, 2014).
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A pré-exposic¢ao no labirinto em T elevado aconteceu no oitavo dia, ja no nono

foi realizado o teste ao LTE.

Figura 2. LTE (Insight ®) aparato utilizado nos testes comportamentais de esquiva inibitéria e fuga.
. ‘

Fonte: Campos, 2015.

4.2.3.2. Campo Aberto

O teste tem como finalidade avaliar atividade locomotora e exploracédo do
ambiente, onde o animal encontra-se em uma situagdo nova, isolado do seu grupo,
além de estar alocado em um ambiente desconhecido. O procedimento experimental
foi realizado apés 30 segundos de intervalo do fim do teste no LTE, em uma arena
retangular, com paredes perpendiculares e superficie subdividida em 16 quadrantes.
As paredes impossibilitavam a saida do animal da arena. No teste, o animal foi
colocado com cuidado no centro da arena e seu tempo de exploracdo ao ambiente foi
cronometrado, totalizando 5 minutos, em apenas uma Unica exposicao. Os quadrantes
percorridos pelo animal nesse intervalo de tempo foram quantificados e anotados para
avaliar locomocgéo do animal. Este aparato também fica localizado na mesma sala
isolada, silenciosa, iluminada com luz alta, adequada para testes comportamentais.
Ao final dos testes com cada animal o aparato foi higienizado com alcool 20% para

31



evitar viés no teste por influéncia de cheiro de outro animal (Hall, 1934; Bailey e
Crawley, 2009; Campos, 2015; De Noronha et al., 2017).

Figura 3. Esquema do Campo aberto (38cm de comprimento, 31cm de largura, 23cm de altura).

N

4.3.Coleta do sangue

Apbs 24 horas da ultima exposicdo a fumaca de cigarro, os animais foram
eutanasiados com anestésico (0,1mL por 100g de peso animal da combinacdo
ketamina e xilazina, sendo 10 mL de ketamina 10% (p/v) para 2,5 mL de xilazina 2,5%
(p/v)). O torax de cada animal foi aberto, pela dissec¢cdo anatdmica, para realizacao
da puncao cardiaca entre o segundo e terceiro espaco intercostal. De cada animal foi
coletado duas aliquotas sanguineas em eppendorfs com 15 pL de anticoagulante
(heparina). O Hemograma foi feito no Laboratério de Imunopatologia LIMP-UFOP, e
para essa andlise utilizou-se a aliquota de 200 pL de sangue coletada. A outra aliquota
coletada (em meédia 1,5 mL) foi centrifugada (10.000 RPM) por 15 minutos. O
sobrenadante obtido foi armazenado em -80°C para ser utilizado no ensaio

imunoenzimatico (Campos et al., 2013).

4.4 Esfregago sanguineo

Para realizagc&o do esfregaco sanguineo, foi utilizado uma gota de sangue (2uL)

obtida também no momento da pungao cardiaca. A gota de sangue foi adicionada na
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extremidade de uma lamina histologica, devidamente esterilizada. Outra lamina
posicionada a 45° dessa foi utilizada para realizar o movimento de deslizamento e
deposi¢ao uniforme desse sangue em torno de toda a lamina. Para garantir melhor
observagdo microscopica dos diferentes tipos celulares presentes, o esfregaco
sanguineo deve ter como caracteristica uma camada fina e uniforme de sangue em
torno de toda lamina. Apds realizagcdo do esfregago, as laminas histolégicas
devidamente identificadas foram deixadas em repouso para total secagem e fixagcao
do sangue, e entdo coradas com o kit Pandptico Rapido. O protocolo desse kit
recomenda 5 banhos de imers&o, na ordem indicada, em cada uma das trés solugdes:
metanol, eosina e azul de metileno. Apds imersao nas solugdes desse kit, as laminas
foram mergulhadas em agua corrente para a retirada do excesso dos corantes e
deixadas em repouso para secarem em temperatura ambiente. A contagem total ficou
estabelecida em 100 leucécitos por lamina, diferenciando: mondcitos, linfécitos e
neutréfilos, através da morfologia do nucleo e do citoplasma, da coloracéo, e

observagao de granulos citoplasmaticos (Pena et al., 2016).

4.5.Lavado Broncoalveolar (LBA)

Para obtencdo do LBA, posteriormente a realizacdo da puncéo cardiaca, a
traqueia foi exposta e canulada (PE90 tubing). O pulmé&o direito foi lavado com 3mL
de solucdo salina (NaCl a 0,9%), para obtencdo do lavado broncoalveolar. As
amostras obtidas foram mantidas em gelo para evitar lise celular e ao fim de todos os
grupos, as mesmas foram armazenadas em freezer (-80°C) para posterior realizagcéo

de ensaio imunoenzimatico (Pena et al., 2016).

4.5.1. Contagem total de células em camara de Neubauer

Coletado o LBA, imediatamente uma amostra de 10 microlitros da suspensao
celular foi homogeneizada por um minuto no Vértex e combinada com 30 microlitros
de Azul de Tripan (Corante utilizado para diferenciar células vivas de células mortas).
ApOs obtencéo dessa mistura, uma aliquota de 10 microlitros foi colocada na Camara
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de Neubauer para a realizacdo da contagem total de células através do microscopio
(Pena et al., 2016).

Como critério da contagem de células, foram enumeradas aquelas com nucleo
bem visivel; contadas as células isoladas como uma célula; contada cada célula de
grumos que apresentasse células com nucleos e citoplasmas distinguiveis e aqueles
grumos cujas células foram dificeis de serem distinguidas, foi contado como um Unico
grupo. O sentido da contagem também foi definido, comecando pelo lado esquerdo e
seguindo uma sequéncia para garantir padronizacdo e que nenhum quadrante

deixasse de ser contado (Pena et al., 2016).

4.5.2. Contagem diferencial

Para a contagem diferencial do LBA, as amostras foram cito-centrifugadas em
uma centrifuga cytospin (Shandon, Waltham, MA, EUA). Na centrifuga, 250 pyL de
amostra foi colocado no recipiente acoplado a uma lamina e um filtro, centrifugados a
1.000 RPM durante 1 minuto. Apés centrifugacédo e obtencao das laminas ja com as
células, essas foram coradas com o kit Panético Rapido, seguindo o protocolo, assim
como na contagem diferencial do esfregaco sanguineo. Um total de 100 células por
lamina foram contabilizadas e diferenciadas entre macréfagos, linfécitos e neutrdfilos
(Pena et al., 2016).

4.6.Processamento tecidual

Apos a eutanasia, o ventriculo direito foi perfundido com 40 ml de solugéo salina
(0,9%) para retirada do sangue nos pulmdes. O pulméo esquerdo dos animais foi
removido e armazenado em formalina tamponada a 10% por 48h, posteriormente foi
realizado o processamento segundo a rotina do laboratério: banho em agua corrente
por 30 minutos; banho de uma hora em cada alcool (70% e 90%) em recipientes
distintos; 2 banhos seguidos em alcool a 100% também com a permanéncia de 1 hora
em cada; 2 banhos de xilol também com intervalo de 1 hora de duracdo em cada; 2

banhos em parafina (1 hora imerso em cada), por fim, inclusdo direta em parafina.
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Apos incluséo e secagem total do material obtido, foi realizado cortes seriados (4
micrdmetros de espessura), depositados em laminas histologica, devidamente fixados
e corados em hematoxilina-eosina (HE) para a anélise morfométrica (Campos et al.,
2015).

4.7.Analise morfométrica — Estereologia

Um sistema-teste constituido por 16 pontos em uma area-teste conhecida
(Starcher, 2000) foi utilizado como método de andlise do volume dos septos alveolares
(Vvsa) e dos espacos alveolares (Vva), a area de mensuracédo era delimitada evitando
potenciais superestimacoes. O sistema-teste foi conectado a um monitor vinculado a
um microscopio. O numero de pontos (Pp) que abrangeram os Vvsa e os Vva foi
analisado de acordo com numero total de pontos do sistema teste (Pt), sendo Vv =
Pp/Pt. Cada amostra de pulméo foi analisada em 16 pontos aleatérios do sistema-
teste em 20 micrografias da lamina (representativa de areas distintas), sendo a média
estimada para reduzir o viés e tornar as amostras mais uniformes e proporcionais ao
pulmao. A area total de teste, delimitada de 1,94 mm?, foi utilizada para determinar os
septos alveolares e os espacos alveolares em cortes corados respectivamente com

hematoxilina e eosina (HE) (Campos et al., 2015).
4.8.Homogeneizado Pulmonar
O pulmédo direito também foi removido e armazenado em eppendorfs
devidamente etiquetados no freezer (-80) para posterior realizacédo dos procedimentos
de homogeneizacdo necessérios as diferentes analises bioquimicas (Campos et al.,
2013).

4.9.Dosagem de enzimas antioxidantes e marcadores de dano oxidativo

4.9.1. Proteinas Totais Bradford
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A dosagem bioquimica de proteinas totais foi realizada por meio do Método de
Bradford (1976) com amostras de pulm&o homogeneizadas com tampao KPE
(Reagentes utilizados para formulacdo: 2,72g de KH2PO4, 17g de K2HPO4 e agua
destilada). Coomassie brilhante azul € um corante do reagente de Bradford e em
solucdo &cida tem a caracteristica de se acoplar a proteinas presentes na amostra,
modificando a absorbancia da amostra de 465nm para 595nm, medida através do
leitor de ELISA (Bio-Rad mod. 550, Hercules, EUA). Seguindo o protocolo do
laboratorio, foi feita uma curva padrdo da proteina albumina com concentracdes
crescentes conforme mostrado no quadro a seguir. A curva padrdo e as amostras
foram pipetadas em duplicata na placa para posterior leitura e realizacao dos calculos

necessarios.

Quadro 1. Curva padrdo de Albumina.

Curva de diluicdo Albumina Albumina 0,01 g/mL Agua Mili-Q
0,5 mg/mL 1000 uL
0,4 mg/mL 800 uL 200 uL
0,3 mg/mL 600 uL 400 uL
0,2 mg/mL 400 uL 600 uL
0,1 mg/mL 200 uL 800 uL
0,05 mg/mL 100 uL 900 uL

Fonte: Protocolo do Laboratério de Fisiopatologia experimental, UFOP-MG, 2016.

4.9.2. Atividade da Catalase (CAT)

A atividade da enzima catalase (representada por U/mg de proteina) foi
avaliada através de um método de cinética enzimatica. Segundo Aebi, essa enzima é
capaz de converter H202 em agua e Oz molecular (Aebi, 1984). Para preparo das
amostras, foi pesado 100 mg de pulmdo e homogeneizado com 1 mL de tampao
fosfato 0,1 M (pH 7,2), o homogenato formado foi centrifugado por 10 minutos a 10.000
RPM a 4°C, sendo o sobrenadante posteriormente coletado e utilizado como amostra.
Os reagentes utilizados na dosagem bioquimica, tampdo Fosfato e peréxido de
hidrogénio, foram preparados respectivamente de acordo com o seguinte protocolo:
1. Tampéao — PBS Modificado:
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Obs.: Diluiu-se em &gua destilada com volume final de 1000 ml (conservando em
geladeira). O pH da solucéo foi ajustado a 7,2 com HCI ou NaOH.

2. Tampéao com peroxido (Mix) = 25 ml de tampédo PBS modificado para 40 ul de
peréxido de hidrogénio (30%). Por manipular um reagente fotossensivel atentou-se a
manter as amostras sob condi¢cdes de auséncia de luz.

Para realizar a leitura no espectrofotometro foi determinada absorbancia de 240 nm,
0 equipamento foi zerado com 1 mL de Tampéao PBS Modificado. Foram pipetados 30
ML de amostra e 970 pL do mix, sendo homogenizado com o auxilio de uma pipeta e
posteriormente as amostras foram colocadas uma a uma na cubeta de quartzo. A
leitura das amostras foi realizada no periodo de 1 minuto, sendo registrada a sua
absorbancia imediatamente a cada 10 segundos (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60). A atividade
da catalase foi calculada segundo a lei de Lambert Beer (1870) onde "A intensidade
da luz emitida diminui exponencialmente a medida que a espessura do meio
absorvente aumenta aritmeticamente". A absorbancia utilizada nessa expressao é o
delta obtido da primeira e da ultima absorbancia lida (absorbancia final - absorbancia
inicial). O coeficiente de extingdo molar utilizado foi o do H202 (39,4 M-1cm-1), onde

uma unidade de catalase € equivalente a hidrélise de 1 umol de H202 por minuto.

4.9.3. Glutationa Total

Segundo Akerboom e colaboradores (Akerboom e Sies, 1981) foi determinada
enzimaticamente a glutationa total que é composta pelo somatério da reduzida (GSH)
com a oxidada (GSSG). O acido 5,5-ditio-bis-2-nitrobenzéico (DNTB) promove a
reagao cinética de oxidagdo da GSH a GSSG e o 4cido sulfosalicilico (SSA) promove
precipitacdo das proteinas da amostra. A GSH presente na amostra reage com 0
DTNB, produzindo o acido 5-tio-2-nitrobenzdico (TNB) e GSSG. Para preparo dos
reagentes de estoque foram utilizados: SSA a 5%; tampéao fosfato de potassio (500
mM), contendo 5 mM de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA); solugdo padrédo
estoque de glutationa — 10mM (0,3 mg de glutationa reduzida em 0,1 mL de agua
destilada); solucéo estoque de NADPH, dissolvendo 25 mg do contetdo em 0,625 mL
de agua destilada, obtendo uma solucéo de 40 mg/mL; e solugéo de estoque de DNTB
(8 mg de DNTB foram diluidos em 5,33 mL de DMSO) o que resultou em uma solucéo
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com 1,5 mg/mL. Pararealizacéo das dosagens, 100 mg de pulmé&o foi homogeneizado
em 1 mL de SSA a 5%, a mistura obtida foi centrifugada a 10.000 RPM, por 10 minutos
a4 °C, o sobrenadante foi coletado e utilizado como amostra. Os reagentes da solucéo
de uso, preparados no momento da dosagem e de acordo com a quantidade de
amostras foram: solucéo de enzima diluida (4,11 pL de glutationa redutase diluida em
175 pL de tampéo fosfato de potassio 100 mM); solucdo de NADPH (da solucdo de
estoque de NADPH preparada séo retirados 12 pL de NADPH para 3 mL de tampé&o
fosfato de potassio 100 mM); mistura de trabalho (6 mL de tampéo 100 mM, 171 pL
da solucédo de enzimas diluida e 171 pL de DTNB da solucdo de estoque); solucao
padrdo de glutationa — preparada para a curva padrao (foi diluido 10 yL de solucéo
estoque de glutationa padrdo com 2 mL de SSA 5%). As amostras e a curva padrao
foram pipetas na placa de Elisa seguindo a sequéncia de adi¢cdes de reagentes,

conforme mostradas nos quadros a seguir.

Quadro 2. Reagentes utilizados para obtencdo da curva padréo.

POCO 1 2 3 4 5
[GSH] uM 50 25 12,5 6,25 3,125
Solucdo de GSH (uL) 50 25 (tubo 1) 25 (tubo 2) 25 (tubo 3) | 25 (tubo 4)
SSA 5% (uL) - 25 25 25 25
nmoles de GSH em 10uL 0,5 0,25 0,125 0,062 0,0312

Fonte: Protocolo do Laboratério de Fisiopatologia experimental, UFOP-MG, 2016.

Quadro 3. Reagentes utilizados para a dosagem.

Volume SSA 5% (ul) Mistura de NADPH (pl) de
da amostra (pl) trabalho (ul) uso
Branco - 10 ul 150 ul 50 pl
Padréo (5 pontos) 10 yl - 150 pl 50 pl
Amostra 10 ul - 150 ul 50 pl

Fonte: Protocolo do Laboratério de Fisiopatologia experimental, UFOP-MG, 2016.
As amostras foram incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente adicionou-

se o0 NADPH e imediatamente foi colocada a placa no aparelho para iniciar a leitura.
As absorbancias foram lidas em intervalo de 1 minuto durante 5 minutos corridos, no
leitor de Elisa no comprimento de onda de 412 nm. As absorbancias de diluicbes
seriadas de uma solucdo padrédo de glutationa reduzida foram determinadas e a

GSSG ja presente na amostra foi reduzida a GSH pela presenca de NADPH (chamado
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de método enzimético), medido apos derivacao da glutationa total com acréscimo de
2-vinilpiridina (2-VP) e Trietanolamina (TEA). Apos andlise de regresséo linear, foi
determinada a equacéo da reta [Concentracdo = a*(delta das absorbancias) + b]. Essa
equacao foi utilizada para determinar a concentragdo em nmols de glutationa total em

10 pl de amostra, e esse valor extrapolado para 1 mL de amostra.

4.9.4. Atividade da Superoxido Dismutase (SOD)

Segundo o método de Marklund (Marklund e Marklund, 1974), baseado na
habilidade da SOD de eliminar o superdxido e reduzir a razdo de autooxidacédo do
pirogalol, foi mensurado a atividade da enzima antioxidante nas amostras. Para
dosagem da atividade, 100 mg de pulméo foram homogeneizados com 1 mL de
tampao fosfato (50mM), pH 7,0, centrifugados por 10 minutos a 12.000 g a 4°C. O
sobrenadante foi coletado e usado como amostra para realizacao das dosagens. Os
reagentes utilizados foram: KH2PO4, NazHPOa, Pirogalol, MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2H]-2,5-difenilterazolio) e DMSO (dimetilsulféxido).

Em uma placa de Elisa os reagentes foram adicionados conforme o quadro a

seqguir:

Quadro 4. Reagentes utilizados para mensurar a atividade da Superéxido Dismutase.

POCO Amostra Tampao MTT (1,25 Mm) Pirogalol (100uM)
Branco 144l 6 pl

Padréo 129ul 6ul 15ul
Amostra 30ul 99 pl 6ul 15ul

Fonte: Protocolo do Laboratério de Fisiopatologia experimental, UFOP-MG, 2016.

A placa foi incubada por 5 minutos em estufa a 37°C. Posteriormente, 150 L
de DMSO foram pipetados em todos os pocos da placa para parar a reagao. Em um
leitor de Elisa foi realizado a leitura das respectivas absorbancias das amostras, em
comprimento de onda definido: 570 nm. Levando em consideracdo que 50% de
pirogalol é oxidado por uma unidade de SOD (U), por conversao, a absorbéncia do
padrdo adquirido em unidades de SOD, é transformada em absorbancia da amostra
adquirida em unidades de SOD. A absorbancia obtida de cada amostra foi
simultaneamente subtraida da absorbancia obtida por meio da leitura do branco, e o

39



valor encontrado nesse célculo, foi dividido pelo obtido do célculo de subtracdo do

padréao pelo branco.

4.9.5. Proteina carbonilada

A formacéao de derivados carbonilicos provem da oxidacdo da parte proteica da
membrana celular por parte das EROs. O método de determinacdo de proteina
carbonilada utilizado neste estudo é baseado no descrito por Levine (Levine et al.,
1994). As amostras de pulméo foram homogeneizadas com tampéo KPE (KH2POu;
K2HPO4 e H20 destilada), centrifugadas por 10 minutos a 4° 5.000 rpm, sendo
utilizado o sobrenadante como amostra. 500 uL de amostra foi precipitado com TCA
(acido tricloroacético) a 10%, a mistura foi passada no vortex para melhor
homogeneizagdo, centrifugada por 10 minutos a 4° 5.000 rpm, descartado o
sobrenadante. Ao pelete (precipitado) foi adicionado 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH),
incubado no escuro em temperatura ambiente por 1 hora e homogeneizado no vortex
a cada 15 minutos (0’, 15’, 30°,45’, 60’). Posteriormente, foi adicionado 500 uyL TCA
10%, homogeneizado no vortex e seguido de centrifugacao por 10 minutos a 4°, 5.000
rom, o sobrenadante foi novamente descartado e utilizado apenas o pelete. As
amostras (pelete) foram lavadas duas vezes com 0 composto etanol/acetato de etila
(1:1) e dissolvidas em 1mL de SDS (dodecilsulfato de sédio) 6%, homogeneizada no
vortex, centrifugadas por 10 minutos a 4°, 10.000 rpm. Os sobrenadantes foram lidos
no espectrofotbmetro & 370 nm. Para o branco foi utilizado apenas o SDS. Por
definicdo, o coeficiente de extincdo molar de 22 000 M cm foi utilizado para
realizagdo dos calculos do conteudo de proteina carbonilada das amostras. Os

resultados foram demonstrados em nmol/mg proteina.

4.9.6. TBARS

O método de ensaio de substancias reativa ao acido tiobarbitarico (TBARS)
descrito por Draper foi utilizado como indice de dano oxidativo, determinando a
peroxidacao lipidica do parénquima pulmonar (Draper et al., 1993). Seguindo o

protocolo do laboratério, amostras de 100 mg do parénquima pulmonar foram
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homogenizadas com tampédo (1 mL), o homogenato foi colocado na centrifuga
refrigerada (4°) por 10 minutos a 10000 rpm para formacéo de pelete e obtencéo do
sobrenadante. Uma aliquota de 500 pL do sobrenadante das amostras de pulmao foi
misturada com 250 pL de acido tricloroacético (TCA) (28% p/v em HCL 0,25N), 250
ML de acido tiobarbiturico (TBA) (1% em acido) e 125 pL de butil hidroxitolueno (BHT),
agitou-se a mistura final no vortex a fim de torna-la homogénea. Submeteu a mistura
a banho maria (95°) por 15 minutos, retirou-se e imediatamente submeteu-a a banho
em agua com gelo por 5 minutos. Agitou novamente no vortex e colocou na centrifuga
refrigerada (4°) por 10 minutos a 13000 rpm. A absorbancia do sobrenadante final
obtido da amostra de pulmé&o foi lida a 535 nm, por espectrofotometria. Os niveis de
TBARS foram expressos como equivalentes de malondialdeido (MDA nM/mg de
proteina). Agua destilada foi utilizada como branco. A concentracédo de TBARS foi
calculada através do coeficiente de extingdo molar do malondialdeido (MDA) (e = 1,56
X 105L x mol-1 x cm-1). De acordo com a lei de Lambert Beer (A = €. b. ¢), onde: A =
absorbancia; € = coeficiente de extingdo molar em unidades de mol-1cm-1; b =

caminho Optico; ¢ = concentracdo da enzima expressa em mol L-1.

4.10. Dosagem de citocinas

O método de imunoabsorcao enzimatica (ELISA) foi realizado nas amostras de
plasma e lavado. As citocinas analisadas foram: IL-1B, IL-6 e TNF-a. Através de teste
de amostra, foi padronizado que o LBA n&o necessitava de diluicdo para deteccéao e,
portanto, seria utilizado 100 pl de amostras biolégica. Contudo, por ser mais
concentrado, o plasma precisou de diluicdo 1:2, garantindo assim melhor deteccéo
das citocinas na amostra submetida ao ELISA. Ha varias maneiras de se processar o
método imunoenzimatico, e seguindo padronizacdo do laboratorio, optou-se pelo
método sanduiche ou captura. Para realizagdo dos ensaios foi utilizado o kit
(PeproTech- 900-K73) sendo todos os anticorpos e reagentes reconstituidos e
aliquotados de acordo com as orientacdes dos fabricantes. Em placas de 96 pocos
foram adicionados 100 pl de anticorpo de captura, diluido em PBS, sendo estas placas
incubadas em overnight a temperatura ambiente (estufa programada). Apds o tempo
de overnight, o liquido das placas foi eliminado, sendo posteriormente submetida a
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sucessivas lavagens em PBS-Tween (PBS adicionado de 0,05% de Tween-20),
permanecendo na placa apenas os anticorpos que foram realmente adsorvidos. Apds
secagem superficial dos pocos das placas, essas foram bloqueadas com 100 pl/poco
de uma solucao contendo PBS-BSA 1%, sendo colocada em repouso durante 1 hora
a temperatura ambiente. Apdés o tempo de repouso, as placas foram novamente
lavadas e secadas superficialmente. As amostras de lavado foram pipetadas em um
volume de 100 pl para cada poco, enquanto as de plasma foram pipetadas em um
volume de 50 ul para 50 pl de diluente (0,05% Tween-20, PBS-BSA 0,1%).
Paralelamente, o padrao de cada citocina foi diluido em concentracfes seriadas para
o estabelecimento da curva padréo. Posteriormente, as placas foram incubadas por 2
horas em temperatura ambiente. Apés o tempo de incubacdo, as placas foram
novamente lavadas e secadas superficialmente. O anticorpo de deteccéo, diluido em
diluente, foi pipetado em todos os poc¢os da placa e incubados por 2 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, a placa foi novamente lavada e secada
superficialmente, 100 pl de estreptoavidina ligada a peroxidase (na diluicdo
recomendada pelo protocolo de cada kit) em solucéo diluente foram adicionados a
placa e a mesma incubada por 30 minutos a temperatura ambiente. O cromoégeno
utilizado para revelacao foi o ABTS (seguindo o kit da PeproTech), que foi preparado
e diluido com citrato fosfato e misturado com agua oxigenada (30%) no momento de
colocar na placa. Apés ter pipetado toda a placa, a mesma foi incubada na estufa (25°)
até completar o tempo de reacdo. Apds, foi interrompia a reacdo enziméatica da
peroxidase por meio da utilizacdo do SDS (Dodecil sulfato de sédio) e realizada a
leitura da placa na absorbancia de 405 nm.

4.11. Anélises estatisticas

Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média. Para os dados
com distribuicdo normal foi utilizada a analise de variancia univariada (ANOVA one-
way) e bivariada (ANOVA two-way) seguidas pelo pos-teste de Newman-keuls.

Utilizamos p<0,05 como valor de significancia. Todas as analises foram realizadas
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utilizando o software GraphPad Prism versdo 6.00 para Windows 8, GraphPad
Software (San Diego, CA, USA).

5. RESULTADOS

5.1. Peso corporal dos animais no inicio e no final da exposic¢ao
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A fim de registrar uma possivel variagdo do peso dos animais, 0S grupos
expostos a fumaca do cigarro comum e do cigarro de papel foram pesados antes dos
primeiros procedimentos de exposicéo, e 0s animais controle (expostos a ar ambiente)
também foram pesados para parametro de comparacdo. Os pesos obtidos estédo

expressos na Figura 4 abaixo.

Figura 4. Peso corporal
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Analise do ganho de peso do animal durante o periodo de exposicao. Letra (a) representa a diferenca
dos grupos expostos (cigarro comum e de papel) para o controle. Letra (b) representa a diferenca entre
cigarro comum e cigarro de papel. Os dados foram expressos como média + EPM (n = 8) e foram
analisados por one-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Newman-Keuls (p <0,05).

Como era de se esperar, nossos resultados mostraram ganho de peso por parte
dos animais de todos os grupos (controle, comum e papel) ao longo do tempo.
Entretanto, os animais expostos a fumaca do cigarro comum tiveram um ganho de
peso significativamente menor em relacdo ao controle e ao cigarro de papel (CC:
12,86 £ 0,74 gramas; CP: 27,38 = 3,31 gramas e GC: 30,38 £ 2,66 gramas; p =0,0051).

5.2.Hemograma
Almejando analisar os elementos constituintes do sangue e alteracdo do
mesmo apods exposicao a fumaca de cigarro foi realizado o teste do hemograma, e os

resultados estdo demonstrados na tabela 1 abaixo.

Tabela 1. Hemograma.

GC cC CP p*
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WBC (x 10%L) 6,41 + 0,56 5,77 + 0,56 3,65+ 0,22 ab 0,0009

RBC (x 10%2/L) 7,45+ 0,23 7,62 +0,10 7,01 +0,04° 0,0314
HGB (g/dL) 14,93+ 0,31 15,21 +0,18 13,63+ 0,25 2b 0,0004
HCT (%) 42,21 +0,73 42,83 +£ 0,63 28,43 £ 0,512P <0,0001
PLT (x10°%L) 387,4 +19,48 345,3 + 20,67 233,4+13,32ab < 0,0001

WBC: Leucdcitos. RBC: Hemacias. HGB: Hemoglobina. HCT: Hematocrito. PLT: Plaqueta. Letra (a)
representa a diferenca dos grupos expostos (cigarro comum e de papel) para o controle. Letra (b)
representa a diferenca entre cigarro comum e cigarro de papel. Os dados foram expressos como média
+ EPM (n = 8) e foram analisados por one-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Newman-Keuls (p
<0,05).

Através da observacdo visual durante a puncdo cardiaca verificou-se nos
animais expostos a fumaca do cigarro, um sangue mais viscoso e escuro, 0 que o
diferenciava dos animais ndo expostos, porém, esse nao pode ser considerado um
parametro de comprovacdo de alteracdo. A analise hematolégica do sangue foi
realizada e segundo os valores de leucdcitos, glébulos brancos do sangue, houve
diferenca significativa dos animais expostos a fumaca do cigarro de papel em
comparagdo ao controle e ao cigarro comum (CP: 3,55 * 0,22 x 10°%L
comparativamente com GC: 6,41 + 0,56 x 10%L e CC: 5,77 + 0,56 x 10%L; p =0,0009).
Segundo nossos resultados a exposicao a fumaca do cigarro de papel promove
reducdo significativa do sistema imunitario do organismo que, portanto, torna-se mais
susceptivel a infeccoes.

A analise da concentracdo de hemacias, globulos vermelhos, responsaveis
pelo transporte de oxigénio no sangue, ndo demonstrou diferenca significativa entre
0S animais expostos e 0s ndo expostos. Havendo uma pequena diferenca entre os
animais expostos a fumaca do cigarro de papel e a fumaca do cigarro comum (CP:
7,01 + 0,04 x 10%*?/L em relacéo ao CC: 7,62 + 0,10 x 10*?/L; p =0,0314).

A hemoglobina, uma metaloproteina e também outro elemento sanguineo
importante, demonstrou variagdo nos animais expostos ao cigarro de papel (GC: 14,93
+ 0,31 g/dL; CC: 15,21 £ 0,18 g/dL e CP: 13,63 = 0,25 g/dL; p =0,0004) com diferenca
significativa para o grupo controle e para o grupo exposto a fumaca do cigarro comum.

A avaliacdo do hematdcrito no sangue mostrou também diferenca significativa
apenas do grupo exposto a fumaca do cigarro de papel em relagdo aos demais (GC:
42,21 + 0,73 /%; CC: 42,83 £ 0,63 /% e CP: 28,43 + 0,51 /%; p <0,0001).

E por ultimo a analise da concentracdo de plaguetas no sangue também
demonstrou diferenca significativa dos animais expostos a fumaca do cigarro de papel

para o grupo controle e expostos ao cigarro comum (GC: 387,4 + 19,48 x 10°/ L; CC:
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345,3 + 20,67 x 10°/ L e CP: 233,4 + 13,32 x 10°/ L; p <0,0001) confirmando que a
exposicdo a fumaca do cigarro de papel altera os elementos sanguineos de forma

significativa.

5.3.Diferenciacao do perfil celular sanguineo

O sangue obtido na puncao cardiaca também foi utilizado para realizacdo do
esfregaco sanguineo com o intuito de diferenciar o perfil celular. Foi contabilizado, por
meio de um microscopio, a quantidade de macrofagos, linfocitos e neutréfilos na
lamina do esfregaco sanguineo de cada animal, e a relacdo de porcentagem foi
calculada em razdo do total de leucdcitos sanguineos, os resultados estédo

apresentados na Figura 5 seguinte.

Figura 5. Quantificacdo de mondcitos, linfécitos e neutrodfilos no sangue.
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Letra (a) representa a diferenca dos grupos expostos (cigarro comum e de papel) para o controle. Letra
(b) representa a diferenca entre cigarro comum e cigarro de papel. Os dados foram expressos como
meédia + EPM (n = 8) e foram analisados por Two-way ANOVA seguido por pos-teste Newman-Keuls
(p <0,05).

A diferenciacdo dos leucocitos em mondcitos, linfocitos e neutréfilos obteve
como diferenca significativa entre os grupos apenas a contagem dos linfécitos (CC:
5,06 £ 0,44 x 103/ mL; CP: 3,06 + 0,14 x 10°/ mL e GC: 5,94 £ 0,52 x 103/ mL; p
=0,0004). Demonstrando reducdo significativa do total de linfécitos no sangue dos
animais expostos a fumaca do cigarro de papel tanto em relagéo ao grupo exposto ao

cigarro comum, quanto ao controle.
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5.4.Analise do influxo de leucdcitos e do perfil celular inflamatério do LBA

Com o propésito de avaliar o influxo celular inflamatério e a percentagem de
diferenciacdo das células em macrofagos alveolares, linfocitos e neutréfilos no periodo
de oito dias de exposicao a fumaca de cigarro, os grupos cigarro comum (CC) e cigarro
de papel (CP) foram analisados em relacéo a eles mesmos e ao grupo controle (GC).

Os resultados obtidos estdo representados na Figura 6.

Figura 6. Percentagem de macréfagos alveolares, linfécitos e neutréfilos no LBA.
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Letra (a) representa a diferenca dos grupos expostos (cigarro comum e de papel) para o controle. Letra
(b) representa a diferenca entre cigarro comum e cigarro de papel. Os dados foram expressos como
média + EPM (n = 8) e foram analisados por Two-way ANOVA seguido por pos-teste Newman-Keuls
(p <0,05).

Os animais dos grupos expostos a fumaca de cigarro, tanto a partir de cigarro
comum, como cigarro de papel apresentaram um aumento do influxo de células
inflamatdrias em comparagdo com animais do grupo ndo exposto (CC: 166 + 2,63 x
103/ mL e CP: 180 * 6,55 x 10% / mL comparativamente com GC: 118 + 6.66 x 10° /
mL; p <0,0001). A exposicdo a fumaca de cigarro causou um aumento do influxo
celular inflamatdrio nos animais expostos tanto ao cigarro comum, quanto ao de papel,
havendo diferenca significativa desses para o grupo controle.

Em relacdo ao perfil inflamatorio, foi observado um aumento significativo do

numero de macréfagos alveolares no grupo CP, sendo esse significativamente maior
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que no grupo CC. O numero de macrofagos no grupo CC foi significativamente menor
em relacdo ao grupo controle. O percentual de linfécitos ndo demonstrou diferenca
significativa entre os grupos, permanecendo 0 mesmo cOom Ou Sem exposicdo a
fumaca de cigarro. Contudo, o percentual de neutréfilos apresentou diferenca
significativa em todos os grupos, quando comparados entre si. O grupo CC
apresentou o maior influxo de neutrofilos, tendo diferenca significativa tanto do grupo
CP, guanto do GC. O numero de neutréfilos também foi maior e estatisticamente

diferente quando comparado ao GC.

5.5.Morfologia dos cortes histoldégicos de pulméo

Apés eutandsia, parte do pulmdo dos animais foi imerso no formol para
posterior realizacdo do processamento tecidual e da andlise estereoldgica. Os cortes
de pulmdo corados em hematoxilina-eosina (HE) apresentaram o0s seguintes

resultados mostrados na figura 7 e tabela 2.

Figura 7. Fotomicrografias de se¢fes pulmonares.
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Cortes de pulméo corados com hematoxilina e eosina. GC: Grupo controle. CC: Cigarro comum. CP:
Cigarro de papel. Ampliacdo de 40x.

Tabela 2. Andlise morfologica do pulmé&o.

Grupos Estereologia

Vva (%/mm?) Vvsa (%/mm?)
GC 43,36 + 3,46 55,28 + 3,52
cC 57,46 + 1,92 2 41,60+1,952
CP 53,40+ 1,832 46,21 +1,852
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Vva: espacos alveolares: Vvsa: volume do septo alveolar. Letra (a) representa a diferenca dos grupos
expostos (cigarro comum e de papel) para o controle. Os dados foram expressos como média + EPM
(n = 8) e foram analisados por one-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Newman-Keuls (p <0,05).

A andlise dos resultados da morfolégica do parénquima pulmonar demonstrou
diferenca significativa na densidade de volume de espacgo alveolar (Vva) entre os
animais expostos quando comparado aos controles (GC: 43,36 = 3,46 %/mm2; CC:
57,46 £ 1,92 %/mm2 e CP: 53,40 + 1,83 %/mmz2; p =0,0022). E também houve
diferenca significativa na densidade de volume de septos alveolares (Vvsa) entre os
animais expostos quando comparado aos controles (GC: 55,28 = 3,52 %/mm?; CC:
41,60 + 1,95 %/mm? e CP: 46,21 £ 1,85%/mm?2; p =0,0037).

5.6.Analise bioquimica dos homogenatos de pulmao

A exposicdo a fumaca de cigarro promove um aumento da producdo de
espécies oxidantes em analogia aos antioxidantes. O organismo a fim de neutralizar
esse desequilibrio, promove mudancas fisiolégicas. Para estimar essas alteragdes,
nOs mensuramos quantitativamente o teor proteinas totais presente nos homogenatos
de pulmdo, sendo esse valor utilizado como parametro de calculo para as outras
dosagens. Avaliamos a formacdo de TBARS; a atividades das enzimas antioxidantes
SOD e CAT; a formacéo de glutationa reduzida e oxidada, e a razdo das mesmas; e
a proteina carbonilada como marcador bioldgico do estresse oxidativo, sendo, todas
as dosagens realizadas com o homogeneizado pulmonar. Os dados estédo

apresentados abaixo, na Tabela 3.

Tabela 3. Andlise bioguimica de homogeneizado de pulmé&o.

GC CC CP p*
Proteinas Totais (mg) 1,77 £ 0,061 1,23+0,082 1,13+ 0,092 < 0,0001
TBARS (nM/mg prot) 1,00 £ 0,07 157+0,14 2 1,54+0,102 0,0033
SOD (U/mg prot) 25,73 +1,09 34,9+1,862 40,65 £ 3,44 2 0,0012
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CAT (U/mg prot) 0,48 =+ 0,06 0,96 + 0,06 & 0,94+0,102 0,0003

GSH (uM) 79,56 + 7,52 29,14+2,262 42,08 +14,232 0,0037
GSSG (uM) 10,96 £ 0,74 6,85+0,57 2 11,8+1,85° 0,0164
Raz&o GSH / GSSG 7,28 + 0,60 4,02+0,55¢2 3,32+0,89¢2 0,0037

Proteina Carbonilada

(nmol/mg)
TBARS: acido tiobarbitdrico. SOD: superéxido dismutase. CAT: catalase. GSH: glutationa reduzida.
GSSG: glutationa oxidada. GC: grupo controle. CC: cigarro comum. CP: cigarro de papel. Letra (a)
representa a diferengca dos grupos expostos (cigarro comum e de papel) para o controle. Letra (b)
representa a diferencga entre cigarro comum e cigarro de papel. Os dados foram expressos como média
+ EPM (n = 8) e foram analisados por one-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Newman-Keuls (p
<0,05).

9,93+0,75 7,07 +0,81 12,88+ 1,68° 0,0073

No valor obtido de proteinas totais, houve diferenca significativa do grupo
exposto tanto a fumaca do cigarro comum, como a fumaca do cigarro de papel em
comparacdo ao grupo controle (CC: 1,23 + 0,08 /mg e CP: 1,13 + 0,09 /mg
comparativamente com GC: 1,77 £ 0,061 /mg; p <0,0001). Demonstrando assim, que
a exposicdo a fumaca de ambos os cigarros (comum e papel) aumenta os valores de
proteinas totais dos homogenatos de pulmao.

O indice de peroxidacao lipidica obtido por meio da formacéo de substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), evidenciou diferenca significativa entre os
grupos analisados. Os animais expostos ao CC tiveram uma maior formacédo de
TBARS, seguido pelos expostos ao CP (CC: 1,57 + 0,14 nM/mg prot e CP: 1,54 £ 0,10
nM/mg prot comparativamente com GC: 1,00 + 0,07 nM/mg prot; p =0,0033).
Determinando assim, que os componentes da fumaca de cigarro, tanto do CC quanto
do CP, sendo esse em menor propor¢cdo, aumentam a peroxidacdo lipidica do
parénquima pulmonar.

A atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT) foi mensurada e obteve resultados significativos e comparativamente
semelhantes. A avaliagdo da atividade da enzima SOD resultou em aumento nos
animais expostos a ambos os cigarros quando correlacionado aos nao expostos (CC:
34,9 + 1,86 U/mg prot e CP: 40,65 + 3,44 U/mg prot comparativamente com GC: 25,73
+ 1,09 U/mg prot; p =0,0012). E na exposicdo a fumaca do CP esse aumento da
atividade da enzima foi significativamente maior que nos animais expostos ao CC. A

avaliacdo da atividade da enzima CAT, corroborou com resultados semelhantes, uma

50



vez que a exposicdo a fumaca de ambos os cigarros também promoveu aumento
significativo da atividade da enzima (CC: 0,96 = 0,06 U/mg prot e CP: 0,94 £ 0,10
U/mg prot comparativamente com GC: 0,48 £ 0,06 U/mg prot; p =0,0003).

A glutationa reduzida (GC: 79,56 + 7,52 uM; CC: 29,14 + 2,26 uM e CP: 42,08
+ 14,23 uM; p =0,0037) e oxidada (GC: 10,96 £ 0,74 / uM; CC: 6,85+ 0,57 / uyM e CP:
11,8 + 1,85/ uM; p =0,0164) foram mensuradas, e a razao glutationa reduzida/oxidada
foi utilizada para estimar o estado redox dos sistemas bioldgicos. A razdo GSH/GSSG
(GC:7,28+£0,60/uM; CC:4,02+0,55/uM e CP: 3,32 £ 0,89/ uM; p =0,0037) mostrou
uma reducao significativa por parte dos animais expostos, tanto para os expostos a
fumaca do CC, quanto do CP em comparacéao ao GC.

A proteina carbonilada, outro marcador biolégico de estresse oxidativo, €
representativa do dano provocado na parte proteica da membrana. Os resultados
dessa dosagem mostraram aumento significativo apenas por parte dos animais
expostos ao cigarro de papel (GC: 9,93 + 0,75/ uM; CC: 7,07 £ 0,81 /pM e CP: 12,88
+ 1,68 / uM; p =0,0073).

5.7. Teste comportamental

5.7.1. Esquiva inibitéria avaliada no Labirinto em T elevado

No Labirinto em T elevado primeiramente foi avaliado a esquiva inibitoria do

animal, registrada em trés tentativas consecutivas (LB, Esq 1 e Esq 2), com intervalos

de 30 segundos entre as tentativas. Os dados obtidos estdo mostrados na Figura 8

seguinte.

Figura 8. Teste de esquiva inibitéria no LTE.
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Média (+ EPM) das laténcias (em segundos) de saida do brago fechado do LTE (LB, Esq 1 e Esq 2).
LB: Linha de base. Esq 1: Esquiva 1. Esq 2: Esquiva 2. Letra (a) representa a diferenca dos grupos
expostos (cigarro comum e de papel) para o controle. Letra (b) representa a diferenca entre cigarro
comum e cigarro de papel. Os dados foram analisados por Two-way ANOVA seguido pelo pés-teste
Newman-Keuls (p <0,05).

De acordo com as andlises estatisticas observou-se um aumento no tempo de
laténcia, dos animais do grupo controle e do cigarro de papel, ao longo das trés
tentativas de esquiva inibitéria no LTE, o que demonstra uma capacidade de
aprendizado destes animais. Porém, o grupo exposto ao cigarro comum obteve
aumento da laténcia apenas na segunda tentativa (Esq 1), indicando que a presenca
da nicotina no cigarro provoca mesmo o efeito ansiolitico proveniente da droga [F (2,
58) = 46,06; p<0,0001]. Além disso, foi observada diferenca estatistica em relacao ao
tratamento nos grupos [F (2, 29) = 3,79; p = 0,0344] e a interagcado (tentativas vs
tratamento) do grupo controle e dos grupos tratado com fumaca de cigarro comum e
de papel [F (4, 58) = 7,84; p < 0,0001].

5.7.2. Teste de fuga avaliado no Labirinto em T elevado

Posteriormente a inser¢cao do animal no bracgo fechado, foi realizado o teste de
fuga no braco aberto (F1, F2 e F3), com intervalos entre as tentativas, sendo o tempo

de laténcia registrado e demonstrado na Figura 9 abaixo.

Figura 9. Teste de fuga no LTE.
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Média (£ EPM) das laténcias (em segundos) de saida de um dos bracos abertos do LTE (F1, F2 e F3).
F1: Fuga 1. F2: Fuga 2. F3: Fuga 3. Letra (a) representa a diferenca dos grupos expostos (cigarro
comum e de papel) para o controle. Letra (b) representa a diferenca entre cigarro comum e cigarro de
papel. Os dados foram analisados por Two-way ANOVA seguido também por pelo p6s-teste Newman-
Keuls (p <0,05).

Como representado nos resultados, ndo houve diferenca significativa entre os
grupos (controle, comum e papel) na primeira exposicdo ao bragco aberto (F1).
Contudo, na segunda tentativa (F2) os animais do grupo exposto a fumaca do cigarro
comum aumentaram a laténcia no braco aberto, sendo sua permanéncia no mesmo
significativamente maior do que a do grupo controle, sugerindo um aumento do
comportamento do tipo panico por parte desses animais. Enquanto que os animais
expostos a fumaca do cigarro de papel sairam do F2 significativamente ainda mais
rapido que do F1. O registro das laténcias de saida do braco aberto na F3 néo
demonstrou diferenga significativa entre os grupos.

De acordo com as analises estatisticas ndo houve diferenga significativa na
interacdo nem nas tentativas. Porém, houve diferenga no tratamento (exposicédo a

fumaca do cigarro comum e de papel) [F (2, 28) = 4,77; p = 0,0165].

5.7.3. Atividade locomotora avaliada no Campo Aberto

Subsequente ao teste do labirinto em T elevado, o animal foi colocado no centro
do CA e a média de retangulos percorridos pelo mesmo foi registrada no tempo total

de 5 minutos, os dados estéo evidenciados na Figura 10 abaixo.
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Figura 10. Teste de atividade locomotora no CA.
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Média de retangulos percorridos por cada grupo experimental. Letra (a) representa a diferenca dos
grupos expostos (cigarro comum e de papel) para o controle. Os dados foram expressos como média
+ EPM e foram analisados por one-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Newman-Keuls (p <0,05).

Ao avaliar a atividade locomotora do animal obteve como resultado significativo
apenas uma maior locomocao por parte do grupo exposto a fumaca do cigarro comum
em relacéo ao controle (GC: 50,85 * 3,62 unidade; CC: 64,62 + 4,18 unidade e CP:
56,00 + 3,612 unidade; p =0,0422).

5.8.Analises das citocinas inflamatdérias

5.8.1. Dosagem de citocinas das amostras do LBA

Para avaliar as citocinas inflamatérias foi utilizado o ensaio imunoenzimatico.

Os resultados obtidos estdo mostrados na Figura 11 abaixo.

Figura 11. Concentracdo de citocinas no LBA.
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IL-6: Interleucina 6. IL-1B: Interleucina 1 beta. TNF-a: Fator de necrose tumoral GC: grupo controle.
CC: cigarro comum. CP: cigarro de papel. Os dados foram expressos como média + EPM (n = 8) e
foram analisados por one-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Newman-Keuls (p <0,05).

A analise estatistica das citocinas pro-inflamatérias no plasma ndo demonstrou

diferenca significativa entre 0s grupos.

5.8.2. Dosagem de citocinas das amostras de Plasma

Ainda avaliando as citocinas pro-inflamatorias, a Figura 12 abaixo mostra 0s

resultados provenientes da anélise no plasma.

Figura 12. Concentracdo de citocinas no plasma.
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IL-6: Interleucina 6. IL-1B: Interleucina 1 beta. TNF-a: Fator de necrose tumoral GC: grupo controle.
CC: cigarro comum. CP: cigarro de papel. Os dados foram expressos como média + EPM (n = 8) e
foram analisados por one-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Newman-Keuls (p <0,05).

Assim como nos resultados obtidos do LBA, as analises estatisticas do plasma
nao geraram diferenca significativa entre 0os grupos.

6. DISCUSSAO
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Neste trabalho verificamos se o periodo de oito dias de exposicdo a fumaca de
cigarro (cigarro comum-CC e cigarro de papel-CP) seria suficiente em induzir
inflamacédo pulmonar. Observamos aumento do influxo celular inflamatério, aumento
de TBARS, reducdo da razdo GSH/GSSG, aumento da atividade das enzimas
antioxidantes (SOD e CAT) e alteracdo da histoarquitetura do pulméao, evidenciaram
gue oito dias de exposicao de ratos Wistar a fumaca de cigarro nédo so6 foram suficiente
em causar processo inflamatério como também promoveram dano pulmonar nesses
animais. Assim, diante desses achados, focamos em avaliar se esse processo
inflamatoério pulmonar induzido pela exposicdo promoveria alteracdo de
comportamento. Nossos dados demonstraram que a exposicado dos animais a fumaca
do cigarro comum, portanto, com nicotina, promove reducao gradativa na laténcia de
saida do braco fechado no teste de esquiva inibitéria do braco fechado do LTE,
evidenciando comportamento do tipo ansiolitico, e aumenta a laténcia na fuga 2 do
braco aberto, evidenciando comportamento do tipo panicolitico. Por outro lado,
animais expostos a fumaca do cigarro de papel, portanto sem nicotina, apresentaram
comportamento do tipo ansiogénico, caracterizado pelo aumento consecutivo das
laténcias na esquiva inibitéria do brago fechado, e panicogénico, devido a reducao da
laténcia de saida do braco aberto (aversivo) no teste de fuga. Nossos dados sugerem
gue a inflamacado pulmonar, ocasionada pela exposi¢cédo a fumaca de cigarro, pode ser
a determinante da alteragcdo de comportamento do tipo panico e ansiedade
independente da presenca de nicotina. O modelo de exposi¢do a fumaca de cigarro
utilizado nesse estudo tem como principio influenciar o minimo possivel no
comportamento de estresse do animal, por isso, todos os animais passaram pelos
mesmos procedimentos experimentais, exceto a exposicao a fumaca de cigarro, como
demonstrado em trabalhos prévios realizados pelo nosso grupo de pesquisa (Silva
Bezerra et al., 2006; Bezerra et al., 2011; Campos et al., 2013; Campos et al., 2014).
A maior critica, no entanto, em relagédo a essa exposicao, esta no fato do animal se
sentir incomodado com a fumaca. A escolha dos testes comportamentais empregados
nesse trabalho também partiu de estudos prévios realizados em nosso laboratério (De

Noronha et al., 2017) onde foi validado o teste e padronizado.
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O estudo foi desenvolvido com machos a fim de minimizar os efeitos
comportamentais provocados pelas alteragdes hormonais evidenciadas em fémeas,
como nos achados de estudos prévios do nosso grupo de pesquisa (Campos, 2015).

A exposicao a fumaca do cigarro comum ocasionou aos animais um ganho de
peso menor em relagdo ao grupo controle. Ndo se pode afirmar que a fumaca de
cigarro promove perda de peso por parte dos animais, por mais que a percepgao
comumente seja essa, mas talvez o ganho seja comprometido pelo procedimento
experimental da exposicdo que pode ser estressante para o animal e interferir nas
propriedades organolépticas dos alimentos (Abreu-Villaca et al., 2015). A exposicdo a
fumaca do cigarro de papel ndo promoveu alteragcado do ganho de peso, confirmando
assim, que a fumaca por si s6 ndo é a responsavel por essa mudanca, e que sim,
algum constituinte intrinseco do cigarro comum pode ter interferido nesse menor
ganho. Sabe-se que a nicotina possui como caracteristicas: aumentar o gasto
energético (tanto por efeitos diretos nos tecidos periféricos, como por a¢ao no sistema
nervoso central regulando o metabolismo), diminuir o apetite (pela transmissédo de
sinais, para cessacao da ingestdo, a neurdnios chamados opiomelanocortina-POMC
situados no hipotalamo), aumentar a saciedade e com isso diminuir a ingestao
alimentar (Audrain-Mcgovern e Benowitz, 2011; Mineur et al., 2011). Portanto, a
presenca da mesma no cigarro comum pode ter condicionado a esse menor ganho de
peso por parte dos animais desse grupo.

Almejando observar além de processo inflamatério local (no caso, pulmonar)
possivel presenca de inflamacao sistémica, decidimos por analisar os elementos
sanguineos dos animais (hemograma). Diversos sao os tipos celulares envolvidos na
inflamac&o pulmonar e dentre esses estdo as células epiteliais que compde as vias
aéreas e alvéolos e as celulas imunologicas sanguineas (Wong et al., 2016). Nossos
resultados evidenciaram apenas uma reducdo da hemoglobina por parte dos animais
expostos a FC do cigarro de papel, demostrando que a exposi¢ao a esse cigarro pode
comprometer de certo modo o transporte de oxigénio pelo sangue, uma vez que a
hemoglobina é a molécula carreadora desse transporte. O volume de hematdcrito
também foi significativamente menor nos animais expostos a esse tipo de cigarro.
Contudo, uma vez que as células vermelhas desses animais se encontram em valores
similares a dos demais grupos, esse valor reduzido de hematdcrito por parte do grupo
exposto a fumaca do cigarro de papel pode ser devido a um aumento do volume
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plasmatico em comparacdo a porcentagem de volume ocupado pelas hemacias, no
volume total de sangue. A reducéo das plaquetas nos animais expostos a fumaca de
cigarro de papel pode ser em virtude de um recrutamento das mesmas ao local da
lesé@o, no caso o pulmao, resultado similar foi encontrado em um estudo realizado pelo
nosso grupo de pesquisa que avaliou em ratos os efeitos oxidativos na resposta
inflamatdria pulmonar da exposi¢éo a diferentes concentragfes de formaldeido (Murta
et al., 2016). A exposi¢éo ao cigarro de papel também causou reduc¢do significativa do
sistema imunologico do organismo (concentracdo de leucdcitos) que, portanto,
aumentou a susceptibilidade desse grupo a inflamacéo.

A exposicdo a fumaca de cigarro (tanto comum, como papel) promoveu
aumento significativo do influxo celular inflamatério no lavado broncoalveolar, esses
resultados corroboram a estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa e outros
autores que também demonstraram aumento celular no LBA de animais expostos a
FC (Castro et al., 2004; Silva Bezerra et al., 2006; Valenca, Bezerra, et al., 2008;
Valenca, Silva Bezerra, et al., 2008; Campos et al., 2013; Lopes et al., 2013; Liu et al.,
2014; Campos et al., 2015; He et al., 2015), confirmando assim presenca de processo
inflamatorio local. Bezerra, Castro, Campos e colaboradores, em seus respectivos
estudos, ainda revelaram que o numero de macréfagos foi maior em relacao ao de
neutroéfilos na exposicao a fumaca de cigarro (Castro et al., 2004; Silva Bezerra et al.,
2006; Campos et al.,, 2013), dados similares aos nossos resultados obtidos da
exposicao a fumaca do cigarro de papel. Entretanto, a exposicdo a fumaca do cigarro
comum em nosso trabalho acarretou influxo maior de neutréfilos em comparacao aos
macréfagos, e esse resultado corrobora a estudos que presumem que durante a fase
de inflamag&o ha um aumento significativo de neutréfilos na area afetada (no caso, os
pulmdes) ampliando por consequéncia a producdo de espécies reativas de oxigénio
(Hoenderdos e Condliffe, 2013; Meijer et al., 2013; Lerner et al., 2016). Assim, NOSS0S
resultados evidenciam que o cigarro de papel, portanto, sem nicotina, induziu a
processo inflamatdério assim como o cigarro comum (com nicotina), havendo apenas
uma diferenca do tipo celular mais predominante em cada tipo de exposicao.

Considerando os resultados obtidos por meio da analise do influxo celular
inflamatorio, julgamos necessario avaliar a histoarquitetura do parénquima pulmonar,
a fim de observar possivel diferenca significativa entre os grupos (controle, cigarro
comum e papel). As laminas de cortes seriados histolégicos de pulméo, coradas com
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eosina e hematoxilina, foram analisadas por meio de microscopio. A exposicdo a
fumaca de cigarro (comum e papel) gerou aumento do volume dos alvéolos e reducéo
do volume dos septos do pulméo, confirmando a hipétese de dano no parénquima
pulmonar quando comparado aos animais expostos a ar ambiente (controle). Assim
sendo, novamente, a exposicdo ao cigarro comum, bem como ao de papel
apresentaram resultados similares, promoveram alteracdo da histoarquitetura
pulmonar, indicando dano. Estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa com
exposicdo a fumaca de cigarro por 60 dias consecutivos (Bezerra et al.,, 2011)
corroboram aos nossos resultados e estudo anterior (Ross et al., 1962) demonstra
que esse remodelamento € caracteristico de enfisema. Mahadeva, Shapiro, Wright e
Churg acreditam que o periodo necessario para causar enfisema varia entre animais
e que a tendéncia ao enfisema depende da dose de cigarros inalados e do método de
exposicao utilizado (Wright e Churg, 2002; Mahadeva e Shapiro, 2005).

De longe é sabido os males que a inalagédo a fumaca de cigarro em curto e em
longo prazo causam a saude tanto dos animais, como dos seres humanos e estudos
utilizados como embasamento deste trabalho, confirmam esses dados (Inca, 2008;
Bezerraetal., 2011; Campos et al., 2013; Mcdermott et al., 2013; Baiardini et al., 2014;
Campos et al., 2014; Abreu-Villaca et al., 2015; Silva et al., 2015; Who, 2015).
Portanto, além do influxo inflamatério e da histoarquiterura pulmonar, consideramos
gue seria imprescindivel analisar também o estresse oxidativo e a variacdo das
enzimas antioxidantes durante o processo de exposicdo a fumaca de cigarro por oito
dias consecutivos. Em relacdo ao dano oxidativo avaliado por meio da concentracao
de TBARS, houve um aumento significativo por parte dos animais expostos a fumaca
de cigarro em comparacao ao controle, esse resultado indica peroxidagéo lipidica do
parénquima pulmonar e corrobora a estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa
tanto na exposi¢cao em curto prazo (Silva Bezerra et al., 2006; Campos et al., 2013),
como em longo prazo (Campos et al.,, 2014). Outra forma de avaliar o dano no
parénquima pulmonar, porém, relacionado a dano na parte proteica da membrana, é
por meio da andlise da concentracdo de proteina carbonilada no tecido. O resultado
aumentado da concentracao de proteina carbonilada obtido neste estudo, em relacéo
a exposicao a fumaca do cigarro de papel, foi similar aos achados pelo nosso grupo
de pesquisa em um trabalho que procurava avaliar os efeitos da exposicdo a
formaldeido e também dosou as concentracfes de proteina carbonilada nos tecidos
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pos-exposicao (Murta et al., 2016). Porém, ndo corrobora ao nosso resultado em
relacdo a exposicdo a fumaca do cigarro comum, que apresentou reducdo da
concentracdo de proteina carbonilada. Indicando assim, que talvez o periodo (oito
dias) de exposicao a fumaca do cigarro comum nao seja potencialmente suficiente em
danificar a parte proteica da membrana. Mas que outros componentes do cigarro, que
nao a nicotina, quando em maiores concentragdes (como no cigarro de papel) podem
causar ainda uma maior lesdo no parénquima, atingindo até a parte proteica. Esses
achados sugerem que a auséncia ou presenca de nicotina apenas tem influéncia
psicoldgica sobre os animais, que os males provocados pelos cigarros contendo ou
ndo a substancia, sdo semelhantes ou algumas vezes podem ser até maiores na
exposicao a fumaca de um cigarro contendo apenas papel.

Segundo Ballatori (2009) a razao glutationa reduzida pela oxidada é também
um indicador de estresse oxidativo e tecidos saudaveis de 6rgdos no geral possuem
em sua maior parte a glutationa em sua forma reduzida (Ballatori et al., 2009). Os
achados do nosso estudo convergem no mesmo sentido dos apresentados por outros
autores (Santos-Silva et al., 2013; Murta et al., 2016) que revelaram também uma
reducdo significativa da razdo glutationa reduzida/oxidada nos animais expostos a
fumaga de cigarro em comparacao ao controle, indicando assim dano oxidativo do
parénquima pulmonar. Mais uma vez temos semelhanca dos resultados apresentados
pela exposicdo ao cigarro comum e de papel (reducdo da razdo da glutationa)
indicando que a presenca ou ndo de nicotina promove do mesmo modo processo
inflamatério e dano pulmonar.

Outra forma que optamos por utilizar neste estudo para avaliar o estado redox
foi por meio da analise de duas enzimas antioxidantes cruciais no processo de
equilibrio dos oxidantes/antioxidantes. A atividade da superdxido dismutase e da
catalase demonstraram resultados semelhantes, uma vez que ambas aumentaram a
atividade durante o periodo de exposicéo a fumaca de cigarro (comum e papel) esses
dados se assemelham aos apresentados por Lopes, Valenca e colaboradores em
seus estudos (Valenca, Silva Bezerra, et al., 2008; Lopes et al., 2013). Portanto, 0
organismo frente a exposicdo a fumaca de cigarro e consequente aumento da
obtencédo e formacéo de oxidantes, promove ampliacdo da atividade da superéxido

dismutase e a catalase a fim de tentar reverter esse quadro oxidativo, além de evitar
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a formacéo do radical hidroxila que ndo possui um sistema de defesa contra ele
(Lushchak, 2015).

As citocinas inflamatorias que demos foco neste trabalho foram: IL-1p3, IL-6 e
TNF, optamos por avaliar estas em razdo do importante papel na inflamacéao e por
comumente terem sua secre¢do alterada durante a exposicdo a fumaca de cigarro
(Rufino e Lapa E Silva, 2006; Mills e Dunne, 2009; Striz et al., 2014; Wong et al.,
2016). Surpreendentemente, a concentracao destas citocinas analisadas no LBA dos
animais expostos ao cigarro comum, ndo aumentou em comparagado aos controles,
ao contrario do observado em estudo realizado com camundongos por Valenca
(Valenca et al., 2008). E, além disso, a analise do plasma também n&o demonstrou
diferenca significativa entre os grupos (controle, comum e papel). Porém, segundo
Lowry e colaboradores (2007) a inflamacgéo broncopulmonar pode permanecer mesmo
quando ndo ha um aumento significativo de citocinas inflamatérias plasmaticas,
corroborando assim aos nossos resultados. Portanto, uma vez que a exposicédo a
ambos os tipos de cigarro (comum e papel) ndo promoveu aumento significativo das
citocinas inflamatodrias analisadas neste estudo, acredita-se que o periodo de oito dias
de exposicao por mais que tenha ocasionado inflamacao pulmonar e dano oxidativo
do pulmé&o, néo foi suficiente em gerar diferenca significativa entre 0s grupos expostos
e nao expostos na andlise do ensaio imunoenzimatico.

Tendo em maos uma gama de resultados que indicam processo inflamatorio e
lesdo pulmonar independente da presenca de nicotina no cigarro, visto que
mostramos que o cigarro de papel induz da mesma forma a inflamacgéo que o cigarro
comum, demos foco na nossa hipétese que sugere que apenas a inflamacao pulmonar
seria suficiente em alterar o comportamento. Para isso, realizamos os testes
comportamentais de esquiva inibitéria e fuga no labirinto em T elevado (LTE) e o teste
para avaliar a atividade locomotora no campo aberto (CA) (Zangrossi e Graeff, 2014).

O resultado referente ao teste de esquiva inibitéria no LTE dos animais
expostos a fumaga do cigarro comum demonstrou aumento da laténcia apenas na
segunda tentativa, permanecendo constante na terceira, indicando que os animais
expostos ao cigarro com nicotina tendem a ter uma redu¢cdo no comportamento do
tipo ansiedade (Sant'ana et al., 2016; De Noronha et al., 2017) e que a presenca da
mesma no cigarro pode ter sido a responsavel por essa alteracdo, devido ao efeito
ansiolitico da droga (Benowitz, 2010). Estes resultados corroboram ao fato que a
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nicotina pode ter efeitos tanto ansioliticos como ansiogénicos em animais e essa
variacdo depende da dose administrada, sendo considerado que altas doses
comumente induzem a uma acao ansiogénica e baixas uma acédo ansiolitica (Irvine et
al., 2001; Picciotto et al., 2002). Os efeitos da nicotina na exposicdo a fumaca de
cigarro séo relevantes, contudo, evidéncias sugerem que a nicotina ndo € o Unico
componente do cigarro que provoca alteragcdes no sistema nervoso central (Abreu-
Villaca et al., 2015).

Com relacéo aos resultados adquiridos no teste de fuga dos animais expostos
ao cigarro comum obteve-se um aumento significativo da laténcia na segunda
tentativa quando comparado ao controle, indicando redugcdo no comportamento do
tipo panico (Pinheiro et al., 2008; Roncon et al., 2012; Zangrossi e Graeff, 2014).

Ao final do teste no labirinto em T elevado, os animais foram colocados no
campo aberto e sua atividade locomotora foi avaliada, a fim de, validar e confirmar a
resposta comportamental vista no aparato (Zangrossi e Graeff, 2014). Nossos
achados nos levaram a acreditar que o comportamento emitido, tanto na esquiva
inibitéria quando na fuga, pelos animais do grupo exposto ao cigarro comum nao foi
induzido por alteracdo da atividade locomotora, ao menos que 0s mesmos também
tivessem entrado mais rapido na fuga 2.

Os animais expostos a fumaca do cigarro de papel, portanto, sem nicotina, na
exposicdo ao LTE, reproduziram aumento gradativo da esquiva inibitoria nas
tentativas, sugerindo capacidade de aprendizado por parte desses animais ao evitar
0 ambiente aberto e alto (braco aberto) e maior propenséo ao comportamento do tipo
ansiedade (Morais et al., 2016; De Noronha et al., 2017), do que o controle e os
expostos a fumaca do cigarro comum. Estudos mais recentes tem proposto que o
tabagismo aumenta o estresse por parte dos fumantes e nédo diminui como se
pensava, e que o periodo pos a cessacado desse habito, imediatamente gera
ansiedade devido a abstinéncia da nicotina (substancia presente na composi¢cao do
cigarro) e nao do ato de fumar em si (Mcdermott et al., 2013; Baiardini et al., 2014;
Taylor et al., 2014). Porém, nossos resultados nos conduzem a interpretar essas
alteracdes de forma diferente. Uma vez que demonstramos que o cigarro de papel,
portanto, sem tabaco, além de causar inflamagcdo provoca também aumento da

ansiedade, acreditamos que a inflamacao possa estar diretamente envolvida nessa
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alteracdo de comportamento, e que o aumento da ansiedade no periodo de cessacao
possa também ser resultado da inflamacé&o e ndo apenas da abstinéncia.

Com referéncia ao resultado do teste de fuga nos animais exposto a fumaca do
cigarro de papel, houve uma reducéao significativa da laténcia na fuga 2, indicando
comportamento do tipo panico (Pinheiro et al., 2008; Roncon et al., 2012; Zangrossi e
Graeff, 2014). Ademais, esse grupo ainda apresentou aumento da laténcia na fuga 3,
sugerindo que o animal estd menos estressado (ansioso) reforcando assim
novamente a ideia do efeito ansiolitico da nicotina presente no cigarro comum. E assim
COmMO NnOo grupo exposto ao cigarro comum, foi avaliada a atividade locomotora dos
animais expostos ao cigarro de papel, a fim de minimizar interferéncias externa. E os
resultados do campo aberto evidenciaram novamente que nenhum resultado de
comportamento foi induzido por alteracdo da atividade locomotora.

Portanto, a analise comportamental em relacdo a exposicao aos dois tipos de
cigarro (comum e papel) revelou que o processo inflamatério, independente da
nicotina, pode promover alteracdo no comportamento do tipo ansiedade, resultados
gue corroboram aos expostos por Hale e colaboradores em seu estudo (Hale et al.,
2012).
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam que a exposicédo a fumaca do
cigarro comum (com tabaco) bem como a do cigarro de papel (sem tabaco) conduziu
a alteracdo nos parametros inflamatorios e no status redox, além de promover
alteracdo de comportamento. A exposicdo a fumaca do cigarro comum reduziu os
comportamentos do tipo ansiedade e panico. Por outro lado, o cigarro de papel induziu
comportamento do tipo ansiedade e panico. Acreditamos que a inflamacéo, devido a
exposicdo a fumaca de cigarro, possa ser a responsavel pelo aumento da ansiedade
e ndo a auséncia da nicotina em si, contudo, o cigarro que possui essa substancia em
sua composicado provavelmente reduza a ansiedade pela acdo desse composto

quimico.
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