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RESUMO

Introducao: a dosagem da cotinina e da percentagem de carboxiemoglobina no sangue sao utilizados como marcadores de
exposicao tabdagica. O objetivo deste trabalho é quantificar a intensidade da exposicao tabdgica passiva em ratos, determinando a
cotinina e a carboxiemoglobina em sangue animal. Metodologia: ratas virgens, divididas em grupos, foram expostas a fumaca de
cigarro segundo o sistema de exposicao descrito por Le Mesurier et al. (1981) e modificado por Silva et al. (1997), variando a
quantidade de cigarros e o nimero de dias de exposicao. A cotinina plasmatica e a carboxiemoglobina foram determinadas pela
técnica adaptada de Feyerabend et al. (1986) e pela técnica de Beutler e West (1984) respectivamente. Resultados: resultados
mostram associacdo, através do coeficiente de correlagdo de Spearman, entre nimero de cigarros e niveis de cotinina e
carboxiemoglobina, respectivamente 0,91 e 0,53 (p<0,05) para exposicao Unica, e 0,89 e 0,75 (p<0,05) para exposigao prolongada.
Quando se variou o tempo, a intensidade de exposicdao constante, observou-se que apenas a cotinina, ao contrario da
carboxiemoglobina, se correlacionou com o niimero de dias de exposicao (r, = 0,696; p<0,05). Conclusdes: para o modelo de
exposicao utilizado, a medida de carboxiemoglobina apresentou coeficientes de correlacao maiores com a intensidade da exposicao
que a determinacao de cotinina, e apenas a cotinina se correlacionou com o tempo da exposigao.

Descritores: tabagismo, modelo experimental, cotinina, carboxiemoglobina, rato.

ABSTRACT

Introduction: cotinine and carboxyhemoglobin in blood are used as tobacco exposure markers. The objective of this paper is to
correlate the intensity of tobacco exposure with cotinine and carboxyhemoglobin levels in experimental animals. Methodology: virgin
rats, divided in groups, were exposed to tobacco smoke increasing intensity (number of cigarettes) and frequency (number of days),
using an exposure model described by Le Mesurier et al. (1981) and modified by Silva et al. (1997). Plasma cotinine was determined
as described by Feyerabend et al. (1986) adapted; for blood carboxyhemoglobin Beutler and West (1984) method was adapted for rat
blood. Results: Spearman’s correlation coefficient for number of cigarettes x cotinine and carboxyhemoglobin were 0.91 and 0.53 for
single exposure and 0.89 and 0.75 for multiple exposures, respectively (p<0.05). Time in days, at constant exposure, correlated with
cotinine (r=0.696; p<0.05) but not with carboxyhemoglobin. Conclusion: for the exposure model used, carboxyhemoglobin showed
better correlation than cotinine with intensity of exposure and only cotinine correlated with time of exposure.

Keywords: tobacco, experimental model, cotinine, carboxyhemoglobin, rat.
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Introducao

A fumaca do cigarro é um aerossol complexo,
produzido pela destilacio e combustao dos
componentes do tabaco e no qual foram identificadas
cerca de cinco mil substdncias quimicas'?.
Aproximadamente 10% dessa fumaga é constituida pela
fase particulada, composta principalmente de alcatrao,
agua e nicotina e os 90% restantes constituem a fase
gasosa, que contém monoxido de carbono, diéxido de
carbono, 6xidos de nitrogénio e cianetos®®.

A quantidade de nicotina absorvida pelos tabagistas
depende de iniimeros fatores tais como caracteristicas
do cigarro, taxa de consumo e habito de cada individuo
(frequiéncia de tragos, profundidade de inalagao e
duracdo). No entanto, os tabagistas sdao capazes de
controlar a nicotinemia com bastante precisao, de acordo
com os efeitos psico-farmacoldgicos desejados®”®.

A fumaca do cigarro liberada no meio ambiente
é constituida por dois componentes: fumaga central
ou principal, e fumaca periférica ou lateral. A fumaca
central é gerada quando o fumante traga o cigarro, é
produzida em altas temperaturas (acima de 9502C),
e polui o ambiente ap6s ter sido aspirada através do
cigarro, entrado em contato com os pulmées e, em
seguida, exalada®'. Constitui a fonte predominante
de exposicao dos individuos fumantes ativos.

A fumaca periférica é produzida em temperaturas
mais baixas (cerca de 3502C), durante a queima lenta
do cigarro que ocorre entre as tragadas. Oitenta e cinco
por cento da fumaga de cigarro presente no ambiente
é resultante da fumaca periférica produzida a partir da
queima espontdnea da extremidade do cigarro. Este
componente difere da fumaga central inalada pelo
tabagista ativo pelo fato de nao ser filtrada e a despeito
de diferengas quantitativas, a composicao quimica da
fumaca lateral é similar a da fumaca principal®''2. A
fumaga lateral apresenta concentragoes de alcatrdo,
nicotina, mondxido de carbono, diéxido de carbono,
benzopireno, e substancias cancerigenas duas a dez
vezes mais elevadas que a fumaca central, muito
embora o fumante passivo inale uma concentragdo
menor destas substancias devido a diluicio que ocorre
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no arambiente'>'. A fumaca periférica é a fonte de expo-
sicdo de todos aqueles que inalam a fumaga presente
no meio ambiente, os chamados fumantes passivos.

Os marcadores de exposicao ao tabagismo
permitem uma avaliagdo objetiva do grau de
tabagismo e uma estimativa da quantidade inalada
de fumaga de cigarro’. Os marcadores mais utilizados
sao: percentual de carboxiemoglobina no sangue,
monodxido de carbono no ar expirado, as medidas das
concentracbes de tiocianato, nicotina e cotinina no
plasma, saliva e urina’. A nicotina apresenta meia-
vida curta (cerca de 1 a 2 horas), o que dificulta a
deteccao desta substancia nos fluidos corporais para
diagnéstico e quantificacdo da exposicao tabégica,
tanto ativa quanto passiva'’.

A carboxiemoglobina é um marcador da fase
gasosa do cigarro e também sofre influéncia dietética
e da presenga de monéxido de carbono no ambiente'®,
0 que pode comprometer sua confiabilidade como
marcador do tabagismo.

Por ser mais polar e menos lipofilica que a
nicotina, a cotinina apresenta volume de distribuicao
relativamente restrito em comparagao a nicotina.
Devido a baixa taxa de metabolismo e excrecao renal,
sua meia-vida na circulagao é 10 vezes mais longa -
19 a 40 horas, (comparado com 30 a 110 minutos da
nicotina) e sua concentracao é relativamente estavel
durante todo o dia de um tabagista'*'.

Assim, por estar presente no sangue em maior
concentragdo e por mais tempo que a nicotina?’, e
ainda, por ser especifica para a exposicao ao tabaco',
e possuir distribuicdo nos fluidos corporais mais
restrita, a cotinina tem sido o marcador mais utilizado
para avaliar o consumo de tabaco, bem como para
controle de sua abstinéncia.

Modelos experimentais sao particularmente Gteis
em toxicologia para o estudo de aspectos que nao
podem ser investigados de maneira adequada em
seres humanos. Muito embora existam limitacoes
metodolégicas na toxicologia experimental, ela
permite a estimativa do impacto que a exposigao
passiva ao tabaco causaria na satde humana®.
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Estudos em ratos de laboratério permitem analisar
os efeitos nocivos do tabaco em periodos de tempo
mais curtos, com custo reduzido. Além disso, os efeitos
toxicos da fumacga do tabaco sobre os animais podem
ser amenizados, realizando-se adaptagdo gradativa dos
animais as exposigoes de intensidade crescente,
modificando-se o método de exposicdo, e ainda,
adequando-se o tipo de animal ao objetivo do estudo®.

Dentre os varios métodos que foram desen-
volvidos para estudos em modelo animal dos efeitos
do tabaco nas tltimas décadas®*’, destacam-se aqueles
que administram nicotina ao animal, e os métodos de
exposicao a fumaga do tabaco. Aparatos disponiveis
para exposicao a fumaca principal de cigarros foram
devidamente testados quanto a eficiéncia e
reprodutibilidade. Estas “maquinas de fumar”
procuram mimetizar o ato humano de fumar e
permitem o controle de algumas varidveis: tempo,
duragdo, freqléncia, composicdo da mistura
administrada (ar e fumaga dos cigarros), além dos
intervalos entre os “puffs” de fumacga do tabaco®.

Sistemas de exposicao a fumaca lateral do cigarro,
que mimetizam uma exposi¢ao passiva ao tabaco,
utilizam camaras de metragem cuibica definida, e o
corpo do animal é exposto totalmente. A exposicao é
controlada por indicadores, como a contagem de
material particulado, medida por meio de monitores
6ticos de dispersao de particulas, e pela mensuragao
do monoéxido de carbono e nicotina no ar inalado
analisados separadamente ou em conjunto® .

Estudos experimentais tém sido realizados, em
nosso meio, com sistemas simplificados de exposicao
passiva a fumaca do cigarro baseados no descrito por
Le Mesurier et al.**, modificado por Cendon Filha3* e
Silva et al.>>. No entanto, resta ainda testar esse modelo
de exposicao a fumaca lateral de cigarros em ratos,
com a avaliacdo da exposicdo as fases gasosa e
particulada do cigarro, procurando correlacionar a
intensidade e a frequéncia da exposicao tabégica
passiva as concentragoes dos marcadores de exposicao,
a saber, cotinina (fase particulada), e carboxiemoglobina
(fase gasosa) com posterior aplicagdo do modelo em
estudos especificos.

Metodologia

Este estudo esta inserido em projeto de pesquisa
de avaliagdo dos efeitos da exposigdo a fumaga lateral
do tabaco desenvolvido em ratas, na qual parametros
associados a nutricdo, ao crescimento intra-uterino e
a lactacao foram analisados?*®.

O modelo foi testado em ratas virgens submetidas
a variagoes na freqtiéncia e intensidade da exposicao
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ao tabaco, utilizando-se como marcadores de exposicao
a carboxiemoglobina (fase gasosa) e a cotinina (fase
particulada). Foram estudadas ratas virgens de quatro
meses de idade (Ratus Norvegicus) da cepa Wistar
fornecidas pelo Biotério Central da Universidade Federal
de Mato Crosso, e mantidas no Biotério do Laboratério
de Investigagdo da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UFMT, em temperatura controlada (22 = 2°C), umidade
de 40 a 60% e ciclo de luz controlado (12 horas de
claridade e 12 horas de escuridao). Os animais foram
pesados a admissao e numerados por perfuragdo do
pavilhdo auricular. Foram aceitos animais com peso
entre 230 e 260 gramas (balanca analitica marca Marte
A 500, com capacidade de 500 gramas, e variagao de
0,01 g), alimentados com racao NUVILAB (NUVITAL,
Curitiba, PR) e dgua ad libitum.

Para exposicdao dos animais foram utilizados
cigarros da marca Marlboro (Phillip Moris),
embalagem vermelha com 20 unidades, cada cigarro
contendo 0,8 mg de nicotina, 10 mg de alcatrao e 10
mg de mondxido de carbono (o rétulo do produto
indica que estes valores foram aferidos, por
amostragem, no Laboratério Labstat do Canada).

O sistema de exposicao utilizado foi baseado no
descrito por Le Mesurier et al.** e Cendon Filha**
modificado por Silva et al.?*, e consiste de caixa
retangular de madeira revestida de férmica, medindo
94,5 cm de largura, 36,2 cm de altura e 27,5 cm de
profundidade, dividida em 2 compartimentos com
portas individualizadas feitas em vidro: compartimento
de combustdao medindo 42 cm de largura e comparti-
mento de inalagdo medindo 52,5 cm de largura, separa-
dos entre si por uma diviséria na qual existem 4 orificios
centrais com 1,5cm de didametro cada um (Figura 1).

Figura 1- Sistemas utilizados para exposi¢do dos animais ao
ar comprimido (sistema inferior) e a fumaca do tabaco
(sistema superior), constando de cilindro de ar comprimido,
compartimento de combustao, parede fenestrada,
compartimento de inalagdo e via de exaustdo.



O compartimento de combustao dos cigarros
contém em sua parede lateral externa uma abertura
circular de dois centimetros de diametro na qual foi
conectada uma mangueira ligada a um cilindro de
ar comprimido. O fluxo de ar comprimido utilizado
foi de 10 litros por minuto durante a queima dos
cigarros, de forma a permitir tanto a combustao dos
mesmos, quanto a conducao da fumaga para o outro
compartimento. Na parede lateral interna havia uma
peca de madeira com cinco orificios. Estes orificios
serviram para que os cigarros fossem imobilizados
em posicdo vertical para sofrerem combustdo.

O compartimento de inalagdo dispunha de
abertura lateral de trés centimetros de didmetro,
conectada a uma mangueira destinada a exaustao do
contelido da cdmara para o exterior (ar ambiente). Os
animais eram trazidos do biotério anexo a sala de
exposicao, acomodados em pequenas gaiolas metalicas
com trés compartimentos cada, o que permitia a
exposigao de até trés animais por gaiola, que eram
colocadas diretamente dentro da camara de inalacao.

Os compartimentos de combustao e inalagao
possufam portas individuais com janela de vidro transpa-
rente para permitir a visualizagao dos animais durante
a exposicao e durante a combustao dos cigarros. Estas
portas fechavam-se sobre fitas de espuma de borracha
densa para permitir a vedagao do sistema.

Para a avaliagdo dos marcadores de exposigao,
amostras de sangue foram obtidas da veia cava dos ani-
mais anestesiados com pentobarbital na dose de 30 mg/
kg por injecdo intraperitoneal, imediatamente apés a
Gltima exposicao. Os animais foram distribuidos em gru-
pos de acordo com o tempo e a intensidade de exposicao:

Grupos 1 a4 : exposicao Gnica a fumagade 1, 3, 5
ou 7 cigarros (4 grupos x 5 animais/grupo = 20 animais);

Grupos 5 a 8: exposicao por 15 dias, 2 vezes ao
dia, a fumaga de 1, 3, 5 ou 7 cigarros (total 4 grupos
x 5 animais/grupo = 20 animais);

Grupos 9 a 13: exposicao por 1, 3, 5, 10 ou 15
dias, 2 vezes ao dia, a fumaga de 5 cigarros (total 5
grupos x 5 animais/grupo = 25 animais);

Grupo 14: exposicao por 15 dias, 2 vezes ao dia,
a fumaga de 5 cigarros, exceto nas dltimas 12 horas
antes da coleta (total 5 animais).

Para dosagem da cotinina o sangue foi centrifu-
gado por 5 minutos em centrifuga refrigerada a 4°C,
separado o plasma e armazenado em temperatura de
-20°C até ao momento das analises.

Para determinacao da cotinina plasmatica foi
adaptado o protocolo de Feyerabend et al."”. A cotinina
foi mensurada em cromatdgrafo gasoso Agilent HP 6890
com detector de nitrogénio e fésforo, usando nitrogénio
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como gas de arraste e lignocaina como padrao interno.
Foi utilizada coluna capilar HP-5 com 5% de fenil metil
siloxano, medindo 30 metros de comprimento, 320
micrometros de didmetro interno, 0,25 micrometros de
espessura de fase.

O método consistiu na extracao da cotinina dissol-
vida no plasma (fase aquosa) para diclorometano (fase
organica), que foi posteriormente evaporado, sendo a
cotinina re-suspensa em acetona. O método foi modifica-
do pela utilizagao de coluna capilar e também para permitir
a utilizacdo de menor volume de amostra. Inicialmente
a 500 microlitros da amostra de plasma de rato foram
adicionados a 20pL de solugdo aquosa (60,4 ng/mL) de
lignocaina (Sigma Aldrich, EUA), seguido da adicao de
1,0 mL de hidroxido de s6dio 5 M e 1,5 mL de diclorome-
tano (Diclorometano nanograde para andlise de residuos
Mallinckrodt) em tubo de ensaio de 15 mL. A mistura
foi agitada a baixa velocidade em agitador do tipo vortex
por dois minutos, e centrifugada a 3.000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi retirado com pipeta Pasteur
e o tubo foi agitado manualmente, para permitir melhor
agregacao da emulsao formada na interfase dgua/dicloro-
metano, e novamente centrifugado na mesma velocidade
por dois minutos. A fase de diclorometano foi aspirada,
acondicionada em frascos de 1,5 mL para serem secadas
com fluxo de nitrogénio, e posteriormente re-suspensas
em 50 pL de acetona (Acetona Ultimar para cromatografia
Mallinckrodt) e mantidas ao abrigo da luz em geladeira
entre 4 e 8°C até o momento da injegdo em cromatégrafo.

Para verificar a resposta cromatogréfica a cotinina
foram testadas as respostas cromatograficas de solugdes
padrao de cotinina (Sigma Aldrich, EUA) em acetona,
em concentragdes crescentes, variando de 4,47 ng/mL
a 1.790 ng/mL. O coeficiente de correlagao entre as
concentracbes de cotinina e as areas abaixo da curva
nas dos cromatogramas foi de 0,99 (Figura 2).
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Figura 2 - Valores das dreas de cotinina obtidas em leitura croma-
togrdfica em fungao da concentragdo de cotinina (ng/mL) em
solugdo de acetona e equagao de regressdo correspondente (x =
concentragao de cotinina; y = drea de leitura cromatogrdfica).
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Para determinar o percentual de extracao,
amostras de plasma de rato receberam a adicao de
cotinina em diferentes concentracoes, variando de 7,1
ng/mL a 227,2 ng/mL, utilizando-se quatro repeti¢oes
por nivel de “contaminagao”. As dreas das leituras
cromatograficas das amostras elaboradas com a
adicao de concentragoes conhecidas de cotinina foram
comparadas com as areas das solugdes de cotinina
em acetona e o percentual de extragdo médio obtido
foi de 50,5%. A equagdo y = 0,0165x - 0,1907 foi
utilizada para o calculo das concentragdes de cotinina
em amostras desconhecidas, sendo y o valor da razdo
das areas da leitura cromatogréfica e x a concentragao
de cotinina a ser determinada (Figura 3). O coeficiente
médio de variagido das contaminacoes foi de 7,52%,
o limite de deteccao foi de 4,47 ng/mL, o limite de
quantificacao de 7,1 ng/mL. A variagdo intra-ensaio e
entre ensaio das amostras de plasma de ratas
fumantes foi de 10,1 e 10,2%, respectivamente. Para
fins de calculos e comparagoes estatisticas, os
resultados de valores de cotinina “nao detectados”
pelo método foram expressos como o limite de
deteccao do mesmo (4,41 ng/mL).
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Figura 3 - Valores das razées das dreas das leituras
cromatogréficas de cotinina pelas dreas das leituras
cromatogréfica de lignocaina, em solucées de plasma de
rato contaminadas com quantidades fixas de lignocaina e
quantidades crescentes de cotinina

Para determinagao da carboxiemoglobina em
sangue de rato foi utilizada técnica descrita por Beutler
e West?” e um espectofotdometro Milton Roy, modelo
Stectropnic Genezys monofeixe. Esta técnica mede a
fragdo de carboxiemoglobina (COHb) a partir da relagao
de absorbancia (Ar) da amostra a ser determinada
reduzida em ditionito de s6dio em 2 comprimentos de
onda (420 e 432 nm) de acordo com a férmula:
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(1-[ArIF1])
Ar (F2-F1)-F3+1

Fracdo de COHb =

onde, Ar é a relacao entre as absorbancias da amostra lida a
420 e 432 nm e F1, F2 e F3 fatores de célculo espécie-
especifica do espectrofotémetro utilizado.

Para a calibracao espécie-especifica do
espectrofotometro, foi inicialmente medida a
absorbancia de amostras hemolisadas de sangue de
ratos ndo fumantes ventilados com monéxido de
carbono (COHb) (n = 10) e oxigénio (n = 6) reduzidas
(Hb) com ditionito de sédio e foram obtidos os fatores
F1, F2 e F3 a partir da mensuracao das razdes das
absorbancias médias obtidas:

F1= AHb432/AHb420;
F2= ACOHb432/AHb420;
F3= ACOHb420/AHb420.

Onde: AHb420 e AHb432 sao as absorbancias
médias das amostras hemolisadas ventiladas com
oxigénio a 420 nm e 432 nm, respectivamente, e
ACOHb420 e ACOHb432 sdo as absorbancias médias
das amostras hemolisadas ventiladas com mondxido
de carbono. Os valores dos fatores espécie-especificos
obtidos para ratos apds os calculos foram: F1 =
1,2643; F2 = 0,4493; F3 = 1,7891.

Para testar a linearidade da técnica de
quantificacdo de carboxiemoglobina (COHb) com os
fatores obtidos para sangue de rato, primeiramente
foram misturadas amostras de solucao hemolizada
reduzidas com proporgdes crescentes de amostras
de solucao ventilada com monéxido de carbono (zero
a 80%). Em seguida foi feita a leitura das razoes de
absorbancia dessas amostras e determinado um
percentual de COHb a partir da leitura. O coeficiente
de correlagao entre o percentual de COHb das
misturas dos hemolisados (com os valores de F1, F2
e F3 obtidos) e o percentual calculado a partir da
férmula acima foi de 0,995 (p<0,001). A relagdo entre
os percentuais de carboxiemoglobina das misturas e
as razbes de absorbancia (AR) medidas em 420 e 432
nm estd na Figura 4. Aequacaoy = 67,827Inx + 16,509
permitiu calcular de forma simplificada os valores
desconhecidos da COHb a partir da AR obtida em cada
leitura, onde x é a razdo de absorbancia determinada e
y é o percentual de COHb a ser determinado.

Os coeficientes de variagao intra-ensaio e entre-
ensaios do método foram de 8,27 % e 7,04%,
respectivamente. A dose minima detectavel foi de
0,10%. Para fins de calculos e comparagdes
estatisticas, resultados de valores de COHb néao



detectados pelo método foram expressos como o limite
de detecgao do mesmo, ou seja, 0,10%.

O estudo foi desenvolvido na Faculdade de Ciéncias
Médicas da UFMT (Experimentos), no Laboratério de
Andlise de Biocidas do Departamento de Quimica/UFMT
(dosagem da cotinina) e no Laboratério Toxicon — Sao
Paulo (dosagem da carboxiemoglobina).
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Figura 4 - Relacdo entre os percentuais de COHb de rato
obtidos por mistura de solucées de COHb e hemoglobina
reduzida e respectivas razées de absorbancia obtidas por
leitura espectrofotométrica.

A tabulacao dos dados foi feita no programa Excel
e as andlises estatisticas com o programa SPSS versao
9.0 para Windows. O teste de Lavene foi utilizado para
verificagdo do comportamento da distribuicao das
variaveis numéricas. Para medir a associagdo entre duas
varidveis sem distribuicio normal foi utilizado o
coeficiente de correlagdo de Spearman. O nivel de
significancia adotado foi de 5% (p< 0,05).

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissao
de Ftica para Andlise de Projetos de Pesquisa — CAPPesq
da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
sob n2777/01 em 25 de outubro de 2001.

Resultados

Os resultados da associacao entre os valores de
cotinina e de carboxiemoglobina, e a intensidade de
exposicdo ao cigarro, obtida apds exposicdo Unica
(grupos 1 a 4), ou apds exposigao prolongada (2 vezes
ao dia, por 15 dias — grupos 5 a 8) estdo apresentados
na Tabela 1. Nota-se que houve associagdo positiva
entre o nimero de cigarros e os marcadores de
exposicao tabdgica utilizados. Nestas comparagdes, o
coeficiente de correlacao de Spearman foi mais elevado
para a carboxiemoglobina que para a cotinina: 0,923 e
0,499, respectivamente (p< 0,05) para exposicao
Gnica, e de 0,939 e 0,824, respectivamente (p<0,05),
para exposicao prolongada.

Melo PRB e cols. * Marcadores de exposicao tabdgica

Tabela 1 - Coeficientes de correlagdo de Spearman entre o
ndmero de cigarros (*) e os niveis de carboxiemoglobina
(COHb) e cotinina em animais submetidos a fumaca do
tabaco em exposicao tnica (CGrupos 1 a 4) e prolongada (2
vezes ao dia por 15 dias - Grupos 5 a 8).

Tipo de Exposicao N COHb  N## Cotinina
Unica 20 0,923* 18 0,499*
15 dias 20 0,939* 17 0,824*

* p<0,05, * Exposicao a 1,3,5 e 7 cigarros, ** Reducao do N por
perda laboratorial.

Por outro lado, quando a mesma associagao foi
feita entre nimero de dias de exposicao (1, 3,510 e
15 dias) e os mesmos marcadores, mantendo fixa a
quantidade de cigarros, apenas a cotinina apresentou
associacdo com o nimero de dias de exposicao
(Tabela 2).

Tabela 2 - Coeficiente de correlacao de Spearman entre o
ndmero de dias (*) e as concentragdes de carboxiemoglobina
(COHb) e cotinina em animais submetidos a fumaca de
tabaco (5 cigarros — Grupos 9 a 13).

N COHb N## Cotinina
Ndmero de dias 25 0,383 21 0,696*
* p<0,05, Exposicdo por 1, 3, 4, 10 e 15 dias, ## Reducado do N
por perda laboratorial.

O grupo de 5 animais que foi exposto por 15
dias, 2 vezes ao dia, a fumaga de 5 cigarros, exceto
nas Gltimas 12 horas antes da coleta (grupo 14),
apresentou valores de mediana das concentragbes de
carboxiemoglobina iguais a 0,26% (minimo 0,10% —
maximo 0,61%), e de cotinina iguais a 25,15 ng/mL
(minimo 9,73 ng/mL— maximo 33,39 ng/mL).

Discussao

A obtencao de resultados confidveis com a
utilizacdo de modelos experimentais de exposicao
tabdgica ndo constitui tarefa facil, uma vez que requer
controle rigoroso de dose (nGimero de cigarros) e
tempo de exposicdo, de modo a tornar o estudo
comparavel a situagdes vividas pelos fumantes
humanos. Desta forma se evita, ao mesmo tempo,
exposicao excessiva que pode levar a asfixia dos
animais ou, ao contrario, a transformar a exposicao
em mero ato de fumigacao®.

O método escolhido para desenvolver este
estudo foi o da exposicao a fumaga lateral do cigarro,
por ser o que mais se adaptava as condigdes de
trabalho do Laboratério de Investigagao da Faculdade
de Ciéncias Médicas Medicina da UFMT. Além
disso, trata-se de método nao invasivo, que permite
mimetizar o que ocorre em seres humanos expostos
passivamente ao fumo. Esta técnica tem sido ampla-
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mente utilizada para demonstragdo da toxidade
induzida pela fumaga do cigarro no trato respiratério,
em estudos envolvendo neoplasias associadas
ao tabaco, e igualmente em estudos sobre
reprodugdo?’>39-41,

O presente estudo adotou o sistema preconizado
por Le Mesurier*, desenvolvido no Brasil por Cendon
Filha*, por Silva et al** e por Gurgel et al*?, usando
camara de intoxicacdo simples e de facil reproduti-
bilidade. A fumaca do tabaco é gerada pela queima
espontdnea da ponta do cigarro. Esta queima ocorre
em temperaturas préximas a 300°C. Nesta condigao,
a fumaca produzida corresponde a fumaca lateral do
cigarro, sendo inalada por via nasal pelos animais.

O uso de dispositivos diferentes de inalagao pode
causar variagoes na quantidade e na distribuicao dos
componentes do tabaco que entram em contato com
o animal, o que dificulta a comparacao de resultados
obtidos em diferentes laboratérios*’. A deteccao de
substancias, que funcionam como marcadores de
exposicdo, pode ser feita pela determinagao externa
do agente administrado ao animal ou pelos niveis do
elemento presente no plasma ou nos tecidos. Os
marcadores presentes em fluidos corpéreos sao
dosados de maneira relativamente facil e reprodutivel,
e guardam relagdo com a dose de exposicao'’*'. No
entanto, ndo sao capazes de diferenciar o tabagismo
ativo do passivo, mas revelam a eficacia da exposicao
a fumaga gerada no modelo, além de quantificar a
intensidade da exposicao*.

Neste estudo foram utilizados dois marcadores
de exposicao, carboxiemoglobina e cotinina. A
determinacao de carboxiemoglobina foi feita pela
técnica de Beutler e West®”, descrita para uso em
humanos e animais de experimentagdo. Foram
determinados os fatores especificos de calculo (FT,
F2 e F3) para a espécie animal - rato e o espectro-
fotometro utilizado, seguindo a orientagdo do método.
Estes fatores foram muito préximos daqueles do sangue
humano, o que esta de acordo com as semelhangas
espectrais das hemoglobinas das duas espécies®.

A determinacao de cotinina foi feita pelo método
de Feyerabend et al.”” de cromatografia gasosa com
detector de nitrogénio e fésforo. Diferentemente da
técnica original, foi utilizada uma coluna capilar em
substituicdo a coluna empacotada originalmente
proposta. Os testes do método mostraram valores
de variabilidade entre e intra ensaios satisfatérios por
estarem em 10%. Ja o percentual de extragdo de cada
material bioldgico foi calculado pela comparacao do
valor obtido com o valor esperado de acordo com a
curva de contaminagdo. Para o presente estudo, a
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porcentagem de extracao foi de apenas 50%, o que foi
menor que o obtido em outras determinacdes
cromatograficas de cotinina*. Contudo, o coeficiente
de variacdo médio das amostras contaminadas com
diferentes concentragoes, excluidos aos valores que
cafram abaixo do limiar de deteccao, foi de 7,52%,
mostrando boa reprodutibilidade do método escolhido.

Os testes realizados com animais que foram
submetidos a variagdo da intensidade e de tempo de
exposicao, mostraram indices de correlagao significativos
entre as determinagdes de carboxiemoglobina e cotinina
e a intensidade e o tempo de exposicdo adotados. A
medida de carboxiemoglobina apresentou niveis de
correlagdo maiores com a intensidade da exposicao que
a determinagdo de cotinina, que diferentemente se
correlacionou com o tempo da exposigao. Essa diferenca
nos indices de correlacdo dos marcadores estudados
possivelmente seja devida a maior estabilidade e
duragao dos niveis de cotinina no sangue animal em
relagdo a carboxiemoglobina.

Em tabagistas a carboxiemoglobina é um
marcador da fase gasosa do cigarro e a quantidade
absorvida depende da gravidade e da duragdo da
exposicao e seu nivel depende da quantidade de
cigarros fumados nas Gltimas horas”'®#”. Em animais
de experimentagdo a afinidade pode ser diferente,
como em camundongos, cuja hemoglobina apresenta
baixa afinidade pelo monéxido de carbono (meia vida
de aproximadamente meia hora) em oposicao a meia
vida (3 horas) em humanos*.

Neste estudo, o encontro de niveis reduzidos de
carboxiemoglobina e a detecgdo de cotinina em
animais que ndo foram expostos nas udltimas 12
horas antes de serem sacrificados sugerem maior
estabilidade do marcador de fase particulada em
relacdo ao marcador de fase gasosa.

Também em tabagistas, os niveis séricos de
cotinina sdo mais estaveis e refletem o consumo dos
dltimos 2-3 dias antes da coleta do fluido corporal
utilizado*”*". Da mesma forma que a carboxiemo-
globina, estudos em laboratério mostraram que ratos
possuem valores de meia vida de cotinina cerca de 3
vezes menores que os de humanos (5,2 horas x 17
horas) assim como clearance plasmatico maior (0,2 x
0,9 mL.min".kg")*.

Em conclusdo, este estudo mostrou a existéncia
de associagao entre intensidade e tempo de exposicao
com um marcador de fase particulada e de gasosa da
fumaca do tabaco, o que sugere parametros de
funcionalidade para uma metodologia que vem sendo
utilizada no Brasil. A medida de carboxiemoglobina
apresentou niveis de correlagdo maiores com a



intensidade da exposicdo que a determinagao de
cotinina, que diferentemente se correlacionou com o
tempo da exposicdo. Isto sugere que o referido
sistema de exposicdo pode ser utilizado em animais
de experimentagdo para obtencdo de efeitos
decorrentes de acdo da nicotina, visto que seu
metabdlito foi detectado.
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