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RESUMO
Introdução: marcadores de exposição tabágica permitem avaliar a intensidade da exposição à fumaça do tabaco, quantifi-
cando a absorção da fumaça pelo fumante. O objetivo deste estudo é avaliar a intensidade da exposição tabágica em ratas 
lactantes, utilizando um modelo simplificado de exposição passiva, desde o início da gestação, por meio da medida de coti-
nina e carboxiemoglobina em sangue animal. Metodologia: ratas foram expostas, do segundo dia de gestação ao 17º dia de 
lactação, ao ar comprimido (n=18), à fumaça de 5 cigarros (n=15) e comparadas a grupo não exposto (n=18), segundo o siste-
ma de exposição descrito por Le Mesurier et al, e modificado por Silva et al, variando a quantidade de cigarros e o número de 
dias de exposição. A cotinina plasmática e a carboxiemoglobina foram determinadas pela técnica adaptada de Feyerabend 
et al e pela técnica de Beutler e West, respectivamente. Resultados: a detecção de cotinina ocorreu somente nos animais 
expostos à fumaça do tabaco (mediana 78,8 ng/mL; min 25,4 nd/mL – max 223,3 ng/mL) e a mediana de carboxiemoglobina 
foi significantemente mais elevada nos animais fumantes (mediana 11,4%; min 5,7% – max 11,8%) do que nos animais dos 
grupos de controle (mediana 0,1%; min 0,1% – max 1,22%) e expostos ao ar comprimido (mediana 0,1%; min 0,1% – max 
1,1%). Conclusão: para o modelo de exposição animal estudado e com animais em fase de reprodução, foi possível detectar 
cotinina e elevação do percentual sanguíneo de carboxiemoglobina, nos animais expostos à fumaça do tabaco. 

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

ABSTRACT
Introduction: tobacco exposure markers are useful to measure the intensity and absorption of tobacco smoke. Cotinine 
and carboxyhemoglobin have been used as exposure marker in both human and animal studies and reflect the particulate 
and the gaseous phase of tobacco smoke respectively. The objective is evaluating the intensity of tobacco exposure using a 
simplified passive exposure model in lactating rats and measuring cotinine and carboxyhemoglobin in animal blood. Metho-
dology: rats were exposed from the second day of pregnancy to the 17th day of lactation, to air flush of 10 liters/min. (n=17), 
to air flush plus tobacco smoke – 2 cigarettes/animal/day (n=15) and compared to unexposed non manipulated controls 
(n=17). Plasma cotinine was determined as described by Feyerabend et al. (1986) and carboxyhemoglobin was determined 
using the method described by Beutler and West (1984), adapted to rat blood. Results: cotinine was detected in all animals 
exposed to tobacco smoke (median 78.8 ng/mL; min 25.4 nd/mL – max 223.3 ng/mL) but not in non smoking groups. Carbo-
xyhemoglobin was significantly higher in exposed animals (median 11.4%; min 5.7% – max 11.8%) than in air flush (median 
0.1%; min 0.1% – max 1.1%) and control group (median 0.1%; min 0.1% – max 1.1%). Conclusion: using a single exposure 
model and working with animals in the reproduction cycle, it was possible to detect cotine and higher leves of carboxyhe-
moglobin in animals exposed to tobacco smoke.
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 INTRODUÇÃO

Os marcadores de exposição ao tabaco permitem 
a avaliação objetiva do grau de tabagismo e a quanti-
ficação da absorção de fumaça pelo fumante.1 Os mar-
cadores mais utilizados são: percentual de carboxiemo-
globina (HbCO) no sangue, monóxido de carbono no ar 
expirado, as medidas das concentrações de tiocianato 
no plasma e de nicotina e cotinina no plasma, saliva e 
urina.2 A nicotina apresenta meia-vida curta (cerca de 
1 a 2 horas), o que dificulta a detecção desta substância 
nos fluidos corporais para diagnóstico e quantificação 
da exposição tabágica, tanto ativa quanto passiva.3

A carboxiemoglobna é um marcador da fase ga-
sosa do cigarro e também sofre influência dietética e 
da presença de monóxido de carbono no ambiente,4 o 
que pode comprometer sua confiabilidade como mar-
cador do tabagismo.

Por ser mais polar e menos lipofílica que a nicoti-
na, a cotinina apresenta volume de distribuição relati-
vamente restrito em comparação à nicotina.5 Devido 
à baixa taxa de metabolismo e de excreção renal, sua 
meia-vida na circulação é 10 vezes mais longa -19 a 40 
horas, comparado com 30 a 110 minutos da nicotina 
e sua concentração é relativamente estável durante 
todo o dia de um tabagista.5,6,7 

Assim, por estar presente no sangue em maior 
concentração e por mais tempo que a nicotina,8 e ain-
da, por ser específica para a exposição ao tabaco,5 e 
possuir distribuição nos fluidos corporais mais restrita, 
a cotinina tem sido o marcador mais utilizado para ava-
liar o consumo de tabaco, bem como para controle de 
sua abstinência.

Modelos experimentais são particularmente úteis 
em toxicologia para o estudo de aspectos que não po-
dem ser investigados de maneira adequada em seres 
humanos. Muito embora existam limitações metodo-
lógicas na toxicologia experimental, ela permite a esti-
mativa do impacto que a exposição passiva ao tabaco 
causaria na saúde humana.9

Estudos em ratos de laboratório permitem anali-
sar os efeitos nocivos do tabaco em períodos de tempo 
mais curtos, com custo reduzido. Além disso, os efeitos 
tóxicos da fumaça do tabaco sobre os animais podem 
ser amenizados, realizando-se adaptação gradativa 
dos animais às exposições de intensidade crescente, 
modificando-se o método de exposição, e ainda, ade-
quando-se o tipo de animal ao objetivo do estudo.10

Sistemas de exposição à fumaça lateral do cigarro, 
que mimetizam exposição passiva ao tabaco, utilizam 
câmaras de metragem cúbica definida, e o corpo do 
animal é exposto totalmente. A exposição é controlada 
por indicadores, como a contagem de material particu-
lado, medida por meio de monitores óticos de disper-
são de partículas, e pela mensuração do monóxido de 
carbono e nicotina no ar inalado analisados separada-
mente ou em conjunto.11,12

Estudos experimentais têm sido realizados, em 

nosso meio, com sistemas simplificados de exposição 
passiva à fumaça do cigarro baseados no protocolo 
descrito por Le Mesurier et al,13 modificado por Cen-
don Filha14 e por Silva et al.15 Este estudo teve como 
objetivo avaliar a utilização deste tipo de exposição 
em estudo experimental dentro do ciclo reprodutivo 
animal, usando como marcador de exposição de fase 
particulada - cotinina e como marcador de fase gasosa 
– carboxiemoglobina. 

METODOLOGIA
Este estudo está inserido em projeto de pesquisa 

de avaliação dos efeitos da exposição à fumaça lateral 
do tabaco, desenvolvido em ratas, na qual foram anali-
sados parâmetros associados à nutrição, ao crescimen-
to intra-uterino e à lactação.16

Foram estudadas ratas virgens, de quatro meses 
de idade (Ratus Norvegicus), da cepa Wistar, fornecidas 
pelo Biotério Central da Universidade Federal de Mato 
Grosso e mantidas no Biotério do Laboratório de In-
vestigação da Faculdade de Ciências 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 escuridão). Os animais foram pesados 
à admissão e numerados por perfuração do pavilhão 
auricular. Foram aceitos animais com peso entre 230 e 
260 gramas (balança analítica marca Marte A 500, com 
capacidade de 500 gramas, e variação de 0,01 g), ali-
mentados com ração NUVILAB (NUVITAL, Curitiba, PR) 
e água ad libitum.

Para exposição dos animais foram utilizados ci-
garros da marca Marlboro (Phillip Moris), embalagem 
vermelha com 20 unidades, cada cigarro contendo 0,8 
mg de nicotina, 10 mg de alcatrão e 10 mg de monó-
xido de carbono (o rótulo do produto indica que estes 
valores foram aferidos, por amostragem, no Laborató-
rio Labstat do Canadá). O sistema de exposição utili-
zado foi baseado no descrito por Le Mesurier et al13 e 
Cendon Filha,14 modificado por Silva et al.15

Para a avaliação dos marcadores de exposição 
passiva ao tabaco em animais em reprodução, foram 
estudadas ratas divididas em três grupos:

- Grupo Fumante: animais expostos à fumaça de 
2 cigarros/animal/dia, sob fluxo de ar comprimido (10 
litros/min), em câmara de inalação, durante 15 minu-
tos, duas vezes ao dia, durante a gestação e lactação 
(n=15);

- Grupo Ar Comprimido: animais expostos a fluxo 
de ar comprimido (10 litros/min) em câmara de inala-
ção, durante 15 minutos, duas vezes ao dia, durante a 
gestação e lactação (n=18). 

- Grupo Controle: animais que não sofreram ex-
posição ou manipulação, exceto aquelas necessárias à 
pesagem e à coleta de amostras de sangue (n=18);

Os animais do grupo fumante e do grupo ar com-
primido foram subdivididos, em grupos de 5 animais 
cada, para serem submetidos à inalação por 15 minu-
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tos, duas vezes ao dia, com intervalo de 12 horas, a par-
tir do 2º dia de gestação, até o 17 º dia de lactação, quan-
do foram então sacrificados. Durante a exposição, os 
animais do grupo fumante receberam a fumaça lateral 
dos cigarros, queimados completamente e ventilados 
por um fluxo de ar comprimido (10 litros por minuto). 
A quantidade de cigarros utilizada foi de 5 cigarros por 
exposição, ou seja, 2 cigarros/animal/dia. Os animais do 
grupo ar comprimido utilizaram sistema de exposição 
exclusivo para este grupo, porém idêntico ao do grupo 
fumantes, no qual receberam fluxo de ar comprimido 
semelhante (10 litros por minuto), na mesma freqüên-
cia e duração, nos mesmos horários.

No último dia do experimento (17 º dia de lacta-
ção), após exposição dos animais dos grupos fumantes 
e ar comprimido, os animais foram anestesiados com 
pentobarbital sódico. As amostras de sangue foram 
colhidas da veia cava, em tubos a vácuo BD, contendo 
heparina, e em seringas BD heparinizadas, para as do-
sagens de carboxiemoglobina e cotinina, respectiva-
mente. Para a determinação da cotinina plasmática, a 
amostra de sangue foi centrifugada por 5 minutos, a 
3.000 rpm, em centrífuga refrigerada a 4º C; o plasma foi 
separado e armazenado em temperatura de –20º C, até 
ao momento das análises. 

Para determinação da cotinina plasmática foi 
adaptado o protocolo de Feyerabend et al.3 A cotini-
na foi mensurada em cromatógrafo gasoso Agilent 
HP 6890, com detector de nitrogênio e fósforo, usan-
do nitrogênio como gás de arraste e lignocaína como 
padrão interno. Foi utilizada coluna capilar HP-5 com 
5% de fenil metil siloxano, medindo 30 metros de com-
primento, 320 micrometros de diâmetro interno, 0,25 
micrometros de espessura de fase. 

Para determinação da carboxiemoglobina em 
sangue de rato foi utilizada técnica descrita por Beutler 
e West17 e um espectrofotômetro Milton Roy, modelo 
Stectropnic Genezys %, monofeixe. Esta técnica mede 
a fração de HbCO, a partir da relação de absorbância 
(Ar) da amostra a ser determinada, reduzida em ditio-
nito de sódio em 2 comprimentos de onda (420 e 432 
nm), de acordo com a fórmula:

                                                  (1-[Ar]F1])
            Fração de COHb = ________________________

                                                   Ar(F2-F1)-F3+1

Onde Ar é a relação entre as absorbâncias da amostra lida a 420 e 
432 nm e F1, F2 e F3 fatores de cálculo espécie-específica do espec-
trofotômetro utilizado.

O estudo laboratorial foi desenvolvido na Facul-
dade de Ciências Médicas da UFMT (Experimentos), no 
Laboratório de Análise de Biocidas do Departamento 
de Química/UFMT (dosagem da cotinina) e no Labo-
ratório Toxicon – São Paulo (dosagem da carboxiemo-
globina).

A tabulação dos dados foi feita no programa Excel 
e as análises estatísticas com o programa SPSS versão 

9.0 para Windows. O teste de Lavene foi utilizado para 
verificação do comportamento da distribuição das va-
riáveis numéricas. Da mesma maneira, para as compa-
rações de dados não paramétricos utilizou-se os testes 
de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. O nível de signifi-
cância adotado foi de 5% (p < 0,05). O projeto de pes-
quisa foi aprovado pela Comissão de Ética para Análise 
de Projetos de Pesquisa – CAPPesq da Diretoria Clínica 
do Hospital das Clínicas e da Faculdade de Medicina 
da Universidade de São Paulo sob nº 777/01, em 25 de 
outubro de 2001. 

RESULTADOS
Os animais expostos passivamente à fumaça do 

cigarro apresentaram mediana de cotinina de 78,8 
ng/mL, ao contrário dos não fumantes – expostos ao 
ar comprimido e não manipulados. Na leitura cromato-
gráfica, os plasmas desses animais não apresentaram 
cotinina detectável em suas leituras cromatográficas, 
ou seja, não ultrapassaram os limites de detecção do 
método, que foi o valor expresso como mediana (Ta-
bela 1). 

As ratas expostas à fumaça do tabaco ao longo da 
gestação até o 17 º  dia de lactação mostraram media-
nas de carboxiemoglobina mais elevadas que os ani-
mais dos grupos controle e ar comprimido, conforme a 
análise não paramétrica (Tabela 2).

DISCUSSÃO
Os valores de carboxiemoglobina obtidos neste 

estudo, entre 5,7% a 11,8%, foram semelhantes aos de 
outros relatos que também utilizaram ratas grávidas 

Tabela 1 - Valores das medianas, valores mímino e máximo das con-
centrações plasmáticas de cotinina dos animais dos três grupos de 
estudo – fumantes (F), ar comprimido (AR) e controles (C).

Tabela 2 - Valores das medianas, valores mínimo e máximo dos per-
centuais de carboxiemoglobina (COHb) dos animais dos três grupos 
de estudo – fumantes (F), ar comprimido (AR) e controles (C).
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expostas a fumaça lateral do tabaco e obtiveram níveis 
de carboxiemoglobina entre 6 e 12%. Estes níveis foram 
semelhantes àqueles obtidos em fumantes crônicos hu-
manos que consomem entre 10 e 20 cigarros por dia.18,19

Tachi e Aoyama,20 utilizando quantidade maior 
de cigarros (3 vezes mais), com tempo de exposição 
quatro vezes mais prolongado, porém com a mesma 
freqüência (duas exposições ao dia). Estes autores obti-
veram saturação máxima de CO no sangue venoso das 
ratas da ordem de 57%. A exposição de ratas grávidas 
à fumaça lateral de cigarros comerciais de 0,9 mg de 
nicotina, em caixas de 150 dm3, na freqüência de 01 a 
04 cigarros por dia, produziu níveis de carboxiemoglo-
bina que variaram de 6 a 12%, níveis estes semelhantes 
aos observados neste estudo. Com este nível de expo-
sição, foi observada redução de crescimento intra-ute-
rino dos filhotes, com reduções de peso ao nascer que 
variaram de 41%, para um cigarro/dia, até 73%, para 
quatro cigarros/dia.19

Murrin et al21 administraram nicotina em ratos, por 
bombeamento osmótico com mini-bomba, e procura-
ram ajustar a dose administrada (1,5 mg/kg/dia) àque-
las que produziam níveis plasmáticos de nicotina nos 
ratos semelhantes aos níveis plasmáticos encontrados 
em humanos que fumam 20 cigarros ao dia. Estes au-
tores observaram relação linear entre a quantidade 
de nicotina passada ao animal e as concentrações 
plasmáticas de nicotina e cotinina. Com base nestes 
achados, e considerando os níveis médios de cotinina 
encontrados neste estudo, pode-se inferir que os ani-
mais receberam dose de nicotina que corresponde a, 
aproximadamente, a terça parte da dose de 1,5 mg/kg/
dia utilizada por Murrin et al.21 Estabelecendo a corres-
pondência para seres humanos, os valores de cotinina 
encontrados, no presente estudo, corresponderiam ao 
consumo de um fumante ativo que fuma cerca de 7 ci-
garros/dia. 

Por outro lado, Subramanian et al12 avaliaram o 
efeito da exposição a fumaça lateral de cigarros em ra-
tas grávidas, em modelo de exposição passiva em caixa 
de 0,7 m3, duas exposições ao dia, de 3 horas cada. Este 

autor controlou a exposição pela concentração de ma-
terial particulado na fumaça a ser inalada, da cotinina e 
da carboxiemoglobina, no sangue materno. Observou 
níveis médios de carboxiemoglobina de 9±3% e que 
o valor máximo de cotinina foi de 178,4 ng/mL, atingi-
do entre a 4ª e a 5ª hora de exposição. Os valores dos 
marcadores, dosados nos horários de exposição, são 
semelhantes aos deste estudo, que foram colhidos 15 
minutos após o final de exposição. No entanto, os re-
sultados encontrados por Subramanian et al12 também 
permitem concluir que as concentrações plasmáticas 
de cotinina encontradas em nosso estudo não refle-
tem o pico atingido pela substância, após a exposição 
à fumaça lateral de cigarros, o que só viria a ocorrer cer-
ca de 4-5 horas após a exposição.

Segundo Lymperpoplou et al,22 a cotininemia a 
partir da qual se considera que haja impregnação ta-
bágica varia entre 10ng/mL e 47ng/mL. Assim, pode-se 
concluir, com base nos valores de cotinina encontrados, 
que o modelo de exposição desse estudo está dentro 
de limites capazes de exercer ação nicotínica nos ani-
mais expostos. Portanto, os valores dos marcadores, da 
cotinina e da carboxiemoglobina sugerem que este 
modelo de exposição pode, por meio de ação tabágica, 
influenciar a função reprodutiva animal. 

Este estudo mostrou que, quando animais ex-
postos à fumaça do tabaco foram comparados a não 
expostos, houve diferenças estatisticamente signifi-
cantes entre eles, com relação tanto a cotinina quanto 
a carboxiemoglobina. Este fato sugere que o referido 
sistema de exposição pode ser utilizado em animais de 
experimentação, para obtenção de efeitos decorrentes 
de ação da nicotina, visto que seu metabólito foi detec-
tado em ratas em fase reprodutiva. O presente estudo 
abre novas perspectivas para aprofundar os conheci-
mentos ora adquiridos, no sentido de completar a va-
lidação de sistemas de exposição passiva à fumaça do 
tabaco, em nosso meio. Seria oportuno avaliar as con-
centrações dos dois marcadores laboratoriais (cotinina 
e carboxiemoglobina), 3 a 4 horas após a exposição, isto 
é, no pico de concentração sangüínea dos mesmos. 
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