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RESUMO

0 consumo do cigarro associado ao estresse oxidativo aumenta muito as chances do desenvolvimento de vérias patologias. Sendo assim,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil oxidativo e antioxidante de individuos fumantes cronicos. Tal avaliagdo foi realizada por meio da
andlise dos niveis de lipoperoxidagdo pela determinacdo de substéncias reativas ao cido tiobarbitdrico (Tbars), andlise dos niveis de lesdes
em proteinas pela determinagdo das proteinas carboniladas e avaliagdo dos niveis de alguns antioxidantes ndo enziméticos como: o &cido Urico
e a glutationa reduzida (GSH). Os resultados obtidos mostraram uma elevacao significativa nos niveis de Thars, proteinas carboniladas e GSH
no grupo dos fumantes cronicos quando comparados ao grupo controle. Em contrapartida, os niveis de 4cido drico ndo mostraram diferengas
considerdveis entre 0s grupos estudados. Estes resultados indicam a presenca significativa de danos em lipideos e proteinas celulares e,
portanto, uma maior suscetibilidade do individuo fumante desenvolver patologias como cancer e doengas respiratorias.
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EVALUATION OF OXIDATIVE STRESS LEVELS IN PATIENTS SMOKING CHRONIC
ABSTRACT

The cigarette consumption associated with oxidative stress increases greatly the chances of developing many diseases. Thus, the objective of
this study was to evaluate the oxidative profile and antioxidant chronic smokers. This evaluation was performed by analysis of lipid peroxidation
levels by determining thiobarbituric acid (TBARS), analysis of proteins in injury levels for the determination of protein carbonyls and assessment
of the levels of some non-enzymatic antioxidants such as acid uric acid and reduced glutathione (GSH). The results showed a significant
elevation in the levels of TBARS, protein carbonyls and GSH in the group of chronic smokers, when compared to the control group. However,
uric acid levels showed no significant differences between groups. These results indicate the presence of significant damage to lipids and
cellular proteins, and thus a greater susceptibility of the individual smoker developing pathologies such as cancer and respiratory diseases.
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O tabagismo ¢ considerado um dos principais fa-
tores de risco para o desenvolvimento de inumeras
patologias, dentre elas carcinomas, doencas cardia-
cas, vasculares e pulmonares. Entre as patologias
merece destaque o cancer de pulmao, cujos ébitos
sdo relacionados a 1/6 de todas as mortes por can-
ceres (Duarte; Paschoal, 2005). O indice de fuman-
tes, porém, aumenta consideravelmente em todo o
mundo, e a previsao ¢ de que 10 milhdes de mortes
ligadas ao cigarro ocorram em 70% dos paises em
desenvolvimento até 2020 (Giusti, 2007; Martini et
al., 2011). No Brasil, visando a conter esta previsao
impactante, recentemente foi aprovada uma lei que
impede o uso do cigarro em locais fechados (Bia-
lous et al., 2010).

Embora os mecanismos subjacentes envolvi-
dos nas patologias associadas ao tabagismo ativo
ou passivo sejam ainda um assunto a ser debatido,
supde-se que os danos oxidativos induzidos pelas
Espécies Reativas (ERs) exercam um papel fun-
damental na patogénese das doencas relacionadas
ao tabagismo (Yildirim et al., 2011). Alguns expe-
rimentos comprovam a importancia do tabaco na
lesdo pulmonar ocasionada pelo estresse oxidativo.
A fumagca do cigarro induz niveis altos de Espécies
Reativas de Oxigénio (EROs) nas vias aéreas huma-
nas, podendo levar a inflamagdo e maior liberagao
de proteases (Junior et al., 2005).

Tendo em vista que o ataque de algumas EROs
podem causar a peroxidagado lipidica nos acidos
graxos de membrana ou alteragdes proteicas, indu-
zindo modificagdes estruturais nas moléculas biold-
gicas, as concentragdes plasmaticas de substancias
reativas ao acido barbittrico (Tbars) sao utilizadas
como um indice de rastreamento e monitorizagdo da
lipoperoxidag@o e a determinagao de proteinas car-
boniladas ¢ utilizada como marcador do dano nas
proteinas (Halliwell; Guitteridge, 1999; Murussi et
al., 2014).

Como contraponto, em virtude dos danos cau-
sados pelas ERs, o organismo langa mao de com-
postos antioxidantes que podem ser produzidos por
ele proprio, ou serem adquiridos pela dieta, uma
vez que estas moléculas, mesmo em pequenas con-
centragdes, ajudam a neutralizar e reparar os danos
causados pelo estresse oxidativo (Ribeiro et al.,

2005). Segundo Barbosa et al. (2010), os antioxi-
dantes podem ser classificados em enzimaticos e
ndo enzimaticos. Dentre os enzimaticos estao as
enzimas produzidas pelo organismo que agem em
conjunto de forma a converter as ERs em espécies
menos reativas. Ja os ndo enzimaticos sao caracte-
rizados por substancias ingeridas pela dieta, por su-
plementacao, ou ainda produzidas pelo organismo,
destacando-se a glutationa reduzida (GSH) e o aci-
do trico, entre outros (Schneider; Oliveira, 2004).

Quando a produgdo de ERs supera a capacidade
de acdo dos antioxidantes, ¢ favorecida a oxidacdo
de biomoléculas, gerando metabdlitos especificos,
os marcadores do estresse oxidativo, que podem
ser identificados e quantificados nos tecidos ou no
sangue. Tais marcadores sdo derivados, sobretudo,
da oxidagdo de lipideos, proteinas e Acido Desoxir-
ribonucleico (DNA), os primeiros aqueles de maior
expressao (Mayne, 2003; Halliwell; Whiteman,
2004). Outra forma de abordar a avaliagdo do es-
tresse oxidativo € a que emprega métodos indiretos
como os realizados neste estudo, ndo necessitando
a realizacdo de técnicas invasivas para a detecgdo
da ocorréncia de estresse oxidativo em humanos
(Huang et al., 2005; Barbosa et al., 2010).

Sendo assim, alteragdes em sistemas biologicos
relacionadas a exposi¢ao ou aos efeitos de xenobi-
oticos, dentre eles o tabaco (Labaer, 2005; Vascon-
celos et al., 2007) podem ser avaliados por meio
de marcadores biologicos. Peroxidacdo lipidica e
carbonilacdo de proteinas sdo comumente utilizadas
como biomarcadores para avaliar o dano em lipi-
deos e proteinas relacionado ao estresse oxidativo
(Almroth et al., 2005). Ja os niveis de GSH e acido
urico sao considerados marcadores da utilizacdo de
mecanismos antioxidantes pelo organismo. Assim,
considerando a possibilidade de aumento na inci-
déncia de patologias ocasionadas pelo tabagismo,
em decorréncia da alteracdo dos niveis do estresse
oxidativo, e pelo fato de que nao hé estudos até
o0 momento com esta abordagem, o objetivo deste
estudo foi avaliar o perfil oxidativo e antioxidante
de individuos fumantes cronicos.
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MATERIAIS E METODOS

Amostragem

Trata-se de um estudo transversal observacio-
nal descritivo. Apos a elaboragdo do projeto de
pesquisa, este foi submetido a aprovagao pelo Co-
mité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universida-
de de Cruz Alta — Unicruz —, sob o protocolo n°
07956812.2.0000.5322. Todos os participantes des-
ta pesquisa expressaram por escrito seu consenti-
mento, pela assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Além disso, responde-
ram a um questionario informativo, que foi utiliza-
do para a estruturacao dos grupos estudados. Assim,
a partir dos dados fornecidos pelos participantes,
foram selecionados dez fumantes cronicos, que fu-
mavam por pelo menos 15+8,1 anos (média+DP) e
consomem 17,40 £9,891 (média+DP) cigarros por
dia (Grupo 1), e dez individuos saudaveis (Grupo
Controle) que nunca haviam fumado e ndo convi-
viam com pessoas que fumavam, e, dessa forma,
raramente eram expostos a fumaca de cigarro.

Todos os individuos eram do sexo masculino,
com idades entre 22 e 59 anos. Foram excluidos
desta pesquisa individuos com patologias cronicas,
como sifilis, Sindrome da Imunodeficiéncia Adqui-
rida (Sida), diabetes, aterosclerose; que ingeriam
suplementos vitaminicos, usudrios de drogas e os
sujeitos que estivessem em fase de tratamento para
o abandono do cigarro.

As coletas das amostras de sangue foram rea-
lizadas por meio da pung¢do venosa, com o uso de
vacutainers contendo Ethylenediamine tetraace-
tic acid (EDTA). Na sequéncia as amostras foram
centrifugadas a 3.000 rpm durante 10 minutos para
realizacdo das determinagdes analiticas.

DeterminacOes analiticas

Lipoperoxidaggio (LPO)

Foi realizada a partir da determinac@o dos niveis
de Tbars, de acordo com a técnica descrita por Jent-
zsch et al. (1996), em que se utiliza acido ortofosfo-

rico e acido tiobarbiturico (TBA). Posteriormente,
as amostras foram incubadas em 95°C durante 45
minutos e a leitura foi realizada em espectrofoto-
metro visivel, em 532 nm. Os resultados foram ex-
pressos por nmol MDA/mL de plasma.

Proteinas Carboniladas

Foi realizada a partir da técnica descrita por Le-
vine et al. (1990), em plasma, tendo sido utilizado
acido tricloroacético (TCA) 10%, acido cloridrico,
2,4 Dinitrofenilhidrazina (DNPH) e dodecil sul-
fato de sodio (SDS) 3%. As leituras foram feitas
em espectrofotometro, em 370 nm. Os resultados
foram expressos por nmol carbonil/mg proteina.
A determinacdo de Proteinas Totais foi realizada
pela metodologia estabelecida pelo kit comercial
da marca Labtest®.

Glutationa reduzida (GSH)

Os niveis de GSH foram mensurados de acordo
com o método de ensaio espectrofotométrico para
a determinagdo da glutationa reduzida, que en-
volve a oxidagdo da GSH pelo reagente sulfidrilo
5,5’-ditio-bis (4acido 2-nitrobenzoico) (DTNB) para
formar o derivado amarelo acido 5’-tio-2-nitroben-
zoico (TNB), medido em 412 nm (Rahman; Kode;
Biswas, 2006).

Acido rico

Realizado conforme normas técnicas do fabri-
cante do kit comercial Labtest® produzido para a
determinagdo de acido urico em plasma. Os resul-
tados foram expressos por mg/dL.

Andlise estatistica

Os dados com distribui¢do normal foram anali-
sados por teste 7-student, para determinagdes para-
métricas, utilizando o programa estatistico Graph
Pad prism 5. Os valores com P<0.05 foram con-
siderados significativamente diferentes para todas
as analises.
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RESUU’ADOS resultado estatisticamente significativo quando
comparado com o grupo de fumantes (P < 0,

Na Figura 1 est4 apresentado os niveis de pe- 0381).

roxidagao lipidica de individuos fumantes cro-

nicos e do grupo controle. Este tltimo mostrou

Figura 1 — Niveis de Tbars (nmol MDA/mL de plasma) de individuos fumantes crénicos e do grupo controle.
Os resultados foram expressos por média = EP (n=10), P <0, 0381
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Ja na Figura 2 verifica-se os niveis de proteinas estatisticamente significativo quando comparado
carboniladas no plasma de individuos fumantes cro- com o grupo de fumantes (P <0, 0196).

nicos e do grupo controle. Este mostrou resultado

Figura 2 — Niveis de proteinas carboniladas (nmol carbonil/mg proteina) no plasma de individuos fumantes
cronicos e do grupo controle. Os resultados foram expressos por média += EP (n=10), P <0, 0196
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A Figura 3 mostra os niveis de GSH no plasma mente significativo quando comparado com o grupo
de individuos fumantes cronicos e do grupo contro- de fumantes (P <0, 0260).

le. O grupo controle mostrou resultado estatistica-
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Figura 3 — Niveis de GSH (umol GSH/mL) no plasma de individuos fumantes cronicos e do grupo controle.

Os resultados foram expressos por média + EP (n=10), P <0, 0260
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Por fim, na Figura 4 observa-se os niveis de aci-
do trico no plasma de individuos fumantes cronicos
e do grupo controle. O grupo controle nao mostrou
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diferenca estatistica quando comparado com o gru-
po de fumantes (P < 0,7084).

Figura 4 — Niveis de acido trico (mg/dL) no plasma de individuos fumantes cronicos e do grupo controle. Os

resultados foram expressos por média + EP (n=10), P <0,7084
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DISCUSSAO

De acordo com os resultados encontrados neste
estudo verificou-se que os niveis de Tbars dos fu-
mantes cronicos estudados mostraram ser significa-
tivamente superiores aos niveis de Tbars do grupo
controle (Figura 1). Este fato evidencia maiores
chances de desenvolvimento de doengas respira-
tdrias, canceres de pulmao, assim como doengas

cardiovasculares, tendo em vista que a peroxida-
¢do lipidica € um processo em que os lipideos da
membrana celular sdo degradados por oxidagao, e
que esse fato pode resultar no rompimento celular,
contribuindo para o aparecimento de problemas
metabolicos (Bianchi; Antunes, 1999; Barbosa et
al., 2010). O estudo realizado por Yildirim et al.
(2011), que avaliou o estresse oxidativo em esco-
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lares fumantes passivos, mediante a realizacdo de
capacidade antioxidante total (CAT), estado oxidan-
te total (EOT), indice de estresse oxidativo (IEO) e
cotinina, também evidenciou, por meio da avaliagao
do EOT, um indicio preciso de peroxidagao lipidica
e de estresse oxidativo nos individuos que possuiam
contato com a fumaca do cigarro. Da mesma for-
ma, Jinior et al. (2005) relaciona em seus estudos
o aumento do Tbars, em decorréncia do aumento de
EROs e Espécies Reativas de Nitrogénio (ERNs)
em pacientes asmaticos cronicos quando os compa-
rou com um grupo controle (sem problemas respira-
torios). De acordo com este mesmo autor, a asma ¢é
uma doengca respiratoria caracterizada pela inflama-
¢a0 cronica das vias aéreas e esta diretamente rela-
cionada ao habito de fumar, posto que a exposi¢ao
a fumaga do cigarro pode levar ao desenvolvimento
de doengas respiratdrias como a asma pelo aumento
na producao de ERs, causando muitas alteragdes
fisiopatologicas.

Com relagdo aos niveis de proteinas carboni-
ladas, o presente estudo também revela niveis su-
periores no grupo de fumantes em comparagdo ao
grupo controle (Figura 2). Este fato indica que os
fumantes cronicos estudados apresentam danos oxi-
dativos em proteinas, provavelmente induzidos por
ERs, provenientes do consumo de cigarro. Este re-
sultado corrobora com os achados de Silva (2008),
posto que este autor detectou em seu estudo a asso-
ciacdo do aumento da lipoperoxidagdo e oxidagao
proteica em pacientes asmaticos.

Pode-se observar, ainda, que os niveis de GSH
também estdo mais elevados no grupo de fumantes
em comparagao ao grupo controle (Fig. 3). Consi-
derando que, de acordo com Oliveros, Videla e Gi-
menez (2004), as células de mamiferos respondem
ao estresse oxidativo por meio de varios mecanis-
mos, incluindo a produ¢do de GSH, e Junior et al.
(2005) afirmam que esta situagcdo oxidativa pode
ocorrer com a exposi¢ao a fumaga do cigarro em
decorréncia do aumento das EROs e/ou ERNs, este
achado sugere que o aumento na produgdo de GSH
ocorreu em consequéncia da elevacao da producao
das ERs, provavelmente induzida pelo consumo de
cigarro.

Da mesma forma que a GSH, o &cido urico
também aumenta em situagdes de estresse oxida-
tivo para ajudar na protecdo contra as EROs e/ou
ERNSs (Barreiros; David; David, 2006; Schneider
et al., 2009). Neste estudo, no entanto, os niveis
de acido trrico ndo se mostraram significativamente
alterados no grupo dos individuos fumantes quan-
do foi comparado com o grupo controle, visto que
ambos estdo dentro dos parametros normais (2,5 a
7mg/dL) (Figura 4). Esse fato, porém, ndo descar-
ta a ocorréncia de estresse oxidativo nos fumantes
cronicos, uma vez que todos os outros resultados
encontrados nesta pesquisa evidenciam claramente
uma situagdo de peroxidagdo lipidica e oxidagdo
proteica excessiva, bem como a elevacao da GSH,
o principal componente do sistema antioxidante nao
enzimatico.

CONCLUSAQ

Os resultados obtidos confirmam que o tabagis-
mo ¢ responsavel por desencadear alteracdes nos
marcadores de estresse oxidativo, o que pode estar
relacionado a maior suscetibilidade que os fuman-
tes cronicos tém de desenvolver patologias, como
o cancer ¢ infecgOes respiratorias.
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