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RESUMO: O cigarro de palha artesanal é um tipo de tabaco que predomina
nas areas rurais. Sabe-se dos maleficios causados pelo cigarro industrial,
porém ndo ha dados na literatura sobre os efeitos toxicos do cigarro de palha
artesanal no musculo diafragma. Teve-se como objetivos avaliar a toxicida-
de do cigarro de palha artesanal e cigarro industrial no musculo diafragma
de camundongos Swiss. Estudo do tipo experimental. Foram utilizados 30
camundongos Swiss, machos e os grupos foram distribuidos em (GC= 10),
cigarro industrial (CI=10) e cigarro de palha artesanal (CPA=10). Os grupos
CPA e CI foram expostos a 4 cigarros/sessdo, 3x/dia, durante 30 dias. No 31°
dia, os animais foram eutanasiados para extra¢do do musculo diafragma e
posterior analise histologia e de peroxidagao lipidica. Nao verificou-se atro-
fia do musculo diafragma nem inflamagao nos grupos (CPA) e (CI), quando
comparados ao grupo (GC), entretanto observou-se uma desestruturagdo da
fibra e presenca de edema citoplasmatico nos grupos experimentais. Também
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observou-se nos grupos (CPA) e (CI) um aumento significativo na peroxidagao
lipidica (p<0,02). Concluiu-se que tanto o cigarro de palha artesanal quanto
o cigarro industrial foram capazes de causar alteragdes morfologicas e dano
oxidativo no musculo diafragma camundongos Swiss.

Palavras-chave: Tabagismo. Diafragma. Histologia. Substancias Reativas
com Acido Tiobarbitlrico

Abstract: The craft cornhusk cigarette is a type of tobacco that predomina-
tes in rural areas. It is known that the malfunctions caused by the industrial
cigarette, but there is no data in the literature about the toxic effects of the
craft cornhusk cigarette in the diaphragm muscle. To analyze the toxicity of
the craft cornhusk cigarette and industrial cigarette in the diaphragm muscle
of Swiss mice. Experimental study. Thirty Swiss male mice were used and
the groups were distributed in (GC = 10), industrial cigarette (CI = 10) and
(CCC) craft cornhusk cigarette (CC= 10). The CCC and IC groups were
exposed to 4 cigarettes / session, 3x / day, for 30 days. On the 31st day, the
animals were euthanized for extraction of the diaphragm muscle and subse-
quent histological and peroxidation of membrane lipids analyzes. There was
no diaphragmatic muscle atrophy or inflammation in the groups (CCC) and
(CI), when compared to the group (CG). However, there was a disintegration
of the fiber and presence of cytoplasmic edema in the experimental groups.
Besides, the groups (CCC) and (CI) showed a significant increase in lipid
peroxidation (p <0.02). It was concluded that both the craft cornhusk cigarette
and the industrial cigarette were able to cause morphological changes and
oxidative damage in the diaphragm muscle Swiss mice.

Keywords: Smoking. Diaphragm. Histology. Thiobarbituric Acid Reactive Substances

Introducgao

O tabagismo ¢é considerado um importante
problema de satde publica, devido a alta
prevaléncia de fumantes, além da mortali-
dade causada pelas doencas relacionadas ao
tabaco. (SANTORO; JAMNIK, 2010).

Ha em torno de 1,3 milhdes de usuarios
de tabaco no mundo. Mais de 14.500 mortes
por dia sdo atribuidas ao seu uso, além do
fato que muitas pessoas adoecem em sua
consequéncia. A Organizagdo Mundial da
Saude projetou para o ano de 2030 as mortes
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secundarias relacionadas ao tabaco, estas
estardo na ordem de 3 milhdes/por ano em
paises industrializados e de 7 milhdes/por ano
em paises em desenvolvimento. (SANTORO;
JAMNIK, 2010).

De acordo com Pasupathi et al. (2006), o
cigarro ¢ considerado o modo mais prevalente
nos habitos sociais, sendo praticado em todo
o mundo. Ainda, de acordo com os autores,
o tabaco pode ser utilizado de varias manei-
ras, sendo este consumido pelos usudrios na
forma de cigarro de palha, cigarro industrial,
charutos ou cigarrilhas. Os cigarros indus-
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trializados sdo a forma mais comumente
utilizada no mundo e foram responsaveis por
85% de todo o tabaco consumido no Brasil
em 2000. (IBGE, 2010).

O cigarro de palha é conhecido pela
populagdo por ser um cigarro artesanal,
sendo confeccionado pelo proprio usuario.
E composto basicamente por um punhado
de fumo de corda picado, envolto por uma
palha de milho. Este tipo de cigarro esté
muito presente na regido brasileira, desde a
regido norte a sul, com predominio nas zonas
rurais. (VIEGAS, 2008; SEPLAG, 2013).
O cigarro de palha vem ganhando cada vez
mais popularidade pela falsa ideia de que sao
menos danosos do que o cigarro comum, no
entanto, tém mais nicotina e monoxido de
carbono. (OLIVEIRA, 2010).

De acordo com Oliveira (2010), nas are-
as rurais do Brasil, os cigarros de palha ou
enrolados a mao sao consumidos com maior
prevaléncia em comparacdo com as areas
urbanas, com maior prevaléncia sob o sexo
masculino (17%).

O diafragma ¢ o principal musculo da
respiracdo, apresenta-se em forma de cu-
pula e esta inserido nas costelas inferiores,
sendo encontrado apenas nos mamiferos. E
um musculo estriado esquelético, composto
por 58,9% de fibras do tipo I e por 41,1%
de fibras do tipo II, sendo as fibras do tipo
I de contracdo lenta e altamente resistentes
a fadiga e as fibras do tipo II, de contragao
rapida e altamente fadigaveis. (NETTER,
2014; LESSA et al., 2012).

O estresse oxidativo ¢ consequéncia de
um desequilibrio na quantidade de espécies
reativas de oxigénio (ERO), incluindo alguns
radicais livres derivados do oxigénio. Esse
desequilibrio pode ser causado por diver-
sos fatores relacionados com o aumento da
producao de ERO ou a redugdo da disponi-
bilidade de antioxidantes, podendo-se citar
a nutricdo inadequada e a permanéncia dos
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animais em condicdes de estresse. (ANDRA-
DE et al., 2010).

Alesdo muscular caracteriza-se pelo rom-
pimento dos miofilamentos, anormalidade
mitocondrial e do reticulo sarcoplasmatico,
desequilibrio hidroeletrolitico, necrose ce-
lular, reparo e produgdo de tecido fibroso.
(TIDBALL, 1995; SVERZUT; CHIMELLI,
1999; PRISK; HUARD, 2003).

Este estudo teve como objetivo avaliar
a toxicidade do cigarro de palha artesanal e
cigarro industrial no musculo diafragma de
camundongos Swiss.

Material e Métodos

Este estudo caracterizou-se por ser do tipo
experimental. A amostra foi composta por
30 camundongos jovens da linhagem Swiss,
com 60 dias de idade e uma média de peso
de 32,5 gramas, oriundos do Laboratorio de
Experimenta¢ao Animal da URI — Campus
de Erechim.

Os animais foram acondicionados em
caixas separadas, sob condi¢des de tempera-
tura de 224+2°C e um ciclo de 12h claro/12h
escuro, com acesso a agua e alimentagdo
a vontade. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em trés grupos, contendo 10
animais cada: grupo controle (GC= 10), ci-
garro de palha artesanal (CPA=10) e cigarro
industrial (CI= 10).

Os animais dos grupos (CI) e (CPA), fo-
ram expostos aos cigarros em caixas e salas
separadas, 3 x/dia, 7 dias/semana, durante 30
dias. O grupo de animais (CI) foi submetido
a inalacdo do cigarro industrial da marca
Malboro Red e o grupo de animais (CPA)
foram expostos a inalagdo do cigarro de palha
artesanal. O grupo controle (GC) foi manipu-
lado igualmente, porém sem a exposicao da
inalagdo da fumaca, permanecendo na caixa
em temperatura ambiente. Todos os cigarros
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de palha artesanal foram confeccionados pela
pesquisadora. O cigarro industrial foi adqui-
rido em uma tabacaria da cidade de Erechim.

Os animais foram expostos a quatro ci-
garros (CI) e (CPA) por sessdo, totalizando
12 cigarros. Os animais foram alocados
em uma camara de inala¢do para roedores
dentro de uma capela de exaustdo. O cigar-
ro foi acoplado a uma seringa de plastico
de 60ml para captagdo da fumaga que era
imediatamente expelida dentro da caixa.
Os animais foram mantidos expostos a
fumaca do cigarro durante 6 minutos, apos
a tampa da caixa de inalagao era removida,
o exaustor da capela ligado e a fumaca li-
berada durante 1 minuto. Os animais entao
eram novamente expostos a nova inalagao
da fumaga de um préximo cigarro. O grupo
controle (GC) foi mantido em uma sala
separada sob as mesmas condi¢des, durante
0 mesmo periodo em ar ambiente, sem ser
submetido a fumagca de cigarro.

No trigésimo primeiro dia, os animais
foram anestesiados com Zoletil® 50 e subme-
tidos a laparotomia para retirada do mtsculo
diafragma e posterior analise histologica e
bioquimica.

Para analise histoldgica, foi retirado o
diafragma de cada animal e colocado em
solucdo de formalina 10%, onde permane-
ceu até analise histoldgica. A confecgdo das
laminas foram realizadas pela técnica em
parafina com cortes de 4mm de espessura e,
posteriormente, colocados em laminas pre-
viamente revestidas com albumina glicerina
desparafinizadas, para posterior avaliagdo em
microscopia de luz. Apos, foram submetidas
a coloragdo pelo método de Hematoxilina e
Eosina.

A analise bioquimica foi realizada atra-
vés do TBARS por espectrofotometria, no
comprimento de onda de 532 nm. O musculo
diafragma foi armazenado imediatamente
apos a coleta em eppendorfs e congelados em
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freezer -80 C. Para cada analise individual,
foram utilizadas 150 uL. de homogeneizado
de diafragma (analises em duplicata). O
diafragma foi homogeneizado na propor¢ao
1:10 (peso/volume) em tampao especifico. O
nivel de TBARS foi normalizado em relagdo
a quantidade de proteinas das amostras, uma
vez que os resultados sdo expressos em nmol/
mg de proteinas. O protocolo utilizado foi
baseado na metodologia de Esterbauer e Che-
eseman (1990). A analise estatistica utilizada
foi andlise de varidncia (ANOVA) de uma
via seguido do teste post-hoc de Tukey. Os
resultados foram expressos como média +
desvio padrao. As analises foram realizadas
mediante o programa SPSS. Foi considerado
diferenga significativa quando o (p < 0,05).

A realizacao do projeto esteve de acordo
com as normas dos Principios Eticos de
Experimentacdo Animal, estabelecido pela
Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais
de Laboratorio (SBCAL), pela Lein® 11.794,
de outubro de 2008 (LEIARROUCA) e pela
Resolugao CONAMA n° 358, de 29 de abril
de 2005. Este estudo foi aprovado pelo CEUA
da URI Erechim em 10 marg¢o de 2010.

Resultados

A analise histologica do musculo dia-
fragma foi realizada de forma qualitativa e
verificou-se que o (GC) apresentou morfolo-
gia normal, com presenca de varios ntcleos
periféricos, bem como presenga de endomisio
e perimisio da célula.

Ao avaliar as laminas histologicas do mus-
culo diafragma, ndo se observou atrofia mus-
cular e inflamag@o nos grupos expostos aos
(CPA) e (CI), quando comparados ao grupo
(GC). Entretanto, verificou-se uma desestru-
turagdo da fibra muscular e presenca de edema
citoplasmatico em ambos 0s grupos expostos
aos cigarros, sendo estas alteracdes visiveis
em algumas fibras, conforme Figura 1.
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Figura 1- Fotomicrografia do musculo diafragma de
camundongos machos, com detalhe a direita A) Grupo
Controle (GC); B) Cigarro Industrial (CI) e C) Cigarro de
Palha Artesanal (CPA) Observou-se a desestruturagao da
fibra muscular com presenca de edema citoplasmatico nas
figuras B e C. H.E. 10x e 25x, respectivamente.
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Em relacao as Espécies Reativas ao
Acido Tiobarbitarico (TBARS) no musculo
diafragma, observou-se que tanto o (CPA)
quanto o (CI) causaram aumento significativo
na peroxidacdo lipidica (p<0,02), quando
comparados ao grupo (GC), demonstrando
assim, que ambos os cigarros causaram dano
oxidativo significativo no musculo diafrag-
ma, conforme Figura 2.

Figura 2 - Niveis de TBARS no musculo diafragma,
expressos em média e erro padrdo médio. Grupo Controle
(GC), Cigarro Industrial (CI) e Cigarro de Palha Artesanal
(CPA). *(p<0,02) (CI) e (CPA) em relagao ao (GC).
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Discussao

Em estudo realizado por Lessa et al.
(2012), foi verificado que a morfologia do
musculo diafragma de mamiferos apresenta-
-se com feixes de fibras alongadas, com a
extremidade arredondada, sendo esta mul-
tinucleada, com nucleos ovais situados na
periferia da célula, denominando, assim, a
morfologia normal do musculo, o que pode,
também, ser visto em nosso estudo, conforme
o0 grupo controle.

Camargo Filho et al. (2011) analisaram
as adaptagdes na musculatura esquelética
causadas pela exposi¢do a fumaca do cigar-
ro industrial em 32 ratos, durante 15 dias
e verificaram que os animais submetidos a
fumaga de cigarro apresentaram maior in-
cidéncia de atrofia das fibras oxidativas tipo
II, fagocitose e necrose muscular, alterando,
assim, o padrdo oxidativo do musculo. Ainda,
sabe-se que estas alteracdes na fibra muscular
ocorrem quando hé baixo fornecimento de
oxigénio ao organismo e o tecido muscular
responde na tentativa de se adaptar e, por-
tanto, sofre algumas alteragdes histologicas
significativas. Dessa forma, o autor relata que
o consumo de cigarro causa diminui¢do da
massa muscular esquelética na sec¢ao trans-
versa das fibras oxidativas, além de reduzir a
resisténcia a fadiga de individuos tabagistas,
influenciando negativamente na qualidade de
vida dos usudrios.

De acordo com Halliwell (2001), em or-
ganismos vivos, os niveis de radicais livres e
outras espécies reativas sdo controlados por
uma complexa teia de defesas antioxidantes,
que minimizam, mas nio previnem comple-
tamente o dano oxidativo das biomoléculas.
Nas doengas humanas, esse desequilibrio
entre oxidante e antioxidante é inclinado em
favor das espécies reativas, de modo que os
niveis de dano oxidativo aumentem.
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Portdo de Carlos et al. (2014), afirmam
que o dano oxidativo gerado pela exposigao
a fumaca do cigarro no musculo esquelético
pode levar a perda de for¢ga muscular e maior
suscetibilidade a fadiga. O estudo fornece
evidéncias de alteragdes oxidativas indu-
zidas pelas espécies reativas de oxigénio
(ERO) nas proteinas do musculo diafragma
em animais cronicamente expostos a fumaga
do cigarro, vindo de encontro com o resul-
tado deste estudo, pois apesar de ser uma
exposi¢ao subaguda, causou aumento dos
niveis do TBARS dos animais expostos a
ambos os cigarros.

O mesmo autor (2011) investigou a infla-
macao e o estresse oxidativo no sistema mus-
culoesquelético de ratos expostos a fumaga de
cigarro em diferentes periodos de exposi¢ao
e verificou resultados semelhantes ao deste
estudo quando verificou aumento no TBARS
no musculo quadriceps (p< 0,01). Segundo
o autor, o dano oxidativo ocorre primeiro no
musculo esquelético e, posteriormente, no
sistema pulmonar.

Em um estudo realizado por Portao de
Carlos (2014), verificou-se que o dano oxi-

dativo induzido pela fumaga do cigarro du-
rante 30 e 45 dias causa alteragdes tanto nos
pulmdes quanto no diafragma e foi suficiente
para gerar maiores niveis de dano oxidati-
vo no musculo diafragma. Ainda, o autor
relata alteracdes histologicas significativas
como aumento do nimero de macrofagos
e neutrdfilos no tecido pulmonar do grupo
exposto a fumaca do cigarro durante 7 dias
de exposicao, o que pode ser demonstrado,
também, por Ferrari et al. (2005), que a fase
inflamatoria aguda inicia-se nos primeiros 7
dias de exposicdo e consiste em um infiltra-
do de células inflamatorias, demonstrando,
assim, um inicio do processo inflamatorio
causado pela exposi¢do ao cigarro.

Conclusao

Concluiu-se que tanto o cigarro de palha
artesanal quanto o cigarro industrial foram
capazes de causar alteragdes morfologicas
e dano oxidativo no musculo diafragma ca-
mundongos Swiss.
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