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E possivel validar estatisticamente um dispositivo
experimental com 10 ratos, de baixo custo, para pesquisa
em tabagismo passivo?

Is statistical validation of an effective, low-cost experimental smoke-exposure
device to study passive smoking possible with 10 rats?
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RESUMO

Introducio: Pessoas ndo tabagistas que convivem com a fumaga produzida por fumantes podem
sofrer os danos causados por esta exposi¢ao. Diversos estudos experimentais demonstraram os efeitos
negativos do tabagismo, tanto ativo quanto passivo. A fim de simular a exposi¢do passiva a fumaga do
cigarro em ratos, foi desenvolvido e validado um aparato (Braga-Gazzalle) simples, barato e de facil
manutengdo no Laboratorio de Habilidades Médicas e Pesquisa Cirtirgica - PUCRS. Método: O sistema
de inalagdo consiste em uma caixa de polipropileno de 40x33x17 cm, dividida em dois compartimentos
por uma tela de metal: o maior para ratos e o menor para cigarros. Um ventilador gera um fluxo interno
continuo de ar para que a fumaga produzida pela ponta acesa alcance os animais. Apos aprovagdo no
Comité de Etica, 5 ratos (Grupo A) foram expostos durante 2 horas didrias & fumaga, comparado ao
grupo controle de 5 ratos (Grupo B). Apos exposicdo de 4 semanas, dosou-se a carboxihemoglobina
(CoHb) sérica. Os animais foram entdo sacrificados. A analise estatistica utilizada foi o teste t-Student,
com 5% de significancia. Resultados: No Grupo A, a média dos percentuais de CoHb sérica foi de
11,52 +4,40%, enquanto no Grupo B a média encontrada foi de 0,3 & 0,2%. Os niveis de carboxihemo-
globina observados no Grupo A foram muito maiores do que no Grupo B (p <0,001). Conclusdes: O
modelo experimental desenvolvido pelos autores provou que expde adequadamente os animais a fumaca
passiva. O aparato se mostrou confiavel, de facil manutengio e, sobretudo, de baixo custo operacional.

Descritores: Poluigdo por Fumaga de Tabaco. Tabagismo. Carboxihemoglobina. Modelos Animais. Ratos.

ABSTRACT

Background: Nonsmokers are harmed by the exposure to the smoke produced by smok-
ers. Several experimental studies have demonstrated the negative effects of both active
and passive smoking. To simulate passive exposure to cigarette smoke in rats, a simple,
inexpensive and easy-to-maintain apparatus (Braga-Gazzalle) that uses sidestream smoke
was developed in the Laboratory of Surgical Research, Pontificia Universidade Catdlica
do Rio Grande do Sul (PUCRS). Methods: The inhalation system consists of a 40x33x17
cm polypropylene box divided into 2 chambers by a perforated metal screen, the larger
was used for rats and the lowest for cigarettes. A fan generates continuous internal airflow
so that the smoke produced by the smoldering end of the cigarette reaches the animals.
After approval by the Ethical Committee, 5 rats (Group A) was exposed daily to the inha-
lation of smoke during 2 hours, compared with control group with 5 rats (Group B). After
four weeks of exposition, carboxyhemoglobin (CoHb) was dosed. The animals were then
sacrificed. The statistical analysis used was the t-Student test with 5% significance. Re-
sults: In Group A, mean CoHb levels was 11.52 + 4.40%, and in Group B was 0.3 + 0.2%.
Carboxyhemoglobin levels observed in Group A were much greater than in the Group B
(p<0.001). Conclusions: The experimental model developed by the authors proved that
properly exposes the animals to sidestream smoke. The apparatus has shown reliable easy
to maintain and, above all, low operating cost.
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INTRODUCAO

O habito tabagista ¢ fator de risco para diversas doengas e
seu uso ¢ infelizmente comum nos mais variados ambientes.
Pessoas ndotabagistas que convivem com a fumaga produzida
por fumantes sofrem os danos causados por esta exposicdo.

A fumagca indireta pode ser proveniente da ponta acesa (jato
paralelo) ou exalada pela pessoa tabagista (jato principal). O
jato paralelo contém muito mais volume e materiais toxicos
e mesmo com exposi¢des limitadas é nocivo, com potenciais
efeitos adversos!'. Estudos experimentais utilizando ambas as
vias evidenciaram efeitos negativos na fun¢do macro e micro-
vascular em roedores expostos a fumaca do cigarro, resultando
em necrose dos retalhos cutaneos, principalmente em ratos
expostos no pré e no pos-operatorio®”.

Em estudos experimentais e clinicos, o tabagismo ¢ um
complicador da cicatrizagdo®®, causando desequilibrio na
resposta fisioldgica normal, fato de particular interesse em
Cirurgia Plastica e Reconstrutiva.

Afim de simular a exposi¢@o passivaa fumaga do cigarro e
baseados na literatura’, foi desenvolvido um aparato simples
(Braga-Gazzalle), de baixo custo e de facil manutencdo, no
Laboratorio de Habilidades Médicas e Pesquisa Cirurgica -
PUCRS (LHMPC), que utiliza basicamente o fluxo paralelo
da fumaga.

Este estudo foi conduzido com o objetivo de validar o
dispositivo desenvolvido em nosso Laboratorio, através da
presenca de carboxihemoglobina no sangue de ratos expostos
passivamente a fumacga do cigarro.

METODO

O sistema de inalagdo consistia em uma caixa de polipropi-
leno de 40x33x17 cm, que foi dividida em 2 compartimentos
por uma tela perfurada (Figuras 1 a 3). O compartimento maior
foi usado para os ratos (até 5 simultaneamente) e o menor para
os cigarros. Na extremidade oposta da caixa, foi fixado um
ventilador (cooler de computador de 0,14 A), ligado a rede de
110 volts por meio de um transformador elétrico que fornecia
tensdo de 3 a 12 Volts. Este gerava um fluxo de ar continuo
dentro da caixa: a fumaga era aspirada pelo ventilador, atingia
os ratos e saia do lado oposto da caixa. Durante o experimento,
a caixa ficava fechada por uma tampa de madeira.

A marca de cigarro utilizada foi Marlboro, por ser de
baixo custo (U$ 1,80/mago com 20 cigarros) e com maiores
teores de alcatrdo (10 mg), monoxido de carbono (10 mg) e
nicotina (0,8 mg).

Apods a aprovagio do Comité de Etica em nossa Insti-
tuicdo, e conforme preconizado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), foram randomicamente
selecionados 10 ratos do LHMPC e divididos em dois grupos
de 5 animais cada: Grupo A (estudo) e Grupo B (controle).

Figura 1 — Caixa sem a tampa. A divisoria de metal isola os ratos
do contato fisico com o cigarro, permitindo que a fumaca passe
livremente para o compartimento maior. Os orificios permitem

circulagdo do ar ambiente. Exaustor ligado ao transformador
elétrico (canto inferior direito).

Figura 2 — Vista superior do dispositivo.
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Figura 3 — Desenho esquematico e especificagoes do dispositivo.
No compartimento menor, os cigarros sdo encaixados em um
suporte de metal com 8 perfuragdes, onde ficam presos pela ponta
onde esta o filtro.
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Foram utilizados ratos Wistar Kyoto saudaveis, fémeas e
machos, pesando entre 200 e 250 gramas. Os animais tiveram
alimento e dgua “ad libitum”. Um periodo de aclimatacdo a
fumaca de | hora/dia por 1 semana foi utilizado para adaptar
0s ratos para o experimento’.

Ao final deste periodo, o Grupo A foi exposto diariamente
a fumaca da queima de 8§ cigarros, um apds o outro, durante
2 horas. A exposicdo se deu nos dias uteis, por 4 semanas, e
ndo aos finais de semana. O Grupo B foi submetido a0 mesmo
regime dentro da caixa, porém sem a fumaga. As exposicdes
foram padronizadas e realizadas aproximadamente na mesma
hora do dia.

Ao final da quarta semana do experimento, imediatamente
apods a exposic¢do, os animais foram submetidos a coleta de
sangue em busca de carboxihemoglobina (CoHb). O sangue
foi coletado da veia jugular externa, dissecada sob anes-
tesia, através de sistema de coleta em “capilar”. A analgesia
foi realizada com paracetamol 10 gotas/50mL, via oral e
a anestesia realizada de forma rotineira, antes de qualquer
procedimento ciriirgico, com a utilizagao de solu¢édo de clor-
promazina 0,2 mL + 0,8 mL de ketamina, 1 mL IM, para cada
250 gramas de peso. Os animais foram entdo sacrificados com
cloreto de potassio (KCl) 5 mL intraperitoneal.

A andlise estatistica utilizada foi o teste t-Student, com
5% de significancia.

RESULTADOS

Osniveis de carboxihemoglobina obtidos estdo ilustrados
na Figura 4.

Os niveis de carboxihemoglobina observados no Grupo
A foram estatisticamente muito maiores do que no Grupo B
(» <0,001).
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Figura 4 — Niveis de carboxihemoglobina. p < 0,001.

DISCUSSAO

Apesar do crescente interesse da saude publica com
relagdo aos efeitos adversos do tabagismo, o uso do tabaco
¢ difundido nos mais variados ambientes, inclusive locais
fechados. Entretanto, ainda sdo escassos dados na literatura
sobre efeitos do tabagismo passivo nos mais variados orgaos
e sistemas. Dai a importancia dos Centros de Pesquisa em
disponibilizar ferramentas para a execucao de estudos envol-
vendo o tabagismo passivo.

A influéncia da exposi¢do a fumaga do cigarro foi estu-
dada em retalhos cutdneos confeccionados em ratos e hams-
ters, onde os resultados apontaram para déficit circulatorio
e necrose no retalho®>,

Todos os estudos experimentais envolvendo tabagismo
necessariamente utilizam algum dispositivo mecanico para
submeter os animais a exposi¢do da fumaga. Alguns utili-
zaram maquinas sofisticadas, com sistemas automaticos,
porém caros e que necessitam maior manutencao e cuidados
no manuseio**!1%13 em comparagdo ao modelo desenvolvido.

Em nosso estudo, todos os ratos expostos a fumaca do
cigarro apresentaram valores significativamente positivos de
carboxihemoglobina, um método consolidado para confirmar
e acessar a magnitude da exposi¢do a fumaga?33,

Mesmo com tamanho amostral reduzido, a hipotese de
homogeneidade de varidncias - necessaria no teste t de Student
- foi aceita para a variavel CoHb, com diferencga significativa
entre médias ao nivel de 1%. Devido ao tamanho reduzido da
amostra, optamos por testar os resultados também com o teste
nao-paramétrico de Mann-Whitney. Novamente os resultados
foram aceitos, com resultado também menor que 0,001.

Este aparato foi desenvolvido para possibilitar a pesquisa
em tabagismo passivo em ratos, em qualquer area médica, no
nosso Laboratério. O que chama a atencdo é que o sistema
foi validado com poucos animais, demonstrando resul-
tados significativamente positivos de carboxihemoglobina,
medidos por meio da coleta de sangue.

O modelo desenvolvido, que aproveita o fluxo paralelo
de fumaga, provou que expde adequadamente os animais
dentro do compartimento. Além disso, o baixo custo e a
simplicidade do dispositivo o tornam facilmente reprodutivel
em qualquer laboratério de pesquisa, aplicavel, portanto, em
paises carentes de recursos. Acreditamos que, seguindo as
especificagdes acima, mesmo em paises subdesenvolvidos,
sera possivel construir tal dispositivo. O custo total da
montagem do dispositivo foi de US$ 30,00.

CONCLUSOES

O modelo experimental desenvolvido pelos autores se
mostrou confiavel, de facil manutengdo e, sobretudo, de baixo
custo operacional.
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