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Resumo

Objetivos: Estudar o efeito do fumo passivo sobre o estado plas-
matico oxidativo e antioxidativo em pré-escolares fumantes passivos e
compara-los com controles.

Métodos: Trinta e quatro pré-escolares fumantes passivos (cinco a
50 cigarros/dia) (grupo de estudo) e 32 controles que nunca estiveram
expostos a fumaga de cigarro foram escolhidos aleatoriamente entre
criancgas de 4 a 6 anos. Foram determinados os niveis de cotinina urina-
ria e de indicadores do estado oxidativo e antioxidativo, isto é, estado
oxidante total (EOT), capacidade antioxidante total (CAT) e indice de
estresse oxidativo (IEO).

Resultados: A média do consumo ambiental de cigarros foide 22+13
cigarros por dia nas criangas fumantes passivas. Os niveis médios de
cotinina urinariaforam 77,6+41,4ng/mLe 11,94+2,3 ng/mLnos grupos de
estudo e controle, respectivamente (p < 0,001). Os niveis médios da CAT
plasmatica foram 0,95+0,13 mmol equivalente de Trolox/L e 1,01+0,09
mmol equivalente de Trolox/L, respectivamente (p = 0,039). Os niveis
médios de EOT plasmético foram 28,6+7,9 pmol H,O, equivalente/L e
18,5+6,3 pmol H,0, equivalente/L, respectivamente (p < 0,001). Os
niveis médios de IEO foram 3,08+0,98 unidade arbitraria e 1,84+0,64
unidade arbitraria, respectivamente (p < 0,001). Uma pequena quantidade
de fumaga de cigarro (cinco a 10 cigarros/dia) causa estresse oxidativo
consideravel. Ndo houve correlagBes significativas entre o nimero de
cigarros consumidos e os niveis de estado oxidante e de IEO.

Conclusdes: O tabagismo passivo é um potente oxidante em pré-
escolares. Seus efeitos deletérios ndo se limitam apenas tabagismo
passivo pesado, mas também ocorrem com a exposi¢do a pequenas
quantidades de fumaga.

J Pediatr (Rio J). 2011;87(6):523-8: Antioxidantes, cotinina, oxi-
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Introducao

O principal efeito adverso do tabagismo ativo ou passivo
é decorrente de numerosos compostos emitidos em gases,
muitos dos quais sdo oxidantes e pré-oxidantes; além disso,

Abstract

Objectives: To study the effect of passive cigarette smoking on
plasma oxidative and antioxidative status in passive smoking preschool
children and to compare them with controls.

Methods: Thirty-four passive smoking (five to 50 cigarettes per day)
preschool children (study group) and 32 controls who had never been
exposed to cigarette smoke were randomly chosen from children aged
from 4 to 6 years. Urinary cotinine and plasma indicators of oxidative
and antioxidative status, i.e., total oxidant status (TOS), total antioxidant
capacity (TAC), and oxidative stress index (OSI), were determined.

Results: Mean environmental cigarette consumption was 22+13
cigarettes per day in passive smoking children. Mean urinary cotinine
levels were 77.6+41.4 ng/mL and 11.9+2.3 ng/mL in the study and
control groups, respectively (p < 0.001). Mean plasma TAC levels
were 0.95+0.13 mmol Trolox equivalent/L and 1.01+0.09 mmol Trolox
equivalent/L, respectively (p = 0.039). Mean plasma TOS levels were
28.6+7.9 ymol H,0, equivalent/L and 18.5+6.3 pmol H,0, equivalent/L,
respectively (p < 0.001). Mean OSI levels were 3.08+0.98 arbitrary units
and 1.84+0.64 arbitrary units, respectively (p < 0.001). A small amount
of cigarette smoke (five to 10 cigarettes per day) causes considerable
oxidative stress. There were significant correlations between number of
cigarettes consumed and oxidant status and OSI levels.

Conclusions: Passive smoke is a potent oxidantin preschool children.
Its deleterious effects are not limited just to heavy passive smoking, but
also occur with exposure to small amounts of smoke.

JPediatr (RioJ). 2011,87(6):523-8: Antioxidants, cotinine, oxidants,
passive smoking, preschool children.

o aumento da producgdo de espécies reativas de oxigénio
pela fumaca esta relacionado ao aumento na producdo de
radicais livres, a redugdo nos niveis de antioxidantes séricos
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e ao estresse oxidativol-4. O aumento do estado oxidante
pode resultar na oxidagdo lipidica, na indugdo da quebra da
fita simples do DNA, na inativacdo de certas proteinas e na
ruptura de membranas bioldgicas?5:6, que estdo associadas a
numerosos efeitos adversos para a salde de fetos, lactentes,
criangas e adultost.2.7-12,

A cotinina, que € o principal metabdlito da nicotina, é um
indicador comumente utilizado para refletir o nivel de expo-
sicdo a fumaca, embora sua meia-vida seja menor do que
24 horas. A cotinina urinaria € um bom indicador, pois pode
ser mensurada de forma simples e acurada e é detectavel
em amostras de urina em baixas concentragfes!3.

Relatamos previamente que a capacidade antioxidante
total (CAT), o estado oxidante total (EOT) e o indice de es-
tresse oxidativo (IEQ) no tecido placentario fetal, no sangue
de corddo umbilical e no soro dos lactentes e das suas maes
sdo alterados pelo tabagismo ativo ou passivo:2:8:9, No pre-
sente estudo, medimos o nivel de cotinina para determinar
o nivel de exposigdo passiva ao cigarro e avaliamos o efeito
do fumo passivo nos niveis de estado oxidante/antioxidante
total em pré-escolares.

Materiais e métodos

O grupo de estudo incluiu 45 pré-escolares (24 meninos,
21 meninas) com idade entre 4 e 6 anos (média: 5,2+0,7
anos) que tivessem sido expostos a pelo menos cinco ci-
garros por dia (variagdo: 5-45 cigarros/dia; média: 22+13
cigarros/dia) nos ultimos 2 meses no ambiente doméstico. O
grupo controle consistiu em 44 pré-escolares (26 meninos,
18 meninas) com idade entre 4 e 6 anos (média: 5,3+0,8
anos) de nivel socioecondmico semelhante. As maes desses
sujeitos relataram que as criangas nunca haviam sido ex-
postas ao fumo passivo. Os individuos foram recrutados do
ambulatério pediatrico da Harran University e do ambulatério
pediatrico do Sanliurfa Children’s Hospital entre fevereiro de
2010 e abril de 2010. Todos os individuos eram saudaveis, e
nenhum havia ingerido qualquer medicamento antioxidante
(vitamina C, vitamina E, selénio, etc.) ou bebido suco de
frutas antes ou durante o estudo. Para avaliacdao de cada um
dos individuos dos grupos de estudo e controle, foi obtido
um breve histdrico, foram coletadas amostras de sangue
para contagem sanguinea completa e testes de fungdo renal
e hepatica, e foi realizado um exame fisico completo. As
amostras de urina foram coletadas em um tubo estéril. As
amostras de sangue foram retiradas em tubos hepariniza-
dos e o plasma foi separado das células por centrifugacdo a
3000 rpm por 10 minutos. As amostras de urina e plasma
foram armazenadas a -80 °C até serem requisitadas para
analise. O plasma foi analisado para a determinagdo da CAT
e do EOT. Os individuos com qualquer sinal ou sintoma de
doenga aguda ou crbnica ou com resultados anormais nos
testes bioquimicos foram excluidos do estudo.

Onze pacientes do grupo de estudo foram excluidos porque
seus niveis de cotinina urinaria eram inferiores a 25 ng/mL
(média: 15,1 ng/mL; variagdo: 10,2-24,9 ng/mL), embora
suas maes tivessem relatado que as criangas estiveram
expostas a pelo menos cinco cigarros por dia. Isso pode ter
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sido causado por fatores como grau de consumo de cigarros
por parte da crianca, indice de tabagismo, tipo de cigarro
(com filtro ou sem filtro, de baixo alcatrdo, com diferentes
conteudos de nicotina, etc.), proximidade do ndo fumante,
duragdo da exposicao, magnitude do espaco, sistema de
ventilagdo da casa ou do trabalho, estagao do ano, e muitas
outras varidveis. Doze individuos do grupo controle foram
excluidos porque seus niveis de cotinina urinaria foram
maiores do que 25 ng/mL (média: 37,6 ng/mL; variagdo:
25,1-59,4 ng/mL), embora suas maes tivessem relatado que
as criangas nunca haviam sido expostas ao fumo passivo.
As maes receberam todas as informagdes sobre o objetivo
da investigagdo e consentiram com a participacao do filho
no estudo. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da
Faculdade de Medicina da Harran University e pelo Conselho
Académico Cientifico da Harran University.

Métodos analiticos

Os niveis de cotinina urinaria foram determinados por
quimioluminescéncia, utilizando-se um kit comercial (kit
de metabdlito de nicotina Immulite 2000, Diagnostic Pro-
ducts Corporation, Los Angeles, EUA) com um analisador
automatico de horménios (sistema de imunoensaio Immu-
lite 2000, Siemens, Chicago, EUA). Os niveis de cotinina
urinaria foram expressos em ng/mL. O ponto de corte da
cotinina urinaria para tabagismo passivo foi 25 ng/mL4.
Os niveis de CAT e EOT foram medidos pelos métodos de
Erel (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep, Turquia), que sao
automatizados e colorimétricos>-17. O método EOT de Erel
é baseado na oxidacgdo do ion ferroso para ion férrico na
presenca de varias espécies oxidantes em meio acido e
na determinacdo do ion férrico pelo laranja de xilenol. Os
resultados foram expressos em pmol H,0, equivalente/L
(umol H,0, equiv./L)'8. O método CAT de Erel é baseado
no embranquecimento da cor caracteristica de um radical
catiénico mais estavel de 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfonico) (ABTS) pelos antioxidantes. Os resultados
foram expressos em mmol equivalente de Trolox/L (mmol
equiv. de Trolox/L)19.

A porcentagem do nivel de EOT em relagdo ao nivel de
CAT foi considerada como sendo o IEOQ'7. O valor do IEO
plasmatico foi calculado da seguinte forma: IEO = [(EOT,
umol H,0, equiv./L)/(CAT, umol equivalente de Trolox/L)
x 1007717,

Anadlise estatistica

A variancia da homogeneidade das variaveis foi testada
pelo teste Levene. As diferengas nos valores da cotinina
urindria e nos parametros plasmaticos entre os grupos de
estudo e controle foram analisadas pelo teste t de Student.
A razdo entre os sexos foi comparada através de um teste
do qui-quadrado. AssociacGes bivariadas entre as varia-
veis foram avaliadas pelo teste de correlacao de Pearson.
Os dados foram expressos como média + desvio padrdo
(DP) e as diferengas foram consideradas estatisticamente
significativas se p < 0,05. As anadlises estatisticas foram
realizadas com o auxilio do SPSS para Windows, versdo
11.5 (SPSS Inc., Chicago, EUA).
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Resultados

O grupo de estudo baseado nos niveis de cotinina con-
sistiu em 34 pré-escolares (17 meninos, 17 meninas) com
idade entre 4 e 6 anos (média: 5,2+0,8 anos). O grupo
controle consistiu em 32 pré-escolares (19 meninos, 13
meninas) com idade entre 4 e 6 anos (média: 5,3%+0,8).
Nao foram encontradas diferencas significativas entre os
grupos quanto a média de idade, peso corporal, estatura,
indice de massa corporal ou distribuicdo masculino/feminino
(p > 0,05, Tabela 1).

A média do consumo ambiental de cigarro foi de 22+13
cigarros por dia nas criangas fumantes passivas. Os niveis
médios de cotinina urindria foram de 77,6+41,4 ng/mL
(variagdo: 25,7-168 ng/mL) e 11,9+2,3 ng/mL (variagdo:
10,1-22,8 ng/mL) nos grupos de estudo e controle, respecti-
vamente (p < 0,001). Os niveis de CAT, EOT e IEO plasmaticos
sdo apresentados na Tabela 2. Os niveis de CAT plasmatica
foram significativamente mais baixos no grupo de estudo do
que no grupo controle (Figura 1A). Os niveis médios de CAT
foram de 0,95+0,13 mmol equiv. de Trolox /L e 1,01£0,09
mmol equiv. de Trolox/L, respectivamente (p = 0,039). Por
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outro lado, os niveis de EOT e IEO plasmaticos foram signifi-
cativamente mais altos no grupo de estudo do que no grupo
controle (p < 0,001) (Figuras 1B, 1C). Os niveis médios de
EOT plasmatico foram de 28,6+7,9 pmol H,O, equiv./L e
18,5+6,3 pmol H,0, equiv./L, respectivamente. Os niveis
meédios de IEO foram de 3,08+0,98 unidades arbitrarias (UA)
e1,84+0,64 UA, respectivamente. Tanto uma pequena quan-
tidade (cinco a 10 cigarros/dia) de fumaga de cigarro como
um baixo nivel de cotinina urinaria (25-50 ng/mL) causam
estresse oxidativo importante (p < 0,002). Foi encontrada
uma correlagdo significativa positiva entre o nimero de ci-
garros a que as criangas estiveram expostas e os niveis de
EOT e IEO (p < 0,001) (Figura 2), mas ndo foi encontrada
correlacdo entre a cotinina urinaria e os parametros oxida-
tivos (p > 0,05).

Discussao

Neste estudo, descobrimos que o equilibrio oxidativo/
antioxidativo pendeu fortemente para o lado oxidativo em
pré-escolares fumantes passivos. Segundo nosso conheci-

Tabela 1 - Comparagdo da idade, peso corporal, estatura e IMC de pré-escolares fumantes passivos
e controles (dados expressos como média + DP)

Grupo de estudo

Grupo controle

(n = 34) (n =32) p*
Idade (ano) 5,1+0,8 5,3+0,8 0,536
Peso corporal (kg) 17,9+2,9 17,9+2,9 0,717
Estatura (cm) 110,5+7,5 111,1+£7,5 0,734
IMC (kg/m?2) 14,4%1,2 14,5+1,2 0,885
Género (masculino/feminino) 17/17 19/13 0,303t
NUmero de cigarros 22+13 NA -

DP = desvio padrao; IMC = indice de massa corporal; NA = ndo se aplica.

* Teste tde Student.
T Teste do qui-quadrado.

Tabela 2 - Comparagdo dos parametros plasmaticos oxidativos e antioxidativos de pré-escolares
fumantes passivos e controles (dados expressos como média + DP)

Grupo de estudo

Grupo controle

(n =34) (n =32) p*
Cotinina (ng/mL)" 77,6+41,4 11,9+£2,3 < 0,001
CAT (mmol equiv. de Trolox/L) 0,95+0,13 1,01+0,09 0,039
EOT (umol H,0, equiv./L) 28,6%+7,9 18,5+6,3 < 0,001
IEO (UA) 3,08+0,98 1,84+0,64 < 0,001

CAT = capacidade antioxidante total; DP = desvio padrdo; EOT = estado oxidante total;

IEO = indice de estresse oxidativo; UA = unidade arbitraria.
* Teste tde Student.
T Amostra de urina.
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Figura 1 - Grafico boxplot dos niveis de CAT (A), EOT (B) e IEO (C) plasmaticos em pré-escolares fumantes passivos e controles

mento, todos os estudos publicados a respeito dos efeitos
oxidantes/antioxidantes totais do fumo passivo analisaram
o tecido placentario® e o sangue do corddo umbilical8, lac-
tentes e suas mdes!:2, e criangas em idade escolarl?. Este é
o primeiro relato que mostra a associagao entre o aumento
do estado oxidativo plasmatico e o tabagismo passivo em
criangas pré-escolares.

A exposicao ao fumo passivo é muito comum e tem
sido implicada como um fator de risco significativo para a
salide e como um habito que traz consequéncias adversas
para o estabelecimento e a progressdo de varias doencas.
As criangas sdo especialmente vulneraveis ao risco de tal
exposicdo para a saude, incluindo-se infecgOes respiratorias
superiores e inferiores, infecgdes agudas e crénicas de ouvido,
exacerbagdo da asma, alteragdes no neurodesenvolvimento,
problemas comportamentais e diminuigdo no rendimento
escolar20.21, Embora os mecanismos subjacentes envolvidos
nas patologias associadas ao tabagismo ativo ou passivo
sejam indiscutivelmente ainda um assunto a ser debatido,
supde-se que os danos oxidativos induzidos pelos radicais
livres exercam um papel fundamental na patogénese de nu-
merosas doencas relacionadas ao tabagismo®:22:23, Os radicais
livres tém a capacidade de induzir direta e indiretamente o
estresse oxidativo no corpo. Os radicais livres originados da
fumaca de cigarro sdo considerados uma causa importante
de aterosclerose e cancer?4, Cross et al. relataram que a fu-
magca do tabaco é uma fonte rica em oxidantes e em espécies
reativas de oxigénio25. Nossos resultados demonstraram que
ocorrem importantes alteragdes na CAT em pré-escolares
fumantes passivos.

As quantidades de substancias quimicas derivadas da
fumaca (por exemplo, éxido de nitrogénio, nicotina, monoéxido
de carbono e varios carcinégenos) no ambiente dependem
de muitos fatores, tais como nimero de fumantes, grau de

consumo de cigarros, indice de tabagismo, tipo de cigarro
(com filtro ou sem filtro, de baixo alcatrdo, com diferentes
conteldos de nicotina, etc.), proximidade do fumante pas-
sivo, duragdo da exposigdo, magnitude do espaco, sistema
de ventilagdo da casa ou do trabalho, estagdo do ano, e
muitas outras varidveis2®. Todos esses fatores, combinados

50

Cigarros por dia

T T T T
1 2 3 4 5 6

IEO (unidade arbitraria)

IEO = indice de estresse oxidativo.

Figura 2 - Gréfico de correlagéo dos niveis de IEO e o nimero de
cigarros consumidos por dia (r = 0,479, p = 0,003)
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com os resultados dos nossos estudos, nos levam a concluir
que sdo necessarios mais estudos para identificar com mais
clareza os efeitos do tabagismo passivo no sistema oxidan-
te/antioxidante.

Um indicador de exposicdo a fumaca de cigarro deve
ser mensuravel e representar a magnitude, a duragdo e a
frequéncia da exposicdo?0. A cotinina urinaria € um bom
indicador, pois varia de acordo com a poténcia da fonte de
exposigdo, pode ser determinada de forma simples e acurada
por um custo acessivel, e é detectavel em amostras de urina
em baixas concentragdes!3. Neste estudo, medimos o nivel
de cotinina para determinar o nivel de exposigcdo passiva ao
cigarro em pré-escolares. Os pais fumavam uma média de
22 cigarros por dia e o nivel médio de cotinina urinaria das
criangas foi de 77 ng/mL, embora ndo tenha sido encontra-
da correlagdo entre o estado oxidante e o nivel de cotinina.
No entanto, foi observada uma correlacao positiva entre o
numero de cigarros fumados e o EOT. Essa correlagdo pare-
ceu ser mais pronunciada no niumero de cigarros do que no
nivel de cotinina. Embora o relato materno possa ser menos
acurado do que a determinagdo dos niveis de cotinina, ndo
foi verificada correlagdo entre a quantidade relatada de fumo
e 0s niveis mensuraveis de cotinina. Além disso, em nosso
estudo prévio, ndo foi encontrada correlagdo entre a cotinina
e outros parametros?.

O estudo foi limitado pelo fato de que a creatinina e a
gravidade especifica (densidade relativa) ndo foram mensu-
radas; ambas possibilitam que diferengas na concentragdo
urindria sejam levadas em conta na determinagdo das con-
centragGes de cotinina urinaria. Este estudo demonstrou que
avaliar os niveis de cotinina urinaria sem medir os niveis de
creatinina urinaria ou de gravidade especifica ndo é mais
confiavel do que avaliar relatos dos pais sobre os niveis de
exposicdo ao cigarro. As medidas dos produtos bioquimicos
cotinina e creatinina na urina sdo geralmente ajustadas
para levar em conta a influéncia da hidratagdo. Tais ajustes
tradicionalmente dependiam das medidas de creatinina ou
da gravidade especifica na amostra avaliada, e os valores
finais eram expressos como a razdo entre o produto bioqui-
mico e a creatinina ou a gravidade especifica?’. A gravidade
especifica pode ser mensurada de forma rapida, confidvel e
econdmica - caracteristicas especialmente atraentes para o
uso clinico rotineiro?7.

Os valores dos produtos da peroxidagdo lipidica podem
ser utilizados como um indicio da geragdo de radicais livres
de oxigénio. A determinagdo do EOT fornece um indicio
preciso de peroxidagdo lipidica e de estresse oxidativol7:19,
Tem-se afirmado que o aumento na producdo de espécies
reativas de oxigénio associado ao fumo pode exceder a
capacidade do sistema de defesa oxidante, resultando em
dano oxidativo a certas proteinas, lipidios e ao DNAZ23:28,
Em lactentes expostos ao tabagismo passivo, varios compo-
nentes do sistema de defesa antioxidante foram apontados
como deficientes, se comparados aos dos lactentes ndo
expostos ao tabagismo passivo2:9:19:29, Assim como nossos
estudos prévios, este estudo demonstrou que os niveis de
EOT foram significativamente maiores nos fumantes pas-
sivos. Além desse marcador oxidativo, o IEO, que é um
marcador significativo tanto de poder oxidante como de
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antioxidante, elevou-se significativamente nos pré-escolares
fumantes passivos.

Conclui-se que o tabagismo parental passivo esta as-
sociado a importantes alteragdes no equilibrio plasmatico
oxidante/antioxidante e causa potente estresse oxidativo.
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