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RESUMO  

 

O tabagismo é considerado um grave problema de saúde pública, com alta prevalência de 

morbimortalidade de seus usuários. Os efeitos anátomo-fisiológicos, bioquímicos e moleculares da fumaça 

do cigarro industrial estão bem investigados, porém são inexistentes essas observações a partir do cigarro 

de palha. A erva-mate (Ilex paraguariensis ST. HIL) contém elevado teor de metilxantinas e compostos 

fenólicos, é considerada um antioxidante natural com potencial efeito nutracêutico, sendo necessários 

estudos que avaliem estes efeitos na fumaça do cigarro de palha. O objetivo deste estudo foi caracterizar 

quimicamente o cigarro de palha e verificar as alterações histopatológicas, bioquímicas e moleculares no 

pulmão de camundongos Swiss expostos cronicamente à sua fumaça e tratados com 1% de erva-mate (Ilex 

paraguariensis St. Hil.). Materiais e Métodos: A metodologia foi dividida em dois estudos. O primeiro 

estudo (estudo 1) caracterizou quimicamente o cigarro de palha e verificou os possíveis danos provocados 

no pulmão, traqueia e fígado a partir de um modelo experimental de inalação à sua fumaça. O segundo 

estudo (estudo 2) avaliou os efeitos do extrato de erva-mate (Ilex paraguariensis St. Hil.) sobre as 

alterações histopatológicos e bioquímicas no pulmão. O estudo 1 contou com 18 camundongos Swiss 

divididos em três grupos: controle (C), cigarro de palha (CP) e cigarro industrial (CI); e o estudo 2 com 48 

camundongos Swiss divididos em seis grupos: controle (C), erva-mate 1% (EM), cigarro de palha (CP), 

cigarro de palha + erva-mate 1% (CP+EM), cigarro industrial (CI) e cigarro industrial + erva-mate 1% 

(CI+EM). Os animais foram expostos a 12 cigarros/dia em câmaras individuais para roedores, 3x/dia, 

durante 30 e 60 dias (1º e 2º estudo), sendo após todos eutanasiados. Resultados: O CP e CI apresentaram 

composição metálica semelhante, com teores maiores que 60 µg/g para o Fe e Mn. O CP apresentou maior 

teor de CO em relação ao CI. Não houve diferenças entre os cigarros nos HPAs. Após 60 dias de exposição 

à fumaça o pulmão dos animais expostos ao CP apresentou áreas fibróticas, alargamento alveolar e 

hemorragia. O grupo exposto ao CI apresentou alargamento e espessamento de septo alveolar. Os animais 

suplementados com EM apresentaram septos alveolares íntegros. Os grupos (CP, CI + EM) apresentaram 

área alveolar íntegra e diminuição da área fibrótica. O grupo (EM+CP) demonstrou diminuição 

significativa da área alveolar. A produção de DCF foi maior nos grupos CP e CI, com uma redução 

significativa no grupo que suplementou EM. O nitrito não apresentou alteração nos grupos CP e CI. As 

carbonilas aumentaram nos grupos CP, CI e (CI+EM), enquanto no (CP + EM) os níveis reduziram. Os 

níveis de tióis não apresentaram diferenças em ambos os cigarros. A nitrotirosina, reduziu quando 

suplementados com EM. A MMP-3, aumentou significativamente nos grupos CI e CP. Os níveis de VEGF 

foram maiores no grupo CP. Conclusão: O CP apesar de ser artesanal é um tipo de tabaco tóxico e 

maléfico à saúde, pois causa danos no sistema pulmonar. A EM 1% mostrou-se um produto antioxidante 

com alta capacidade antioxidante e nutracêutica em pulmão de animais expostos à fumaça crônica. 

 

Palavras-chave: cigarro de palha, cigarro industrial, íons metálicos, pulmão, erva-mate (Ilex 

paraguariensis St. Hil), antioxidante, nutracêutico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Smoking is considered a serious public health problem with a high prevalence of morbidity and mortality 

of its users. Although the anatomical, physiological, biochemical and molecular effects of smoke from 

the manufactured cigarette are well investigated, there are no studies about the cornhusk cigarette. Since 

the yerba mate (Ilex Paraguariensis ST. HIL) contains high content of methylxanthines and phenolic 

compounds, and is considered a natural antioxidant with potential nutraceutical effect and more studies are 

needed to assess these effects in the cornhusk cigarette smoke.  The objective of this study was to 

characterize the chemical constituents of cornhusk cigarette and identify the effect of cornhusk in 

histopathological, biochemical and molecular changes in the lung of Swiss mice chronically exposed to 

cornhusk cigarette and treated with 1% of yerba mate (Ilex paraguariensis St. Hil.). Materials and 

Methods: The methodology was divided into two studies. The first one was (study 1) characterized the 

chemical constituents of cornhusk cigarette and investigated the possible damage in the lung, trachea and 

liver from an experimental model of inhalation of cigarette smoke. The second one was (study 2) assessed 

the effects of yerba mate extract (Ilex Paraguariensis St. Hil.) on histopathological and biochemical 

changes in the lung. Study 1 included 18 Swiss mice, which were divided into three groups: control (C), 

cornhusk cigarette (CC) and manufactured cigarette (MC). Study 2 consisted of 48 Swiss mice divided into 

six groups: control (C), 1% of yerba mate (YM), cornhusk cigarettes (CC), cornhusk cigarette + 1% of 

yerba mate (CC + YM), manufactured cigarette (MC) and manufactured cigarette + 1% of yerba mate (MC 

+ YM). The animals were exposed to 12 cigarettes a day (three times a day) in individual chambers for 

rodents for 30 and 60 days (study 1 and 2, respectively). After that, all the animals were euthanized. 

Results: CC and MC showed the similar metal composition with higher levels than 60 mg / g for Fe and 

Mn. CC had higher content of CO than MC. There was no difference between the cigarettes in PAHs. After 

60 days of exposure to smoke, the lungs of animals exposed to CC had fibrotic areas, alveolar enlargement 

and bleeding. The group exposed to MC had enlargement and alveolar septal thickening. The animals 

supplemented with YM showed intact alveolar septa. CC and MC + YM groups had intact alveolar area, as 

well as a decrease in the fibrotic area. YM + CC group showed a significant decrease in the alveolar area. 

DCF production was higher in CC and MC groups with a significant reduction in the group supplemented 

with YM. There was no change in nitrite in CC and MC groups. Levels of carbonyls increased in CC, MC 

and MC + YM groups, and reduced in CC + YM. Levels of thiols had no differences in both cigarettes. 

Nitrotyrosine was reduced when supplemented with YM A MMP-3, and significantly increased in MC and 

CC groups. VEGF levels were higher in CC group. Conclusion: Despite being handmade, CC is a type of 

toxic and harmful tobacco to people´s health, which causes damage to the pulmonary system. 1% of yerba 

mate extract was revealed to be an anti-free radical with high antioxidant and nutraceutical capacity in the 

lung of animals exposed to the chronic smoke. 

 

 

Keywords: hand-rolled cornhusk cigarette, manufactured cigarette, metal ions, lung, yerba mate (Ilex 
paraguariensis St. Hil), antioxidant, nutraceutical. 
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1.1 ORGANIZAÇÃO DA TESE 

 

A tese está organizada em cinco capítulos. O Capítulo I, na forma de introdução, apresenta uma 

justificativa referente à importância do estudo, uma revisão de literatura utilizando diversas fontes 

referenciais, principalmente artigos científicos em revistas nacionais e internacionais, e objetivos. No 

Capítulo II é apresentada a metodologia que foi utilizada para atender os objetivos. Os resultados e 

discussão estão apresentados nos dois capítulos subsequentes. No capítulo III estão apresentados os 

resultados e discussão referentes à caracterização química do cigarro de palha e os efeitos da exposição 

crônica sobre a histoarquitetura do sistema respiratório e hepático. Os efeitos da erva-mate sobre as 

alterações histológicas e parâmetros de estresse oxidativo no pulmão causados pela exposição à fumaça de 

cigarro de palha estão apresentadas no Capítulo IV. Por fim, no Capítulo V estão apresentadas as 

considerações e conclusões gerais abrangendo o capítulo III e as referências bibliográficas utilizadas em 

toda a tese. 

 

1.2 JUSTIFICATIVA 

 

Segundo a OMS (2015) o tabagismo é considerado uma epidemia de abrangência mundial que 

reflete uma das maiores ameaças à saúde pública. Apesar de ser considerada a maior causa evitável de 

morbidade e mortalidade, é responsável por uma a cada dez mortes no mundo, totalizando cinco milhões a 

cada ano, podendo atingir oito milhões até 2030 (OMS 2015). Como fator de risco isolado, o tabagismo é 

responsável por aproximadamente cinquenta doenças, como o câncer, doenças cardiovasculares, 

pulmonares, entre outras (Viegas, 2008). De acordo com a Pesquisa Especial de Tabagismo – PETab: 

Relatório Brasil (INCA 2015), no Brasil, o hábito de fumar é mais prevalente entre os homens (12,8%) do 

que entre as mulheres (9%) e a faixa etária de maior consumo está entre 45 e 54 anos (13,2%). Segundo 

INCA (2015), o consumo do tabaco mata 3 milhões de pessoas no mundo anualmente e estima-se que em 

2030 hajam 10 milhões de mortes, das quais, 7 milhões ocorrerão em países em desenvolvimento. O 

número de brasileiros fumantes atinge seis milhões, porém vem decrescendo, de acordo com Instituto 

Nacional do Câncer (INCA), devido às campanhas de esclarecimento e contrárias ao tabagismo realizadas 

pelo Ministério da Saúde (INCA, 2015). 

Dentre as diversas consequências geradas pelo tabaco sobre o organismo, o sistema respiratório é o 

que apresenta maior suscetibilidade (Domej et al., 2014). A doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) e 

o enfisema pulmonar têm o tabagismo como principal fator de risco, por promover um quadro inflamatório 

crônico das vias aéreas pulmonares e progressiva limitação de fluxo aéreo (GOLD, 2015), além do 

envelhecimento precoce das células do pulmão (Yao et al., 2012). Neste sentido, o quadro inflamatório e a 

alteração no estado redox celular encontrados na DPOC e no enfisema, embora sofram influência da 

genética para o desenvolvimento da doença (Viegas, 2008), são agravados pelo estímulo inflamatório 

crônico, levando a um acometimento de dano progressivo do parênquima pulmonar e consequências 

periféricas adicionais e severas (Barnes et al., 2014). Além disso, danos oxidativos podem ser provocados 

em diferentes estruturas celulares, tais como peroxidação lipídica, oxidação de proteínas e danos no DNA, 

que, quando não reparados, podem iniciar o processo de carcinogênese (Ceylan et al., 2006).  

Os estudos apontam para os efeitos do tabagismo sobre o organismo de pessoas fumantes, 

entretanto, fumantes passivos também podem apresentar sintomas respiratórios por inalação de partículas e 

gases nocivos aos pulmões e apresentam um estado de saúde comprometido (GOLD, 2016). Os fumantes 

passivos somam hoje cerca de dois bilhões, portanto, estima-se que 50% da população mundial está 

exposta direta ou indiretamente à fumaça de cigarro de cigarro (OMS, 2015). 

O tabaco é consumido em diferentes formas, porém os cigarros industrializados têm sido 

investigados na maioria dos estudos que visavam à caracterização físico-química (Mulcahy et al., 2009; 

Javadian, 2015), bem como os efeitos nocivos para a saúde (Almeida et al., 2014; Valavanidis et al., 2013; 

Gea et al., 2015; Huang et al., 2016; Nadruz et al., 2016; Bandiera et al., 2016), uma vez que é a forma 

mais predominante de uso do tabaco. De acordo com o Centro de Controle e Prevenão de doenças (CDC, 

2010), a fumaça do cigarro industrializado possui mais de 7.000 substâncias tóxicas, tais como monóxido 

de carbono (CO), amônia, cetonas, formaldeído, acetaldeído, acroleína, alcatrão, nicotina, e mais de 70 

substâncias cancerígenas, incluindo arsênio, níquel, benzopireno, cádmio e chumbo (Behera, 2014; quando 

inalada, a fumaça pode induzir mudanças na estrutura das células (Moreno-Gonzalez et al., 2013) e no 

estado redox pulmonar (Elsayed e Bendich, 2001; Gochman et al., 2007), resultando em inflamação e 

efeitos cancerígenos e mutagênicos no sistema respiratório (Milara e Cortijo, 2012; Barnes, 2014). Por 

outro lado, o cigarro de palha, é o segundo cigarro mais consumido no Brasil com uma taxa de prevalência 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Javadian%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26295244
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Valavanidis%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23985773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gea%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26623119
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huang%20YC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27257818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nadruz%20W%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27030444
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bandiera%20FC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27393934
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Behera%20SN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24342102
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moreno-Gonzalez%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23422663
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Milara%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22632749
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de 5,1% . Não há estudos na literatura que revelem suas características físico-químicas e seus efeitos sobre 

o sistema respiratório. (PETab 2008;INCA, 2011). Os estudos existentes em relação ao consumo deste 

cigarro verificou um risco de desenvolver bronquite crônica (Menezes, 1997) e causar câncer de boca em 

humanos (Niel, 2008). 

Os tratamentos utilizados para reduzir os efeitos deletérios do cigarro consistem no uso de adesivos 

transdérmicos de nicotina, goma de mascar à base de nicotina e medicamento antidepressivo, os quais 

apresentam um papel bem definido no processo de cessação do tabagismo, minimizando os sintomas da 

síndrome de abstinência à nicotina e também, associado a estes, a abordagem cognitivo-comportamental 

(Reichert et al., 2008). Adicionalmente, diversas drogas ou compostos de origem vegetal têm sido 

utilizados a fim de reduzir os agravos gerados sobre a saúde. Neste sentido, o uso de antioxidantes tem sido 

amplamente recomendado para diversas doenças relacionadas ao tabaco na tentativa de reduzir a produção 

de radicais livres a partir de diversos estímulos (Valença et al., 2008; Lopes et al., 2013; Al-Awaida et al., 

2014; Taguchi et al., 2015). Entre eles, a erva-mate tem recebido a atenção em estudos recentes devido à 

sua capacidade antioxidante e anti-inflamatória (Lanzetti et al., 2008; Lanzetti et al., 2011). Embora esses 

efeitos antioxidantes já tenham sido parcialmente demonstrados em estudos anteriores em animais e em 

humanos (Ril et al., 2011; Morais, 2009; Lanzetti, 2011; Teixeira, 2013; Gupta et al., 2016), ainda persiste 

uma lacuna científica e literária quanto os efeitos desses agentes sobre os efeitos produzidos pelo cigarro de 

palha. 

A partir destes pressupostos, conhecer os constituintes químicos do cigarro de palha e compreender 

seus efeitos sobre o pulmão, bem como estudar possíveis alvos terapêuticos que possam minimizar tais 

efeitos, torna-se de grande relevância social e científica. 

 
1.3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

1.3.1 O tabaco e suas principais formas de consumo e efeitos sobre a saúde 
 

O tabaco é um produto agrícola que apresenta diversos constituintes utilizados para a fabricação de 

diferentes tipos de cigarro. São gerados a partir de folhas de plantas do gênero Nicotiana, que absorve e 

retém elementos tóxicos presentes em adubos, fertilizantes e pesticidas (Meirelles, 2009). O consumo de 

qualquer derivado do tabaco, dentre eles o charuto, narguilé, folha de mascar, fumo de corda, cigarro 

industrial, cigarro de palha, entre outros, trazem elementos tóxicos quando inalados ou ingeridos mesmo 

em baixas concentrações, sendo prejudiciais à saúde (Kazi et al., 2009).  

 

Charuto: constituído por rolo de tabaco envolvido em folha de tabaco ou em qualquer substância e não 

possui filtro (Baker et al., 2000). Segundo Serpejante (2013), o charuto não possui filtro e, dessa forma, 

intensifica os danos ao sistema pulmonar. Além disso, a folha utilizada no charuto é queimada ao sol, 

diferentemente dos cigarros industrializados, que são queimados em forno com altas temperaturas, 

alterando o pH da folha, aumentando a absorção da fumaça pela mucosa bucal. Conforme dados do INCA 

(2015), o charuto pode causar o vício, como os cigarros convencionais, pois a nicotina é rapidamente 

absorvida pela mucosa oral. 

A fase particulada do charuto é possivelmente mais tóxica do que a fumaça do cigarro industrial, 

pois apresenta maiores concentrações de nitrosamina e também maiores níveis de alcatrão (INCA 2015). 

Iribarren et al. (1999), relataram que usuários de charuto têm 11 vezes mais riscos de morte por câncer de 

pulmão quando comparados aos não fumantes. Adicionalmente, os usuários têm 45% de chance de 

desenvolver DPOC e 27% de apresentar doenças cardíacas (Franceschi et al., 1990; Muscat e Wynder, 

1992). Os usuários apresentam também maior risco para outros tipos de câncer. A forma como o indivíduo 

fuma e a quantidade de cigarros estão diretamente relacionadas ao comprometimento das doenças 

pulmonares. Autores sugerem que um charuto poderia causar efeitos que se equivalem a um maço de 

cigarros contendo 20 unidades (INCA, 2015).  

 

Narguilé: De origem oriental, um dispositivo para fumar, no qual o tabaco é aquecido e a fumaça gerada 

passa por um filtro de água antes de ser aspirada pelo fumante, por meio de uma mangueira (INCA, 2015). 

O fumo é queimado em um fornilho e a fumaça é aspirada por uma mangueira até chegar à boca. A 

composição da fumaça do narguilé contém quantidades superiores de nicotina, monóxido de carbono, 

metais pesados e substâncias cancerígenas, diferentemente do cigarro industrial (Shihadeh e Saleh, 2005; 

INCA, 2016). De acordo com INCA (2011), 300 mil pessoas consumiam este tipo de tabaco no Brasil no 

ano de 2008 e o seu consumo tem crescido de forma acelerada entre os jovens. 

javascript:void(0);
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lopes%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24262889
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Al-Awaida%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25729541
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lanzetti%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21210748
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lanzetti%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21210748
http://www.minhavida.com.br/saude/temas/dpoc
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Markowicz e colaboradores (2014) relataram que a fumaça do narguilé causa efeitos prejudiciais, 

como a liberação de vários hidrocarbonetos policíclicos aromáticos, monóxido de carbono e altas frações 

de pequenas partículas (<200nm), comprometendo o sistema respiratório.  Além disso, o volume de 

tragadas do narguilé pode chegar a 1.000 mL em uma sessão de uma hora, diferentemente do volume de 

tragadas do cigarro industrial, que alcança 30 a 50 ml entre cinco a sete minutos (Djordjevic et al., 2000; 

Shihadeh et al., 2004; INCA, 2016).   

 

Folha de mascar: Ao contrário das outras formas de fumo, a folha deve ser mecanicamente esmagada com 

os dentes para a absorção dos constituintes, incluindo a nicotina, pela mucosa oral. Segundo Serpejante 

(2013), os níveis de zinco, chumbo e polônio são encontrados em maiores quantidades nessa forma de 

consumo, aumentando os riscos de desenvolver câncer, bem como a dependência à nicotina, por apresentar 

níveis elevados. Stanfill et al. (2011) avaliaram 53 produtos de tabaco oral in natura e verificaram uma 

variação de nicotina de 0,16 a 34,1 mg/g, pH de 5,2 a 10,1 e concentração de nitrosamina de 4,5 a 516.000 

ng/g em cada produto.  

 

Cigarro industrializado: O tipo de cigarro mais comum é o industrializado, com alto consumo no Brasil e 

no mundo (INCA, 2011). A fumaça possui uma mistura de 7.000 substâncias tóxicas, das quais mais de 70 

cancerígenas (HHS, 2010). As substâncias tóxicas são absorvidas rapidamente pelos pulmões, passando 

pela corrente sanguínea e disseminadas para a periferia. Esse caminho feito pela fumaça é nocivo a vários 

órgãos e tecidos, principalmente ao sistema respiratório, pois ativa mediadores inflamatórios, o que 

contribui para o desenvolvimento de processos de lesão pulmonar, aumento de suscetibilidade às infecções 

e da chance de diferentes tipos de cânceres (Araújo et al., 2004). De acordo com Duarte et al. (2006), três 

substâncias destacam-se na composição química da fumaça do cigarro industrial: a nicotina, o monóxido de 

carbono e o alcatrão. Essas substâncias podem causar alteração na estrutura celular (Elsayed e Bendich, 

2001) e no estado redox pulmonar (Gochman et al., 2007). Nosso grupo e outros centros de pesquisa têm 

demonstrado que o cigarro industrial pode levar à ativação de uma cascata de eventos bioquímicos, com 

uma resposta oxidativa pulmonar crucial para o desenvolvimento do quadro de enfisema (Araújo et al., 

2004; Valença
 
 e Porto, 2008; Menegalli, 2009; Nesi et al., 2016; Frazer et al., 2013; Vij et al., 2016; Wong 

et al., 2016). Em conjunto, esses estudos têm apontado que os compostos da fumaça irritativos ou tóxicos 

podem ocasionar lesão ou morte celular de diversos tecidos por ocasionar um quadro de inflamação local e 

sistêmica, diminuição da capacidade de limpeza das vias aéreas, hiperplasia das células mucosas e 

excessiva produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) e de nitrogênio (ERN).  

 

Cigarro de palha: O cigarro de palha produzido artesanalmente é constituído basicamente por uma porção 

de tabaco macerado envolvido por uma palha de milho, normalmente feito de forma manual pelo próprio 

usuário. Ainda não existem estudos científicos referentes à constituição química deste cigarro, tampouco 

sobre seus efeitos bioquímicos e moleculares no sistema respiratório. Até o presente momento, sabe-se que 

o cigarro de palha pode aumentar o desenvolvimento de bronquite crônica (Menezes, 1997) e câncer de 

cavidade oral (Niel et al., 2008). De acordo com INCA (2011), o cigarro de palha é o segundo cigarro mais 

consumido pela população brasileira, com 5,1%, apresentando maior concentração de usuários na zona 

rural, somente ficando atrás do cigarro industrial que é o mais procurado e consumido no país, com 14,4%, 

predominantemente nas zonas urbanas.  

  

1.3.2 Alterações histopatológicas induzidas pelo tabaco 

 

Os compostos da fumaça irritativos ou tóxicos podem ocasionar alterações na função e na estrutura 

do epitélio do trato respiratório (Calderón-Garcidueñas et al., 2001), causando lesão ou morte celular, 

inflamação da árvore brônquica, diminuição da capacidade de filtragem das vias aéreas e outras alterações 

(Viegas et al., 2004). A inalação oral (Ogino et al., 1993) e/ou nasal (Chetan, 1993) da fumaça do cigarro 

promove uma profunda diminuição no transporte mucociliar in vivo, sendo a cotinina responsável por 

reduzir significativamente o batimento ciliar de células epiteliais in vitro (Agius et al., 1995). Em estudos 

com culturas de células epiteliais expostas à fase particulada da fumaça, verificou-se também diminuição 

dos batimentos ciliares (Cohen et al., 2009). Além de evidências in vitro, a exposição à fumaça de cigarro 

também prejudica o transporte mucociliar em humanos, tanto em exposições agudas (Bascom et al., 1995) 

quanto crônicas (Stanley et al., 1986; Karaman e Tek, 2009). Ainda, em humanos, o tabagismo interfere 

negativamente na evolução pós-operatória de cirurgia endoscópica do sistema respiratório superior (Small, 

2003; Briggs. et al., 2004; Smith et al., 2005). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lowe%20FJ%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vij%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27413169
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wong%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27382275
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wong%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27382275
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A fumaça de cigarro também está associada a alterações nos mecanismos de produção de muco do 

sistema pulmonar. A exposição crônica provoca alterações metaplásicas da mucosa respiratória, com 

aumento no número e tamanho de células caliciformes e consequente aumento de secreção nas vias aéreas( 

Wright et al., 1984; Mullen et al., 1987). Estudos em animais têm demonstrado que exposições crônicas e 

intermitentes à fumaça do cigarro promovem alterações morfológicas no epitélio de todo o trato 

respiratório, desde hiperplasia, nas concentrações menores, até perda de cílios e metaplasia, nas 

concentrações maiores, além de espessamento e inflamação submucosa com infiltrado neutrofílico e de 

células inflamatórias mononucleares (Gaworski et al., 1998), comprometendo assim todo o sistema 

pulmonar. 

 Em estudos experimentais, observa-se que a fumaça de cigarro industrial causa alterações 

histológicas significativas nas vias aéreas de animais, causando hiperplasia e metaplasia escamosa do 

epitélio respiratório dorsal dos cornetos, hiperplasia basocelular e metaplasia escamosa da cavidade nasal, 

bem como a hipertrofia das células de Clara, incluindo efeitos carcinogênicos (Takahashi, 1985; 

Meyerinck, 1989; Dye e Adler, 1994). Da mesma forma, alguns estudos em fumantes confirmam os 

achados em animais, demonstrando alterações no epitélio respiratório, como aumento de epitélio desnudo 

(Wanner et al., 1996), maior prevalência de hiperplasia e atipias celulares e anormalidades ultraestruturais 

dos cílios (Auerback et al.,1961). 

Todas as alterações funcionais e estruturais já citadas acima se correlacionam com as atividades de 

proteases/antiproteases no processo de enfisema induzido pela fumaça de cigarro, em que a teoria desse 

mecanismo se sustenta por uma resposta inflamatória crônica no trato respiratório inferior, onde as células 

inflamatórias liberam uma grande variedade de proteases que se sobrepõem às defesas antiproteolíticas, 

com subsequente degradação de tecido conjuntivo (Hoyt et al., 2003). A perda do recolhimento elástico e a 

evidência histológica de dano das fibras elásticas implicam, necessariamente, em degradação de elastina 

como um fator chave na patogênese do enfisema (Barnes, 2004). Estudos demonstram que após a inalação 

contínua de fumaça de cigarro, neutrófilos e macrófagos, juntamente com outras células, migram para o 

interstício pulmonar, produzindo ERO, lesando diretamente a membrana das células intersticiais e do 

endotélio vascular (Gerritsen et al., 2005; Sadowska et al., 2005). Adicionalmente, estudos também 

revelam que a relação entre a secreção do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e a presença de 

seu receptor, VEGFR (Taraseviciene-Stewart e Voelkel, 2008), é um fator determinante no quadro de 

enfisema e nas mudanças estruturais no parênquima pulmonar decorrentes do consumo de tabaco. A 

deficiência de VEGF possui importante papel na patogênese do enfisema em animais (Suzuki et al., 2008), 

entretanto, níveis elevados podem comprometer a estrutura e função pulmonar (Hamada et al., 2005).   

 

1.3.3 Estresse oxidativo e tabaco  

 
Embora existam várias formas de consumo do tabaco, os estudos que relacionam a inalação da 

fumaça a partir do consumo e o efeito sobre estado redox celular estão concentrados no cigarro 

industrializado. Assim, devido à ausência de literatura sobre outros tipos de cigarro, os aspectos a serem 

apresentados, relacionados às consequências no organismo em decorrência da produção de EROs, 

decorrem de estudos neste tipo de cigarro. A fumaça do cigarro industrial contém altas concentrações de 

oxidantes (Rahman, 2005; Menget et al., 2006) e estima-se que a quantidade de radicais livres na fase 

gasosa esteja aproximadamente entre 10
15

 e 10
18

 na fase particulada, incluindo potentes oxidantes, como 

ânion superóxido (O2
-
), peróxido de hidrogênio (H2O2) e outros radicais orgânicos (Tuder et al., 2006).  

As EROs são encontradas em todos os sistemas biológicos e têm origem no metabolismo do 

oxigênio molecular. O oxigênio sofre redução univalente ou bivalente, com respectiva produção de ânion 

superóxido e peróxido de hidrogênio e que, dependendo do estado redox, produz a forma mais reativa e 

deletéria às biomoléculas, o radical hidroxila (Halliwell e Guteridge, 1999). As ERNs são moléculas 

também reativas que contêm nitrogênio e reagem facilmente com outras moléculas, como, por exemplo, o 

superóxido, formando peroxinitrito (Mak, 2008). Os mecanismos celulares envolvendo a produção das 

ERO e ERN são diversos. Embora a cadeia transportadora de elétrons da mitocôndria seja responsável pela 

maior quantidade de EROs em sistemas biológicos (Figura 1), a inflamação, mediada pela inalação da 

fumaça de cigarro, também promove significativa produção dessas espécies. Estudos demonstram que após 

a inalação contínua de fumaça de cigarro, macrófagos, neutrófilos e outras células migram para o interstício 

pulmonar, produzindo EROs ou ERNs adicionais, que lesam diretamente a membrana das células 

intersticiais e do endotélio (Garritsen et al., 2005; Sadowska et al., 2005). 
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Figura 1: Espécies reativas de oxigênio na mitocôndria  

Fonte: Lehninger et al., 2004.  

 

A fumaça de cigarro, além de liberar ERO no trato respiratório, induz a quimiotaxia às células 

epiteliais, células endoteliais, macrófagos alveolares e células inflamatórias, que são a principal causa do 

estresse oxidativo e dano tissular associado a doenças pulmonares inflamatórias crônicas (Rajendrasozhan e 

Yang, 2008) (Figura 2). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. A fumaça de cigarro ocasiona um aumento da produção de oxidantes com consequência direta sobre 

as células epiteliais, gerando aumento do influxo e ativação de neutrófilos, que, por sua vez, aumentam ainda 

mais a produção de oxidantes. Esse aumento leva a um desequilíbrio entre proteases/antiprotease causando uma 

diminuição do sistema antioxidante e estabelecimento do estresse oxidativo. Juntos, o estresse oxidativo, a 

inflamação e ativação de vias apoptóticas contribuem para o aparecimento de doenças pulmonares.  

Fonte: Adaptado de Healthy Lifestyle (2007). 

 

Frente a esse quadro de estresse oxidativo nas doenças pulmonares relacionadas à inalação de 

partículas como a fumaça de cigarro, o sistema antioxidante também sofre consequências graves. Estudos 

demonstram que a fumaça de cigarro afeta o metabolismo da glutationa, aumentando os níveis de 

glutationa oxidada (GSSG) e diminuindo a glutationa reduzida (GSH), um importante sistema antioxidante 
pulmonar (Park et al., 1988; Reddy et al., 2002). O sistema pulmonar apresenta um sistema antioxidante 

ativo de combate à presença de ERO e ERN produzidos como uma resposta primária, contando com 

elevada atividade de enzimas antioxidantes, como superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e 
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glutationa peroxidase (GPX) (Halliwell e Gutridge, 1999). As enzimas antioxidantes podem ser ativadas 

seletivamente durante a exposição à fumaça do cigarro e esse processo depende de alguns fatores, como 

quantidade de fumaça inalada, tipo de tabaco, quantidade de radicais livres produzidos e capacidade de 

defesa antioxidante do tecido (Syed et al., 2007). Elevadas concentrações de agentes oxidantes no pulmão 

diminuem a capacidade antioxidante, o que contribui para o dano às células epiteliais (Comhair e Erzurum, 

2002; Aydin et al., 2015), favorecendo ainda mais a resposta inflamatória.  

Contra a nocividade de compostos oxidativos celulares, antioxidantes provenientes das espécies 

vegetais têm sido propostos para amenizar os efeitos oxidativos no sistema pulmonar induzidos pela 

fumaça de cigarro (Flores et al., 2013; Das et al., 2013; Tan et al., 2014; Sticozzi et al., 2014). Diversos 

estudos têm demonstrado que o aumento da ingesta de antioxidantes na dieta e até a suplementação desses 

componentes pode otimizar a resposta endógena desse sistema e contribuir fortemente para a diminuição do 

comprometimento pulmonar frente à fumaça de cigarro. Extratos naturais ricos em antioxidantes, como a 

própolis (Lopes et al., 2013), açaí (de Moura, 2011 e 2012) e a erva-mate (Lanzeti, 2012), apresentaram 

resultados surpreendentes na histoarquitetura pulmonar de camundongos expostos à inalação crônica de 

fumaça de cigarro, demonstrando efeito terapêutico promissor.   

 

1.3.4 Erva-Mate  
 

A Ilex paraguariensis St. Hill (Aquifoliaceae) é uma espécie nativa da América do Sul conhecida 

como erva-mate, yerba mate, hierba mate ou, simplesmente, mate. É encontrada principalmente em três 

países: Brasil, Paraguai e Argentina. No Brasil, apresenta maior produção nos estados do Paraná, Santa 

Catarina e Rio Grande do Sul (Bracesco et al., 2011; Bastos et al., 2007).  

A erva-mate na América do Sul foi descoberta e primeiramente utilizada pelos habitantes Guaranis 

nativos, de uma região que compreende Paraguai, Uruguai, norte da Argentina e Sul do Brasil na 

preparação de bebidas estimulantes ou devido a suas propriedades medicinais. A bebida pode ser conhecida 

como chimarrão no Brasil, servida com água quente em forma de chá, e tem um papel social bastante 

importante na população. Também é amplamente utilizada em todo o país como uma bebida gelada e muito 

comercializada. A Argentina é o primeiro exportador de mate, enquanto que o Uruguai tem o maior 

consumo (6-8 Kg/pessoa/ano), seguido pela própria Argentina (5 Kg/pessoa/ano) (Bracesco et al., 2011).  

As plantas produzem uma grande variedade de compostos químicos, os quais são divididos em dois 

grupos metabólitos primários e secundários. Os metabólitos primários das plantas respondem pela 

sobrevivência do vegetal, exercendo função ativa nos processos de fotossíntese, respiração e assimilação de 

nutrientes, considerados essenciais à mesma, como as proteínas, carboidratos, lipídios e ácidos nucleicos 

(Reichert et al., 2008; Santos, 2004). Por sua vez, os metabólitos secundários apresentam distribuição 

restrita a uma espécie vegetal ou a um grupo de espécies relacionadas, estando intimamente associados às 

estratégias de defesa das plantas, envolvidos na produção de cor ou aroma que atraem insetos polinizadores 

ou animais que espalham seus frutos. Sendo compostos de elevada diversidade e abundantes no reino 

vegetal, têm despertado interesse de pesquisadores, os quais veem nos metabólitos secundários uma fonte 

promissora de constituintes químicos potencialmente úteis ao homem (Santos, 2004).  

A maioria dos compostos bioativos comuns encontrados na erva-mate são metabólitos secundários, 

entre eles as saponinas, os compostos fenólicos e as metilxantinas (Burris et al., 2012).  

O extrato de erva-mate é rico em alcaloides, metilxantinas, flavonoides, vitamina A, complexo B, 

vitamina C e E, taninos, ácido Clorogênico (Bastos et al, 2007) e numerosos derivados de saponinas 

(Bastos et al., 2007; Heck e Mejia, 2007; Menini et al., 2007; Martinet et al., 2001). Autores ainda relatam 

que o teor de polifenóis na erva-mate é maior quando comparado com o vinho e chá verde, e que bebidas 

de erva-mate podem apresentar benefícios à saúde por otimizar a atividade antioxidante in vitro e in vivo 

(Canterle, 2005; Gugliucci et al., 2009; Bixby et al., 2005).  

Em vista disso, nos últimos anos houve um crescimento nas pesquisas relacionadas à erva-mate e suas 

propriedades antioxidantes, regulando diversos sistemas biológicos, como a capacidade de reduzir quadro de 

inflamação pulmonar causado pela fumaça de cigarro, atividade metabólica celular (Luz et al., 2016), redução 

dos parâmetros de estresse oxidativo (Lanzetti, 2011; Lanzetti, 2012; Colpo et al., 2016), efeitos 

antidepressivos (Ludka et al., 2016), acúmulo e oxidação de lipídeos, com diminuição do ganho de peso (Gao 

et al., 2013), propriedades de vasodilatação e efeitos antimutagênicos (Bracesco et al., 2011; Bastos et al., 

2007; Heck e Mejia, 2007; Filip et al., 2010) como mostra a Figura 3.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Syed%20DN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16862172
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Comhair%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12114185
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Erzurum%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12114185
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aydin%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25541044
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Flores%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23790863
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Das%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23615073
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tan%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24481824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sticozzi%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25088477
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gao%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23562841
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gao%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23562841
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bracesco%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20599603
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Figura 3: Efeitos biológicos da erva-mate.  

Fonte: Bracesco et al. (2011).  

 

Os pressupostos anteriormente abordados apontam para a necessidade de investigar as características 

físico-químicas presentes na fumaça de cigarro de palha, bem como a repercussão que uma exposição 

crônica à queima desse tipo de cigarro pode promover em diferentes tecidos. Adicionalmente, compreender 

o papel nutragênico e protetor do extrato da erva-mate sobre os efeitos que o cigarro de palha promove no 

pulmão pode apontar para uma estratégia preventiva e/ou terapêutica para quem dele faz o consumo. 

Contudo, o foco desse estudo também poderá contribuir para esclarecer a população que o cigarro de palha 

pode ser um tipo de tabaco tão prejudicial à saúde das pessoas quanto o cigarro industrial.  

 

1.4 OBJETIVOS 

 

1.4.1 Objetivo Geral 

 

Caracterizar quimicamente o cigarro de palha e seus efeitos histopatológicos em diferentes tecidos, 

bem como verificar os possíveis efeitos nutragênicos do extrato de erva-mate (Ilex paraguariensis St. Hil.) 

sobre as alterações nos parâmetros de estresse oxidativo e histoarquitetura pulmonar de animais expostos 

cronicamente ao cigarro de palha. 

 

1.4.2 Objetivos Específicos 

 
Avaliar quimicamente os metais no fumo de corda (cigarro de palha), fumo industrial (cigarro 

industrial), na palha de milho e os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) no cigarro de 

palha e cigarro industrial; 

 Analisar as propriedades térmicas (TGA) do fumo de corda, fumo macerado e/ou descascado e palha 

de milho; 

 Analisar o teor de material particulado (MP) e monóxido de carbono da fumaça do cigarro de palha, 

cigarro industrial e cigarro de seda;  

 Avaliar as alterações histológicas no pulmão, traqueia e fígado de animais submetidos à exposição 

ao cigarro de palha e ao cigarro industrial; 

 Avaliar os efeitos do extrato de erva-mate sobre o balanço redox no pulmão de animais expostos à 

fumaça do cigarro de palha e cigarro industrial; 

 Avaliar os efeitos do extrato de erva-mate sobre os danos oxidativos proteicos e níveis de glutationa 

no pulmão de animais expostos à fumaça do cigarro de palha e cigarro industrial; 
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 Avaliar os efeitos do extrato de erva-mate sobre a produção do conteúdo de metaloproteinases de 

matriz e secreção de VEGF no pulmão de animais expostos à fumaça do cigarro de palha e cigarro 

industrial. 
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CAPÍTULO II 

MATERIAL E MÉTODOS 
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2.1 PROCEDIMENTOS ÉTICOS 

 

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a Lei n° 11.794/08 (DOU 196, seção 1, 

outubro/2008) e aprovados pelo Comitê de Ética no uso de Animais (CEUA) da Universidade do Extremo 

Sul Catarinense, sob o protocolo 080-2014-01 e Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das 

Missões - URI Erechim, 023/PIA/2011. 

 

2.2 PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS 

 
A descrição metodológica a seguir está dividida em dois estudos. O primeiro estudo (estudo 1) foi 

realizado com o objetivo de caracterizar quimicamente o cigarro de palha e de verificar os possíveis danos 

provocados no pulmão, traqueia e fígado a partir de um modelo experimental de inalação à fumaça de 

cigarro. Utilizando um modelo experimental similar ao mencionado anteriormente, o segundo estudo 

(estudo 2) teve como objetivo avaliar os efeitos do extrato de erva-mate (Ilex paraguariensis St. Hil.) sobre 

as alterações histopatológicos e bioquímicas no pulmão. 

 

2.3 ESTUDO 1: CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DO CIGARRO DE PALHA 

 

A Confecção do cigarro de palha: o fumo e a palha de milho foram adquiridos junto a agricultores na 

cidade de Severiano de Almeida/RS, Brasil. Inicialmente, as folhas de fumo foram enroladas em corda, 

descascadas, maceradas e expostas em prato de porcelana para ocorrer uma pré-secagem e temperatura 

ambiente. Para a confecção artesanal de cada cigarro foram utilizados 0,8 gramas de fumo seco enrolado 

pela palha de maneira uniforme. A quantidade de fumo utilizada é equivalente ao fumo presente no cigarro 

industrial. 

 

Análise hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs): Os HPAs foram analisados em fumo de corda 

via cromatografia gasosa acoplada a espectrômetro de massa (CG-EM). O método empregado para a 

determinação dos HPAs foi EPA 8270D, que avalia compostos orgânicos semivoláteis por cromatografia 

gasosa / espectrometria de massa (CG / EM).  A análise de GC-MS foi realizada com um Modelo Agilent - 

7890A equipado com um injetor de separação e uma coluna ultra inerte 5MS - Agilent (30m x 0,25mm x 

0,25μm). O programa de temperatura do forno do GC foi de 60° C por 1 min. Foi aquecido a 225° C por 

30° C min
-1

. Então, foi aquecido a 10° C min
-1

 até 285° C. O gás hélio foi usado como um transportador 

(fluxo constante de 1 mL min
-1

). O espectrômetro de massa Ion Trap - Modelo Agilent: 240 Ion Trap MS 

foi operado no modo de ionização de elétrons com verificação completa (50 a 450 m / z). O Ion Trap e a 

linha de transferência de temperaturas foram fixadas em 210° C e 290° C, respectivamente. 
 

Análise de metais: As amostras foram moídas em moinho criogênico (Spex 6750 Freezer Mill, EUA) e 

digeridas no ácido da seguinte forma: 200 mg de amostra foram pesadas e transferidas para o frasco de 

politetrafluoretileno (PTFE) (Tecnal, Brasil), no qual 3 ml de HNO3 foram adicionados e a mistura 

repousou durante a noite. Subsequentemente, o frasco foi fechado com uma tampa de rosca e colocado num 

bloco de aquecimento (Tecnal, Brasil) a 90° C por 4 h. Após este período, a mistura esfriou à temperatura 

ambiente. A seguir, 1,5 ml de H2O2 foram adicionados e a mistura foi novamente colocada no bloco de 

aquecimento por 4 horas a 160° C. Em seguida, a solução obtida foi deixada para esfriar à temperatura 

ambiente e foi transferida quantitativamente para um frasco volumétrico de polipropileno, onde o volume 

da solução foi ajustado para 20 ml com o uso de água. 
 

Análise das propriedades térmicas: As propriedades térmicas foram obtidas por Análise 

Termogravimétrica (TGA), utilizando um analisador da marca Shimadzu com um módulo TGA-50. Nos 

ensaios foram usadas massas de aproximadamente 8 mg, cadinho de platina, atmosfera inerte de nitrogênio 

de 30 mL min
-1

, com taxa de aquecimento de 10º C min
-1

, no intervalo de temperatura de 25 a 1000 ºC. Os 

resultados foram expressos por meio das curvas de TGA, apresentando a porcentagem de decomposição e 

função da temperatura. 

 

Análise do teor de material particulado (MP): O cigarro industrial (n=3), cigarro de palha (n=3) e 

cigarro em colomin (controle, n=3) foram previamente pesados. O teor de material particulado foi 

determinado gravimetricamente pela diferença de peso entre o filtro limpo e o filtro incorporado com 

material particulado e analisado comparativamente com a massa e a queima do cigarro. Para a queima, os 
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cigarros foram acoplados em seringa contendo no fundo um filtro de material polimérico sintetizado, 

previamente pesado (Figura 1A). A seringa foi acoplada a uma bomba de vácuo (-300 mmHg). 

Considerando a estrutura do cigarro queimado (Figura 1B), o sistema foi desligado e o cigarro queimado e 

filtro foram recolhidos e submetidos a uma nova etapa de pesagem (Figura 1C). 

 

Análise do monóxido de carbono (CO): O teor de monóxido resultante da queima dos cigarros (industrial 

e de palha) foi determinado usando um medidor de CO digital portátil C-3000 (Instrutherm, Brasil). A 

fumaça de cigarro foi inalada e armazenada em uma garrafa PET de refrigerante, de 2 L. O volume interno 

útil do recipiente (medido com água) foi de aproximadamente 1,3 L. Uma seringa de 10 mL foi fixada na 

parte inferior da garrafa onde os cigarros foram queimados. O conteúdo de monóxido de carbono foi 

mensurado usando o analisador de CO fixado no interior da garrafa (Figura 2A e 2B).  

 

2.3.1 Alterações histológicos induzidas pela inalação crônica de cigarro de palha 

 

Amostra: Foram utilizados 18 camundongos Swiss, machos, com peso de aproximadamente 30 a 50 g. Os 

animais foram divididos em três grupos (n=6): controle; cigarro de palha (CP) e cigarro industrial (CI). Os 

animais foram mantidos em gaiolas específicas, temperatura ambiente controlada em 22 
º
C, ciclo claro-

escuro 12/12h e com livre acesso a água e alimentação.  

 

Protocolo de exposição à fumaça de cigarro: Os animais foram expostos ao cigarro comercial com filtro 

(Marlboro vermelho) ou cigarro de palha produzido artesanalmente. A exposição foi procedida usando 

quatro cigarros por sessão alocados em uma câmara de inalação de acrílico (40x30cm por 25cm de altura), 

dentro de uma capela de exaustão, três sessões/dia, sete dias/semana, totalizando 30 e 60 dias de exposição. 

Os cigarros foram acoplados a uma seringa de plástico de 60 mL para captação da fumaça e imediatamente 

expelida dentro da caixa. Os animais foram expostos à fumaça do cigarro durante 6 minutos seguidos. Pela 

remoção da tampa da caixa de inalação e com auxílio de um sistema de exaustão, a fumaça foi eliminada 

durante 1 minuto, seguido por nova exposição à queima do cigarro. Similarmente aos procedimentos 

anteriores, os animais controle foram mantidos dentro de uma caixa inalatória, porém, sem exposição à 

fumaça de cigarro. Vinte e quatro horas após a última inalação os animais foram eutanasiados e a traqueia, 

pulmão e fígado foram removidos para análises histológicas.  

 
Procedimento de eutanásia e coleta de tecido: Vinte e quatro horas após o período de exposição ao 

cigarro, todos os animais foram anestesiados com Zoletil 50® e eutanasiados por deslocamento cervical. 

Foi procedida a reperfusão dos tecidos com solução salina contendo 1% de nitrito de sódio e 2% de citrato 

de sódio, seguido por paraformaldeído a 4%. Após, a região torácica e supra abdominal foram abertas para 

a extração cirúrgica do pulmão, traqueia e fígado para análises histológicas. 

 

Desenho Experimental 
 

 
 

Análise histológica: A traqueia, pulmão e fígado foram removidos e imersos em solução fixadora de 

paraformaldeído 10% (PFA) por 24 horas para posterior processamento histológico. A clivagem do 

material foi realizada mediante cortes específicos: transversal para a traqueia e o fígado e corte longitudinal 

para o pulmão. O material foi incluído em parafina e cortado em micrótomo obtendo-se cortes de 4µm de 

espessura. As lâminas foram coradas com hematoxilina (6%) e Eosina (2%) e, após o processo de 

coloração, as lâminas foram devidamente preparadas para aquisição das imagens e análise da 

histoarquitetura dos tecidos avaliados.  
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2.4 ESTUDO 2: EFEITO DA ERVA-MATE SOBRE A LESÃO PULMONAR INDUZIDA PELO 

CIGARRO DE PALHA 

 
Amostra: Quarenta e oito camundongos Swiss, machos, pesando aproximadamente 30 a 50 gramas foram 

utilizados nesse estudo e divididos em seis grupos: controle (n=9); Erva-mate 1% (EM, n=9), cigarro de 

palha (CP, n=9), cigarro industrial (CI, n=9), cigarro de palha + erva-mate 1% (CP+EM, n=9); cigarro 

industrial + erva-mate 1% (CP+EM, n=9). Os animais foram mantidos em gaiolas específicas, temperatura 

ambiente controlada em 22 
o
C, ciclo claro-escuro 12/12h e com livre acesso a água e alimentação. 

 

Coleta e preparação da erva-mate e cigarro de palha: As folhas de erva-mate foram coletadas 

aleatoriamente em um cultivo homogêneo, com coordenadas geográficas 27º37'15 "sul, 52º 22 '47" Oeste a 

765 m de altitude (Barão de Cotegipe, Estado do Rio Grande do Sul). A colheita destas amostras foi 

realizada no mês de outubro de 2013. A planta da erva-mate Ilex Paraguariensis está registrada e 

armazenada no Herbário Padre Balduíno Rambo (HPBR) da URI Campus Erechim sob o n
0 

11.931. As 

folhas foram secas a 35 ºC em estufa com circulação de ar e trituradas. O material seco (5g) foi submetido a 

extração aquosa (200 mL) em soxhlet durante 6 horas, e os extratos foram liofilizados e armazenados para 

o preparo das soluções aquosas (Valduga et al., 2003). Os procedimentos de coleta de fumo e preparação 

do cigarro de palha foram descritos anteriormente (estudo 1). 

 

Protocolo de exposição à fumaça de cigarro: O protocolo de exposição foi similar ao estudo anterior, 

excetuando o período total de exposição, que neste estudo foi de 60 dias consecutivos. 

 

Administração da erva-mate: Durante os 60 dias de exposição ao cigarro, os animais receberam, 

concomitantemente, a erva-mate, na concentração de 1%, por gavagem. O preparo da erva-mate foi 

realizado semanalmente em água destilada e administrado 0,5 mL diariamente em temperatura ambiente.  

 
Procedimento de eutanásia e coleta de tecidos: vinte e quatro horas depois da última exposição à fumaça, 

todos os animais foram anestesiados e eutanasiados por deslocamento cervical e os pulmões direito de 6 

animais por grupo foram cirurgicamente extraídos para posteriores análises. Uma porção do pulmão 

esquerdo foi homogeneizado em tampão específico e usada para análises de proteínas intracelulares por 

imunoblotting. O tecido foi homogeneizado em tampão contendo 1% de Triton X 100, 100 mM de Tris (pH 

7,4), 100 mM de pirofosfato de sódio, 100 mM de fluoreto de sódio, 10 mM de EDTA, 10 mM de vanadato 

de sódio, 2 mM de PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina a 4ºC. O homogeneizado foi então centrifugado a 

11000 rpm por 40 minutos, para remover materiais insolúveis. Com o sobrenadante foi determinada a 

concentração de proteína utilizando o método de Bradford et al. (1976). O restante dos tecidos foi 

processado e armazenado no freezer a -70º
 
C para análises bioquímicas. Os pulmões de três animais por 

grupo foram perfundidos com paraformaldeído 4% e imersos em solução fixadora de paraformaldeído 10% 

(PFA) por 24 horas, para posterior processamento histológico. Os tecidos restantes dos animais foram 

acondicionados em saco branco leitoso e armazenados em freezer a -40º C, para posterior descarte e 

incinerados, conforme procedimentos estabelecidos pela Vigilância Sanitária (RDC 306/2004). 

 

Desenho experimental 

 

Análise histológica: A clivagem do pulmão foi realizada seguida por cortes longitudinais. As amostras 

foram fixadas em parafina e recebeu cortes de 4µm de espessura feitos no micrótomo. As lâminas foram 
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coradas com hematoxilina (6%) e Eosina (2%) e, após o processo de coloração, foram devidamente 

preparadas para aquisição das imagens e análise da histoarquitetura pulmonar.  

 

Balanço redox: A produção de hidroperóxidos foi determinada pela formação intracelular de 2',7'-

diclorofluoresceína (DCF-DA) a partir da oxidação do diacetato de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceína 

(DCFH-DA) por ERO. A leitura de DCF foi realizada no fluorímetro (525 nm excitação e 488 nm de 

emissão) e os resultados foram expressos em nmol de DCF por miligrama de proteínas (Wang e Joseph, 

1999). A produção de óxido nítrico (ON) foi avaliada espectrofotometricamente (Espectrofotômetro - 

Shimadzu) através do metabólito estável nitrito. Para mensurar o conteúdo de nitrito, as amostras foram 

incubadas com reagente de Griess (1% sulfanilamida e 0,1% de N-1 (naphthyl) ethylenodiamina) em 

temperatura ambiente por 10 min, seguido de leitura em 540 nm no espectrofotômetro. O conteúdo de 

nitrito foi calculado a partir da curva padrão de nitrito de sódio (NaNO2) - 0 a 100 nM. Os resultados foram 

expressos em µM/mg de proteína (Chae et al., 2004). Os níveis de glutationa reduzida (GSH) foram 

determinados como descrito por Hissin e Hilf (1976), com modificações. O conteúdo de GSH foi medido 

após a precipitação da proteína com ácido tricloroacético a 10%. Uma alíquota da amostra foi adicionada a 

um tampão de fosfato com 500 μM de DTNB. A reação da amostra entre o DTNB e os tióis foi lida no 

leitor de placas a 412 nm. Uma curva padrão de glutationa reduzida foi utilizada para calcular os níveis de 

GSH nas amostras e os resultados foram expressos em nmol de GSH/mg de proteína. 

 

Danos oxidativos em proteínas: Os danos oxidativos em proteínas foram mensurados pela determinação 

de grupos carbonilas, baseados na reação com dinitrofenilhidrazina (DNPH) como previamente descrito 

por Levine et al. (1990). Inicialmente, as proteínas foram precipitadas com adição de ácido tricloroacético 

(20%) e expostas numa reação com dinitrofenilhidrazina (DNPH). Depois da reação, as amostras foram 

redissolvidas em ureia 8M e o conteúdo de carbonila foi determinado espectrofotometricamente em 370 nm 

usando um coeficiente de absorção de 22.000 Molar
-1

. O conteúdo de tióis foi determinado pela redução do 

ácido ditionitrobenzoico por tióis presentes na amostra, lido espectrofotometricamente a 412 nm, conforme 

previamente descrito por Aksenov e Markesbery (2001). As amostras foram homogeneizadas em 1 mL de 

tampão PBS (7.4 PH) com 1 mM de EDTA e incubadas por 60 min, em temperatura ambiente, com 0,2 M 

de fosfato de potássio e 0,4% de ácido ditionitrobenzoico. O conteúdo de 3-nitrotorisina, utilizado como 

marcador de nitração proteica por peróxido nitrito foi determinada por western blotting, conforme 

procedimento descrito a seguir. 

 

Matriz extracelular e produção de VEGF: Como marcador de alteração na matriz-extracelular foi 

avaliado o conteúdo de metaloproteinase 3 (MMP-3) por western blotting conforme procedimento descrito 

a seguir. O nível de VEGF foi determinado por meio de kits ELISA, de acordo com recomendações do 

fabricante (R & D Systems, Minneapolis, MN, EUA). 

 

Conteúdo de proteínas por Western blotting: As proteínas foram ressuspensas e conservadas em tampão 

de Laemmli, contendo 100 mmol/L de DTT e, posteriormente, realizada a determinação do imunoblot com 

anticorpos específicos. Para isso, alíquotas contendo 250 µg de proteína por amostra foram aplicadas sobre 

gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). A eletroforese foi realizada em cuba de minigel da BioRad (Mini-

Protean), com solução tampão para eletroforese, previamente diluída. As proteínas separadas foram 

transferidas para a membrana de nitrocelulose, utilizando-se o equipamento de eletrotransferência de 

minigel da BioRad. As membranas de nitrocelulose contendo as proteínas transferidas foram incubadas em 

solução de bloqueio (5% de albumina; 10 mmol/L de Tris; 150 mmol/L de NaCl; 0,02% de Tween 20) por 

2 h, à temperatura ambiente, a fim de reduzir a formação de reações inespecíficas. A seguir, as membranas 

foram incubadas com os anticorpos primários de anti-MMP-3, anti-3-nitrosirosina e anti-α-Tubulina 

(proteína endógena) sob agitação constante, overnight a 4º C. Posteriormente, foram incubadas em solução 

com anticorpo secundário conjugado com peroxidase, durante 2 h à temperatura ambiente, seguido por 2 

min em substrato enzimático (Thermo Scientific, Rockford, Estados Unidos da América) e expostas ao 

filme de RX em cassete de revelação auto radiográfica. A intensidade das bandas foi determinada através 

da leitura das auto radiografias reveladas por densitometria ótica (DO), utilizando scanner (HP 3400), com 

posterior processamento no software Scion Image ® (Scion Corporation). 

 

Quantificação de proteína Total: Os níveis de proteína total foram medidos em todas as amostras, 

utilizando o método de Bradford (Bradford, 1976) baseado em curva padrão de albumina bovina (BSA 
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1mg/mL) e os valores foram utilizados para normalização dos dados referentes às técnicas bioquímicas e 

moleculares.  

 

2.5 TRATAMENTO ESTATÍSTICO 

 

A comparação entre os grupos no estudo 1 e histologia do estudo 2 foi realizada pelo teste de 

distribuição não paramétrica de Kruskal Wallis, seguido do Student-Newman-Keuls. Os demais parâmetros 

no estudo 2 foram apresentados em média ± erro padrão da média e as diferenças entre os grupos foram 

determinados utilizando-se análise de variância de uma via (ANOVA) seguida do teste post-hoc de Tukey 

ou teste t de Student, quando apropriado; um valor P<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. 

Foi utilizado o software GraphPad Prism 4 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) para as 

análises estatísticas.  
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CAPÍTULO III 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DO CIGARRO DE PALHA E OS EFEITOS DA EXPOSIÇÃO 

CRÔNICA SOBRE A HISTOARQUITETURA DO SISTEMA RESPIRATÓRIO E HEPÁTICO 
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3.1 RESULTADOS 

Em relação aos resultados da caracterização do cigarro de palha e o dano causado no pulmão, 

traqueia e fígado nos animais expostos a fumaça durante 30 dias de exposição, verificou-se significativos 

resultados, descritos a seguir, e que demonstram as razões pelas quais a inalação do cigarro de palha pode 

ser um agente capaz de levar prejuízos na histoarquitetura de diferentes tecidos e comprometer a saúde 

daqueles que dele fazem uso contínuo. Na caracterização química e danos histológicos, as análises do 

cigarro de palha são confrontadas com o controle ou com o cigarro industrial, considerado nesse estudo um 

controle positivo. 

 

Compostos metálicos: Os teores metálicos encontrados no fumo em corda (cigarro de palha), fumo 

industrial (cigarro industrializado) e na palha de milho encontram-se apresentados na Tabela 1. Os 

resultados mostram que ambos os fumos tiveram composição metálicas com comportamento semelhante, 

apresentando teores maiores que 60 µg/g para os elementos Fe e Mn. O fumo industrial, com 212 ± 16 

µg/g, apresentou uma concentração de Mn  3,4 vezes superior à observada para o fumo de corda (62,8 ± 

23,1 µg/g). Em relação aos demais elementos, a maioria deles (As, Cd, Co, Pb e Se) aparecem em 

concentrações inferiores a 1,0 µg/g, sendo que os mesmos aparecem em maior quantidade no fumo 

industrial. Os elementos Cr, Ni e Sn aparecem com concentrações intermediárias (> 1,0 e < 7,0 µg/g), com 

o estanho (Sn), com 6,87 ± 1,69 µg/g, apresentando para o fumo em corda uma concentração  2,3 vezes 

superior à observada para o fumo industrial (2,95 ± 0,35 µg/g). Todos os elementos identificados nos 

fumos aparecem também na palha de milho, sendo que Mn, Fe e Sn apresentam concentrações > 10,0 µg/g.  

 
Tabela 1. Análise dos metais identificados no fumo em corda (cigarro de palha), fumo industrial (cigarro 

industrializado) e palha de milho. 

Metais Limite de 

detecção 

Palha de Milho 

(μg/g) 

Cigarro industrializado 

(μg/g) 

Fumo em Corda  

(μg/g) 

As 0.02 0.02 ± 0.001 0.16 ± 0.03 0.08 ± 0.02 

Cd 0.000 0.01 ± 0.001 0.59 ± 0.05 0.73 ± 0.25 

Co 0.00 0.017 ±0.00 0.969 ± 0.09 0.47 ± 0.16 

Cr 0.38 0.56 ± 0.08 1.80 ± 0.69 0.95 ±0.32 

Cu 0.03 1.83 ± 0.14 13.9 ± 1.1 15.9 ± 5.1 

Fe 4.05 16.9 ± 0.6 490.2 ± 131.2 486.7 ± 84.3 

Mn 0.06 23.9 ± 5.9 212.0 ± 16.1 62.8 ± 23.1 

Ni 0.03 0.33 ± 0.19 2.22 ± 0.10 1.74 ± 0.54 

Pb 0.02 0.12 ± 0.02 0.47 ± 0.13 0.20 ± 0.06 

Se 0.31 0.031 ± 0.027 0.82 ± 0.03 0.08 ± 0.02 

Sn 0.15 11.6 ± 0.3 2.95 ± 0.35 6.87 ± 1.69 

Presença de metais no fumo de corda (cigarros enrolados à mão), fumo processado (cigarros industrializados) e 

de palha de milho. As = arsênio; Cd = cádmio; Co = cobalto; Cr = crômio; Cu = cobre; Fe = ferro; Mn = 

manganês; Ni = níquel; Pb = chumbo; Se = selênio; Sn = estanho. 

 
Monóxido de carbono e material particulado: O teor de monóxido de carbono (CO) gerado na queima de 

diferentes tipos de cigarro (industrial, palha e com papel de seda) é apresentado na Tabela 2. O cigarro 

industrial e o cigarro envolvido em papel de seda apresentaram menor teor de monóxido de carbono (539 

m/L, 706 mg/L, respectivamente) em relação ao cigarro de palha (1.945 mg/L). Para fins comparativos a 

massa de material particulado foi comparada com a massa de cigarro queimada. Em termos percentuais o 

cigarro de fumo em corda confeccionado com palha de milho, com 2,68%, foi o que gerou menor valor de 

MP em relação à massa de cigarro queimada. Na sequência, com 3,26% e 4,30%, aparecem o cigarro 

industrial e o fumo em corda confeccionado em papel de seda. A análise estatística demonstra que não houve 

diferença significativa entre o cigarro industrial e o fumo em corda com palha de milho. A diferença 

observada entre os dois cigarros confeccionados com fumo de corda foi vinculada ao invólucro empregado 

para suas confecções e a queima. No cigarro preparado com palha de milho, a queima não foi uniforme, 

queimando mais rapidamente a palha que serve de invólucro e é a responsável pela sustentação da estrutura 

do cigarro. Quando sua queima chegou até a base do cigarro, o experimento teve que ser abortado (Figura 1b). 

A elevada contribuição da massa da palha (0,369 ± 0,065 g),  30 %, em relação a massa do cigarro (1,145 ± 

0,086 g), associada a sua queima mais rápida em relação ao fumo, proporcionou uma perda de massa 

significativa sem se converter  proporcionalmente em MP, mascarando assim os resultados deste ensaio. Para 
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os outros dois ensaios (cigarro industrial e cigarro de fumo em corda com papel seda) a queima dos cigarros 

foi mais homogênea e a contribuição da massa do invólucro não foi significativa em relação a massa dos 

cigarros, permitindo assim uma melhor correlação entre o fumo queimado e o MP. Neste contexto pode-se 

observar que o cigarro com fumo em corda, com 4,30%, gerou maior teor de material particulado (MP) que o 

cigarro industrial, com 3,26%.  

 

Tabela 2 - Resultados referentes aos teores de Material Particulado (P.M.) e monóxido de carbono. 

Análise do conteúdo de monóxido de carbono (CO) durante a combustão dos cigarros (industrializado, de palha 

de milho, e enrolado pela própria pessoa, n = 3), utilizando um medidor de CO digital portátil, modelo C- 3000 

(Instrutherm, Brasil) e garrafa PET. Os dados foram apresentados com média ± desvio padrão. Diferenças entre 

os grupos foram determinadas pela análise de um fator (uma via) de variância (ANOVA), seguida do teste post-

hoc de Tukey. O valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo. 

 
* Para a análise do teor de material particulado os ensaios foram efetuados em triplicata. 

** A massa do papel seda (0,071 ± 0,002 g) corresponde a  10 % da massa do cigarro. 

***A massa da palha (0,369 ± 0,065 g) corresponde a  30 % da massa do cigarro. 

 Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade 

 
Hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs): Conforme observado na Tabela 3, não houve diferença 

estatística nos HPAs encontrados no cigarro de palha em relação ao cigarro industrial. Dentre os 16 tipos de 

HPAs somente o naftaleno, fluoreno e o pireno apresentaram concentrações acima do limite de detecção 

em ambos os tipos de cigarro analisados.  
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Tabela 3: Análise dos Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos (HPAs)  

 

 Parte Líquida 

Amostras Naftaleno Fluoreno Pireno 

Cigarro Industrial 

(Marlboro Vermelho) 

 

11 ppb 2.2 ppb 0.46 ppb 

Cigarro de Palha 22 ppb 2.5 ppb 0.30 ppb 

Hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAPs) na porção líquida da combustão dos cigarros (industrializado e 

de palha de milho, n= 3) usando uma máquina específica. As análises dos HPAs foram feitas a partir da 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE). Os dados foram apresentados com média ± desvio padrão. 

As diferenças entre os grupos foram determinadas por meio do Teste t de Student. O valor de p <0,05 foi 

considerado estatisticamente significativo. 

 

Análise térmica do fumo de corda (TGA): As propriedades térmicas do fumo em corda foram avaliadas 

por Análise Termogravimétrica (TGA). A Figura 4 apresenta os termogramas referentes ao fumo em corda 

(pedaços) e descascado (macerado) e palha de milho (inserte). Os termogramas das amostras de fumo 

apresentam uma perda contínua de massa até 850
o 

C. Observam-se três regiões de perda de massa, entre 50 

e 120 
o 

C, entre 200 e 450 
o 

C e 700 e 850 
o 

C. Diferentemente do fumo, a palha de milho apresentou 

somente duas regiões de perda de massa, entre 50 e 100 
o 

C e 250 e 500 
o 

C. Entre as amostras de fumo 

foram observadas tendências distintas. A amostra de fumo descascado apresentou uma maior perda de 

massa, com 34,2%, em relação ao fumo em pedaço, com 12,5%, na primeira região (50 e 120 
o 

C).  Na 

terceira região, o fumo em pedaço foi o que apresentou a maior perda de massa em relação ao fumo 

macerado/descascado. 

 

 
Figura 4. Propriedades térmicas de fumo de corda (em pedaço), do tabaco macerado/descascado e da palha do 

milho. 

 
Análise histológica do tecido pulmonar: a figura 5 mostra um significativo aumento na destruição dos 

espaços alveolares nos animais expostos à fumaça de ambos os tipos de cigarros quando comparados com o 

grupo controle. Os animais expostos ao cigarro industrial apresentaram colapso alveolar enquanto que os 

animais expostos ao cigarro de palha mostram uma maior infiltração celular quando comparado com o 

grupo controle.  
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Figura 5. Fotomicrografia do tecido pulmonar (1) exposto ao ar ambiente mostrando os ductos alveolares 

normais (setas estreitas); exposto à fumaça do cigarro de palha (2): nota-se a destruição alveolar (setas) com a 

destruição de septos alveolares, além da presença de infiltração celular (ponta da seta); exposto à fumaça do 

cigarro industrial (3), encontra-se destruição alveolar (setas); presença de infiltração celular (ponta da seta) e as 

intensas áreas de atelectasia (estrela). A e B - H.E., 10 e 25x, respectivamente. 

 
Análise histológica da traqueia: Na figura 6 observa-se metaplasia das células epiteliais da traqueia em 

ambos os grupos, cigarro de palha e cigarro industrial. Observou-se, ainda, alteração no epitélio da traqueia 

para pseudoestratificado cúbico pavimentoso, o que demonstra uma proliferação anormal de células e a 

ausência dos cílios, principalmente no grupo do cigarro industrial. Também foram observados aumento de 

tamanho e volume das células caliciformes nos animais expostos ao cigarro de palha.  
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Figura 6. Fotomicrografia da traqueia (1) exposto ao ar ambiente mostrando epitélio pseudoestratificado 

cilíndrico ciliado de aspecto normal (seta) e células caliciformes (ponta da seta); exposto à fumaça do cigarro de 

palha (2): nota-se intensa alteração morfológica no epitélio ou metaplasia (estrela e seta); alterações das células 

caliciformes (ponta da seta); exposto à fumaça do cigarro industrial (3), encontra-se alteração morfológica no 

epitélio pseudoestratificado cilíndrico ciliado e ausência dos cílios (estrela). A e B - H.E., 10 e 25x, 

respectivamente. 

 
Análise histológica do tecido hepático: Na figura 7, observa-se alteração no epitélio para pseudo 

estratificado cúbico, pavimentoso, aumento significativo de células eosinofílicas e megalocitose, bem como 

infiltrado celular em ambos os grupos expostos aos cigarros. Os animais expostos ao cigarro de palha 

apresentaram ainda uma tumefação celular comparado com o grupo controle.   
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Figura 7. Fotomicrografia do tecido hepático (1) exposto ao ar ambiente mostrando os hepatócitos ao redor da 

veia centro lobular (VC) e capilares sinusoides (*) de aspecto normal; exposto à fumaça do cigarro de palha (2): 

nota-se intensa presença de eosinofilia citoplasmática hepática (seta) e de células inflamatórias (ponta da seta); 

exposto à fumaça do cigarro industrial (3), encontra-se a intensa presença de eosinofilia citoplasmática 

hepática(seta) e de células inflamatórias (ponta da seta), vacuolização citoplasmática (V) e dilatação sinusoide 

(*). A e B - H.E., 10 e 25x, respectivamente. 
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3.2 DISCUSSÃO 

 

Os cigarros de palha são uma das várias formas de consumo de tabaco, no entanto, os seus efeitos 

nocivos à saúde humana permanecem inexplorados. Devido ao fato de não sofrer transformação industrial e 

de serem feitos à mão, os seus efeitos são equivocadamente considerados menos graves. No entanto, nossos 

resultados indicaram uma alta suscetibilidade de diferentes tecidos à fumaça de cigarros industrializados e 

de palha. Destacamos os efeitos deletérios de cigarros de palha, e nossos dados refutam a noção de que o 

simples fato de ser natural e artesanal o torne inofensivo à saúde. 

  

3.2.1 Caracterização físico-química do cigarro de palha 

            

A análise térmica da queima do cigarro representa as faixas de temperaturas onde ocorre perda de 

material por volatilização ou decomposição da composição do cigarro. Das três regiões de perda de massa 

observada, as regiões entre 50 e 120 º C está vinculada à perda de umidade e de voláteis, enquanto que a 

segunda (entre 200 e 450 º C) e a terceira região (entre 700 e 850 º C) estão vinculadas a perdas de massa 

por volatilização e decomposição, respectivamente. Os perfis de decomposição térmica observados para as 

duas amostras de fumo, bem como suas tendências, estão coerentes com suas granulometrias. A etapa de 

maceração a que foi submetido o fumo em corda proporciona uma desagregação do mesmo, reduzindo sua 

granulometria, ou seja, o raio das partículas aumentando a área superficial de contato. Ambas as 

transformações físicas, além de facilitar a perda de água e voláteis promovem uma decomposição térmica 

mais eficiente (Bonelli et al., 2001), fazendo com que a mesma ocorra em menores temperaturas, 

resultando em uma menor perda de massa entre 700 e 850 º C (Zanzi et al., 2002). 
 
Para a palha de milho 

(inserte da Figura 4) a segunda região de decomposição (entre 250 e 500 º C) foi associada à decomposição 

dos polissacarídeos, como celulose, hemicelulose e lignina (Demirbas, 2004).
 

Os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos encontrados em ambos os cigarros (Tabela 2), possuem 

propriedades cancerígenas que podem comprometer a estrutura e função e diversos tecidos, tais como do 

pulmão (Rengarajan et al., 2015).
 
Os efeitos dos HPAs sobre a saúde humana estão diretamente associados 

ao mecanismo de contaminação que ocorre principalmente através da inalação de aerossóis atmosféricos, 

como a fumaça de cigarro,
 
onde os HPAs encontram-se principalmente adsorvidos ao material particulado 

(Abrantes et al., 2009).
 

Para muitas das funções vitais do metabolismo humano, os constituintes inorgânicos são 

necessários, de modo que o excesso ou deficiência podem gerar desordem biológica no organismo. Os 

elementos chumbo e cádmio presentes no tabaco são particularmente tóxicos. No caso de cobalto, cobre e 

níquel, esses podem tornar-se altamente tóxicos se inalados como compostos de carbono, é o que ocorre 

durante o ato de fumar (Iwegbue et al., 2009). Os constituintes inorgânicos potencialmente tóxicos, 

encontrados em ambos os cigarros, são, possivelmente, oriundos da própria planta do tabaco, que os 

absorve através do solo como consequência da utilização dos pesticidas, fertilizantes e fatores ambientais. 

Adicionalmente, o processamento industrial do cigarro contribui substancialmente para as elevadas 

concentrações de metais encontrados no cigarro industrial (Almeida et al., 2014). Nesse sentido, os 

elementos químicos metálicos encontrados nos diferentes cigarros apresentam potencial de toxicidade ao 

organismo, pois, quando inalados, são carregados para a corrente sanguínea e acumulados no organismo 

em diferentes tecidos, como traqueia, pulmão e fígado, o que pode promover mutações no DNA e tumores 

em diversos tecidos do corpo humano (Viana et al., 2011; Caglieri et al., 2006; Plum et al., 2010).
 

Dependendo do tecido, a fixação de íons inorgânicos em níveis elevados promove alterações 

diferenciadas. Por exemplo, estudos demonstram que o cádmio se acumula em diversos órgãos do corpo e 

interfere diretamente nas reações químicas das células (Johnson, 2001). A toxicidade do Chumbo promove 

efeitos graves sobre o cérebro, rins, sistema nervoso e células vermelhas do sangue (Ashraf, 2012). O 

chumbo, presente no tabaco, tem sido associado a um comprometimento fetal e cerebral (Agbandji et al., 

2012), enquanto que o níquel, absorvido nas plantas de tabaco pelo solo, apresentam potencial genotóxico 

(Huma et al., 2008), associado ao câncer de pulmão e cavidade nasal (Das et al., 2008). No trato 

respiratório, o arsênio, também proveniente da fumaça do cigarro, leva a problemas reprodutivos e câncer 

de pulmão. Adicionalmente, o cromo ataca o trato respiratório, causando dificuldades na respiração, tosse e 

diminuição da função pulmonar (Sobaszek et al., 2000; Caglieri et al., 2006).
 

Níveis elevados de CO, como observado na queima do cigarro de palha, promove aumento da 

carboxihemoglobina (Varisco, 2004; Melo et al., 2005; Torres, 2009; Jardim et al. 2010), a qual interfere 

diretamente na transferência de oxigênio para os tecidos e leva a hipoxemia em diferentes órgãos (Varisco, 

2004). Os resultados obtidos no cigarro de palha decorrem possivelmente das características do fumo 
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(desagregação/granulometria) e da confecção do cigarro (compactação e invólucro), uma vez que o CO são 

produtos da queima incompleta do cigarro (De Luca e Rigatto, 1982). A partir da queima, uma alteração 

direta da granulometria do fumo e de sua compactação no interior do cigarro reduz a porosidade do cigarro, 

limitando o aceso do oxigênio
 
(Varisco, 2004). 

 

3.2.2 Efeitos histológicos da exposição crônica ao cigarro de palha em diferentes tecidos 

 

            De acordo com van der Vaart e colaboradores (2004) e Jacobsen e colaboradores (2011), a inalação 

da fumaça de cigarro ocasiona um processo inflamatório crônico das vias aéreas e do parênquima pulmonar 

e essas alterações são dependentes da quantidade de fumaça inalada e o tempo de exposição aos agentes 

tóxicos do cigarro (Dórea e Botelho, 2004). Os resultados mostram uma significativa suscetibilidade do 

pulmão aos agentes nocivos presentes tanto na fumaça do cigarro industrial quanto no cigarro de palha. 

            Um aumento na destruição dos espaços alveolares nos animais expostos à fumaça de ambos os tipos 

de cigarros foi observado e, ainda, os animais expostos ao cigarro industrial apresentaram colapso alveolar, 

enquanto que os animais expostos ao cigarro de palha apresentaram uma maior infiltração celular quando 

comparados com o grupo controle. Resultados similares foram observados por Valença e Porto (2008), em 

que animais expostos a 30 dias à fumaça de cigarro industrial apresentaram alterações da histoarquitetura 

pulmonar, com alargamentos dos espaços aéreos no ducto alveolar e alvéolos. Outros estudos, utilizando 

tempos diferentes de exposição ao cigarro industrial (Zheng, 2009; Gan et al., 2011) observaram respostas 

similares aos observados no presente estudo. Embora não haja na literatura informações quanto aos efeitos 

histopatológicos sobre o pulmão a partir do cigarro de palha, os resultados deste estudo sugerem um quadro 

de enfisema pulmonar (Stewart e Voelkel 2008; Morse e Rosas, 2014) que leva a um concomitante 

comprometimento estrutural e funcional do sistema respiratório (Alves et al., 2014).  

          No presente estudo, alterações histológicas na traqueia foram encontradas em animais expostos à 

fumaça do cigarro. Ambos os tipos de cigarros promoveram uma metaplasia das células epiteliais, bem 

como alterações no epitélio da traqueia para pseudoestratificado cúbico pavimentoso, o que representa uma 

proliferação anormal de células do epitélio e a ausência dos cílios. Resultados similares foram encontrados 

por Medeiros e colaboradores (2003), que observaram perda, assimetria e alongamento de cílios além de 

infiltrado inflamatório traqueal em um estudo com ratas expostas à fumaça do cigarro. Contudo, 

diferentemente do cigarro industrial, o cigarro de palha apresentou um aumento de tamanho e volume das 

células caliciformes. Além disso, uma substituição do epitélio pseudo estratificado cilíndrico ciliado por 

epitélio pseudo estratificado cúbico pavimentoso foi observado no grupo exposto ao cigarro de palha. O 

epitélio pseudo estratificado cilíndrico ciliado, conhecido por proteger a estrutura da traqueia a lesões 

oriundas da fumaça do cigarro nas vias aéreas de fumantes, quando alterado surgem alterações 

histopatológicas como hiperplasia secretória e hipertrofia (Duarte et al., 2006). Adicionalmente, a 

exposição crônica à fumaça provoca alterações metaplásicas da mucosa respiratória, com aumento no 

número e tamanho de células caliciformes, ausência de cílios e consequente aumento da secreção nas vias 

aéreas (de Souza, 2009; Tamashiro et al., 2009; Rufino e Costa, 2013).
 

 O fígado é outro órgão altamente suscetível aos efeitos deletérios do cigarro. Os resultados 

encontrados no tecido hepático dos animais expostos à fumaça de ambos os cigarros, ocasionaram aumento 

de células inflamatórias e alterações nos hepatócitos, o que pode indicar a presença de toxicidade de ambos 

os cigarros. Essas alterações sugerem o início de um processo inflamatório que pode resultar em dano 

estrutural mais grave e posterior necrose tecidual do órgão com a contínua exposição ao agente agressor. 

Isso decorre provavelmente pelo fato do fígado ser um dos órgãos responsáveis pela detoxificação
 
(Young 

e Heath, 2000).
 

A taxa em que o fígado pode eliminar as toxinas pode determinar a suscetibilidade à sobrecarga 

tóxica, que, por sua vez, pode levar a respostas inflamatórias e consequentes danos estruturais. Resultados 

similares foram observados por Czekaj e colaboradores (2002)
 
em que ratas Wistar prenhas e não prenhas 

expostas a fumaça do cigarro que apresentaram aumento no número de hepatócitos, células eosinofílicas 

com núcleos picnócitos.  
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CAPÍTULO IV  

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

EFEITOS NUTRACÊUTICOS DO EXTRATO DE ERVA-MATE (ILEX PARAGUARIENSIS ST. 

HIL.) NO PULMÃO DE CAMUNDONGOS EXPOSTOS À FUMAÇA DE CIGARRO DE PALHA 
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4.1 RESULTADOS 

 

Os resultados, observados a seguir, demonstram um importante papel da erva-mate na modulação de 

parâmetros histopatológicos e na oxidação e reparo de proteínas constitutivas intra e extracelular no pulmão 

de animais expostos cronicamente à fumaça de cigarro de palha. Para atender os objetivos propostos nesse 

estudo, as análises dos grupos expostos ao cigarro de palha foram confrontadas com animais controles ou 

com animais expostos ao cigarro industrial, considerado nesse estudo como um controle positivo.  

 
Parâmetros histopatológicos e quantificação de enfisema: a figura 8 demonstra as imagens de cortes 

longitudinais do tecido pulmonar corados com coloração de H&E. Na figura 8A, o tecido pulmonar de 

animais expostos ao ar ambiente apresenta uma histoarquitetura sem alterações histológicas. Porém, a 

imagem do parênquima pulmonar de animais expostos ao cigarro industrial (Figura 8B) demonstra a 

presença de áreas de alargamento alveolar (AA) e de espessamento de septo alveolar (ES). Na figura 8C o 

grupo exposto ao cigarro de palha apresentou áreas fibróticas (estrela preta), áreas de alargamento alveolar 

(AA) e hemorragia (seta preta). Os animais suplementados com erva-mate mostraram septos alveolares 

íntegros (seta preta, Figura 8D) similares ao controle. Os animais expostos à fumaça de cigarro industrial 

ou ao cigarro de palha e tratados com erva-mate demostraram uma área alveolar íntegra (Figura 8E, seta 

preta) e uma diminuição da área fibrótica (Figura 8F, seta preta). A quantificação do enfisema foi 

determinada por estereologia, a partir do diâmetro alveolar médio. Como observado na figura 8G, o grupo 

CI apresentou aumento da área alveolar comparada ao AA, e o grupo EM+ CI diminuiu a área alveolar 

comparado ao CI. O grupo EM+CP por sua vez, também demonstrou diminuição significativa da área 

alveolar comparado ao grupo CP. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8G 
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Figura 8: Imagens de cortes longitudinais do tecido pulmonar corados com coloração de H&E. A) Tecido 

pulmonar do grupo ar ambiente. B) grupo CI com áreas de alargamento alveolar (AA) e espessamento de septo 

alveolar (ES). C) grupo CP com áreas fibróticas (estrela preta), áreas de alargamento alveolar (AA) e hemorragia 

(seta preta). D) grupo EM com septos alveolares íntegros (seta preta). E) grupo EM + CI mostrando área alveolar 

íntegra (seta preta). F) EM + CP com diminuição da área fibrótica (seta preta). G) Quantificação estereológica do 

diâmetro alveolar médio (para a estereologia foi utilizado análise de Variância, ANOVA com post-test de 

Newman-Keuls, # é diferente do AA e * é diferente do controle, p≤0,05).   n = 3/ por grupo. Aquisição de 

imagens em objetiva de 20x 

Equilíbrio redox: Como observado na figura 9A, a produção de DCF, um produto da oxidação de 2,7-

dichlorodihydrofluorescein (DCFH) por espécies reativas de oxigênio, em especial o peróxido de 

hidrogênio, foi surpreendentemente aumentada no grupo exposto ao ar ambiente e suplementado com a 

erva-mate bem como nos grupos expostos ao cigarro industrial e de palha. Contudo, a suplementação de 

erva-mate nos grupos expostos a ambos os tipos de cigarro promoveu uma redução significativa nesses 

níveis. O nitrito, um produto final do metabolismo do óxido nítrico (ON), não teve seus níveis alterados 

pela exposição a ambos os tipos de cigarro ou pela suplementação de erva-mate, (Figura 9B) o conteúdo de 

glutationa foi significativamente aumentado na presença de erva-mate no grupo exposto ao ar ambiente 

bem como no grupo exposto ao cigarro de palha (Figura 9C). 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

                                         
 

 

Figura 9 (A-C). Efeito da erva-mate sobre a produção de DCF (Figura 9A), nitrito (Figura 9B) e GSH (Figura 

9C) no pulmão de animais expostos cronicamente à fumaça de cigarro industrial e de palha. Os dados estão 

expressos como média ± e desvio padrão e tratados estatisticamente com análise de variância ANOVA de uma 

via e post-hoc de Newman-Keus considerando os grupos estatisticamente diferentes quando o valor de P for ≤ 

0,05. (* diferença em relação aos controles, 
#
 diferente em relação ao ar ambiente).  

 

Danos oxidativos em proteínas: Os danos oxidativos em proteínas foram avaliados por diferentes 

métodos que quantificam processos de oxidação ou modificação de proteínas. Como observado na Figura 

10A, a formação ou adição de grupos carbonilas foram aumentadas em amostras de homogeneizado 

pulmonar nos grupos CP, CI e CI suplementado com erva-mate, em relação ao grupo exposto somente ao 

ar ambiente. Entretanto, animais expostos ao cigarro de palha suplementados com erva-mate apresentaram 

níveis reduzidos de carbonilação proteica comparados ao ar ambiente e ao respectivo controle. Os níveis de 

Figura 9A Figura 9B 

Figura 9C 
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tióis totais foram elevados em animais expostos ao ar ambiente e suplementados com erva-mate em 

comparação ao controle, entretanto, esses valores não foram alterados nos animais expostos aos diferentes 

tipos de cigarro (Figura 10B). Adicionalmente, o conteúdo de nitrotirosina, um produto da nitração de 

tirosina por espécies reativas de nitrogênio e considerado um marcador indireto de peróxido nitrito, foi 

elevado nos grupos expostos aos diferentes tipos de cigarro em relação aos animais expostos ao ar 

ambiente, entretanto esses valores foram significativamente reduzidos quando os animais foram 

suplementados com erva-mate (Figura 10C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
Figura 10 (A-C). Efeito da erva-mate sobre os níveis de proteínas carboniladas (Figura 10A), tióis totais (Figura 

10B) e conteúdo de nitrotirosina (Figura 10C) no pulmão de animais expostos cronicamente à fumaça de cigarro 

industrial e de palha. Os dados estão expressos como média ± e desvio padrão e tratados estatisticamente com 

análise de variância ANOVA de uma via e post-hoc de Newman-Keuls considerando os grupos estatisticamente 

diferentes quando o valor de P for ≤ 0,05. (* diferença em relação aos controles, 
#
 diferente em relação ao ar-

ambiente). 

 

Matriz Extracelular e VEGF: A Figura 11A mostra que o conteúdo metaloproteinase-3 (MMP-3), uma 

importante protease da matriz extracelular, aumentou significativamente nos grupos CI e CP comparados 

ao exposto ao ar ambiente. Entretanto, a suplementação de erva-mate impediu que esses valores fossem 

alterados por ambos os tipos de cigarro. Como observado na Figura 11B, níveis elevados de VEGF foram 

observados somente no grupo exposto ao cigarro de palha, quando comparado ao ar ambiente, entretanto 

esses valores mantiveram-se em níveis de controle após a suplementação de erva-mate. 

 

 

 

Figura 10C 

Figura 10A Figura 10B 
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Figura 11 (A-B). Efeito da erva-mate sobre o conteúdo MMP-3 (Figura11A) e VEGF (Figura 11B) no pulmão 

de animais expostos cronicamente à fumaça de cigarro industrial e de palha. Os dados estão expressos como 

média ± e desvio padrão e tratados estatisticamente com análise de variância ANOVA de uma via e post-hoc de 

Newman-Keus considerando os grupos estatisticamente diferentes quando o valor de P for ≤ 0,05. (* diferença 

em relação aos controles, 
#
 diferente em relação ao ar ambiente). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11A Figura 11B 
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4.2 DISCUSSÃO 

 

A fumaça gerada pela queima do tabaco apresenta propriedades mutagênicas, citotóxicas e pró-

inflamatórias (Franceschi et al., 1990; Roemer et al., 2004; Yao et al., 2008; Rickert et al., 2011) que, 

quando inalada, promove diversos prejuízos celulares já relatados em vários estudos recentes (Smith et al., 

2006; Stinn et al., 2010; Mladjenovic et al., 2014; Yeager et al., 2016). Entretanto, as consequências 

celulares a partir de alguns tipos de cigarro ainda são inconclusivas. Neste sentido, o cigarro de palha, por 

ser uma das formas de uso do tabaco mais utilizadas no Brasil, merece atenção científica, pois seus efeitos 

bioquímicos e moleculares nos sistemas orgânicos ainda são desconhecidos. Até o presente momento, 

apenas sabe-se que o cigarro de palha pode levar ao desenvolvimento de bronquite crônica (Menezes, 

1997) e ao câncer de cavidade oral (Niel et al., 2008). Somados à escassez de estudos com cigarro de palha, 

as investigações que mostram a eficácia de agentes nutracêuticos sobre os efeitos deletérios do cigarro são 

também inconsistentes, particularmente relacionados ao cigarro de palha. Os resultados desse estudo 

demostram claramente que o cigarro de palha (artesanal), assim como o cigarro industrializado, é 

potencialmente nocivo, e os efeitos bioquímicos e moleculares da inalação da fumaça são dependentes do 

tipo de cigarro em combustão. Adicionalmente, intervenções com a erva-mate concomitante a exposição à 

fumaça contribuem substancialmente para reduzir os danos celulares promovidos pelos diferentes tipos de 

cigarro (Lanzetti et al., 2008 e 2011).  

Os resultados histológicos demonstram áreas de alargamento do espaço aéreo-alveolar interpostas 

por regiões de infiltrado celular compatíveis com fibrose e hemorragia no parênquima pulmonar de animais 

expostos ao cigarro de palha. Em contrapartida, os resultados observados nos animais expostos ao cigarro 

industrial apresentam áreas de alargamento alveolar, mas sem presença de regiões compatíveis com fibrose. 

Porém, ambos demonstram histoarquitetura compatível com enfisema pulmonar. Esses resultados decorrem 

possivelmente dos diversos agentes nocivos presentes tanto na fumaça do cigarro industrial quanto no 

cigarro de palha, embora apresentem constituintes físicos distintos em suas composições (Roemer.,2004 e 

Valença et al., 2006).  Evidenciados pela presença de filtros no CI, o que supostamente minimiza a 

absorção de tais substâncias, e a palha de milho no CP, ambos, mesmo assim, apresentam toxicidade 

quando inalados. De acordo com U.S. Department of Health and Human Services (2010), a queima do 

tabaco libera pequenas partículas tóxicas capazes de penetrar nos pulmões e compostos voláteis e 

semivoláteis, como hidrocarbonetos aromáticos policíclicos, N-nitrosaminas, cádmio, níquel, arsênio, entre 

outros elementos químicos nocivos. Conhecidamente, estas partículas, quando inaladas cronicamente, 

aceleram o envelhecimento pulmonar, afetando diretamente sua capacidade ventilatória e levam a uma 

destruição do epitélio respiratório com consequente espessamento de septo e alargamento de área alveolar, 

comprometendo suas funções respiratórias (Ito, 2009; Vij., 2016)
 

As alterações morfológicas são encontradas nas vias aéreas proximais e distais, parênquima e 

vasculatura pulmonar, que, juntas, caracterizam um quadro de enfisema pulmonar (Churg et al., 2004; 

Barnes et al., 2015). Sabe-se que as alterações estruturais causadas pela fumaça de cigarro industrializado 

são sinalizadas pelo intenso influxo inflamatório e estresse oxidativo, que contribui para a quebra da matriz 

extracelular (Yao et al., 2008; Kirkham, 2013). No entanto, até o presente momento não existem 

confirmações científicas sobre os efeitos do cigarro de palha sobre o epitélio respiratório. Dados 

morfométricos confirmam os resultados histológicos, mostrando um aumento do diâmetro alveolar 

compatível com o enfisema, tanto no cigarro de palha quanto no cigarro industrial. Assim, a partir deste 

estudo, sugere-se a ocorrência de um quadro enfisematoso induzido pela exposição crônica ao cigarro de 

palha, semelhante ao cigarro industrializado. Porém, vale ressaltar que o cigarro de palha parece apresentar 

também um importante componente fibrótico, além do carácter enfisematoso na sua histoarquitetura 

pulmonar.  

A exposição da fumaça de cigarro, em particular o cigarro industrializado, está associada com 

aumento da resposta oxidativa e declínio da defesa antioxidante (Nesi et al., 2016). Neste sentido, o uso de 

compostos ricos em antioxidantes considera-se uma estratégia eficaz para aprimorar o estado redox, 

consequentemente combatendo os efeitos da fumaça de cigarro. A erva-mate, Ilex paraguariensis, 
apresenta propriedades antioxidantes que são capazes de preservar o espaço alveolar e o parênquima 

pulmonar de animais expostos à fumaça de cigarro industrializado (Lanzetti et al., 2008)  O remodelamento 

de via aérea e pulmonar envolve a deposição de proteínas de matriz extracelular e inflamação (Golestani et 

al., 2016), e o mate pode proteger parcialmente as fibras colágenas da ação das proteases, podendo 

minimizar o processo fibrótico, um dos responsáveis pela perda da função elástica do tecido pulmonar . 

Nossos dados morfométricos suportam ainda o papel da erva-mate em minimizar os danos estruturais 
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causados pela fumaça de cigarro industrial e, principalmente, de palha, favorecendo a redução do diâmetro 

alveolar médio. Assim, as propriedades antioxidantes presentes no extrato da erva-mate protegem o 

parênquima pulmonar de um processo enfisematoso com componente fibrótico. Os mecanismos desses 

efeitos são parcialmente discutidos nos resultados apresentados a seguir. 

O estresse oxidativo tem sido identificado como um dos principais fatores envolvidos no enfisema 

pulmonar induzido pelo cigarro, devido à produção excessiva de ERO e ERN (Valença et al., 2009; 

Arunachalam et al., 2010; Gupta et al., 2016) ou depleção de antioxidantes (Koike et al., 2010) decorrentes 

da exposição crônica ao tabaco. Além de conter diversos oxidantes, a fumaça de cigarro, quando inalada, 

pode iniciar uma série de reações celulares e originar ERO adicionais (Van der Vaart et al., 2004). Além 

disso, a fumaça de cigarro promove o recrutamento e ativação de neutrófilos e macrófagos, que atuam 

como fonte endógena de oxidantes, como superóxidos e peróxidos de hidrogênio (O’Donnell et al., 2006; 

Wong et al., 2016). Ambos os fatos podem justificar os resultados obtidos no presente estudo em que a 

exposição a ambos os tipos de cigarro promoveu elevados níveis de DCF, um indicador da produção de 

peróxido de hidrogênio na célula (Wojtala et al., 2014). A produção aumentada de oxidantes, como o 

peróxido de hidrogênio, desencadeia uma cascata de eventos celulares que culminam com danos oxidativos 

em biomoléculas, comprometendo a estrutura e função pulmonar (Bargagli et al., 2009). Neste sentido, em 

recente estudo, Gupta e colaboradores (2016), usando um modelo experimental de dano por cigarro e 

células pulmonares humanas, demostraram que oxidantes presentes no fumo do tabaco não só causam dano 

oxidativo direto em proteínas pulmonares, contribuindo para a maior parte da lesão pulmonar, mas também 

ativam um fator celular pró-inflamatório chave (Rtp801) envolvido na lesão pulmonar induzida pelo fumo 

do tabaco. 

Nossos dados ainda demostraram que a suplementação de erva-mate promoveu uma redução 

significativa nos níveis de DCF nos animais expostos a ambos os tipos de fumaça de cigarro, contudo, 

surpreendentemente, animais expostos ao ar ambiente e suplementados com erva-mate apresentaram 

também níveis elevados de DCF, fato este que precisa ser aprofundado, pois não encontraram-se razões 

objetivas que justifiquem esse resultado. De todo modo, a capacidade de reduzir os níveis de peróxido de 

hidrogênio em animais expostos à fumaça de cigarro pode estar associada a dois fatores, que dão à erva-

mate uma propriedade antioxidante, a presença de polifenóis (Anesini et al., 2006; Bracesco et al., 2011; 

Berté et al., 2011; Colpo et al., 2016) e a capacidade de quelar o ferro (Colpo et al., 2016).  Em relação aos 

polifenóis, Anesini e colaboradores (2006) sugerem que o ácido clorogênico, um composto fenólico, pode 

ser o principal responsável pela atividade antioxidante da erva-mate. Isso porque o ácido clorogênico 

corresponde aproximadamente a 42% dos polifenóis presentes da erva-mate (Colpo et al., 2016) e possui 

uma atividade tipo-peroxidase (Anesini et al., 2006; Berté et al., 2011), como as catalases, enzimas que 

impedem o dano oxidativo celular através da degradação de peróxido de hidrogênio em água e oxigênio 

(Alfonso-Prieto et al., 2009). Esta atividade tipo-peroxidase está fortemente relacionada com a 

concentração de polifenóis da erva-mate; ou seja, quanto maior a concentração de polifenóis maior será a 

capacidade de atividade antioxidante (Heck e Mejia, 2007). 

Em recente estudo, Colpo e colaboradores (2016) demonstraram que o extrato de erva-mate 

apresentou elevada capacidade em quelar ferro (Fe
2+

), o que poderia também justificar o potencial 

oxidativo pulmonar induzido pela fumaça de cigarro observado no presente estudo, dado que o Fe
2+

 tem 

um papel central na produção de radicais livres por se ligar ao peróxido de hidrogênio e formar radical 

hidroxila, via reação de Fenton (Halliwell e Gutridge, 2007). Entretanto, também observamos que a erva-

mate elevou os níveis de DCF nos animais expostos ao ar ambiente. Esse efeito inesperado da erva-mate 

poderia também estar relacionado ao fato da sua capacidade em quelar ferro, uma vez que este metal de 

transição é um elemento essencial para a hemoglobina, a mioglobina, as ciclo-oxigenases e muitas outras 

proteínas estruturais necessárias na constituição de diferentes tecidos. Essa hipótese é apenas uma 

suposição, que merece estudos adicionais. 

O desequilíbrio do estado redox pulmonar ocorre devido ao aumento de oxidantes em detrimento à 

deficiência de antioxidantes endógenos, como a glutationa, que tem sido associada com a progressão de 

doenças pulmonares (Bargagli et al., 2009). Nossos resultados demonstram que a erva-mate promoveu um 

aumento no conteúdo de GSH nos grupos ar ambiente e cigarro de palha. A glutationa é um tripeptídeo que 

pode reagir com uma vasta gama de moléculas, tornando-se um antioxidante eficaz na detoxificação dos 

diferentes componentes reativos eletrofílicos presentes ou induzidos pela fumaça de cigarro (Gould et al., 

2011). Além da erva-mate apresentar propriedades antioxidantes naturais, como já discutido anteriormente, 

seus efeitos também contribuem para elevar o conteúdo de moléculas endógenas de defesa antioxidante, 

como a glutationa. Um dos mecanismos propostos sugere que, mesmo em baixas concentrações, compostos 

fenólicos estimulam fatores de transcrição como NRF2, que regulam o gene para a síntese de GSH nas 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Koike%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20172953
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células (Myhrstad el., 2002). Adicionalmente, o papel da GSH em sistemas biológicos está associado com 

sua capacidade de conjugar-se a elementos xenobióticos, como aqueles presentes na fumaça de cigarro. 

Durante a fase II do metabolismo de xenobióticos, estes metabólitos ativados são conjugados com a 

glutationa numa reação catalisadas por um grupo de transferases (Moskaug et al., 2005). Neste sentido, a 

síntese de glutationa estimulada por compostos fenólicos podem ser benéficas no tratamento celular de 

substâncias tóxicas ao organismo, como às presentes na fumaça de cigarro. 

Uma das consequências que ocorrem nos tecidos em função desequilíbrio redox são modificações 

oxidativas de enzimas e proteínas estruturais, as quais desempenham um papel importante na etiologia e/ou 

progressão de várias doenças. De acordo com Panda e colaboradores (2001), a integridade estrutural do 

pulmão e consequente enfisema, como observado no presente estudo, decorrem principalmente de um 

aumento na proteólise celular em função da modificação oxidativa, pelo cigarro, de proteínas constitutivas 

do pulmão. Essas modificações ou oxidações podem ser induzidas diretamente por ERO e/ou ERN ou 

indiretamente pelas reações de subprodutos secundários produzidos pela lipoperoxidação, formando 

produtos lipoproteicos (Curtis et al., 2012). Os resultados do presente estudo demostram índices elevados 

de modificação proteica pelos diferentes tipos de cigarro, os quais foram significativamente reduzidos pela 

suplementação de erva-mate. Estudos prévios do nosso laboratório têm demonstrado um aumento nos 

parâmetros de modificação proteica em pulmão de animais expostos cronicamente à fumaça de cigarro 

(Menegali et al., 2009; Nesi et al., 2016), decorrente do estímulo que o cigarro promove sobre a produção 

de ERO e ERN no pulmão, como já discutido anteriormente. Entretanto, devido à fumaça de cigarro, ao ser 

inalada, interagir diretamente com os epitélios do pulmão, a elevada presença de oxidantes na fumaça pode 

ser também responsável pelas lesões observadas em nosso estudo. Em recente estudo, Gupta e 

colaboradores (2016) demostraram que a fumaça de cigarro é capaz de oxidar diretamente proteínas 

pulmonares na ausência dos mecanismos de indução endógena de ERO e ERN. Esses resultados indicam 

que as modificações proteicas que levam aos danos estruturais no pulmão podem ser decorrentes do 

potencial oxidativo do próprio cigarro, embora tenhamos observado níveis elevados de oxidantes celulares. 

A redução desses indicadores de modificação proteica pela erva-mate decorre possivelmente por ela 

exercer papel antioxidante direta ou indiretamente, como citado anteriormente, independentemente se a 

origem do dano é por ERO ou ERN. A erva-mate promoveu redução dos níveis de carbonilação e formação 

de 3-nitrotirosina, independentemente do tipo de cigarro, possivelmente devido ao fato de que a erva-mate 

faz com que a fumaça perca a sua capacidade de provocar a oxidação da proteína, o que pode sugerir que a 

sua oxidante é o principal responsável pela redução da lesão pulmonar.  

Adicionalmente à modificação proteína, o aumento de metaloproteinases, proenzimas que 

promovem a degradação da matriz extracelular (Greenlee et al., 2007), induzidas por ERO ou ERN 

(Bargagli et al., 2009) tornam o tecido pulmonar mais suscetível, dado o potencial oxidante dos 

componentes presentes na fumaça de cigarro. De acordo com Greenlee et al. (2007), a fumaça do cigarro 

estimula o recrutamento de células inflamatórias no parênquima pulmonar, levando à liberação de proteases 

que destroem a matriz extracelular do pulmão. Dessa forma, as metaloproteinases recrutam células 

inflamatórias induzidas pela fumaça de cigarro para o pulmão e resulta no alargamento do espaço aéreo e 

enfisema, como observado no presente estudo.  

Nossos resultados mostram que o conteúdo de MMP-3 aumentou de forma independente ao tipo de 

cigarro, da mesma forma que a erva-mate protegeu esse aumento. Entretanto, os níveis de VEGF 

aumentaram somente nos animais expostos a fumaça de cigarro de palha, sendo revertido pela erva-mate. 

A fumaça do cigarro estimula o recrutamento de células inflamatórias no parênquima pulmonar, 

levando à liberação de endoproteases elastolíticas, conhecidas como metaloproteinases de matriz, que 

destroem o pulmão e a matriz extracelular e resulta na ampliação do espaço aéreo e enfisema (Told et al., 

2006).  

A MMP-3 é uma endoprotease que degrada diferentes tipos de colágeno, proteoglicanos, 

fibronectina, laminina, elastina. Além disso, a MMP-3 pode também ativar outras MMPs tais como MMP-

1, MMP-7 e MMP-9 (Yamashita et al., 2014). O papel da MMP-3 nas alterações pulmonares induzidas 

pelo cigarro ainda é pouco investigado, porém estudos prévios demonstram uma relação direta entre o 

cigarro e o aumento na expressão e atividade da MMP3. Bulmanski et al. (2012), demonstraram por 

exemplo, que a exposição ao extrato da fumaça de cigarro em células cultivadas de ligamento periodontal 

aumentou a expressão de MMP1 e MMP3. Told et al. (2006) sugerem que expressão de MMP-3 é regulada 

pela produção de ERO e ERN e contribui para a doença vascular relacionada ao tabagismo.  

O VEGF é um fator de crescimento envolvido na sinalização celular para vasculogêneses e 

angiogêneses e apresenta propriedades pró-inflamatórias (Hamada et al., 2005). No pulmão, o VEGF 

funciona como um fator miogênico, de sobrevivência e de diferenciação de células endoteliais (Ferrrara, 



64 
 

2004). A deficiência de VEGF possui importante papel na patogênese do enfisema em animais (Suzuki et 

al., 2008), entretanto, níveis elevados podem comprometer a estrutura e função pulmonar (Hamada et al., 

2005). Os resultados do presente estudo mostram um aumento nos níveis de VEGF somente nos animais 

expostos a fumaça de cigarro de palha, sendo revertido pela erva-mate. Suzuki e colaboradores (2008) 

relataram que fumantes de cigarro industrializado apresentam níveis reduzidos de VEGF e isso está 

diretamente relacionado ao quadro de enfisema em humanos (Kasahara et al., 2001). Ao contrário, o 

aumento de VEGF no cigarro de palha pode estar diretamente associado com o quadro de fibrose, 

aparentemente mais característico no pulmão de animais expostos a este tipo de cigarro, como observado 

anteriormente. Essa possibilidade decorre de informações prévias, de que o aumento na expressão de 

VEGF no fluido de lavado broncoalveolar de animais expostos a bleomicina em modelo experimental de 

fibrose, observado por Hamada et al. (2005), promove uma permeabilidade aumentada nas fases iniciais da 

lesão celular e um aumento de angiogênese e recrutamento de mediadores inflamatórios e fibrolíticos, que 

em conjunto promovem o processo fibrótico no tecido. Em todas as formas de fibrose pulmonar, os 

fibroblastos são as células mais predominantes (Ramos et al., 2001) e são ativadas por VEGF secretados 

pelas células do epitélio respiratório em resposta ao quadro inflamatório, promovendo a proliferação dessas 

células, resultando em áreas fibróticas (Chaudhary et al., 2007). Embora não tenhamos avaliado a presença 

predominantemente de fibroblastos, é razoável sugerir que este seja o principal mecanismo relacionado ao 

aumento de VEGF observado no presente estudo.  

Os efeitos positivos da erva-mate sobre o conteúdo de MMP-3 e VEGF, além de sua capacidade 

antioxidante, podem estar associados a sua capacidade de reduzir células inflamatórias como neutrófilos e 

macrófagos (Puangpraphant e de Mejia, 2009; Schinella et al., 2014), os quais secretam  diversas MMPs e 

fatores de crescimento em diferentes tecidos após a exposição à fumaça de cigarro (Told et al., 2006; 

Bulmanski et al., 2012). 

Tomados em conjuntos, esses resultados demostram que os efeitos no estado redox pulmonar que 

decorrem da exposição crônica ao tabaco parecem ser independentes do tipo de cigarro, entretanto, as 

alterações estruturais e funcionais induzidas por ambos os tipos de cigarro promovem um quadro 

enfisematoso. Porém, a exposição ao cigarro de palha torna a histoarquitetura comprometida, dada sua 

capacidade em promover mudanças estruturais características de um quadro fibrótico mediado 

possivelmente pelo aumento no conteúdo de VEGF e consequente degradação da matriz extracelular. 

Entretanto, o consumo concomitante da erva-mate ao ativar mecanismos de proteção celular ou por liberar 

propriedades intrínsecas já comprovadas, regulam o estado redox e reduzem o risco nocivo do cigarro de 

palha sobre o pulmão. 
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CAPÍTULO V 

CONSIDERAÇÕES E CONCLUSÕES 
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A inquietação motivadora desse estudo decorreu da observação inicial do elevado consumo do 

cigarro de palha pela população brasileira, o qual tende a ser agravado pela recente exploração comercial 

por empresas que promovem a venda do mesmo em caixas coloridas e atrativas e que levam aos 

consumidores a falsa ideia de que, por ser produto natural e artesanal, são inofensivos a saúde. Devido à 

inexistência de estudos científicos referentes à constituição química deste cigarro, tampouco estudos que 

mostrem seus efeitos bioquímicos e moleculares no sistema respiratório, essa investigação assume um 

caráter inovador e de relevância social por demonstrar, pela primeira vez, os efeitos nocivos à saúde do 

cigarro de palha. Somado a isso, o consumo de erva-mate tem se popularizado nos últimos anos, 

principalmente nas regiões do sul do país, devido ao contexto cultural e também pelos relatos científicos e 

disseminados nos meios de comunicação de massa que atribuem à erva-mate um caráter nutragênico. Neste 

sentido, adotar estratégias alimentares que comprovadamente reduzem os efeitos nocivos do tabaco poderá 

contribuir com a saúde da população. Diante do exposto, concluímos que: 

 

1. O cigarro de palha é tão nocivo quanto o cigarro industrializado, uma vez que os metais tóxicos e 

compostos orgânicos libertados do fumo durante a combustão são amplamente absorvidos no sistema 

respiratório. 

 

2. Embora a natureza da lesão provocada por ambos os tipos de cigarros pareça ser similar, as mudanças 

na histoarquitetura dos tecidos analisados neste estudo, particularmente no pulmão e traqueia, são 
dependentes dos tipos de cigarros e merecem atenção em estudos futuros. 

 

3. As alterações estruturais e funcionais induzidas por ambos os tipos de cigarro podem promover um 

quadro enfisematoso, mas a exposição ao cigarro de palha torna a histoarquitetura pulmonar mais 

comprometida, dada a capacidade do cigarro de palha em promover mudanças estruturais 

características de um quadro fibrótico, possivelmente mediado pelo aumento no conteúdo de VEGF e 

consequente degradação da matriz extracelular. 

 

4. A erva-mate promove proteção celular e reduz os riscos nocivos do cigarro de palha, provavelmente 

por regular o estado redox e manter a integridade da matriz extracelular. 
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