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RESUMO
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Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

EFEITOS BENEFICOS DO EXTRATO DAS CASCAS DE NOZ PECA
(Carya illinoensis) SOBRE PARAMETROS BIOQUIMICOS E
COMPORTAMENTAIS DE CAMUNDONGOS EXPOSTOS AO FUMO
PASSIVO
Autora: Patricia Reckziegel
Orientadora: Marilise Escobar Blrger
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 28 de janeiro de 2011

O tabagismo representa a segunda maior causa de mortes no mundo, sendo
responsavel por 5 milhdes de mortes anuais. Nao apenas os fumantes ativos estao
sujeitos aos efeitos danosos do cigarro, mas também os fumantes passivos, que
compreendem um terco da populacao adulta mundial. A fumaca do cigarro contém
nicotina e outros compostos relacionados a adicdo, bem como constituintes capazes
de gerar estresse oxidativo (EO), um desequilibrio entre os oxidantes e as defesas
antioxidantes do organismo, possivelmente responsavel pelos efeitos danosos do
cigarro sobre o organismo. A casca da noz peca (Carya illinoensis) € um subproduto
industrial de baixo custo e elevado poder antioxidante, cujo cha é utilizado
popularmente para tratar intoxicagdes medicamentosas e resultantes do tabagismo.
Porém, até o momento, esse emprego nao apresenta validacao cientifica. Em vista
disso, o presente estudo investigou a possivel atividade protetora do extrato aquoso
bruto (EAB) da casca da noz peca sobre parametros comportamentais de
abstinéncia e parametros bioquimicos de EO em animais expostos ao fumo passivo.
Camundongos Swiss receberam agua potavel ou EAB (25¢g/L), ad libitum, no lugar
da agua de beber, uma semana antes e durante toda exposicdo a fumaca do
cigarro, a qual teve duracédo de 3 semanas (6, 10 e 14 cigarros/dia em cada semana,
respectivamente) e ocorreu em incubadora modificada. A concentracdo ambiental de
monoxido de carbono e material particulado total na incubadora foram 130ppm e
188mg/m?®, respectivamente. Quinze horas apés a Ultima exposicdo ao fumo passivo
os animais foram avaliados no teste do campo aberto e no teste de esconder
esferas. Vinte horas apds a ultima exposicdo ao fumo passivo os animais foram
anestesiados e eutanasiados por exsanguinacao (puncao cardiaca), com coleta de
sangue e retirada do cérebro para as andlises bioquimicas. Os dados foram
analisados por ANOVA de uma ou duas vias, seguido pelo teste de Duncan quando
necessario. O protocolo de exposicao ao fumo passivo elevou a concentracéo total
de diéxido de carbono sanguineo e o hematécrito, os quais sdo marcadores indiretos
de exposicao a fumaca do cigarro, bem como reduziu o ganho de peso dos animais
sem alterar o consumo de liquidos. No campo aberto, animais expostos ao fumo
passivo apresentaram aumento da atividade locomotora e exploratéria, do tempo de
auto-limpeza e do numero de bolos fecais, bem como mostraram aumento do
namero de esferas escondidas no teste de esconder esferas em relacdo aos
controles. Os animais que receberam EAB nao desenvolveram essas modificagcoes



comportamentais, as quais indicam ansiedade, caracteristica essa relacionada a
abstinéncia ao cigarro. Neste estudo, o envolvimento do tabagismo com os danos
oxidativos ja descritos na literatura foi confirmado através do aumento da
peroxidacao lipidica cerebral e eritrocitaria, aumento da atividade da catalase (CAT)
eritrocitaria e reducao das concentragdes plasmaticas de acido ascérbico. O EAB da
casca de noz peca protegeu os animais expostos ao fumo passivo da peroxidacao
lipidica e da reducao dos niveis plasmaticos de acido ascorbico. A atividade da CAT
permaneceu aumentada nos eritrocitos e elevou-se no cérebro dos animais expostos
ao fumo passivo e tratados com EAB em relagdo aos controles, possivelmente pela
inducdo de mecanismos compensatdrios que visam eliminar o excesso de espécies
reativas de oxigénio (EROs) induzido pelo cigarro. Hipotetizou-se que esses
resultados bioquimicos devem-se, em grande parte, ao elevado potencial
antioxidante do EAB, confirmado através dos testes in vitro do ABTS (2,2'-
azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) e do DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil) e pela dosagem de compostos fendlicos totais e taninos condensados.
Através de correlacao de Pearson, foram observadas correlagdes positivas entre os
parametros comportamentais e a peroxidagao lipidica eritrocitaria, confirmando o
envolvimento da ansiedade com o EO. Os resultados apresentados aqui evidenciam
os efeitos protetores do EAB das cascas da noz peca sobre os sinais de ansiedade
durante abstinéncia e sobre danos oxidativos e defesas antioxidantes alterados pelo
fumo passivo em camundongos. Ademais, confirma-se o uso popular do extrato das
cascas de noz peca frente danos induzidos pelo cigarro e entende-se que esse
subproduto da industria pode ser considerado no tratamento do tabagismo, o que
aumentaria o carente arsenal terapéutico empregado atualmente no tratamento do
tabagismo. Maiores estudos elucidando os componentes presentes nesse extrato,
bem como os mecanismos neurais relacionados aos resultados encontrados sao
necessarios.

Palavras-chave: abstinéncia, Carya illinoensis, casca da noz peca, cigarro, estresse
oxidativo, fumo passivo.
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Smoking is the second major reason of death worldwide, amounting 5 millions
of deaths annually. The adverse effects of cigarette smoking are not limited to active
smokers, but also to passive smokers, which comprise one third of worldwide adult
population. Cigarette smoking contain nicotine and other addiction related
compounds, as well as components that can generate oxidative stress (OS), an
unbalance between oxidants and antioxidants of the body, probably responsible for
the pathogenesis of smoke-related disorders. The shells of pecan nut (Carya
illinoensis) are an industrial byproduct of low cost and high antioxidant potential,
whose tea is popularly used as treatment for drug and smoking intoxications,
however without scientific validation. Therefore, the present study investigated the
possible protection of pecan nut shells aqueous extract (AE) against abstinence
behavioral parameters and OS biochemical parameters in animals exposed to
passive cigarette smoke. Swiss mice received drinking water or AE (25¢/L), ad
libitum, in the place of water during one week before and during 3 weeks of cigarette
smoke exposure (6, 10 and 14 cigarettes/day each week, respectively), which
occurred in a modified incubator. The environmental concentration of carbon
monoxide and total suspended particulate matter in the incubator were 130ppm and
188mg/m?, respectively. Fifteen hours after the last cigarette smoke exposure, the
animals were evaluated in the open-field test and in the marble burning test. Twenty
hours after the last cigarette smoke exposure, the animals were anesthetized and
euthanized by exsanguination (cardiac puncture), with collection of blood and
removal of brain for biochemical analysis. Data were analyzed by one or two-way
ANOVA, followed by Duncan’s test when necessary. The protocol of cigarette smoke
exposure increased total concentration of carbon dioxide in blood and the hematocrit,
which are indirect biochemical markers of cigarette smoke exposure, and reduced
the body weight gain of animals without altering fluid intake. In the open-field test,
animals exposed to passive smoke showed increase in locomotor and exploratory
activities, self-cleaning time and fecal pellets number, as well as in the number of
beads hidden in the marble burning test, than the controls. The animals that received
AE did not develop these behavioral changes, which indicate anxiety, characteristic
related to smoking abstinence. In this study, the involvement of smoking with
oxidative damages described in the literature was confirmed by increasing cerebral
and erythrocyte lipid peroxidation, increasing in erythrocyte catalase (CAT) activity



and decreasing in plasma ascorbic acid. The pecan shells AE was able to protect the
mice exposed to cigarette smoke of the lipid peroxidation and decrease of plasma
ascorbic acid levels. CAT activity remained high in erythrocytes and increased in
brain of animals exposed to cigarette smoke and that received AE, possible as a
compensatory mechanism to eliminate excess of reactive oxygen species (ROS)
induced by cigarette smoke. It is hypothesized that these biochemical results are in
large part due the high antioxidant potential of AE, confirmed by in vitro assays of
ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)) and DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) and by measuring of total phenolic compounds and
condensed tannins levels. By Pearson correlation, were observed positive
correlations between behavioral parameters evaluated and erythrocyte lipid
peroxidation, confirming the involvement of anxiety and OS. The results presented
here show the protective effect of pecan nut shells AE on anxiety-like sings of
cigarette withdrawal and on oxidative damages and altered antioxidant defenses
induced by passive cigarette smoke in mice. Moreover, the popular use of pecan nut
shell extract against cigarette smoke was confirmed. It is believed that this industrial
byproduct can be considered in the treatment of smoking, increasing the poor
therapeutic armamentarium currently employed for this end. Further studies
elucidating the components present in this extract, as well as neural mechanisms
related to these results are needed.

Key-words: withdrawal, Carya illinoensis, pecan nut shell, cigarette, oxidative stress,
passive smoke.



LISTA DE ILUSTRAGCOES

REVISAO BIBLIOGRAFICA

FIGURA 1 — Enzimas antioXidantes..........cooccuuiiiiiiiiiiiiiieeeeceeee e 29
MANUSCRITO

FIGURE 1 - Effects of pecan shell AE treatment on TBARS levels in brain and red
blood cells of mice exposed to passive cigarette smoke..............ccooviiiiiiiiinn.. 64

FIGURE 2 - Effects of pecan shell AE treatment on catalase (CAT) activity in brain
and red blood cells of mice exposed to passive cigarette smoke.......................... 65
FIGURE 3 - Effects of pecan shell AE treatment on plasma ascorbic acid (AA) levels
of mice exposed to passive cigarette SMoOKe.........covviiiiiiiiiii 66
FIGURE 4 - Linear regression analysis between red blood cell TBARS levels and
crossing, rearing and grooming in the open-field test and beads hidden in the marble
burning test of mice treated with pecan shells AE and exposed to CSE................. 67



LISTA DE TABELAS

MANUSCRITO

TABLE 1 - Phytochemical characterization of pecan shells aqueous extract (AE), and
its antioxidant aCtiVity i VITrO............ooieii 68
TABLE 2 - Effect of pecan shell AE on the body weight and on liquid consumption of
mice exposed 1o cigarette SMOKe. ... ..o 69
TABLE 3 - Effect of CSE on hematocrit and ctCO, levels in mice........................ 70
TABLE 4 - Effect of pecan shell AE on behavior parameters of mice exposed to

CIgarette SMOKE. . ... 71



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AA — ascorbic acid

ABTS — 2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)

AC — antioxidant capacity

AE — aqueous extract

ANOVA — analysis of variance

C — control

CAPES — Coordenacéao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
CAT — catalase

CNPq — Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico
CSE - cigarette smoke exposure

CO — monoxido de carbono / carbon monoxide

CONCEA - Council for Control of Animal Experiments

CT — condensed tannins

ctCO; — total concentration of carbon monoxide

DNPH — dinitrophenylhydrazine

DPPH — 2,2-difenil-1- picril-hidrazil

EAB — extrato aquoso bruto

EO — estresse oxidativo

EROs — espécies reativas de oxigénio

FAPERGS - Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul
FDA — Food and Drug Administration

FIPE — Fundo de Incentivo a Pesquisa

GAE — gallic acid equivalent

GPx — glutationa peroxidase

GR - glutationa redutase



GSH - glutationa reduzida

GSR — glutationa redutase

GSSG — glutationa oxidada

H.O. — perdxido de hidrogénio / hydrogen peroxide

LP — lipid peroxidation

MAO — monoaminooxidase

MDA — malondialdeido / malondialdehyde

NADP™ — nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidada
NADPH — nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reduzida
0O.* - radical superéxido

OH?® — radical hidroxil

OS - oxidative stress

PRPGP — Pré-Reitoria de P6s Graduacao e Pesquisa

RBC — red blood cells

RL — radicais livres

ROS - reactive oxygen species

S — smoke

SC — sub-cutanea

SEM — standard error of median

SOD - superéxido dismutase

TBA — acido tiobarbiturico

TBARS - substancias reativas ao acido tiobarbiturico / thiobarbituric acid reactive
substances

TE — trolox equivalent

TP — total phenolic compunds contents

TRN — terapia de reposicao de nicotina

U — units

WHO — World Health Organization



SUMARIO

RESUMO . .. .ot e ettt e e et e e e e s e e e e eaneeeeeaneeaeeaneeeeeannneeeennes 5
AB ST RACT ...t e et e e e e et e e b e e e e nr e e e anneee e 7
LISTADE ILUSTRAGOES..........cooooeeeeeeececeeeeeeee et nanaeeens 9
LISTADE TABELAS. ...ttt e e e e e e 10
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS. ... 11
APRESENTAGAOD..........cocooeeeeeeeeeeeeeteeee e en s v s sttt 15
TINTRODUGAO...........oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteaee e en s n sttt senennanas 14
2 OBUETIVOS. ..ttt e e ettt e e et e e e e e nnae e e e nnee e e e enneeeeenees 18
2.1 ObJEtiVO geral...... ..o 18
2.2 Objetivos @SPECITICOS. .......ccccoiiiiiiiiiee e 18
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA...........cooiiiiieinienee ettt 19
3.1 TabAGISMO..... ... e e e e ae e 19
3.1.1 ASPECIOS GBIAIS. . .eeeiiii ittt e e e e e e e e e e e e e 19
3.1.2 FUMO PASSIVO.. .ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e s s nnnnnes 21
K G B B 1T o T=T oo [= T o o7 - VSRR 23
3.1.4 Estresse OXidatiVO........c.ooo oottt 27
3.2 Carya illiNOENSIS.................ooooiueiiiiii e 31
4 RESULTADOS. ... ..ottt b e e e e e as 34

4.1 Manuscrito: Oxidative stress and anxiety-like symptoms related to withdrawal of

passive cigarette smoke in mice: beneficial effects of pecan nut shells extract, a by-

Product of the NUE INAUSTIY.....cooi e 35
B DISCUSSAD........ouiuiiiiiiieeseieeets sttt sna et 72
B CONCLUSOES..........coitiiiieiiiicie ettt 76

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......ooooeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 78



APRESENTACAO

Esta dissertacao apresenta os resultados na forma de manuscrito cientifico, o
qual encontra-se submetido a revista cientifica e em fase de revisdo. As secgoes
Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias
Bibliograficas estdo incorporadas no préprio manuscrito e representam a integra
deste estudo.

Ao fim desta dissertacdo encontram-se os itens DISCUSSAO e
CONCLUSOES, nos quais ha interpretagbes e comentarios gerais sobre o
manuscrito cientifico contido neste estudo.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citagcdes que
aparecem nos itens INTRODUGCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA e DISCUSSAO
desta dissertacao.
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1 INTRODUCAO

O consumo de tabaco representa a segunda maior causa de morte no mundo,
sendo responsavel por cinco milhées de ébitos anuais (ARAUJO et al., 2004; WHO,
2010). Estima-se que aproximadamente um terco da populacédo brasileira adulta
fume, sendo essa populagdo concentrada principalmente na faixa etaria dos 20 aos
49 anos (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2003). Além dos danos da
exposicao direta, o cigarro € responsavel anualmente pela morte de 38.000
fumantes passivos (CDC, 2005).

A fumaca do cigarro consiste em uma complexa mistura de mais de 4.700
substancias (GENBACEV-KRTOLICA, 2005; RAHMAN et al., 1996), que incluem
elevada quantidade de aldeidos reativos (PARK et al., 1998), espécies reativas de
oxigénio (EROs) e de nitrogénio (PRYOR & STONE, 1993) e diversos metais, como
cadmio (WHO, 1992). Ademais, estima-se que haja mais de 10" radicais livres (RL)
em um unico puff de cigarro (PRYOR & STONE, 1993), os quais apresentam
envolvimento direto no desenvolvimento de estresse oxidativo (EO), o possivel
mecanismo relacionado aos efeitos danosos do cigarro sobre o organismo (BRIVIBA
& SLES, 1994; CROSS & TRADER, 1997).

O EO consiste em um desequilibrio organico entre a producdo de RL e as
defesas antioxidantes do organismo, podendo resultar na oxidacao de lipideos,
proteinas e DNA, prejudicando, assim, a funcao celular (HELEN et al., 2000; SIES,
1997). O sistema de defesa antioxidante, que visa o controle oxidativo dos RL
(AMSTAD & CERUTTI, 1990; SIES, 1986), pode ser dividido em enzimatico (que
inclui as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR)) e nao enziméatico (incluindo compostos
como glutationa reduzida (GSH), acido ascorbico, a-tocoferol e [-caroteno)
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Observa-se que os fumantes apresentam
diminuicado das concentracdes plasmaticas de diversos antioxidantes, como acido
ascérbico, vitamina E e B-caroteno em relacdo a ndo fumantes (ALBERG, 2002;
CHOW et al., 1986; DUTHIE et al., 1989).

Quando os niveis normais de antioxidantes do organismo sao insuficientes

para neutralizar o excesso de RL, a administracdo ou suplementacao através de
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antioxidantes exogenos, como aqueles presentes em plantas medicinais, pode
exercer efeito benéfico evidente (REKHA et al.,, 2001), conforme relatado em
diversos estudos (ANBARASI et al.,, 2006; BALAKRISHNAN & MENON, 2007;
BEZERRA et al.,, 2006; EL-SOKKARY et al., 2007; LANZETTI et al., 2008;
LUCHESE et al., 2009a, b).

Além da relagcdo com o EO, o cigarro causa dependéncia principalmente pela
presenca de nicotina, substancia que atinge o cérebro em poucos segundos apos o
uso do cigarro e apresenta relagdo com a iniciagdo, a manutencédo e a dificuldade
em parar de fumar. Entretanto, o poder aditivo do cigarro ndo esta relacionado
apenas a nicotina, mas também a outros compostos presentes no mesmo
(BELLUZZI et al., 2005; DWOSKIN et al., 1999; GUILLEM et al., 2005; TALHOUT et
al., 2007). Dentre os efeitos reforcadores positivos do cigarro observa-se prazer,
excitacao, relaxamento e aumento da atencdo apds fumar, os quais decorrem da
ativacdo do sistema dopaminérgico meso-corticolimbico (ROBINSON & BERIDGE,
1993; WISE & BOZARTH, 1987). J4 a redugcao do consumo de cigarro causa
sindrome de abstinéncia, caracterizada por uma série de efeitos aversivos como
irritacdo, ansiedade, dificuldade de concentragdo, fissura e ganho de peso
(HUGHES et al., 1990; HUGHES et al., 1991; HUGHES & HATSUKAMI, 1986). A
ansiedade durante periodo de abstinéncia representa um dos principais motivos que
leva ao ato de fumar, dificultando o abandono do tabagismo (GILBERT et al., 1989;
MANHAES et al., 2008; PICCIOTTO et al., 2003; POMERLEAU, 1986). A grande
maioria das terapias existentes para auxiliar fumantes no abandono do tabagismo
busca o controle desses efeitos aversivos do cigarro. Entretanto essas terapias
geralmente sao de custo elevado e néo sao eficazes em muitos casos (GARWOQOD
& POTTS, 2007), gerando a necessidade de novas.

Nas regides sul e sudeste do Brasil encontram-se extensas plantagbes da
nogueira peca (Carya illinoensis), que pertence a familia Junglandaceae (JOLY,
1993). A casca de sua noz consiste em um subproduto de cor avermelhada intensa,
de dificil degradacdo e que representa de 40% a 50% o tamanho da castanha
(WORLEY, 1994). Essa casca representa uma fonte alternativa de compostos com
alta capacidade antioxidante, como fendlicos totais e taninos condensados, sendo
que a quantidade desses é superior aquela encontrada no conteddo da noz
(VILLAREALL-LOZOYA, 2007). Além disso, a casca da noz peca vem sendo
utilizada popularmente na forma de cha no tratamento de diversos disturbios
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organicos, como, por exemplo, em intoxicacbes por nicotina, o que ainda nao

apresenta validacao cientifica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do extrato aquoso bruto (EAB) da casca da noz peca (Carya
illinoensis) sobre danos oxidativos e parametros comportamentais de abstinéncia

induzidos pela exposicdo de camundongos ao fumo passivo.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar se o protocolo adotado de exposicao ao fumo passivo altera parametros
comportamentais que inferem ansiedade durante periodo de abstinéncia, bem como

a acao do EAB frente as alteracées comportamentais encontradas;

- Caracterizar o EAB utilizado através do potencial antioxidante in vitro (verificado
pelas técnicas do ABTS e do DPPH) e através da dosagem dos compostos fenélicos
totais e taninos condensados;

- Avaliar se o protocolo adotado de exposi¢cao ao fumo passivo causa EO e modifica
defesas antioxidantes enzimaticas e nao enzimaticas nos animais experimentais,

bem como os efeitos do EAB frente as alteragdes bioquimicos encontradas;

- Avaliar o envolvimento do EO com a ansiedade durante periodo de abstinéncia ao
fumo passivo por meio da analise das correlagdes existentes entre os parametros

bioquimicos e comportamentais avaliados.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Tabagismo

3.1.1 Aspectos Gerais

As folhas de tabaco (Nicotiana tabacum) ja eram utilizadas pela populagao
desde 2000 a.C. em rituais religiosos e assumiram a forma comercial de cigarro no
final do século XIX. O cigarro teve sua popularizacdo ap6és a Primeira Guerra
Mundial (1914 a 1918) e a partir do século XX devido, em grande parte, ao
desenvolvimento da publicidade e do marketing. Hoje, pela Organizacdo Mundial da
Saude, o tabagismo é considerado uma pandemia, ja que morrem no mundo 5
milhdes de pessoas por ano em consequéncia das doengas provocadas pelo tabaco,
0 que corresponde a aproximadamente 6 mortes a cada segundo (DEPARTMENT
OF ECONOMIC AND SOCIAL AFFAIRS, 2004).

Atualmente, existe cerca de 1,3 bilhdo de fumantes ativos no mundo, sendo
um bilhdo do sexo masculino e o restante, em muito menor propor¢ao, do sexo
feminino. De acordo com o Centro de Controle de Doencas dos Estados Unidos
(CDC, 2008), 77,8% dos fumantes fumam todos os dias e 22,2% nao. Quanto aos
grupos raciais e éticos, a menor prevaléncia de fumantes é entre os asiaticos (9,6%),
e a maior entre os indios americanos e nativos do Alasca (36,4%). J& em relacédo ao
nivel educacional, a maior prevaléncia de fumantes concentra-se no menor nivel
(44%) e entre 9 e 11 anos de escolaridade (33,3%), e a menor prevaléncia entre
pessoas com diploma de graduacéo (6,2%). 28,8% dos adultos com os menores
niveis de renda fumam e 20,3% daqueles que vivem dentro ou pouco acima do nivel
de pobreza. A prevalénica do tabagismo € menor entre pessoas com 65 anos de
idade ou mais (10,2%) e maior entre os 18 e 24 anos (23,9%). Observa-se um
crescente numero de mulheres fumantes e, decrescente de homens (JEREMY &
LACEY, 2002). No Brasil, aproximadamente um terco da populacdo adulta fuma,
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sendo essa populagdo concentrada principalmente na faixa etaria dos 20 aos 49
anos (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2003).

Estima-se que, nos préximos 20 anos, o maior percentual de fumantes esteja
concentrado nos paises em desenvolvimento (WORLD BANK & WHO, 2000). China
e India serdo alguns dos paises responsaveis por essa mudanca de perfil; somente
na China, hoje, ha 300 milhdes de homens fumantes, o que equivale a populacao
total dos EUA.

Apesar dos 47 anos passados desde o primeiro documento governamental
sobre os prejuizos do cigarro a saude (US PUBLIC HEALTH SERVICE, 1964), o
mesmo persiste como uma das principais causas de mortes no mundo. A
Organizacao Mundial da Saude informa que o cigarro representa um dos 10 maiores
riscos de prejuizos a saude (WHO, 2002a), sendo a segunda maior causa de mortes
evitdveis no mundo (WHO, 2010). Até o presente, aproximadamente 5 milhdes de
pessoas morrem por ano de doencas relacionadas ao fumo e, se os correntes dados
continuarem, esse quadro pode chegar a 10 milhées de mortes em 2020, sendo que
7 milhdes dessas ocorrerao em paises emergentes (DEPARTMENT OF ECONOMIC
AND SOCIAL AFFAIRS, 2004; WHO, 2007). Fumantes com idade entre 45 e 64
anos apresentam indice de mortalidade 3 vezes superior ao de ndo-fumantes, e
entre 65-84 anos, o dobro (DEPARTMENT OF ECONOMIC AND SOCIAL AFFAIRS,
1991). Shaw et al. (2000) reporta que um cigarro reduz a vida de quem fuma em 11
minutos.

Dentre os prejuizos a saude, o consumo de cigarro € um dos maiores fatores
de risco para o desenvolvimento de doencas pulmonares, cardiacas e cérebro-
vasculares, além de cancer de pulmao (US DHHS, 1989). Além disso, a inalacao dos
produtos do cigarro causa doenca obstrutiva pulmonar crbnica, varios tipos de
neoplasias, hipertensdo, mudancas desfavoraveis no perfil de lipoproteinas, sinais
de inflamagdo (como elevagdo dos niveis de células brancas sanguineas e
marcadores inflamatérios como proteina C reativa, interleucina-6 e fator de necrose
tumoral-a), alteracbes na coagulacdo sanguinea (pela estimulacdo da agregacao
plaquetaria e redugcao da fibrindlise), elevagdo do risco para desenvolvimento de
diabetes mellitus e de doencas infecciosas (como varias formas de influenza, doenca
pneumocaocica, tuberculose e infeccdes de feridas), bem como diminui a fertilidade e
eleva o risco de parto espontdneo (BENOWITZ, 2008; BOWMAN et al., 2007;
BURNS, 2001; CATANZARO et al.,, 2007; ELIASSON, 2003; GLEERUP &
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WINTHER, 1996; HALPERIN et al., 2008; STEPTOE & USSHER, 2006; YILDIZ,
2004).

Esses danos a saude devem-se, em parte, as mais de 4.700 substancias
presentes na fumaca do cigarro (GENBACEV-KRTOLICA, 2005; RAHMAN et al.,
1996), as quais incluem numerosas substancias reativas, como aldeidos (PARK et
al., 1998), EROs e de nitrogénio (PRYOR & STONE, 1993) e diversos metais (WHO,
1992).

3.1.2 Fumo Passivo

Fumantes passivos estao expostos a fumaca ambiental do tabaco, a qual é
definida como a soma da fumacga emitida da queima da ponta do cigarro (fumaca
secundaria) ou de outros produtos do tabaco com o ar ambiente, usualmente em
combinacdo com a fumaca principal (exalada pelo fumante) (WHO, 2002b). Apesar
de semelhante a fumaca principal, a fumacga secundaria é trés ou quatro vezes mais
téxica por grama de material particulado do que a fumaca principal, e sua toxicidade
€ maior do que a soma da toxicidade de seus constituintes (SCHICK & GLANTZ,
2005). Na verdade, a fumaca secundaria tem maior concentracdo de alguns
componentes toxicos (por exemplo, monéxido de carbono, benzeno, aménia e
muitas substancias carcinogénicas) do que a fumaga principal (AMBROSE &
BARUA, 2004; BROWNSON et al., 1997; PHILLIPS et al., 2003), além de apresentar
duas vezes mais nicotina (BROWNSON et al., 1997). Como a fumaga é diluida no ar
ambiente, fumantes passivos estdo expostos a menos fumaca do cigarro do que o0s
fumantes ativos; entretanto, tanto a fumaca principal quanto a secundaria possui
comparavel capacidade carcinogénica e de risco cardiovascular (SWAN & LESSOV-
SCHLAGGAR, 2007). Além disso, investigacdes epidemiologicas tém claramente
demonstrado que o fumo passivo pode ser tdo perigoso para a saude quanto o fumo
ativo (BARNOYA & GLANTZ, 2005; BROWNSON et al., 1997; SUBRAMANIAN &
GOVINDAN, 2007; SWAN & LESSOV-SCHLAGGAR, 2007; VENN & BRITTON,
2007).

A fumacga do cigarro esta presente virtualmente em todos os lugares onde
fumar & permitido (NAVAS-ACIEN, 2004), e nado existem niveis seguros de
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exposicao (HYLAND et al., 2008). Logo, globalmente, estima-se que um terco da
populacdo de adultos esta regularmente exposta a fumaca do cigarro (OBERG et al.,
2010). Muitos estudos mostram que nao fumantes estdo mais expostos ao fumo
passivo no ambiente de trabalho do que de casa (JAMROZIK, 2005; KAUPPINEN &
VIRTANEN, 2002). Em Barcelona (Espanha) a prevaléncia de fumantes passivos em
casa e no trabalho em 2002 foi de 61,1% entre homens e 59,4% entre mulheres
(NEBOT et al., 2004); entretanto contabilizando também a exposicdo em locais de
lazer, esses valores sobem para 69,5% e 62,9%, respectivamente (TWOSE et al.,
2004). Na Uniao Européia, 14% dos nao fumantes estdo expostos a fumaca do
cigarro em seus locais de trabalho (EUROPEAN COMISSION, 2009). No Canada,
cerca de um quarto dos nao fumantes alegam que estdo regularmente expostos a
fumaca do cigarro em casa (WHO, 2009). No Brasil, a cada 1.000 mortes ocorridas
em areas urbanas por ano, 25 sdo devido ao tabagismo passivo em domicilio
(COSTA et al., 2003), e sao escassos os dados epidemioldgicos.

Quanto aos danos a saude, um estudo alarmante mostrou que a exposicao ao
fumo passivo causou a morte de aproximadamente 603.000 pessoas mundialmente
em 2004, as quais representam 1% da mortalidade mundial (OBERG et al., 2010).
Nos Estados Unidos, cerca de 50.000 mortes por ano — ou 11% de todas as mortes
relacionadas ao cigarro — sao atribuidas ao fumo passivo (CDC, 2008). Cerca de
2.655 mortes por cancer de pulmao, doencgas isquémicas do coracdo e doencgas
cérebro-vasculares ocorridas somente na populacao urbana do Brasil poderiam ser
evitadas a cada ano pela prevencao do fumo passivo (COSTA et al., 2003).

Fumantes passivos sofrem com os efeitos imediatos da poluicdo tabagistica
ambiental, tais como, irritacdo nos olhos, manifestacdes nasais, tosse, cefaléia,
aumento de problemas alérgicos, principalmente das vias respiratérias e aumento
dos problemas cardiacos, principalmente elevagao da pressao arterial e angina. Em
adicdo, a exposicdo ao fumo passivo é associado a elevado risco de doencas
cardiovasculares (eleva o risco em 30%) (BARNOYA & GLANTZ, 2005), cancer de
pulmao (US DHHS, 2006), infarto agudo do miocardio (BARONE-ADESI et al., 2006;
BARTECCHI et al., 2006; JUSTER et al., 2007; KHUDER et al., 2007; SARGENT et
al., 2004), asma e sintomas respiratérios crénicos (CDC, 2003). Na verdade, o fumo
passivo causa 379 mil mortes por doencas cardiacas, 165 mil por infeccdes
respiratérias, 36,9 mil de asma e 21,4 mil de cancer de pulméo por ano (OBERG et
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al., 2010). Essas doengas e mortes confirmam o perigo de ambientes contaminados
pela fumaca de cigarro, os quais devem ser evitados.

Além dos riscos a saude, o fumo passivo representa onerosos custos para os
governos. Estima-se que 10% dos gastos relacionados aos problemas de saude de
fumantes sao atribuidos aos problemas de saude de fumantes passivos (ADAMS et
al., 1999). Ademais, o fumo passivo nos Estados Unidos sozinho custa
aproximadamente 5 bilhdes de ddélares em cuidados médicos e outros 5 bilhdes em
perda de produtividade pelas faltas ao trabalho e mortes prematuras por ano
(BEHAN et al., 2005).

Para reduzir o contato de ndo fumantes com a fumaga do cigarro foram
criadas campanhas anti-tabagistas. A Convencao-Quadro para o Controle do
Tabaco foi o primeiro tratado internacional de saulde publica firmado entre 192
paises, com a coordenagdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), que tem
como objetivo proteger as geracdes presentes e futuras das terriveis consequiéncias
sanitarias, sociais, ambientais e econdmicas geradas pelo consumo e pela
exposicao a fumacga do tabaco. Entretanto, isso apenas mostra que muito mais ainda
precisa ser feito, visto que apenas 9% dos paises adotaram leis anti-tabagistas em
bares e restaurantes e 65 paises ainda ndo apresentam nenhum tipo de politica para
reduzir a exposi¢ao de nao fumantes ao fumo passivo (WHO, 2009).

3.1.3 Dependéncia

As propriedades aditivas do tabaco sdo exemplificadas pela grande
dificuldade dos fumantes em parar de fumar. Inquéritos epidemiol6gicos indicam que
a maioria (70%) dos tabagistas quer parar de fumar, 34% tentam a cada ano, mas
somente 2,5% o conseguem; 75% a 80% recaem nos primeiros seis meses e, apds
um ano no maximo 3% a 5% se mantém sem fumar (CDC, 2000). A principal
substancia aditiva do cigarro é a nicotina, cujos efeitos farmacologicos e
comportamentais sdo semelhantes a drogas com elevado poder de adicdo, como a
heroina e a cocaina (US DHHS, 1988).

Quimicamente a nicotina é uma base fraca contendo uma piridina e um anel

pirrolidina, cada um com uma amina tercidria. Apds absorvida, atravessa facilmente
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a barreira hematoencefélica por difusdo passiva e, eventualmente, por transportador
(o exato mecanismo permanece incerto) (LOCKMAN et al., 2005; WANG et al.,
2005). No cérebro, o tempo que decorre para que 50% do pico de nicotina seja
atingido é de 10 minutos, entretanto, ja altas concentracdes cerebrais sao atingidas
entre 10-20s apdés um puff, mais rapidamente até que a administragdo intravenosa
(HUKKANEN et al., 2005). A nicotina exerce sua acao farmacoldgica ligando-se a
receptores colinérgicos nicotinicos (nAchR). Cerca de 70-80% da nicotina é
metabolizada a cotinina e eliminada na urina (HUKKANEN et al., 2005; O’LEARY et
al., 2008; YILDIZ, 2004).

Dependendo da concentracéo, duracéo e frenquéncia da exposicao, fumantes
passivos também podem desenvolver dependéncia (JAAKKOLA & JAAKKOLA,
1997). Isso seria resultado de repetidas exposicbes a fumaga do cigarro, com
elevacao das concentragdes sanguineas de nicotina (PACIFICI et al.,, 1995) e
desenvolvimento de toleréncia aos efeitos aversivos do cigarro, o que elevaria os
efeitos positivos associados ao subseqliente uso da droga (SOLOMON & CORBIT,
1973).

Diversos estudos sugerem, entretanto, que o habito de fumar é reforcado nao
apenas pela nicotina, mas também por outras substéncias quimicas e fatores
comportamentais, ambientais e pré-disposicao genética (CAGGIULA et al., 2001;
LASSER et al., 2000; LI, 2003), sendo a exposicao a nicotina através dos produtos
do tabaco uma condigcdo necessaria para a dependéncia, entretanto nao Unica. Por
exemplo: 1) cigarros isentos de nicotina tém mostrado reduzir a fissura por cigarro e
alguns sintomas de abstinéncia durante a cessacao e sao comparados com cigarros
com nicotina em termos de recompensa (DAR & FRENK, 2004; ROSE, 2006;
HENNINGFIELD et al., 2005); 2) inje¢des intravenosas in bolus de nicotina resultam
em baixa sensibilidade a recompensa; 3) a nicotina tem mostrado apenas limitada
habilidade em induzir auto-administracdo em animais no teste de preferéncia
condicionada, sugerindo que a nicotina sozinha apresenta moderadas acdes de
reforgco; 4) a terapia com reposigao de nicotina tem eficacia limitada como tratamento
do tabagismo (DAR & FRENK, 2004; HENNINGFIELD et al., 2005; LE FOLL &
GOLDBERG, 2005; ROSE, 2006; SAMAHA et al., 2005; SAMAHA & ROBINSON,
2005; TALHOUT et al., 2007). Como exemplo de outras substéncias presentes no
cigarro capazes de causar adicdo tem-se inibidores da monoaminooxidase (MAO)
(BELLUZZI et al., 2005; DWOSKIN et al., 1999; GUILLEM et al., 2005), como o
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acetaldeido (TALHOUT et al., 2007), e a nornicotina, um alcol6ide constituinte do
tabaco e um dos metabdlitos ativos da nicotina (JACOB et al., 1999). Em adicao, a
nicotina quando administrada via intraperitoneal, intravenosa ou sub-cutdnea nao
mimetiza a agdo da nicotina quando inalada juntamente com a fumaca de cigarro,
como ocorre com fumantes ativos e passivos (HARRIS et al., 2010). Finalmente, os
estudos com nicotina ndo mimetizam com precisdo as condi¢des as quais o fumante
esta inserido e tornam dificil o entendimento da farmacologia da fumaga do cigarro
(LERMAN et al., 2007). Logo, uma das melhores formas de estudar as agdes do
cigarro em animais experimentais ou humanos € pela exposicao a fumaca do cigarro
e nao pela administracdo de nicotina.

Em termos gerais, os fumantes relatam prazer, excitacdo, relaxamento,
aumento da atencdo e reducdo do tempo para realizar uma tarefa apés fumar
(PICCIOTTO, 1998; STOLERMAN & SHOAIB, 1991), além de diminuicdo da
ansiedade e apetite (PICCIOTTO, 2003). Estes sintomas estdo relacionados ao
poder reforgcador positivo do cigarro, que decorre da ativacdo do sistema
dopaminérgico meso-corticolimbico. Ademais, a sensibilizagcdo comportamental ao
cigarro é resultado de alteracbes moleculares desse sistema, que sédo induzidas pela
exposicdo prolongada as drogas (ROBINSON & BERIDGE, 1993; WISE &
BOZARTH, 1987). Além disso, o cigarro gera efeitos reforcadores negativos no
desuso, como qualquer outra droga capaz de causar dependéncia, os quais
constituem a sindrome de abstinéncia, caracterizados por irritacdo, ansiedade,
dificuldade de concentracao, fissura e ganho de peso (HUGHES et al., 1990;
HUGHES et al., 1991; HUGHES & HATSUKAMI, 1986).

A ansiedade representa um dos principais motivos que levam fumantes ao ato
de fumar (GILBERT et al., 1989; MANHAES et al., 2008; PICCIOTTO et al., 2002;
POMERLEAU, 1986) e um fator critico para o uso de cigarro devido a sua motivagao
para que se continue o consumo (GILBERT et al., 1989; PICCIOTTO et al., 2002;
POMERLEAU, 1986). Estudos tém mostrado que fumantes apresentam reducado da
ansiedade durante o uso (GILBERT et al, 1989; PICCITTO et al, 2002;
POMERLEAU, 1986) e aumento da ansiedade durante a retirada do cigarro
(HUGHES et al., 2000; PARROTT, 2003). Além disso, uma associacao entre
aumento da ansiedade durante a abstinéncia e recaidas durante tratamentos tem
sido bem discutida (ASTON-JONES & HARRIS, 2004; DUDAS et al., 2005;
KENFORD, 2002). Esses resultados sugerem que fumantes continuam fumando
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para regular seu estado de ansiedade e que o nivel de ansiedade durante a
abstinéncia constitui um parametro comportamental importante para que se entenda
as caracteristicas fisiologicas de subpopulacdes de individuos que sao
diferentemente afetados pela exposicdo a nicotina (MANHAES et al., 2008). Logo
compostos ansioliticos podem ser utilizados nas terapias farmacolégicas para parar
de fumar.

A maioria dos tratamentos do tabagismo busca o controle dos sintomas
reforcadores negativos do cigarro. Genericamente, ha dois tipos de terapias
farmacolégicas para tratamento do tabagismo: tratamento de reposicéo de nicotina
(TRN) e medicagcdées sem nicotina, como bupropiona. A TRN é realizada com
medicamentos que apresentam nicotina na composicdo. Comercialmente, existem
gomas de mascar, pastilhas mastigaveis, adesivos, spray nasal e inaladores com
adicdo de nicotina, os quais séo utilizados na TRN. J& a bupropiona, originalmente
usada como antidepressivo, constitui-se no medicamento psicoativo extensamente
testado e validado pelo FDA (Food and Drug Administration) (HURT et al., 1997;
JORENBY et al., 1999). Entretanto, devido aos efeitos colaterais (insénia, agitacao,
xerostomia), cerca de 38% dos tratamentos com bupropiona Sa0 Ssuspensos
(KOLBER et al., 2003). Outros tratamentos podem ser realizados com ribonabanto
(antagonista de receptores endocanabindides CB-1), vareniclina (agonista parcial
dos receptores nicotinicos de acetilcolina a4p2), ansioliticos e antidepressivos,
assim como de maneira nao farmacologica. Diversos estudos evidenciam que 0 uso
de medicacbes pode duplicar ou até triplicar o resultado do tratamento para
cessacao do tabagismo, em comparag¢ao com placebo (FIORE et al., 2000; SILAGY
et al., 2004). Entretanto, como muitos fumantes sdo resistentes aos tratamentos
existentes, a necessidade de novos compostos capazes de reduzir os sinais e
sintomas da sindrome de abstinéncia ao cigarro torna-se necessario (GARWOOD &
POTTS, 2007).

Em animais, modelos sao propostos para estudar a sindrome de abstinéncia
ao cigarro, o que facilita a investigacdo dos mecanismos neurais relacionados a esse
fenbmeno. Entretanto, apesar de diversos trabalhos com exposicdo de animais
experimentais a fumaca do cigarro (ANBARASI et al., 2005, 2006; BEZERRA et al.,
2006; DIKEN et al., 2001; KOUL et al., 2001; LANZETTI et al., 2008; LUCHESE et
al., 2009a, b; VALENCA et al., 2008), poucos sao os que avaliam o comportamento

dos animais durante abstinéncia. Além disso, dentre os trabalhos que visam avaliar
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parametros comportamentais de abstinéncia ao cigarro em animais, a maioria o faz
pela administracao de nicotina, o que ndo mimetiza as condi¢des as quais o fumante
esta inserido (conforme discutido anteriormente). Nesses trabalhos, os sinais de
abstinéncia a nicotina sao avaliados apos interrompidas as administracoes de
nicotina ou apds a administragcdo de antagonistas de receptores nicotinicos, como
mecamilamina e hexameténio (MALIN, 2001), e incluem ranger dos dentes,
contor¢cdes abdominais, fasciculagdes faciais, ptose, respiracao ofegante e bocejos
(MALIN, 2001; KENNY & MARKOU, 2001), assim como tremor facial e corporal,
piloerecdo, comportamento agressivo e diarréia (GELLERT & HOLTZMAN, 1978). A
depressdo estd muito relacionada a sindrome de abstinéncia, bem como a
ansiedade (BOCK et al., 1996; O'BRIEN, 2001). Isola et al. (1999) mostram que os
sinais de abstinéncia a nicotina de camundongos tratados com nicotina (2mg/Kg, sc,
4 vezes por dia, durante 14 dias) comecam a se manifestarem ap6s 4 horas da

ultima administragédo de nicotina e sdo mais pronunciados entre 12 e 48 horas.

3.1.4 Estresse Oxidativo

O mecanismo preciso dos efeitos danosos do cigarro sobre o organismo
ainda nao esta completamente esclarecido. A constante exposicdo dos fumantes ao
estresse oxidativo (EO) provavelmente seja o maior desencadeante de desordens e
doencas relacionadas ao mesmo (BRIVIBA & SLES, 1994; CROSS & TRADER,
1997).

EO é definido como um desequilibrio no balanco entre os pré-oxidantes e os
antioxidantes do organismo com potencialidade de exercer efeitos deletérios
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). O EO pode se manifestar: 1) pelo aumento
das EROs sem a diminuicao das defesas antioxidantes; 2) pela reducao das defesas
antioxidantes sem aumento das EROs ou; 3) pelo aumento da concentracao de
EROs juntamente a uma paralela reducao das defesas antioxidantes (AMSTAD &
CERUTTI, 1990; SIES, 1986). Como resultado, o EO pode causar oxidagcdo de
lipideos, proteinas e DNA, o que leva a prejuizos na funcao celular (HELEN et al.,
2000; SIES, 1997).
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Os radicais livres (RL) sdo espécies quimicas altamente reativas que contém
um ou mais elétrons ndo-pareados em sua Orbita de valéncia (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999). Sao produzidos naturalmente em nosso organismo através de
processos metabdlicos oxidativos e durante a ativacdo do sistema imune,
desintoxicacao de drogas, ou producdo de 6xido nitrico (SCHNEIDER & OLIVEIRA,
2004). As EROs representam uma das principais classes de RL que compreendem o
radical superéxido (O2™*), o peréxido de hidrogénio (H2O>), o radical hidroxil (OH®) e
0 oxigénio singlete, todos com elevada reatividade também.

Para manter baixas as concentragbes de RL, o organismo apresenta
mecanismos de defesa antioxidante, os quais atuam prevenindo a formacao dessas
espécies ou capturando-as quando sao formadas. Esses mecanismos de defesa
podem ser divididos em enzimatico e ndao enzimatico. Dentre os antioxidantes
enzimaticos encontram-se as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR). A SOD converte radicais
superoxido a peroxido de hidrogénio. A GPx, juntamente com a CAT, catalisam a
transformacao de perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio (LOHR et al., 2003). A
CAT metaboliza o perdxido de hidrogénio em oxigénio molecular e 4gua; ja a GPx
catalisa 0 metabolismo de diversos hidroperdxidos organicos, e também converte o
peréxido de hidrogénio a agua pela oxidagdo concomitante da GSH a sua forma
oxidada GSSG (Figura 1).

O sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico, por sua vez, inclui
compostos sintetizados no organismo como bilirrubina, ceruloplasmina, horménios
sexuais, melatonina, coenzima Q, acido urico ou ainda substancias que podem ser
provenientes da dieta (SCHNEIDER & OLIVEIRA, 2004). Esses componentes
podem ainda ser classificados em lipossoliveis (por exemplo, a-tocoferol e
carotendides) ou hidrossoluveis (por exemplo, compostos fendlicos, acido ascorbico
e a GSH).
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Figura 1. Via de formacgéo de espécies pré-oxidantes e vias de detoxificagcdo pelo sistema de defesa
antioxidante. Abreviagbes: CAT: catalase; GPX: glutathiona peroxidase; GSSG/GSH: glutationa
oxidada / reduzida; GSR: glutationa redutase; NADP+/NADPH: nicotinamida adenina dinucle6tido
fosfato oxidada / reduzida; SOD: superoxido dismutase. (Adaptado de Hovatta et al., 2010).

O cigarro causa EO por dois mecanismos: 1) eleva as concentracdes de RL e
2) reduz as defesas antioxidantes do organismo. Ao todo, a fumaca do cigarro
contém mais de 4.700 substancias identificadas, sendo que muitas das quais sdo RL
(RANGASAMY et al., 2004; SMITH & HANSCH, 2000). Na verdade, cada puff de
cigarro contém aproximadamente 10" RL, incluindo &nion superéxido e 6xido nitrico,
que podem reagir e formar peroxinitrito, uma das formas mais reativas de RL
(PRYOR & STONE, 1993; RAHMAN & MAC NEE, 1996).

A intensidade dos danos oxidativos causados em lipideos (ou peroxidagcéao
lipidica) pode ser avaliada de acordo com o0s niveis dos produtos primarios ou ainda
com os produtos finais da peroxidagado, como por exemplo, 0 malondialdeido (MDA)
que € ensaiado com o acido tiobarbiturico (TBA) e expresso em substancias reativas
ao 4cido tiobarbitdrico (TBARS) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; RICE-EVANS
et al., 1991). Assim, a reacdo do MDA com o TBA é um dos marcadores de EO mais
utilizados (LIU et al., 1997). Diversos trabalhos mostram aumento dos niveis de

TBARS e MDA em humanos e em animais de laboratério expostos a fumaca do
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cigarro em relacédo a controles (BEZERRA et al., 2006; BLOOMER, 2007; DIKEN et
al., 2001; KOUL et al., 2001; LANZETTI et al., 2008; LUCHESE et al., 2009b; SOLAK
et al., 2005; VALENCA et al., 2008).

Quanto aos niveis de antioxidantes, sabe-se que os fumantes apresentam
reducao dos niveis de &cido ascorbico, o e P-caroteno, criptoxantina e folato
(ALBERG, 2002; FARUQUE et al., 1995; HERBETH et al., 1989; HORN et al., 2008;
MCPHILLIPS et al., 1994; ORTEGA et al., 1994; SUBAR et al., 1990), por exemplo.
De forma semelhante, fumantes passivos apresentam reducdo das concentracoes
circulantes de acido ascoérbico (15%) (FARCHI et al., 2001; JENDRYCZKO et al.,
1993; STRAUSS, 2001; TRIBBLE et al., 1993), a-caroteno (ALBERG et al., 2000;
FARCHI et al., 2001), B-caroteno (ALBERG et al., 2000; FARCHI et al., 2001),
criptoxantina (ALBERG et al., 2000), a e c-tocoferol, luteina, zeaxantina e licopeno
(ALBERG et al., 2000; FARCHI et al., 2001; SOBCZAK, 2004).

Fumantes deveriam ingerir maior quantidade de antioxidantes do que nao
fumantes para neutralizar os RL do cigarro, entretanto isso ndo é observado.
Estudos epidemiolégicos mostram que fumantes ingerem menos frutas e vegetais
que nao-fumantes (DALLONGEVILLE et al., 1998; JARVINEN et al., 1994; MA et al.,
2000; PHILLIPS et al., 2000; WEI et al., 2001), e que fumantes passivos ingerem
esses alimentos em quantidade intermediaria entre fumantes e nao fumantes
(OSLER, 1998). Por outro lado, Dietrich et al. (2003) mostram que mesmo que
fumantes ingiram a mesma quantidade de antioxidantes do que nao fumantes, eles
permanecem com niveis plasmaticos reduzidos de antioxidantes, e que fumantes
passivos apresentam concentracdes intermediarias entre fumantes e nao fumantes.
Adicionalmente, Bloomer (2007) mostra que fumantes jovens, que fumam ha em
média 6 anos e que tem uma ingestao dietética semelhante a de nao fumantes,
mostram menor capacidade antioxidante plasmatica do que nao fumantes. Com
base nos trabalhos de Dietrich et al. (2003) e Bloomer (2007), o consumo de
antioxidantes ndo deve ser desmotivado, uma vez que esses compostos atuam
neutralizando RL e buscando evitar o desenvolvimento de EO.

Esta bem documentado que a ingestao de antioxidantes exégenos através de
alimentos ou suplementos alimentares pode influenciar tanto a capacidade
antioxidante (CAO et al., 1998) como biomarcadores de EO (TESORIERE et al.,
2004). Logo, quando os niveis normais de antioxidantes do organismo sé&o
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insuficientes para neutralizar o excesso de RL provenientes da fumaca de cigarro, a
administracdo ou suplementacdo de antioxidantes exdgenos pode exercer efeito
benéfico evidente (REKHA et al., 2001), conforme relatado em diversos estudos
(ANBARASI et al., 2005; BALAKRISHNAN & MENON, 2007; BEZERRA et al., 2006;
EL-SOKKARY et al., 2007; LANZETTI et al., 2008; LUCHESE et al., 2009a,b). Como
exemplo, Anbarasi et al. (2006) ao utilizar bacoside A, uma saponina isolada da
planta Bacopa monniera, observou que os cérebros do grupo de ratos expostos a
fumaca do cigarro e suplementados com a mesma apresentaram melhora nos niveis
de Vitamina C (acido ascoérbico), E e A, GSH, e da atividade das enzimas SOD,
CAT, GPx e GR em relagdo ao grupo apenas exposto a fumaca do cigarro,

demonstrando um efeito antioxidante neuroprotetor da saponina.

3.2 Carya illinoensis

Nas regides sul e sudeste do Brasil, encontram-se extensas plantacées da
nogueira-peca (Carya illinoensis), que pertence a familia Junglandaceae (JOLY,
1993). A mesma € nativa do sul dos Estados Unidos e norte do México, teve sua
distribuicao expandida até a América do Sul (HANCOCK, 1997) e foi introduzida no
Brasil pelos imigrantes norte-americanos (JOLY, 1993). Essa arvore apresenta
folhas caducas e pode atingir grande porte, superando 40 m de altura (HANCOCK,
1997). Seu produto de elevado interesse comercial e nutricional é a noz peca, a qual
apresenta proteinas, &cidos graxos monoinsaturados, fibras, esterdis e
micronutrientes como tocoferol, o que estimula seu consumo (RAJARAM et al.,
2001). Wu et al. (2004) analisaram diversos alimentos e vegetais comuns nos
Estados Unidos e mostraram que a noz peca apresenta a maior capacidade
antioxidante e conteddo fendlico dentro do grupo das nozes, ingressando entre
alimentos com maior contetdo fendlico. Os polifendis sdo bem reconhecidos pelas
suas propriedades antioxidantes decorrentes do mecanismo de reducao da geracao
de anion superoxido (ROBAK & GRYGLEWSKI, 1988), radicais hidroxil (HUSAIN et
al., 1987) e peroxil (TOREL et al., 1986). Além disso, a noz peca € rica em &cido
galico, substancia que apresenta efeitos terapéuticos promissores (LU et al., 2006),
principalmente por sua atividade como scavenger de RL (SAWA et al.,, 1999).
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Proantocianidinas e taninos condensados também estao relatados na noz peca
(POLLES et al., 1981). Esses compostos apresentam atividades bioldgicas devido as
suas propriedades antioxidantes e antimutagénicas (GRIMMER et al., 1992). De
acordo com Polles et al. (1981), a concentracdo de taninos em pecas esta na faixa
de 0,699 a 1,71%.

Devido ao elevado poder antioxidante, a noz peca pode auxiliar no combate a
danos oxidativos, o que reduz o risco de doencas cronicas (KRIS-ETHERTON et al.,
2001). Além disso, estudos epidemiolégicos e clinicos demonstram que as nozes,
incluindo a pecé, reduzem os niveis de colesterol sanguineo, diminuindo assim a
incidéncia de doencas cardiovasculares; ainda, que esses efeitos se devem ao
menos em parte pela protecdo antioxidante fornecida (TORABIAN et al., 2009).

O processamento industrial da noz peca gera um subproduto ainda sem
destino, mas com usos promissores. Esse subproduto é a casca da noz peca, a qual
representa de 40 a 50% do tamanho da castanha (WORLEY, 1994). Popularmente
essa casca é utilizada na forma de cha no tratamento de diversos disturbios
organicos, como tumor de mama, estbmago, pulmdes, ovarios e Utero, para reduzir
0s niveis de colesterol sanguineo, dissolver coagulos de sangue e placas de gordura
(prevenindo trombose) e reduzir a pressao arterial. Também apresenta beneficios no
tratamento da insénia, em problemas respiratérios como bronquite asmatica e
sinusite, na doenca de Chagas, em dores na coluna e articulagées e no reumatismo,
no alivio da enxaqueca e de problemas gastro-intestinais e ginecol6égicos, nas
alergias, na cicatrizacdo de feridas, varicoses e flebites, assim como auxiliar em
situacées de envenenamento por pesticidas, intoxicagdo por medicamentos e por
nicotina, o principal constituinte aditivo do cigarro. Além disso, exerce efeito benéfico
nas doengas mentais, nos problemas neurolégicos como disritmia e epilepsias e em
doencas degenerativas como Doencga de Parkinson. No entanto, esses dados sao
baseados no conhecimento empirico, ndo havendo ainda estudos documentados
gue comprovam esses usos populares.

Um estudo recente demonstrou que a casca da noz pecéa pode constituir uma
rica fonte alternativa de antioxidantes, devido a sua grande quantidade de
compostos fendlicos totais e taninos condensados, quantidade superior a da prépria
noz peca (VILLAREALL-LOZOYA, 2007). Além disso, Vaghetti et al. (2009)
demonstraram que a casca da noz peca é capaz de remover cobre, manganés e

chumbo de solugdes aquosas de maneira mais eficiente do que o carvao ativado.
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Essa acdo biosorvente da casca de peca pode estar relacionada ao seu poder
detoxificante ainda sem comprovagcdo. Recentemente, demonstrou-se o efeito
protetor do EAB da casca de pecé frente toxicidade induzida por ciclofosfamida em
figado, rim, coragao, bexiga, plasma e eritrocitos de ratos. Nesse ultimo trabalho, o
EAB da casca de peca preveniu danos oxidativos e alteragdes em antioxidantes
endogenos (como GSH, CAT e &acido ascérbico) induzidos pelo quimioterapico,

mostrando seu elevado poder antioxidante (BENVEGNU et al., 2010).

Considerando que 1) o EO relacionado ao cigarro ja& se mostrou atenuado
pela acdo de antioxidantes, 2) a casca da noz peca representa uma rica fonte de
antioxidantes e 3) a casca de peca é utilizada popularmente no tratamento de
intoxicagbes por nicotina, emerge a necessidade de se estudar a acao do EAB da
casca da noz peca frente aos efeitos danosos do cigarro em modelo animal
experimental. Ademais o0s tratamentos existentes para o tabagismo séo
demasiadamente caros e a casca de peca é uma substancia natural, de facil acesso

e baixo custo.
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4 RESULTADOS

Os resultados inseridos nesta dissertacdo apresentam-se sob a forma de
manuscrito cientifico, o qual se encontra aqui estruturado. Os itens Materiais e
Métodos, Resultados, Discussdao e Referéncias Bibliograficas, encontram-se no

préprio manuscrito. O manuscrito esta disposto nos formatos em que foi submetido.
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4.1 Manuscrito:

Estresse oxidativo e sintomas de ansiedade relacionados a abstinéncia ao fumo
passivo em camundongos: efeitos benéficos do extrato das cascas da noz peca, um

subproduto da industria de nozes

Oxidative stress and anxiety-like symptoms related to withdrawal of passive
cigarette smoke in mice: beneficial effects of pecan nut shells extract, a by-
product of the nut industry

P. Reckziegel, N. Boufleur, R.C.S. Barcelos, D.M.Benvegnu, C.S.Pase,
L.G.Muller, A.M. Teixeira, R. Zanella, A.C.P. Prado, R. Fett, J. M. Block, M.E.
Burger
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ABSTRACT

The present study evaluated the role of pecan nut (Carya illinoensis) shells
aqueous extract (AE) against oxidative damage induced by cigarette smoke
exposure (CSE) and behavioral parameters of smoking withdrawal. Mice were
passively exposed to cigarette smoke for three weeks (6, 10 and 14 cigarettes/day,
respectively) and orally treated with AE (25g/L). CSE induced lipid peroxidation in
brain and red blood cells (RBC), increased catalase (CAT) activity in RBC, and
decreased plasma ascorbic acid levels. AE prevented oxidative damage and
increased antioxidant defenses of mice exposed to cigarette smoke. In addition, AE
reduced the locomotor activity and anxiety symptoms induced by smoking
withdrawal, and these behavioral parameters showed a positive correlation with RBC
lipid peroxidation. Our results showed the beneficial effects of this by-product of the

pecan industry, indicating its usefulness in smoking cessation.

Keywords: Antioxidant, Carya illinoensis, cigarette smoke, oxidative stress, pecan nut
shells, smoking withdrawal
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1. Introduction

Cigarette smoking is a worldwide health problem implicated as a major risk
factor in the development of pulmonary, cardio and cerebrovascular diseases, as well
as lung cancer (US DHHS, 1989). Cigarette smoke is composed of a complex
mixture of over 4,700 identified constituents (Rahman et al., 1996; Genbacev-
Krtolica, 2005), including numerous reactive substances such as a large quantity of
reactive aldehydes (Park et al., 1998), free radical (FR) species (Pryor and Stone,
1993), and different metals (WHO, 1992a).

Smokers have reported pleasure, arousal, relaxation, improved attention, and
reduction time while performing a task (Stolerman and Shoaib, 1991; Picciotto,
1998), as well as a decrease of anxiety and appetite when smoking (Picciotto, 2003).
However, cessation of chronic use of tobacco results in an abstinence syndrome
characterized by anxiety, irritability, difficulty in concentrating, restlessness, tobacco
craving and weight gain (Hughes and Hatsukami, 1986; Hughes et al., 1991). These
symptoms are due to the absence of nicotine, which is the major addictive ingredient
of tobacco. Eighty percent of smokers who attempt to quit smoking on their own
relapse within the first month of abstinence, and only approximately 3% remain
abstinent after six months (CDC, 2002).

The adverse effects of cigarette smoking are not limited to the direct exposure
during active smoking (US Environmental Protection Agency, 1992; California
Environmental Protection Agency, 1997; Hackshaw et al., 1997; Davis, 1998). A
recent and alarming study showed that exposure to passive smoke may have caused
about 603,000 deaths worldwide in 2004, which was about 1.0% of worldwide
mortality, involving children, male non-smokers and female non-smokers (Oberg et
al., 2010). In fact, passive smoke exposure is associated with a high risk of coronary
heart disease, lung cancer (US DHHS, 2006), acute myocardial infarction (Sargent et
al., 2004; Barone-Adesi et al., 2006; Bartecchi et al., 2006; Juster et al., 2007;
Khuder et al., 2007), asthma, and chronic respiratory symptoms, leading many
nonsmokers to death each year (CDC, 2003). These disorders confirm the
harmfulness of environments polluted by cigarette smoke, which should be avoided.

It has been estimated that cigarette smoke contains approximately 10"
radicals per gram in the volatile fraction (Pryor and Stone, 1993; Pryor et al., 1998).
This subject is highly important because the precise mechanisms underlying the
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harmful effects of smoking on biological systems are not completely understood, and
the unbalance between oxidants and antioxidants results in oxidative stress (OS),
which is involved in the pathogenesis of smoke-related disorders (Briviba and Sies,
1994) as well as neurodegenerative diseases (Offen et al., 1999; Andreassen and
Jorgensen, 2000; Gilgun-Sherki et al., 2001).

Concerning OS related to active or passive smoking, a recent study suggested
a relationship between OS and anxiety (Bouayed et al., 2007), supporting previous
reports that showed a close relation between brain OS markers and anxiety-related
phenotypes in six inbred mouse strains (Hovatta et al., 2005). More recently, this
hypothesis was confirmed in an animal study showing a link between anxiety levels
and oxidative status in both neuronal and glial cells in different brain regions and
peripheral leukocytes (Rammal et al., 2008a). Thus, efforts should be made to find
agents that may attenuate OS and anxiety-like symptoms related to smoke
withdrawal, as well as their co-morbidity.

The potential damage caused by OS is normally minimized by a combination
of biological antioxidant systems (Naik, 2003) including non-enzymatic (ascorbic acid,
alpha-tocopherol, and non-protein thiol groups) and enzymatic antioxidant defenses
(superoxide dismutase, catalase (CAT), glutathione peroxidase, and glutathione
reductase) (Halliwell and Gutteridge, 2000). Several micronutrients, vitamins, and
antioxidants of synthetic and natural origin have been experimentally proved as
effective agents against smoking-induced OS (Sohn et al., 1993; Dilsiz et al., 1999;
Koul et al., 2001; Deniz, 2004; Tiwari, 2004; Anbarasi et al., 2005; Ozkan et al.,
2007; Luchese et al., 2009a,b) and studies with the pecan nut shells can be
promising (Villarreal-Lozoya et al., 2007; Prado et al., 2009).

The nuts of Carya illinoensis (Wangenh.) C. Koch, Juglandaceae, popularly
known as “pecan”, are rich sources of monounsaturated fatty acids, stimulating their
consumption (Rajaram et al., 2001). The industrial processing of pecan nuts results
in a great amount of shells (40-50%), representing an alternative source of
antioxidant compounds (Pecantea, 2010). Studies have shown a marked antioxidant
potential of pecan nut shells because they contain higher total phenolics and
condensed tannin as compared to kernels (Rajaram et al 2001; Villarreal-Lozoya et
al., 2007). Furthermore, their tea has been popularly used as a treatment for nicotine
and drug intoxications, as a way to improve lung functions in smokers, and as anti-

inflammatory adjuvant (Balmé, 1982; Pecantea, 2010).
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Considering the lack of an effective stop smoking therapy and that pecan nut
shells are already popularly used and safe, we investigated their protective role
against OS induced by cigarette smoke in mice. Behavioral parameters (locomotor
activity and anxiety) were also assessed after a smoking withdrawal period.

2. Materials and Methods

2.1. Animals

Forty-two male Swiss mice initially weighting 25.6+0.71g (mean + SEM)
were used. The animals were kept in Plexiglas cages with free access to food and
water in a room with controlled temperature (23+1°C) and in 12h-light/dark cycle with
lights on at 7:00 a.m. After 1 week of acclimatization, the mice were assigned to the
experimental groups. This study was approved by the Animal Ethical Committee
(Universidade Federal de Santa Maria- 109/2010), which is affiliated to the Council
for Control of Animal Experiments (CONCEA), following international norms of animal
care and maintenance.

The number of animals used was the minimum to obtain relevant results and

they were maintained and used in accordance with the guidelines of the CONCEA.

2.2. Preparation of pecan nut shells AE

Shells of pecan nut shells were let overnight at 35°C in a heater and then fine
powdered. The aqueous extract (AE) was freshly prepared by decoction (25¢g/L),
filtered, and cooled to room temperature. The fresh extract was given daily to the

animals always at the same time (5:00 p.m.).

2.3. Characterization of pecan nut shells AE

AE was standardized by the characterization of total phenolic compounds
using the colorimetric method (Budini et al., 1980) and condensed tannin content
(Villarreal-Lozoya et al., 2007).

Antioxidant capacity of AE was determined by ABTS [2,2'-azinobis-(3-ethyl-
benzothiazoline-6-sulfonic acid)] and DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) methods.
ABTS method was carried out according to Re et al. (1999) and the results were
expressed in pmol TE (Trolox Equivalent)/)g. DPPH method was carried out
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according to the method modified by Kim et al. (2002) and the results were
expressed in mg TE (Trolox Equivalent)/g after 30min and 24h, respectively.

2.4. Cigarette composition

The brand of cigarette used in this study was manufactured by Souza Cruz
Industria e Comércio Ltda in Santa Cruz do Sul, south Brazil. Cigarette smoke
contains nicotine (0.8 mg), tar (10 mg) and carbon monoxide (10 mg), as well as
thousands of different chemicals such as sugar, paper, plant extracts and flavoring
agents. Moreover, ingredients in the 20-cigarette hard pack of the brand include
burnt items (e.g. propylene glycol, glycerol, guar gum, side-seam adhesives, etc.)

and unburnt items (e.qg. filtration materials, filter wraps, filter adhesives, etc.).

2.5. Experimental design

Mice were divided into four experimental groups: control (C) (n=10), smoke (S)
(n=10), pecan nut shells agueous extract (AE) (n=10), and AE plus smoke (AE+S)
(n=12). AE and AE+S received the extract ad libitum in place of drinking water and as
sole source of fluid, while C and S received only tap water (vehicle). After one week
of oral treatment, S and AE+S were submitted to cigarette smoke exposure (CSE) for
3 weeks, and maintained with the oral treatment (extract or water) during this time.
The system of exposure was simple: Mice were placed in a chamber of smoke
exposure (38x27x13 cm) inside an exhaustion chapel. Cigarettes were placed inside
the box to burn one at a time, coupled in one side of the box to an air pump to supply
oxygen. In this sub-chronic exposure, mice were maintained in the smoke-air
condition during the burning of the required cigarettes (six, ten and fourteen
cigarettes daily during the first, second and third weeks, respectively), divided in two
daily exposures. This apparatus was used as a surrogate of environmental tobacco
smoke or passive smoke. The animals of C and AE followed the same treatment, but
with no exposure to cigarettes. Exposure conditions were monitored for carbon
monoxide (CO) and total suspended particulate matter. CO level was assessed using
Drager-Tubes Carbon Monoxide 5/c (Drager Safety AG & Co. KGaA, Llbeck,
Germany). Total suspended particle matter in the exposure chamber was determined
by assessment of samples collected from the chamber onto pre-weighed filters. The
results of CO and total suspended particulate matter levels were 130 ppm and
188mg/m°, respectively.
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After 3 weeks of CSE, the mice were deprived of this exposure for 15h in order
to evaluate the development of abstinence signals, observed through behavioral
parameters (lsola et al, 1999). Twenty hours after the last CSE, all the animals were
anesthetized with thiopental and euthanized by exsanguination. Blood was collected
by cardiac puncture, heparinized, and centrifuged (3,000 rpm; 15 min). Plasma and
red blood cells (RBC) were used for biochemical analysis. Total brains were
immediately removed and homogenized in 50mM Tris-HCI pH 7.2 (1/10 w/v),

centrifuged (5,000rpm; 15min), and the supernatants used for biochemical assays.

2.6. Body weight variation and water/AE consumption
Body weight variation and water/AE consumption were monitored throughout
the study period. Body weight values were expressed as % based on the weight

recorded on day 1.

2.7. Validity of cigarette smoke exposure (CSE)

To verify the validity of the CSE exposure protocol, hematocrit and total
concentration of carbon dioxide (ctCO;) levels were measured by gas analysis
(Roche Omni C gasometer) in arterial blood (Farkas et al., 2006). Hematocrit levels
were expressed as the blood volume occupied by RBC (%) and ctCO. levels were

expressed as mEg/L of blood.

2.8. Behavioral parameters

Open-field task: Fifteen hours after the last CSE, locomotor activity was
evaluated in a box subdivided in nine communicating squares (42x42x28cm).
Animals were placed individually in the apparatus for 5 min, when the horizontal
movements (crossing) were quantified by the number of invaded segments and the
vertical movements (rearing) were counted by observers blinded to treatment. At the
same time, the number of self-cleaning (grooming) and the number of fecal pellets
were also recorded (Montgomery, 1955).

Marble burying test: Immediately after the open-field test, the mice were
individually put into a box (60x40x30cm) covered with sawdust and 12 spare beads,
where they were allowed to remain for 30 min. After this time, the number of beads
hidden was counted (Treit et al., 1981; Broekkamp et al., 1986).
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2.9. Biochemical parameters

Lipid peroxidation (LP) of brain tissue and RBC were determined by
measuring the accumulation of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) as
described by Ohkawa et al. (1979), and expressed as nmol malondialdehyde
(MDA)/g tissue and nmol MDA/mL RBC.

Catalase (CAT) activity was spectrophotometrically quantified by the method
of Aebi (1984), which monitors the disappearance of H.O in the presence of RBC or
brain tissue at 240 nm. The enzymatic activity was expressed as mU/mg tissue and
mU/uL RBC (1 U decomposes 1 umol HoO2/min at pH 7 at 25°C).

Plasma ascorbic acid (AA) was estimated as described by Galley et al. (1996)
with some modifications (Jacques-Silva et al., 2001). This method produces an
orange chromogen by the reaction with dinitrophenylhydrazine (DNPH) at 37°C,
measured spectrophotometrically at 520nm. Results were expressed as ug ascorbic

acid/mL plasma.

2.10. Statistical analysis

Data were analyzed by one or two-way ANOVA followed, when appropriate,
by Duncan’s multiple range test. Pearson’s correlation coefficient was calculated
between behavioral parameters (locomotor activity, grooming and hidden bead
number) and lipid peroxidation (TBARS levels). Data were analyzed using Statistica
11.0 and expressed as means + SEM. P-values lower than 0.05 were considered

statistically significant.

3. Results

3.1. Extract characterization and in vitro antioxidant capacity

Table 1 shows the results for the total phenolic compounds contents (TP),
condensed tannins (CT) and antioxidant capacity (AC) of the AE. The AE showed
high levels of total phenolic compounds (192.4 mg GAE/g) and presence of
condensed tannins (58.43+2.2 mg catechin equivalent/q).

3.2. Body weight variation and water/AE consumption
Two-way ANOVA revealed a significant main effect of CSE [F(1,36)=163.43;
P<0.001] in body weight. Post hoc test showed that both S and AE+S showed
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significant lower body weight than the controls. During the AE oral treatment
(previous to CSE), no significant differences in body weight of mice were observed
(Table 2).

No significant differences in the water/AE consumption were observed (Table
2).

3.3. Validity of the CSE

One-way ANOVA showed an increase of 10.45% of hematocrit and 58.14% of
ctCO: levels in the blood of mice exposed to cigarette smoke, when compared to the
control group (P<0.05 and P<0.001, respectively), which confirms the effectiveness of

the smoking protocol (Table 3).

3.4. Behavioral parameters

The effects of CSE on behavior are shown in Table 4. Two-way ANOVA of
crossing and rearing revealed a significant main effect of CSE [F(1,36)=26.46;
P<0.001 and 16.24; P<0.001, respectively]. Post-hoc comparisons showed an
increase in crossing (59.46%) and rearing (77.16%) in S as compared to control. In
fact, the co-treatment with pecan nut shell AE (AE+S) decreased both crossing and
rearing number in relation to S.

Two-way ANOVA of grooming and fecal pellets revealed a significant main
effect of CSE [F(1,36)=4.51; P<0.005 and 8.77; P<0.05, respectively] and a
significant CSE x AE interaction [F(1,36)=11.18; P<0.05 and 16.64; P<0.001,
respectively]. Post-hoc test showed an increase of 389% of grooming in relation to
the control group, and co-treatment with the extract reduced it. Smoke exposure
increased the number of fecal pellets by 116%, and co-treatment with pecan nut shell
AE prevented this smoke effect.

Two-way ANOVA of the marble burying test revealed a significant main effect
of CSE and pecan nut shell AE [F(1,36)=18.84; P<0.001 and 4.64; P<0.05,
respectively]. Univariate ANOVA showed a significant increase of hidden beads in S
(157%) as compared to C, while this smoke effect was partially prevented by co-
treatment with pecan nut shell AE. In fact, C and AE+S showed the same results in
this behavioral parameter.

3.5. Biochemical parameters
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Effects of CSE on LP in brain and RBC are shown in Figure 1. Two-way
ANOVA in brain TBARS levels revealed a significant main effect of AE and a
significant CSE x AE interaction [F(1,36)=17.83 and 12.35; P<0.001, respectively].
Post hoc comparisons showed an increase of 56% of TBARS levels in mice exposed
to smoke (S) in relation to the control group. Co-treatment with pecan nut shell AE
prevented this smoke-induced effect, showing TBARS levels similar to those of
controls (Figure 1A).

Two-way ANOVA of RBC TBARS levels revealed a significant main effect of
CSE [F(1,36)=9.46; p<0.05]. Post hoc comparisons showed an increase of 45% of
TBARS levels in RBC in relation to control. Similarly to brain tissue, co-treatment with
extract (AE+S) prevented this smoke effect (Figure 1B).

Effects of CSE on CAT activity in brain and RBC are shown in Figure 2. Two-
way ANOVA of brain CAT activity revealed a significant main effect of CSE and
pecan shell AE [F(1,36)=12.82; P<0.001 and 8.34; P<0.05, respectively]. Post hoc
comparisons indicated a significant increase in the CAT activity in AE+S group in
relation to all groups (Fig. 2A).

Two-way ANOVA of RBC CAT activity revealed a significant main effect of
CSE, pecan shell AE, and CSE X AE interaction [F(1,36)=50.17; P<0.001; 9.83;
P<0.05 and 6.90; P<0.05, respectively]. Post hoc comparisons showed an increase
of CAT activity in S (63%), AE (38%) and AE+S (67%) as compared to control (Fig.
2B). The co-treated group (AE+S) showed higher CAT activity than the AE group.

Effects of CSE on plasma AA determination are shown in Figure 3. Two-way
ANOVA of plasma AA revealed a significant main effect of CSE and pecan nut shell
AE [F(1,36)=9.22; P<0.05 and 15.92; P<0.001, respectively]. Post hoc comparisons
indicated a significant decrease in AA levels in S when compared to C (40.6%), and
this effect was prevented by co-treatment with AE. The co-treated group (AE+S)

showed plasma AA levels similar to control.

Correlation results are shown in Figure 4. Statistical analyses revealed a
significant positive correlation between crossing (r=0.46, P<0.05), rearing (r=0.54,
P<0.001), grooming frequency (r=0.45, P<0.05), number of hidden beads (r=0.45,
P<0.05) and RBC TBARS levels.
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4. Discussion

The present study showed toxic effects induced by passive smoking, which
were prevented or attenuated by pecan nut shell AE. The validity of the CSE protocol
used here was demonstrated by the increased hematocrit and ctCO, levels, which
are indirect biochemical markers of CSE (Farkas et al., 2006). The highest hematocrit
observed in the animals exposed to cigarette smoke represents a compensatory
response for the decreased oxygen-carrying capacity of blood (Eisen and Hammond,
1956; Younoszai et al., 1968).

Body weight gain was lower in animals exposed to cigarette smoke than in
control animals, a finding that seems to be in accordance with previous studies
(Grunberg et al., 1986; Horn et al., 2008). It is probably a consequence of increased
energy expenditure (Hofstetter et al., 1986) and lower calorie intake in smokers, due
to the recognized appetite-suppressing action of nicotine (Perkins et al., 1991).
Human smokers are characterized by an average body mass index at least 1 kg/m?
lower than nonsmokers (Albanes et al., 1987; Bamia, 2004). AE did not affect the
body weight of animals per se and did not restore it in the animals exposed to
cigarette smoke. Literature data reported a relationship between nicotine
administration and lower intake of water (Munster and Battig, 1975), but this was not
observed in our study, where CSE and AE did not affect fluid consumption. These
results are not contradictory, mainly because in our study the animals were exposed
to passive cigarette smoke and did not receive an injection of nicotine.

Damages of tobacco use are well known. Its exposure results in approximately
5 million deaths annually worldwide and this is expected to increase to approximately
10 million by 2020 (WHO, 2007). Despite these consequences, people continue to
smoke cigarettes mainly because of nicotine, a highly addictive drug that plays a
major role in reinforcing the maintenance of tobacco use (US DHHS, 1988; Grenhoff
and Svensson, 1989; Henningfield and Benowitz, 1995; Grunberg et al., 2000; Koob
and Le Moal, 2008). Furthermore, cessation of cigarette smoking results in nicotine
withdrawal symptoms such as dysphoric mood, anxiety, anger, difficulty in
concentrating, sleep disturbance, and weight gain (WHO, 1992b; American
Psychiatric Association, 2000; Hughes, 2007). In this context, anxiety is considered a
risk factor for continued drug-use (Pomerleau, 1986; Gilbert et al., 1989; Picciotto et
al., 2002). Manhaes et al. (2008) provided experimental evidence that anxiety-like
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behavior during nicotine withdrawal is associated with subsequent nicotine self-
administration.

In our study mice showed anxiety-like signs, which were observed 15 h after
withdrawal of CSE. We thus hypothesized that these anxiety-like behaviors are
compatible with nicotine abstinence signs. They occur because repeated exposure to
nicotine leads to hyperactive behavior, which is reflected by increased locomotor
activity (Walter and Kuschinsky, 1989; Benwell and Balfour, 1992; Kim and Kim,
1999). Furthermore, according to Laszl6 et al. (2009), hyperactive behavior is closely
related to anxiety development, something that was also observed in our study, when
animals previously exposed to smoke increased their grooming behavior and number
of fecal pellets in the open-field test, as well as the number of hidden beads in the
marble burying test, a test that evaluates the anxiety of animals (Treit et al., 1981;
Broekkamp et al., 1986). Co-treatment with pecan nut shell AE prevented these
anxiety signs observed during smoking withdrawal in mice exposed to cigarette
smoke. These results show that pecan nut shells reduced the signs of cigarette
withdrawal, showing that it can be important in therapies to quit smoking.

Cigarette smoke contains many different chemicals that are oxidants and pro-
oxidants (WHO, 1992a), and most of them are generated during the combustion
process (Burns, 1991). These smoke chemicals are inhaled and can penetrate the
mucosal linings reaching the circulation, depositing and enhancing OS in vulnerable
tissues (WHO, 1992a; Pryor and Stone, 1993; Bernhard and Wick, 2006). The brain
is extremely vulnerable to OS in part because it is highly enriched with non-heme
iron, which is catalytically involved in the production of reactive oxygen species
(ROS). In addition, the brain contains a relatively high degree of polyunsaturated fatty
acids that are particularly a good substrate for peroxidation reactions (Halliwell and
Gutteridge, 2007), however, studies about how the brain responds to oxidative insults
are scarce. The present study demonstrated an increase in lipid peroxidation
observed by the increase in brain TBARS levels of animals exposed to cigarette
smoke, similarly to other reports (Baskaran et al.,, 1999; Anbarasi et al., 2006).
Treatment with pecan nut shell AE showed protective effects against these oxidative
effects of smoke as reflected by reduced brain TBARS levels. In line with this, AE
increased brain CAT activity, an antioxidant enzyme, whose activity seems crucial in
scavenging high levels of H-O2 in the body. We hypothesized that the elevated CAT
activity observed in the co-treated group (AE+S) may be either a compensatory
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mechanism to elevate the antioxidant defense or a signaling mechanism of OS,
helping to prevent LP development.

The effects of pecan nut shell AE on TBARS levels in RBC were similar to
those observed in brain and confirm its antioxidant properties. In fact, blood is one of
the first defenses against oxidative damage from chemical substances present in
cigarette smoke (Bernhard and Wick, 2006), providing oxygen and nutrients to the
brain, being of great importance for its antioxidant status. In our findings CSE
increased CAT activity in RBC, and this effect was not prevented by pecan nut shell
AE, by the same reasons before exposed to brain. In fact, the main components of
pecan nut shell are polyphenols rich in hydroxyl radicals, which might act directly as
scavengers of free radicals (Pratt, 1992). On the other hand, ascorbic acid (AA) is an
important micronutrient water-soluble antioxidant (Schectman et al., 1989; Smith et
al., 1993; Marangon et al., 1998), and it has been reported as the first strong
reductant against cigarette smoke oxidants, affording considerable protection to the
cells (Kallner et al., 1981). Exposure to oxidant chemicals in smoke is associated with
depletion of endogenous levels of AA in plasma (Chow et al., 1986; Schectman et al.,
1989; Tribble et al., 1993; Mezzetti et al., 1995; Ross et al., 1995; Marangon et al.,
1998; Lykkesfeldt et al., 2000), which was also observed in our results. The lower
concentrations of AA in smokers (40-45%) (Pelletier, 1968) are associated with
elevated OS (Northrop-Clewes and Thurnham, 2007). We observed that the AE
restored plasma AA levels in the animals exposed to cigarette smoke, proving to be a
good source of antioxidant micronutrients.

Literature data show that pecan nut shells are rich in phenolic compounds and
condensed tannins (Worley, 1994; Villarreal-Lozoya et al., 2007), which have high
antioxidant capacity. Furthermore, AE antioxidant capacity was confirmed by ABTS
and DPPH assays, which are the most commonly used methods for assessment of
antioxidant properties of natural products, mainly due to its reproducibility and strong
correlation with phenolic compounds. These results show the antioxidant property of
this natural extract, which may be involved in the detoxification of mice passively
exposed to cigarette smoke. In the present study, AE-treated animals showed no
weight loss or other signs of toxicity, demonstrating safety in its use. In fact, popular
long-term use of pecan nut shells extract to minimize withdrawal signs of tobacco

confirms the safety of this vegetal. Animal toxicity studies conducted in our laboratory
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(data not shown) confirmed the low toxicity of this extract, which has been widely
used in ethnopharmacology.

A significant correlation between OS in RBC and behavioral parameters in
mice exposed to passive smoke was also demonstrated here. Positive correlations
between RBC TBARS levels and locomotor activity (crossing and rearing) and
anxiety parameters (grooming, fecal pellets and hidden beads) were found.
Accordingly, anxious animals showed higher LP levels than normal animals. These
results are of great importance and reinforce previous studies that also showed
correlations between OS and anxiety parameters (Bouayed et al., 2007; Masood et
al., 2008; Rammal et al., 2008b).

Here we are showing for the first time the beneficial effects of pecan nut shells
extract on central and peripheral OS, as well as on anxiety-like signs of cigarette
withdrawal, suggesting its usefulness in therapies to quit smoking.

5. Conclusions

Pecan nut shells AE was able to reduce the toxicity of environmental CSE,
increasing antioxidant defenses and preventing oxidative damages. In addition, AE
prevented behavioral changes arising from cigarette withdrawal and thus may be

used as a cheap adjuvant in quit smoking therapy.
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Legends for figures

Figure 1. Effects of pecan shell AE treatment on TBARS levels in brain (A) and red
blood cells (B) of mice exposed to passive cigarette smoke. Control (C), smoke (S),
pecan shell AE (AE) and co-treatment AE plus smoke (AE+S). Data appear as
means + SEM. (p<0.05), difference from control; *(p<0.05), difference from S;
(p<0.001), difference from S.

Figure 2. Effects of pecan shell AE treatment on catalase (CAT) activity in brain (A)
and red blood cells (B) of mice exposed to passive cigarette smoke. Control (C),
smoke (S), pecan shell AE (AE) and co-treatment AE plus smoke (AE+S). Data
appear as means + SEM. *(p<0.05) and **(p<0.001), difference from C group;
*(p<0.05), difference from AE+S group.

Figure 3. Effects of pecan shell AE treatment on plasma ascorbic acid (AA) levels of
mice exposed to passive cigarette smoke. Control (C), smoke (S), pecan shell AE
(AE) and co-treatment AE plus smoke (AE+S). Data appear as means + SEM.

*(p<0.05), difference from C group; **(p<0.001), difference from S group.

Figure 4. Linear regression analysis between red blood cell TBARS levels and
crossing, rearing and grooming in the open-field test (r values: 0.46, 0.54, 0.45,
respectively) and beads hidden in the marble burning test (r = 0.45) of mice treated

with pecan shells AE and exposed to CSE.
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Legends for tables

Table 1. Phytochemical characterization of pecan shells aqueous extract (AE), and
its antioxidant activity in vitro.

A: Total phenolics (expressed as mg of Gallic Acid Equivalents per gram); B:
Condensed tannin content (expressed as mg of Catechin Equivalent /g); C:
Antioxidant capacity (ABTS expressed in umol of Trolox Equivalent /g); D:
Antioxidant capacity (DPPH expressed in mg of Trolox Equivalent /g, 30 min. assay);
E: Antioxidant capacity (DPPH 24 hour assay).

Table 2. Effect of pecan shell AE on the body weight and on liquid consumption of
mice exposed to cigarette smoke.
Values are means+S.E.M,**p<0.001, differences from control group (C); *p<0.001,

differences from AE+S group.

Table 3. Effect of CSE on hematocrit and ctCO levels in mice.
Values are meanstS.E.M,**p<0.001, *p<0.05 differences from control group (C).

Table 4. Effect of pecan shell AE on behavior parameters of mice exposed to
cigarette smoke.
Values are meanszS.E.M., *p<0.05, **p<0.001, difference from control group (C);

*p<0.05 difference from pecan shell AE plus smoke group (AE+S).
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Assay

Average = SEM

TP* (mg GAE/g)
CT® (mg CE/g)
AC agrs® (umol TEAC/Qg)
AC pppr® 30 min (mg TE/q)
AC pppH " 24 h (mg TE/g)

192.4+0.6
58.4+0.7
2218.8+0.8
529.4+2.5
794.1+3.8
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Table 2:
%Gain body weight Water/AE consumption
(mL/animal/day)
After AE After cigarette ]
Measures/ After AE After cigarette
treatment smoke exposure
groups treatment  smoke exposure
(1 week) (3 weeks)
C 12.3+2.1 +32.344.9 6.3+0.1 6.5+0.3
S 9.61£4.3** 6.1£0.2
AE 9.340.7 +35.0+3.7* 6.3+0.1 6.8+0.3
AE+S 0.1+2.2** 6.7+0.2




Table 3:

Measure/ groups C S
Hematocrit (%) 40.810.9 45.1+0.4*
ctCO, (mEg/L blood) 21.6x0.4 34.241.3 **
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Table 4:
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Measures / groups C S AE AE+S
Crossing frequency  70.6+9.4 112.644.4*** 63.6+7" 86.3+2.6
Rearing frequency 35.1£3.7 62.2+7.1** 31.8+4.4" 42.2+2.2
Grooming time 0.92+0.2 4.4+1.3** 1.8+0.4" 1.0+£0.4

Fecal pellets (units) 1.2+0.5 2.6+0.4** 1.7+ 0.4* 0+0*
Beads hidden (units)  1.440.5 3.6+0.4*+* 1.340.3 2.240.3
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5 DISCUSSAO

Nessa dissertacdo objetivou-se avaliar a agdo do EAB da casca da noz peca
(Carya llinoensis) sobre os danos oxidativos induzidos pela exposicdao de
camundongos ao fumo passivo, bem como sobre pardmetros comportamentais de
abstinéncia. Os resultados aqui mostrados confirmam o envolvimento dos
constituintes do cigarro no desenvolvimento de EO, e que esse quadro pode ser
prevenido/protegido por compostos antioxidantes. Além do mais, nosso protocolo
experimental foi capaz de causar desenvolvimento de dependéncia a fumaca do
cigarro, a qual foi evidenciada pelo aumento da ansiedade, caracteristica de
abstinéncia, nos animais expostos ao fumo passivo. Os resultados aqui mostrados
dao embasamento cientifico, até agora inexistente, para o uso do extrato das cascas
da noz peca no tratamento do tabagismo, sugerindo seu uso in natura ou como um
possivel agente fitoterapico.

Os animais expostos ao fumo passivo mostraram perda de peso em relacéao
aos controles, o que pode ser devido a acao da nicotina no centro da saciedade, a
qual atua como um redutor na ingestdo de alimentos (PERKINS et al., 1991). Os
animais expostos ao fumo passivo apresentaram também aumento das
concentragdes sanguineas de diéxido de carbono, um dos componentes da fumaca
do cigarro, e maiores niveis de hematécrito. O aumento do hematdcrito pode ser
devido a um mecanismo compensatério do organismo de elevar a capacidade
transportadora de oxigénio do sangue (NORDENBERG et al., 1990). Isso se deve ao
fato da fumaca do cigarro apresentar elevadas quantidades de monéxido de
carbono, gas de elevada afinidade pela hemoglobina. A combinacao do mondxido de
carbono com a hemoglobina forma a carboxihemoglobina, a qual possui baixa
capacidade de transportar oxigénio em relacdo a hemoglobina. Em decorréncia
disso, 0 organismo eleva os niveis de eritropoetina, que estimula a sintese de novas
células sanguineas. Apesar do aumento dos niveis de monoxido de carbono e
hematécrito serem considerados no presente trabalho como marcadores que
validaram a exposicdo dos animais a fumaga de cigarro, existem outros

biomarcadores mais fidedignos para esse fim, como a propria carboxihemoglobina
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ou a dosagem plasmatica dos niveis de cotinina (principal metabdlito da nicotina)
(MELLO et al., 2005).

Ao fim do protocolo experimental, que compreendeu 4 semanas (4 semanas
de EAB juntamente a 3 semanas de exposicdo ao fumo passivo), os animais
expostos ao fumo passivo permanecerem 15h sem exposi¢cdo a fumaca do cigarro e
apresentaram sinais de abstinéncia no teste do campo aberto, como aumento da
atividade locomotora e exploratéria, do tempo de auto-limpeza e do niumero de bolos
fecais. Além disso, no teste de esconder esferas, os animais expostos ao fumo
passivo apresentaram maior numero de esferas escondidas em relacdo aos
controles, o que indica ansiedade (BROEKKAMP et al., 1986; TREIT et al., 1981), ja
que cada esfera representa para o animal ansioso um objeto estranho que propicia
uma ameaca (NOGUEIRA, 1997). Em conjunto, esses resultados demonstram que
0s animais expostos ao fumo passivo estavam com ansiedade, um sintoma de
abstinéncia relacionado a dependéncia a cigarro (POMERLEAU, 1986; GILBERT et
al., 1989; PICCIOTTO et al., 2002; MANHAES et al., 2008). Estudos anteriores
demonstram que existe uma relagdo direta entre 0 aumento da ansiedade na
abstinéncia e recaidas durante tratamentos do tabagismo (ASTON-JONES &
HARRIS, 2004; DUDAS et al., 2005; KENFORD, 2002). O EAB foi capaz de proteger
contra essas alterac6es comportamentais, reduzindo os efeitos de ansiedade da
abstinéncia ao cigarro (ou prolongando o tempo para surgimento deles), podendo
diminuir o consumo de cigarros e auxiliar no abandono do tabagismo.

Os resultados das correlagdes indicam que a protecdo do EAB as alteracdes
comportamentais de abstinéncia ao cigarro esta correlacionada positivamente a
danos oxidativos. Logo, a agao benéfica do EAB nas avaliagdes comportamentais
dos animais expostos ao fumo passivo pode ser devido a protecao exercida frente
danos oxidativos. Diversos trabalhos tém mostrado o envolvimento do EO com a
ansiedade, o que fortalece os resultados desse trabalho (BOUAYED et al., 2007;
MASOQD et al., 2008; RAMMAL et al., 2008).

Ja esta bem documentado o envolvimento do cigarro com o desenvolvimento
de EO, visto que a fumaca do cigarro € uma rica fonte de RL e é responsavel pela
deplecdo dos antioxidantes de individuos expostos a mesma (WHO, 1992). Os
danos oxidativos causados pelo EO puderam ser observados no presente estudo
pelo aumento do marcador de peroxidacao lipidica, TBARS, em tecido cerebral e

eritrécitos de camundongos expostos ao fumo passivo em relagdo aos camundongos
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controles. Os danos cerebrais podem ser atribuidos, ao menos em parte, a
susceptibilidade do cérebro aos RL (que se mostram em elevadas concentracdes em
fumantes) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007), enquanto que aos eritrocitos por
esses formarem uma das primeiras defesas do organismo contra os RL provenientes
da fumaca do cigarro (BERNHARD & WICK, 2006). O EAB da casca de noz peca foi
capaz de prevenir esses danos oxidativos devido a protecdo antioxidante
desempenhada.

A CAT representa uma das principais defesas antioxidantes enzimaticas do
organismo. No presente trabalho, os animais expostos a fumaca do cigarro
apresentaram aumento na atividade da CAT em eritrdcitos, fato ndo modificado pelo
EAB, e observou-se também aumento na atividade dessa enzima no cérebro dos
animais expostos ao fumo passivo e que receberam EAB. Esses resultados podem
ser devido a um mecanismo compensatorio do organismo para eliminar 0 excesso
de RL. Em adicdo, os niveis de acido ascorbico, um antioxidante ndo enzimatico,
mostraram-se reduzidos nos animais expostos ao fumo passivo em relagcdo aos
controles, confirmando estudos prévios (CHOW et al., 1986; LYKKESFELDT et al.,
2000; MARANGON et al., 1998; MEZZETTI et al., 1995; ROSS et al., 1995;
SCHECTMAN et al., 1989; TRIBBLE et al., 1993). O EAB prerotegeu o plasma
dessa redugdo nas concentragdes de acido ascérbico uma vez que é rico em
compostos fendlicos totais e taninos condensados que apresentam grupos hidroxil
capazes de neutralizar RL (PRATT, 1992), além de elevada atividade antioxidante.

Estudos maiores precisam ser desenvolvidos para a determinacdo do
principal ou dos principais compostos envolvidos na atividade antioxidante do EAB
aqui observada. Até o presente momento, podemos sugerir que essa atividade
antioxidante do EAB é determinada pela elevada quantidade de compostos fenélicos
totais e taninos condensados, entretanto os mesmos precisam ser quimicamente
determinados e estudados isoladamente. Quanto a toxicidade, os animais que
reberam EAB nao tiveram perda de peso ou reducdo do consumo de liquidos em
relacdo aos animais que receberam agua. Isso, em adicdo a resultados prévios
realizados (dados ndo mostrados), mostra que o EAB das cascas de noz peca
apresenta baixa toxicidade e, logo, demonstra seguranca no uso.

Conforme visto nessa dissertacdo, muitos sdo os danos a saude causados
pelo cigarro as pessoas (e a animais experimentais), e muitas sdo as mortes que

poderiam ser evitadas com atitudes simples, como parar de fumar ou ndo fumar
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préximo a outras pessoas. Entretanto, os fumantes apresentam limitada eficacia nas
terapias de abandono do tabagismo (GARWOOD & POTTS, 2007) e, apesar de
campanhas que limitam o uso do cigarro a determinadas &reas, muitos sdo os
fumantes passivos (cerca de um terco da populacdo mundial) (OBERG et al., 2010).
Logo, qualquer composto que mostre agdo em ajudar fumantes ativos no abandono
do tabagismo ou em prevenir os danos relacionados ao mesmo é de extrema
importancia para a sociedade. O EAB das cascas da noz peca mostrou potente
atividade protetora a alteracbes bioquimicas e comportamentais em camundongos
expostos ao fumo passivo, e esses resultados iniciais precisam ser mais explorados
até que possam ser comprendidos 0s mecanismos neurais relacionados a esse
fenbmeno. Além dos excelentes resultados observados, as cascas de noz peca
representam um subproduto da industria de nozes com baixo custo e facil acesso,
ao contrario de muitos dos tratamentos do tabagismo existentes, que muitas vezes
sao caros e nao surtem os resultados esperados (GARWOQOD & POTTS, 2007).

Nao é possivel concluir se os resultados do EAB frente ao fumo passivo aqui
demonstrados sdo devido ao pré-tratamento de uma semana antes da exposicao ao
fumo passivo ou ao co-tratamento realizado. Logo, sugerimos que estudos futuros
avaliem a acao do pré-tratamento e co-tratamento separadamente, bem como do
pés-tratamento com EAB frente parametros bioquimicos e comportamentais de
exposicao ao fumo passivo.

De modo geral, pode-se concluir através do presente estudo que o EAB das
cascas de noz pecéa apresenta uso promissor no tratamento do tabagismo, uma vez
que previne a ansiedade durante a sindrome de abstinéncia e danos oxidativos
gerados pela exposicdo de camundongos ao fumo passivo. Esses resultados
devem-se, em grande parte, a elevada concentracdo de compostos antioxidantes
presentes no EAB, como compostos fendlicos totais e taninos condensados.
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6 CONCLUSOES

- Observou-se que o protocolo de exposicdo ao fumo passivo adotado causou
aumentou de parametros comportamentais que inferem ansiedade (atividade
locomotora e exploratéria, tempo de auto-limpeza e nimero de bolos fecais no teste
do campo aberto e nimero de esferas escondidas no teste de esconder esferas)
durante periodo de abstinéncia ao fumo passivo. O EAB foi capaz de proteger os
animais experimentais dessas alteracdes. Como a ansiedade durante periodo de
abstinéncia ao fumo esta relacionada ao subsequiente ato de fumar, hipotetiza-se
que o EAB pode ter acado benéfica como auxiliar nas terapias de abandono do

tabagismo.

- O EAB foi caracterizado através da atividade antioxidante in vitro nas técnicas do
ABTS e DPPH, mostrando resultados consistentes com a literatura, e pela dosagem
dos compostos fendlicos totais e taninos condensados, os quais tiveram como
resultado 192,4 mg de equivalentes de &cido galico por grama e 58,4 mg de
equivalentes catequinicos por grama, respectivamente. Com isso observa-se que 0
EAB apresenta elevado poder antioxidante devido, em grande parte, a elevada
quantidade de compostos fendlicos totais e taninos condensados presentes no

mesmo.

- O protocolo adotado de exposicdo ao fumo passivo causou EO (evidenciado pelo
aumento de TBARS) em tecido cerebral e eritrécitos, aumentou a atividade de
defesa antioxidante enzimatica (CAT) em eritrocitos e diminuiu as concentracdes
plasmaticas de antioxidante ndao enzimatico (acido ascérbico). O EAB protegeu
tecido cerebral e eritrocitos de EO e o plasma da reducao da concentracao de acido
ascérbico, demonstrando seu elevado poder antioxidante. O EAB nao modificou a
atividade da CAT em eritrocitos e aumentou a mesma em tecido cerebral dos

animais expostos ao fumo passivo.

- Foi observado envolvimento do EO com ansiedade durante periodo de abstinéncia

ao fumo passivo através de correlacbes positivas significativas entre o EO
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eritrocitario com parametros comportamentais avaliados (atividade locomotora e
exploratéria e tempo de auto-limpeza no teste do campo aberto, bem como numero

de esferas escondidas no teste de esconder esferas).
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