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RESUMO

O fumo de tabaco tem sido implicado na producio de diversas alteracdes das respostas
inflamatéria e imunitiria, nao sé a nivel do compartimento broncoalveolar, mas também no sangue
periférico, embora ainda se encontrem por esclarecer algumas destas alteracdes. Em relacio a
resposta inflamatdria, a ac¢io do fumo de tabaco sobre o Inibidor Alfa-1 das Proteases (IA1P) é da
maior importincia, mas apesar de ser conhecido que o fumo de tabaco bloqueia, intensamente, a
accao funcional desta proteina no pulmio profundo, nio é claro que tal se passe em situacao
«isiolégica», ou que este bloqueio funcional atinja o compartimento sistémico.

Estudos «in vivo»

Num grupo de 929 individuos sem queixas clinicas, recrutados de forma aleatéria a partir do
Norte, do Centro e do Sul de Portugal, estudamos, no soro, a resposta imunitaria humoral
(imunoglobulinas G, A, M e E), a resposta inflamatéria aguda proteica (IA1P, Alfa-2-Macroglo-
bulina— A2M —, Haptoglobina— HPT — e a Proteina C-Reactiva— PCR — ) e a Capacidade Inibi-
dorada Tripsina (CIT); a CIT/gIA1P foi obtida, matematicamente, através da féormula: CIT/
/eIA1P = CIT/IA1P x 100.

O sexo masculino representava 61°, deste grupo, com uma idade média de 40 4 13 anos;
36% eram Fumadores (F), com uma carga tabagica de 23,8 | 20,8 macos-ano. O sexo feminino
atingia 39 %,, com uma idade média de 39 - 17 anos; 7%, eram fumadores, com uma carga tabagica
de 5,3 - 4,5 macos-ano.

Os resultados analiticos mostraram uma diminuicio da concentragio sérica da IgGedalgMe
um aumento da IgE no subgrupo dos fumadores. Algumas proteinas da resposta inflamatéria
(IA1P e HPT) estavam, também, aumentadas neste subgrupo. A CIT niao mostrou variagdes
assinaldveis, enquanto que a CIT/gIA1P estava diminuida nos fumadores com uma carga tabagica
de 10 a 19 macos-ano, quando comparada com a de Nio Fumadores (NF), equiparados,
individualmente, por idade e sexo.

Estudos «n vitro»

Acg¢iao do fumo de tabaco no liquido de lavagem broncoalveolar:

O fumo de cigarro foi borbulhado, directamente, ou depois de diluicio com o ar atmos-
férico, em Liquidos de Lavagem Broncoalveolar (LLBAs) obtidos de 17 jovens saudiveis,
voluntarios para a lavagem broncoalveolar (fumadores e nao fumadores). Os resultados apontaram
para uma diminuicao intensa da CIT e da Capacidade Inibidora da Elastase (CIE) depois da acgiao do
fumo de cigarro, especialmente quando o fumo era borbulhado, directamente, no LLBA.
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Acgio do fumo de tabaco no crescimento celular:

Na tentativa de se obter um processo automatizado para o estudo, «in vitro», da acgdo do
fumo de tabaco no crescimento ¢ diferenciagio celulares, desenvolvemeos um protocolo analitico
especial, adaptado ao «Mutascreen-. Neste protocolo, quantidades crescentes de solucdo salina de
fumo de cigarro eram misturadas ¢ incubadas com Salmonella typhimuriun: TA100. Durante 24 horas,
de 10 em 10 minutos, foram recolhidos os dados espectrofotométricos destas culturas. Os
resultados obtidos com as solucdes salinas de fumo de tabaco mostraram um atraso no Inicio do
Crescimento Celular (1CC), um aumento do Tempo Médio de Geragio Celular (TMGC) e uma
intensa diminuicio da Taxa Média de Sobrevivéncia Celular (TMSC).

Estes estudos sugerem uma acgio inibidora do fumo de tabaco sobre a resposta imunitaria
humoral, a estimulacio das proteinas da resposta inflamatéria e uma pronunciada acgio depressora
(sin vitros) da capacidade antiprotedsica do IA1P e do crescimento celular da Sahuwonells. Esta diltima
accio, a manter-se semelhante em relagio a células humanas, é particulasmente importante no
sentido de uma melhor compreensio e discussio das reacgdes orgdnicas celulares, despertadas pelo
fumo de tabaco.

I — INTRODUCAO I — MATERIAL E METODOS

Q.. A e Joy | — Material
A mAutnca do  hibito  tabigico sobre  os

componentes profeicos das respostas imunitdra e
inflamatéria tem sido. repetidamente, abordada (2.3,
5.6,7.8), continnando, apesar disso, por clarificar
muitos dos aspectos da reacgdo individual {quer
pulmonar, quer sistémica) ao fumo de tabaco.

Um deles liga-se dircctamente com a capacidade
funcional antiprotedsica que, a nivel local (alvéolos
pulmonares), tem sido demonstrada como diminuida
por ac¢io do fumo de tabaco[1.2], através de uma
oxidagio do inibidor alfa-1 das proteases, ou do
recrutamento de  células {como os macréfagos)
capazes de produzir proteases destruidoras  deste
inibidor; contudo. até gue ponto esta acgio sc
cxpande a0 compartimento sistéinico ndo s¢ encon-
tra. ainda. completamente esclarecido, havendo
mesmo observagdes contraditdrias, umas, afirmando a
diminuigio da actividade antiprotease no sangue, por
accio do fume de tabaco [5], outras, nio encontrando
qualquer alteragio significativa [3,4.9].

Desta forma, tivemos como objectivo principal
estudar  as  respostas inflamatéria ¢ imunitiria
periféricas (através dos scus compoentes proteicos)
num vasto grupo de individuos clinicamente normais
(fumadores e nio fumadores), bem como o de reahizar
alguns protocolos experimentais que pudessem ajudar
a esclarecer as influéncias do fumo de tabaco sobre a
actividade funcional, no pulmio, do mibidor alfa-1
das proteases.

Finalmente, atendendo a que a acgao do fumo de
tabaco nio parece confinar-se apenas 20s COMPpoNLH-
tes humorais das respostas organicas, mas, também, aos 2 — Aéfodos
celulares [6.8], iniciamos um protocolo experimental
para o cstudo automatizado da influéncia do fumao de Para a determinagio das Imunoglobulinas G, A ¢
tabaco no desenvolvimento celular. M (1gG, TgA, ¢1gM). do Inibidor Alfa-1 das Proteases

Este trabalho bascou-se (no que diz respeito a
avaliagio «in vivos) em cstudos realizados em dois
grupos populacionais: o primeiro (Grupo 1), consti-
tuido por 929 individuos scleccionados de forma
aleatéria, oriundos do Norte, Centro ¢ Sul de
Portugal. sem manifestagdes climicas anormais ¢
voluntinos para a colheita de sangue venoso, ¢ o
segundo (Grupo 11}, formado por 17 ndividuos,
também clinicamente normais, voluntdrios para a
colheita de sangue venoso ¢ para a lavagem
broncoalveolar.

Para os estudos «in vitros utilizaram-se culeuras de
Salmanella typhimuriem TA100, Liquidos de Lava-
gem Broncoalveolar (LLBAs) ¢ extractos salinos de
fumo de tabaco, Fstes extractos foram obudos de
acordo com o csquema da Fig. 1, fazendo passar o
fumo de rabaco (3 cigarros aspirados suavemente,
com intervalos de 30 segundos entre as aspiragoes, que
duravam 5 s) por 100 ml de soro fisiolégico. Entre
cada cigarro procedeu-se a agitagio do balio de
Kirasatos, no sentido de favorecer a dissolugio do
fumo, ainda presente dentro do baldo. Julga-se que
este método permitiu uma boa dissolugao do fumo de
tabaco. sem grande alteragao do seu conteddo natural,
particularmente  por sc terem cvitado as altas
temperaturas de combustio do cigarro, uma vez que
as aspiragoes eram. apenas, de 3 s, com mtervalos de
30 s,
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(LA1P), da Alta-2 Macroglobulina (A2M). da Hapto-
globina (HPT) ¢ da Proteina C-Reactiva (PCR)
uttlizou-se a Nefclometria Laser  Computarizada,
com calibradores ¢ controlos referenciados pelo
«CAPs. A Imunoglobulina E (IgE) foi determinada
por mérodo  mmunoenzimdtico. A Capacidade
Inibidora da Tripsina (CIT) ¢ da Elastase (CTE) toram
avaliadas por Espectretotonictria Cindtica Conpu-
tarizada, urtilizando substratos sintéricos apropriados
para as enzinas ¢ causa. A Capacidade Inibidora da
Tripsina por grama de 1AIP (CIT/gIA1P) toi
determinada, matemaricamente, através da formula
CIT/IAIP 100, representando a actividade mole-
cular antitripsina do TA1P.

Para o estudo da acgio do fumo de tabaco sobre o
crescimento celular da Safwonelio typhivmriaon TATO0
toi utilizado um sistema de  espectrofotometria
vertical computarizada («Mutascreene), de acordo
com o protocolo esquematizado na Fig. 2 e, por nds.
especialmente, desenvolvido para este cfeito. As quan-
tidades de Soro Fisiologico © Fumo de Tabaco (SF +

- FT) foram determinadas experimentalmente até se
obter um ajuste ideal para o funcionamento do equi-
pamenro; desta torma, veriticou-se que 20 pl eram
suficientes para a sensibilidade analitica pretendida,
sem chegarem a ser letais para as células em cultura.
O controlo do crescimento cclular da Salmonella
typhimrivm TATO0 for teito com 20 plde meio de
cultura, mais 20 ul de soro fisioldgico. Os resul-
tados obtidos pelas leituras da Absorvincia (ABS),
cadenciadas de 10 em 10 mn, duranre as 24 h de
incubagio, a 37°C, foram tratados ¢m computador,
de forma a obterem-se as curvas de crescimento
celular, a Taxa Médiz de Sobrevivéncia Celular
(TMSC), o Tempo Médio de Gera¢io Celular
(TMGC) e o Inicio do Crescimento Celular (1CC).

I — RESULTADOS

1 — Caracteristicas gerais dos gripos estidados

O Grupo 1 era constituido por 363 mdividuos do
sexo mascuino  (60,6%,) ¢ por 366 do feminmo
(39.49.). Os homens tinham uma idade mdédia de 40
anos, com um desvio padrio de 13 anos (400 +13) ¢
uma média de consumo de tabaco de 23,8 + 208
magos-ano. As mulheres tinham uma idade média de
39 + 17 anos ¢ uma média de consumao de tabaco de
5.3 + 4.5 magos-anos.

A distribui¢io por sexo, em relagio & idade ¢ ao
hibito tabdgico encontra-sc representada nas Figs. 3 ¢
4; contorme se pode veriticar, o Grupo [ era formado
por mdividuos de ambos os sexos, com idades
compreendidas entre os 100 ¢ os 7% anos, dos quais

36", dos homens ¢, apenas. 77, das mulheres tinham
hibito tabdgico. Também a evolugio da percenta-
gem de fumadores com a idade era muito diterente
nos dois sexos (Fig. 5). atingindo o mdximo, para o
masculmo (389, de tumadores), no grupo ctario mais
alto (75-79 anos) e, para o feminino (25%, de
fumadores), no grupo ctirio dos 25-29 anos; alids,
verificava-se uma quase auséncia de hiabito tabagico
nas mulheres com mais de 35-39 anos de idade.

Ainda, o consumo cumulativo de rabaco mostrava
uma dispersio muito acentuada entre os 45 ¢ os 60
anos, idades onde sc verificon o aparccimento de
novos fumadores (com hibito tabigico mterior a 5
macos-anos), a par de individuos com um consumo de
tabaco superior a 80 magos-ano (Fig. 6). L de realgar
que neste escaldo edrio (45 a 61 anos) nio havia uma
participagio importante das mulheres na dispersio
verificada no consumo de tabaco, pois, conforme Jd se
referiu. ele era quase nulo neste sexo. a partir dos 35-
-39 anos.

O Grupo I era constituido por 17 jovens, com
idades compreendidas entre 20 ¢ 28 anos (média de
22 + 2 anos), chinicamente normais, todos do sexo
masculino, dos quais 11 (64,7,) eram fumadorcs.
Contudo, o consumo cumulativo de tabaco era
relativamente baixo (6.3 + 4.6 macos-anos).

2 — Resultados analiticos no soro (Grupe T)

Arendendo i barxa percentagem de fumadores do
sexo feminino (apenas 7%, correspondendo a 27
casos) ¢ a diferenga signiticativa (p - 0,007) de idades
entre fumadoras (29 + 8 anos) ¢ nio fumadoras
(40 + 17 anos). entendeu-se justificavel limitar o
estudo das influéncias do hibuto tabdgico somente ao
sexo masculino, representado por 363 nio fumadores
¢ 200 fumadores com médias de idade de, respecti-
vamente, 40 + 13¢42 + 12anos.

Os cstudos, no soro, da resposta imunitiria
humoral (IgG, A, M, E) ¢ mflamatdra proteica
(IAIP, A2M, HPT ¢ PCR) revelaram uma
diminuigio signibicativa da IgG ¢ da IgM ¢ um
aumento, rambém significativo, da IgE, do TA1P ¢ da
HPT nos fumadores (Figs. 7 ¢ 8).

A fim de melhor se esclarecer a acgio do hibito
tabdgico sobre as respostas citadas (imunitaria e
inflamatdria). procedeu-se a subdivisio do grupo dos
fumadores em 3 subgrupos: o F1 (constituido por 54
fumadores com uma carga tabdgica entre 1 ¢ Y magos-
-ano), o F10 (88 fumadores com 10 a 29 magos-ano) ¢
o F30 (58 fumadores com uvma carga tabdgica
supcrior, ou igual, a 30 magos-ano). A idade média
de cada um destes subgrupos era de, respectivamente,
34+ 11, 40 + 9 ¢ 51 + 10 anos; em comparagio
com 2 dos ndo fumadores (40 + 13 anos), a dade do
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subgrupo F! cra, significativamente, 1mais baixa
(p - 0.002) e a do subgrupo F30, signiticativamente,
mais alea (p = 0,001). Estas diterengas na idade
média dos subgrupos. agora considerados, devem
ter-s¢ cm conta como provivers influéneias nos
parimetros analiticos estudados.

Nas Figs. 9 ¢ 10 estio representadas as variagoes das
proteinas cstudadas, em cada subgrupo tumador.
comparativamente ¢om os 10 fumadores.  Con-
forme s¢ pode observar, veriicou-se, em relagio i
resposta imunitdria, uma dimimnugio sigmificaciva da
1gG sérica nos trés subgrupos de fumadores, mas, em
relagio 4 lgM., apenas nos fumadores com uma carga
tabdgica superior a 10 magos-ano. A lgA nio mostrou
alteragdes significativas, embora fosse aprecidvel uma
ligeira diminuigio de concentragio com o aumento
do consumo de tabaco; rambém a IgE nio surgiu com
alteragdes significativas, apesar de ter um ligeiro
aumento nos fumadores.

No que diz respeito s proteinas da resposta infla-
matéria, nio houve alreragdes signihicativas da A2M e
da PCR, a par de um aumento do TA1P no subgrupo
F30 e da HPT no FI0 ¢ F30; estes aumentos, signifi-
cativos. da concentracio, no soro, do TA1P ¢ da HPT
tiveram, contudo, um perhil  diferente.  sendo
observavel (ainda que de forma estatisticamente no
significativa) um aumento da HPT cm todos os
subgrupos de fumadores, enquanto o IATP ndo sc
aleeron no subgrupo F1 (correspondente a pequenos
fumadores).

O estudo da CIT ¢ da CIT/glATP nido conscguiu
revelar alteragdes destes parimetros nos fumado-
res, em relagio aos nio fumadores (CIT, nos nio
fumadores, igual a 2,17 + (0,54 mmol/mn/l ¢, nos
fumadores. igual a 2.22 + 0,53 mmol/mn/l; CIT]
[gIAIDP, nos nio fumadores, igual a 1,41 £ 034
mmol/mn/glA1P ¢. nos fumadores, igual a 1,37 +
=~ 0,29 mmol/mn/glATP).

Apesar da auséncia de significado estatistico. os
fumadores tinham uma CIT mais elevada, contudo
ndio tio intensamente quanto o nivel sérico do 1A1P,
o que condicionava uma diminuigio, ainda que nio
significativa, da actividade tuncional antitripsina, por
unidade de massa deste inibidor (CIT/gIATP).

No intuito de esclarecer, na medida do possivel,
a influéncia {a nivel periférico) do hibito tabdgico no
comportamento imunoquimico e funcional do TA1P,
procedeu-se 2 divisio dos fumadores em 5 (') esca-
l6es de consumo de tabaco (19, 10-19, 20-29, 30-39
¢~ 40 magos-ano). Nestas condigdes, 1 concentragio

do TAIP aumentou significativamente a partir do
escalio de 30-39 macos-ano (0 que estd de acordo
com o jda anteriormente verificado, quando da
subdivisio em 3 escaldes de hdbito tabigico — Fl,
F10 ¢ F30). nio se detectando variagdes significativas
da CIT ¢, apenas, uma diminuigio da CIT/glATP no
escalio de 10-19 magos-ano.

3 Resultados analiticos a partir do LLBA {(Grupo IT)

O Grupo 11, j4 anteriormente objecto de estudos
analiticos cspecificos [9], apenas foi utlizado, no
contexto deste trabalho, como fonte de LLBAs,
considerados normais, que foran swicitos a ensaios «n
vitros de mactivagio do TAIP pelo fumo de tabaco.

Neste sentido, ¢ de acordo com o csquema da
Fig. 1, for aspirado o fumo de um cigarro nas mesmas
condicdes 4 descritas para a obtengio do extracto
salino de fumo de tabaco, apenas com a substituigio
dos 100 ml de soro fisiolégico por 20 ml de cada
LLBA.

Também s¢ realizaram experiéncias paralelas em
que, entre o cigarro ¢ o balio de aspiragao, to
introduzido um rubo de plistico, enrolado em espiral.
com um volume interno de, aproximadamente, 5 I;
neste caso, iniciava-se a eXpericncia com a aspiragio
do ar atmosférico, durante 1 mn, sem ligagio do tubo
10 balio (tempo suficiente para precncher o interior
do tubo com ar fresco), seguida de aspiragio do
cigarro (14 com o tubo ligado ao balio) que cra
prolongada at¢ ¥ completa remogio do fumo do
mterior do tubo.

Os resultados sio apresentados nas Figs. 11 ¢ 12,
salientando-se as dimmuicoes significativas da acti-
vidade funcional anticripsina e anticlastase do TA1P
{em especial desta dltima), ranto nos LLBAs de
fumadores. como nos de nio fumadores, embora
nestes dltimos se verificasse uma diminuigio mais
acentuada quer da CIT (6Y°,. contra 60% nos
fumadores). quer da CIE (73%, contra 63% nos
fumadores).

O fumo de rabaco diluido no ar atmosférico
‘proveniente da experiéncia com o tubo adicional)
teve sempre uma acglo menos pronunciada na
actividade funcional do TA1P, do que o fumo dc
tabaco direcro, chegando mesmo a atingir diferengas
significativas na CIE dos fumadores (p < 0,01) ¢ dos
nio fumadores (p - 0.02).

(1) A escolha de 5 subgrupos baseou-se no facto de cles representaretn 0 MMEro MAXIMO (3paz de manter uma represent-

¢lo nunérica estatistcamente acciravel em cada escalio (n”~ 20)
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F16. 1 — Esquema do modo de obtengio dos extractos salinos de funio de tabaco.

CONTROLO ANALISE

20 ul de meio de cultura 20 ul de meio de cultura
20 ul de soro fisiologico (SFL - &0 ul de fumo de tabaco em SF

Selmonelle ihyphimurium TA100

. v

Zlutescree v/ Bisscréen Sistemea automatizado de
espectrofotometria

vertical computarizada.

Leituras com intervalos

de 10 mn, durante 24 h.

" Pipetedor, diluidor e incubador automaticos

Fic. 2 — Protocolo analitico para o estudo da acgdo do fumo de tabaco sobre o crescimento celular.
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Fii;. 5 — Evolugio da percenragent de tumadores com a idade (Grupo 1.

Magos-ano
100
90
80
70 A
60
S0 1
40 -
30
20
10 A
0

o & A
3 LTS \ -"0
lu\')' ;»o

10 15 20 25 30 35 40 45 SO SS 60 65 70 75 80
Anos

Fic 6 — Distibuigio da carga tabidgicas em relagio a idade (Grupo 1.
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mg® (1gG/10; IgE - UlI/m1)
300 -

[3 NF

W F(-9)

O F(10-29)

F (>30 magos-ano)

S

p (teste t)
NF-F1 NF-F10 NF-F30

IgG <0,030 <0,001 <0,002
IgA NS NS NS
IgM NS  <0,020 <0,040
IgE NS NS NS
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Fic. 9 — Estudo, no soro, da concentracio de algumas proteinas da resposta imunitiria humoral. dis nminado por trés escaldes
de carga tabidaica FL, F10 ¢ F31

mg® (PCRx 10)

Y e S ST [3 NF
300 W F(-9)
O F(10-29)
i F (>30 magos-ano)
200 41 L/ p (teste t)
:/ NF-F1 NF-F10 NF-F30
by L IATP NS NS  <0,001
100 11 ¥ A2M NS NS NS
- & HPT NS <0,001 <0,001
% :j PCR NS NS NS
0 4 .
IA1P A2M HPT PCR
Fii. 10— Estudo, no soro, di concentracio de algumas proteinas da resposta inflamataria, discriminado por és escaldes de carga

tabiagica (F1, T10 ¢ F3)
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B CiT+Fumo
CIT+Fumo D

Fic. 11 Estudo da infiuéncia do fumo de tabaco sobre a CIT de LLBAs de Fumadores {F) ¢ de Nio Fumadores (NF). Sio

.ll.‘ilf\'“’-'l‘"\ os valores da CIT dmcial, apds 4 accao directa do fime de abaco (CIT Fuino) ¢ apos aac cio do tamo

de tabaco misturado com o ar atmostérico (CH Fumao 1))

=

[0 CIE Inicial
Il CIE+Fumo
CIE+Fumo D

1. 12— Estudo da influénea do fume de tibaco sobre o CIE da L1 BAs de Fumadores (F) ¢ de Nio Fumadores (NF). Sao

apresentados os valores da CIE imucal. apos a acqao dirccta do fumo de tabaco (CIE + Fumo) ¢ apds a acgao do fumo

de tabaco misturado com o ar atmosténco (CIE Fumo D},
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Fic. 13 — Estudo da mHuénen do tumo de baco no desenvolvimento celular da Salmoneglla tvphimurion TAL0O (anihse Jda
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Fie 14— Esudo da concentragio, no soro, do TALP ¢m Fumadores (F) ¢ Nio Fumadores (NT) equiparados, individualmente,

por idade ¢ sexo
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4 — Estudo da accao do fumo de tabaco sobre o deseinvol-
vimertto celidar «in vitron

As curvas de desenvolvimento celular da Sai-
monella typlimmrinm TA1O estio representadas na
Fig. 13, a par da indicagio dos parimetros bisicos do
crescimento celular. Evidencia-se um atraso impor-
tante no micio do crescimento celular sob a acgio do
fumo de tabaco (280 mn, contra 145 mn do controlo},
um IMGC mais clevado (243 h. contra 2,15 h) ¢
uma TMSC de, apenas. 48°,, contra 97°, do
controlo.

Ainda na Fig. 13 pode verificar-se que, no caso da
adigio do extracto salino de fumo de tabaco. as
Salmonellae necessitaram de cerca de 11 I para
atingirem o crescimento maximo idenrificivel com o
equipamento utilizado, contra cerca de, apenas, 8 |
para o controlo.

[V —DISCUSSAO F CONCLUSOES

Parece tundamental uma chamada de atengio pars
a necessidade de uma definigio cuidadosa dos grupos
estudados, uma vez que diferentes caracteristicas, como
as de idade ¢ sexo. podem alterar, significativamente.
os resulrados delas dependentes. Neste sentido, ¢ por
demais evidente a alteragio sofrida nos valores da
concentragio sérica do TA1P no Grupo 1. quando da
utilizagio conjunta dos sexos masculine e feminino
(168,8 + 30,7 mgY, nos nio fumadores. contra
167,7 + 29,3 mg®, nos fumadores, — diferenga nio
significativa—) ¢, apenas, do sexo  masculino
(157,6 + 27,2 mg% nos nio fumadores, contra
165,7 + 27,5 mg", nos fumadores — p = 0,0011-),

A resposta inflamatéria humeoral (ao ser avaliada
pelo comportamento sanguinco do 1A1P, da A2M.
da HPT ¢ da PCR) encontrava-se estimulada nos
tumadores, d¢ uma forma. predominantemente,
crénica (aumentos da HPT ¢ do TATP, sem alteragio
da PCR).

A resposta imunitdnia humoral (analisada pela
concentragio sanguinea das IgG, A, M ¢ k) mostra-
va-sc, genericamente, deprimida nos  fumadores
(diminuigio da IgG e da TgM). embors a lgk se¢
cncontrasse aumentada.

Estes aspectos parccem  contirmar a tradugio
sistémica da acgio do fumo de tabaco. particular-
mente através de uma estimulagio crénica da resposta
mnflamatéria e de uma depress3o da resposta nmunitdria,

A diminuigio da CIT/glATP nos fumadores
com um consumo cumulativo de tabaco entre 10 e
19 magos-ano, resultou do aumento do nivel sérico
do 1A1P ¢ da diminuigio da CIT {alteracdes nio
signifjcativas, encontradas no referido escalio de
hdbito tabdgico). Ao analisar-se a distribuicio, por

idade, deste subgrupo, verificou-se que 2 idade
média era de 36 + 8 anos ¢ que 652, dos individuos
tinham idades compreendidas entre os 20 ¢ os 39
anos. Ora, csta idade média cra significativamente
inferior 3 dos nio fumadores (p = 0,05), 0 mesmo
acontecendo noutros escaldes de consumo de tabaco
(@ de I a2 9 magos-ano tinha uma idade média
significativamente inferior i dos nio fumadores e os
de 30 a 39 ¢ superior a 40, uma idade mais clevada).

Assun, seria possivel que as diferencas de idade
encontradas nos escaldes jd assinalados de consumo de
tabaco pudessent influir na concentracio ¢ actividade
do IA1P, mascarando, ou distorcendo as verdadeiras
influéncias do fumo de tabaco.

Com a tinalidade de esclarecer esta situagio
duvidosa, analisaram-se os valores do IAIP, da CIT
da CIT/gIAIP em fumadores do sexo masculino
(divididos nos subgrupos antes discriminados) com-
parativamiente aos valores dos mesmos parimetros
encontrados em ndo fumadores do mesmo  sexo.
equiparados pela idade individual (200 fumadores, em
relagio a 200 nio tumadores, equiparados, individual-
mente, por sexo ¢ por idade).

Os resultados desta andlise estio expressos nas Figs.
[4, 15 ¢ 16, sendo de assmalar a concentracio do TA 1P,
significativamente aumentada nos fumadores com
carga tabdgica superior a 10) MAGOs-ano, & anséncia de
vartagio da CIT ¢ a diminuigio da CIT/glA1P nos
tumadores com 10-19 magos-ano.

Parcce, portanto, poder concluir-se que  esta
diminuigio da actividade funcional, por unidade de
massa do IA1P, esteja na dependéneia do hibito
tabdgico ¢ scja motivada pelo aumento significarivo
da concentragio do I1A1P, nio acompanhado pelo da
CIT {imbigio funcional).

Assim, foi evidencidvel que a acgio do fumo de
tabaco no compartimento sistémico ¢ diferente da no
compartimento pulmonar, onde foi possivel demons-
trar, num trabalho anterior [9), uma  diminuigio
signiticativa da CIT ¢ da CIE nos fumadores.

A acgio, «n vitros, do fumo de tabaco sobre
actividade funcional do TALP foi. particularmente,
observivel na CIE ¢, também, ainda que em menor
grau, na CIT. Contudo, quando da utilizagio de
tumo de tabaco, previamente dilvido com o ar
atmostérico, os efeitos inibidores sobre 4 actividade
funcional do TA1P foram muito menos marcados,
levando a crer que o rabagismo passivo nio deva ser
considerado como um factor de tio alto risco na
mactivagio desta proteina e, portanto, no desenca-
deamento do enfisema ¢ que, mesmo o facror de
diluigio fisioldgica do fumo de tabaco. representado
pelo compartimento  orofaringeo ¢ traqueobron-
queoalveolar, possa atenuar «in vivos o cfeito do
fumo do tabaco sobre o TA1P,
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Sasitos

Finalmente, em relagao 3 influéncia do tumo de
tabaco (quando analisada através de um  extracto
salino) sobre o crescimento celular «in vitros,
verificou-s¢  uma  iatensa  acgio  supressora do
desenvoalvimento celular (arraso do crescmiento ¢
morosidade de divisio celular) ¢ um efeito citotéxico

R(.‘.\(l ¢ ooy

cronico. traduzido por uma diminuigio, significativa,
da raxa média de sobrevivéncia celular. Tais cfeitos
parccem-nos da malor importincia para a compreen-
sio dos cteitos do tabagismo nas respostas organicas
de defesa. nomeadamente nas suas vertentes  celu-
lares.

SUMMARY

Tobacco snoke seems to produce several changes in inflannnatory and innnune response nor only in
bronchoalreolar area bt also in peripheral hlood, althouglt some points were not yet clarified. Concerning the inflanmatory
response thie effect of tobaceo soke on the punctional role of Alpha-1-Proteinase fuhibitor (FATP) is of main importance;
indeed tobacco suoke highly interacts with TAIP on deep lung, blocking the protease inhibitor capacity ol this protein;
however. in what extent this action takes place sphysiologicallys, and is able to spread to systeric circalation is not yer full
confirued.

oI vivos studies,

From a grosip of 929 individuals without clinical complains, randomly selected from Norih, Center and South
Portugal, we stmdied seramn hunioral imuiine response (IgG, A, M and E antibodies), acute=phase protetn response
(1419, Alpha-2-Macroglobulin — A2M —.  Haptoglobin — HPT ~and C-reactive Protein — PCR ), and
Trypsin Inhibitor Capacity (CI'T); CIT/glAIP was obtained mathematically by the formula:CITigIAIP —
= CIT}IAIP x 100.

Males represented 61°, of this group with a mean age of 40 -+ 13 years; 36, were Smokers (F) with a mean
cigarette conswmption of 23.8 1 20.8 packets-year. Females reached 39°, with a mean age of 39 + 17 years; 7%, were
stokers with a miean cigarette consumption of 5.3 -+ 4.5 packers-year.

Aunalytical results showed a decrease o seruns concentration of 19G and IgM and an increase ou IgE levels i the
subgroup of smokers. Some acute=phase protein (IA1P and HPT) levels were also increased in this subgroup, CI'T was
alivays identical in smokers and nonsnokers, but CITIgIATP was lower i smokers witl a cigarette consmmption of 10-19
packets-year when compared with Nowswokers (NF) matched by age and sex.

eI vitros studies:

Cigaretre smoke action on bronchoalveolar livage fhid:

Cigaretie smioke was bubbled. directly and after dilution with anospheric air, on Brouchoalveolar Lavage Fluid
(LLBA) obeained fron 17 healthy vohunteers for bronchoalvealar lavage (smokers and nonsntokers).  The results pointed
to an importaut decrease of CIT and Elastase Inliibitor Capacity (CIE) after stoke action, specially if tobacco smoke rieas
hebbled directly on the LLBA.

Cigaretie suoke action on cell growih :

T order to obtain an autoniated assay o study the s vitrow action of tobacco snioke on cell growtl and diffe-
rentiation we developed o special analytical protocol using a Mutascreen™ Analyser. in thispro tocol increasing
amiounts of a saline solution of cigareite smoke were  mixed and inabated with Salmonella Thyphimurisni
TAI0.  Versical spectraphotonerry was performed during 24 hours, data being collected ar intervals of 10 minit-
tes. The results with saline solutions of tohacco suoke showed a delayed Start of Growth (ICC), an increased
Mean Generation Time (TMGC) and a very depressed Mean Survival Ratio (TMSC).

These studics suggested au inbibitory action of tobacco snoke on tmmoral inimune response, stimmlation
of acute phase proteins and an important «in vitrow depression of anti-protease TAIP function and of Satmonella
cellular growth, This last action is particularly  Dupertant il similar against human cells in order 10 better
understand and discuss the cellular organic reactions to tobacco smoke.
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