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      _Resumo

Os não-fumadores expostos ao fumo do cigarro passivo ou, simplesmente 

fumo passivo (FP), apresentam um risco acrescido de desenvolver diversas 

doenças graves. No entanto, os mecanismos moleculares que explicam estes 

efeitos continuam pouco esclarecidos, o que reforça a necessidade de identi-

ficar biomarcadores capazes de avaliar o risco associado a esta exposição.

Neste estudo, analisámos o proteoma do epitélio nasal e do plasma de indi-

víduos não-fumadores saudáveis expostos ao FP no local de trabalho, num 

contexto ainda enquadrado pela Lei n.º 37/2007, util izando uma abordagem 

proteómica ‘shotgun’ por espectrometria de massa.

No epitélio nasal, observámos um aumento de proteínas envolvidas em vias 

centrais do metabolismo energético, como a Gliceraldeído-3-fosfato desidro-

genase (GAPDH) e a Triosefosfato isomerase (TPI1), sugerindo uma possível 

reprogramação metabólica induzida pela exposição. Identificámos também 

uma diminuição da tubulina beta-4B (TUBB4B), relacionada com a organiza-

ção do citoesqueleto, e um aumento da proteína anti-apoptótica SERPINB3, 

apontando para alterações em processos de morte e sobrevivência celular.

No plasma, destacaram-se o aumento da Butirilcolinesterase (BChE) e a dimi-

nuição da Proteína de ligação à vitamina D (GC), ambas associadas à resposta 

a xenobióticos e a processos de lesão tecidular. Foram ainda detetadas alte-

rações em proteínas reguladoras da inflamação sistémica, como C1R, C1QC, 

HRG e PROS1. A expressão diferencial de APOA4 e SERPINF2 sugere, adicio-

nalmente, a ativação de mecanismos relacionados com risco aterotrombótico.

Em conjunto, estes resultados contribuem para aprofundar a compreensão das 

vias biológicas que ligam a exposição ao fumo passivo ao risco acrescido de can-

cro e de doenças cardiovasculares, e apresentam um conjunto promissor de po-

tenciais biomarcadores para avaliação do risco associado à exposição ao FP.

      
      _Abstract

Non-smokers exposed to secondhand smoke (SHS) have an increased 

r isk of deve loping severa l ser ious d iseases. However, the molecular 

mechanisms under ly ing these ef fects remain poor ly understood, 

underscor ing the need to ident i f y b iomarkers capable of assessing the 

r isk associated wi th th is exposure.

In th is study, we analysed the nasal epi the l ia l and p lasma proteomes of 

hea l thy non-smokers exposed to SHS in the workplace, in a contex t st i l l 

regulated by Law No. 37/2007,  us ing a shotgun proteomics approach by 

mass spectrometr y.

In the nasal epi the l ium, we obser ved an increase in prote ins involved in 

key energy metabol ism pathways, such as Glycera ldehyde-3-Phosphate 

Dehydrogenase (GAPDH) and Tr iosephosphate Isomerase (TPI1), 

suggest ing a possib le metabol ic reprogramming induced by exposure. 

We a lso ident i f ied a decrease in beta-tubul in 4B (TUBB4B), re lated to 

cy toske leta l organisat ion, and an increase in the ant i-apoptot ic prote in 

SERPINB3, ind icat ing a l te rat ions in ce l l death and sur v iva l pathways.

In p lasma, we found an e levat ion of Butyr y lchol inesterase (BChE) and 

a reduct ion of V i tamin D-binding Prote in (GC), both l inked to xenobiot ic 

response and t issue in jur y processes. We a lso detected changes in 

regulators of systemic inf lammation, such as C1R, C1QC, HRG, and 

PROS1. Addi t iona l ly, the d i f fe rent ia l expression of APOA4 and SERPINF2 

suggests act ivat ion of mechanisms re lated to atherothrombot ic r isk.

Together, these f ind ings deepen our understanding of the b io log ica l 

pathways l ink ing secondhand smoke exposure to the increased r isk of 

cancer and card iovascular d isease, and h ighl ight a promis ing set of 

potent ia l b iomarkers for assessing SHS-re lated heal th r isk.

_Introdução

O fumo passivo (FP) é constituído por um complexo conjunto 

de elementos tóxicos, alguns deles carcinogénicos e como tal 

trata-se de um poluente ambiental perigoso, especialmente 

quando concentrado em espaços interiores. Estudos epide-

miológicos demonstraram que a exposição prolongada ao FP 

está associada a doenças graves como a doença coronária, 

o acidente vascular cerebral (AVC) e o cancro do pulmão (1).

A Lei n.º 37/2007 estabeleceu em Portugal uma proibição par-

cial de fumar em espaços públicos, permitindo zonas para fu-

madores em estabelecimentos de restauração com mais de 100 

m². Reformulações posteriores, culminando na Lei n.º 63/2017, 

introduziram requisitos técnicos que extinguiram, na prática, 

essas áreas interiores. No período intermédio, o nosso grupo 
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elaborou um estudo que demonstrou que as zonas para fuma-

dores apresentavam concentrações elevadas de PM2.5 com-

patíveis com fumo de tabaco, mesmo sob cumprimento das 

normas legais, e que trabalhadores não-fumadores expostos 

exibiam níveis aumentados de cotinina, confirmando exposi-

ção ao FP (2). 

_Objetivo

Com o intuito de melhor conhecer as alterações da biologia 

molecular e simultaneamente descobrir biomarcadores para 

avaliação precoce do risco de exposição ao FP, estudou-se 

os proteomas do epitélio nasal e do plasma de sangue pe-

riférico dos trabalhadores. Para o efeito foi realizada uma 

análise proteómica shotgun por espectrometria de massa, 

seguida de uma avaliação bioinformática integrada, através 

da qual foram descobertos per f is de expressão proteica e 

vias biológicas associados aos efeitos da exposição ao FP.

_Materiais e métodos

O presente trabalho constituiu um estudo transversal num bio-

banco de amostras de epitélio nasal e plasma de sangue venoso 

periférico, obtidas de trabalhadores de um conjunto de 25 res-

taurantes e cantinas de Lisboa, com e sem salas onde era per-

mitido fumar ainda sob a legislação, Lei n.º 37/2007. Foram 

selecionadas amostras de 48 trabalhadores saudáveis, catego-

rizados com base no hábito tabágico e na sua exposição ao 

FP no local de trabalho: fumadores (S, n=8) e não-fumadores 

(n=40), sendo que nestes últimos 19 não estavam expostos (NS) 

e 21 estavam expostos ao FP (NSE). O grupo NS foi subdividi-

do em 11 “Nunca Fumadores” (N) e 8 “Ex-Fumadores” (F), en-

quanto o grupo NSE foi subdividido em 11 “Nunca Fumadores 

Expostos” (NE) e 10 “Ex-Fumadores Expostos” (FE).

Para o estudo proteómico, foi uti l izada uma abordagem de 

espectrometria de massa por “Shotgun” recorrendo a um es-

pectrómetro de massa ESI-LTQ-Orbitrap XL e à plataforma 

bioinformática “PatternLabV” (figura 1). As proteínas diferen-

cialmente abundantes entre grupos foram determinadas atra-

vés da aplicação do teste estatístico não paramétrico Mann 

U–Whitney.

Figura 1:       Esquema da metodologia adotada no estudo.

_ _ 
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_Resultados e discussão

Modulação do proteoma do epitél io nasal

A exposição ao fumo do cigarro compromete a função mito-

condrial, reduzindo a atividade das subunidades da cadeia 

respiratória e a produção de ATP (3,4). Nas células epitel iais 

das vias respiratórias, foi também descrito um aumento da 

produção de lactato, sugerindo maior atividade glicolítica 

(5). Curiosamente neste estudo, observámos que no epitél io 

nasal de não-fumadores expostos ao FP, proteínas glicolíti-

cas como a Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) 

e a Triosefosfato isomerase (TPI1) apresentavam níveis de 

abundância aumentados (6).

No nosso trabalho, foi observado que a expressão da Cadeia 

beta-4B da tubulina (TUBB4B) se encontrava diminuída no 

epitélio nasal de não-fumadores expostos ao FP (6). Estudos 

demonstraram que fumar aumenta a permeabilidade do epi-

télio das vias respiratórias através de alterações na organi-

zação do citoesqueleto e nos complexos juncionais apicais 

(7,8). A desregulação da rede tubulina-microtúbulo induzida 

pelo fumo do cigarro tem sido também associada a uma dis-

função da atividade cil iar (9,10). 

A Serpina B3 (SERPINB3) pode induzir a transição epitél io-

-mesenquima (EMT) e inibir a apoptose, promovendo assim 

a sobrevivência celular (11,12). O nosso trabalho revelou uma 

sobre-expressão de SERPINB3 nos indivíduos expostos ao 

FP (6). Um resultado que parece apoiar a hipótese de que a 

exposição ao FP contr ibui para a persistência e sobrevivên-

cia celular num contexto de dano tecidular. 

Modulação do proteoma do plasma de sangue venoso 

peri férico

A proteína butir i lcol inesterase (BChE), envolv ida na detoxi-

f icação de compostos tóxicos (13), foi identi f icada no nosso 

estudo (14). Embora a exposição a inibidores geralmente 

reduza os níveis plasmáticos desta enzima (13,15), incluindo 

em populações expostas a organofosforados (16,17), obser-

vámos um aumento no plasma de BChE em não-fumadores 

expostos ao FP (14).

A Proteína de Ligação à Vitamina D (GC) e a gelsol ina par-

tic ipam na remoção dos f i lamentos de F-actina l iber tados 

durante a lesão celular (18,19). No nosso estudo, ambas 

apresentaram níveis diminuídos no plasma dos indiv íduos 

expostos ao FP (14,20). Estes dados sugerem que a exposi-

ção ao FP poderá induzir lesão celular, levando à l iber tação 

de actina e ao seu subsequente sequestro pela GC e pela 

gelsol ina, seguido da el iminação hepática do complexo. 

Esta interpretação está em concordância com a redução da 

GC descr ita previamente em fumadores (21).

Sabe-se que o fumo do cigarro possui a capacidade de al-

terar a resposta do sistema imunitário, incluindo a resposta 

inf lamatória (22). Neste estudo, o plasma dos indivíduos ex-

postos ao FP apresentou um perf il de expressão compatível 

com um estado pró-inf lamatório na presença de autoanticor-

pos resultantes de lesão tecidular (14). Um perf il caracteriza-

do pelo aumento da abundância da Glicoproteína rica em 

histidina (HRG) e da proteína S dependente da vitamina K 

(PROS1), associado à remoção de células apoptóticas (23,24) 

e pela redução do Subcomponente C1q do complemento, 

subunidade C (C1QC) e do Subcomponente C1r do comple-

mento (C1R) elementos centrais da via clássica do comple-

mento cuja diminuição pode comprometer a depuração de 

complexos imunes (25,26).

Foi identif icado nos indivíduos expostos ao FP um conjunto 

de proteínas no plasma cujo perfil de expressão sugere um 

estado pró-aterogénico e pró-trombótico (14). Entre estas, 

destacou-se o aumento da Alfa-2-antiplasmina (SERPINF2) 

(14), cuja sobre-expressão está associada a maior risco de 

aterosclerose e trombose e, consequentemente, ao AVC is-

quémico e enfarte do miocárdio (27), devido à sua acção an-

ti-f ibrinolítica, inter ferindo com a atividade da plasmina (28). 

Também se observou uma diminuição da Apolipoproteína 

A-IV (APOA4) nos indivíduos expostos ao FP (14). Esta proteí-

na inibe a agregação plaquetária e, assim, quando ocorre um 

desequilíbrio na atividade da APOA4 (diminuição), a trombo-

se é favorecida, aumentando o risco de enfarte do miocárdio 

ou AVC (29,30).  

_ _ 
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_Conclusões

Neste trabalho identif icámos no epitélio nasal dos indivíduos 

não-fumadores expostos ao FP, um perfil de expressão com-

patível com uma reprogramação energética, com uma pertur-

bação na permeabilidade do epitélio nasal, devido a um efeito 

negativo no citoesqueleto e cí lios, e com uma propensão para 

a persistência e sobrevivência celular num contexto de dano 

tecidular. Simultaneamente, foi observado no plasma perfis 

de expressão de proteínas que demonstram a ocorrência de 

uma resposta f isiológica à presença de substâncias xenobió-

ticas com a ocorrência de lesão celular.  Tendo também sido 

detetado perfis de expressão de proteínas envolvidas na pro-

moção de um estado pró-inflamatório, em contexto de autoi-

munidade, pró-aterosclerótico e pró-trombótico.

Serão necessários estudos adicionais de validação dos resul-

tados aqui apresentados. Todavia, o conjunto das proteínas 

aqui discutidas constitui um potencial painel de biomarcado-

res de risco e/ou preditivos da exposição ao FP (dados com-

pletos em (6,14)).
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