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RESUMO 

 

Álcool e cigarro são as drogas lícitas mais consumidas no mundo. O uso abusivo 

tanto do álcool quanto do cigarro está associado à morbidade e mortalidade em função 

do risco de dependência e danos à saúde humana. Estas drogas de abuso estão 

associadas a diversas patologias, dentre elas as doenças hepáticas e renais. Apesar de 

diversos estudos mostrarem os efeitos deletérios do álcool e do cigarro em diferentes 

tecidos, a literatura é escassa no que se refere aos efeitos da associação dessas duas 

drogas de abuso. Portanto, nosso objetivo foi avaliar alterações hepáticas e renais em 

ratos expostos ao álcool, fumaça de cigarro ou sua associação. Ratos Wistar, machos, 

adultos (~280 g) foram subdivididos em 4 grupos (n = 10/grupo): controle (CTR), 

administrados com álcool (ALC), expostos à fumaça do cigarro (TAB) ou sua 

associação (ALTB). Os animais do grupo CTR e do grupo TAB recebiam solução 

glicosada 8% por via intragástrica (IG); os animais do grupo ALC e ALTB, eram 

administrados com 2 g/kg (20% p/v) de álcool, diluído em solução glicosada a 3%, 

também via IG. Todos os grupos foram tratados duas vezes ao dia, por 28 dias. No 29º 

dia os ratos foram eutanasiados e o sangue troncular coletado para determinação das 

enzimas alanina e aspartato aminotransferases (AST e ALT), creatinina e ureia. Fígado 

e rins foram dissecados, pesados e armazenados em solução fixadora para 

processamento histológico, para posterior avaliação das alterações morfológicas. Peso 

corporal também foi monitorado ao longo do experimento. Nossos resultados 

mostraram menor ganho de peso corporal nos animais TAB e ALTB (CTR: 49,0 ± 3,1; 

ALC: 38,0 ± 4,7; TAB
*
: 15,9 ± 3,2 e ALTB

*
: 23,4 ± 2,6 g, 

*
P < 0,001). O grupo TAB 

também apresentou menor peso relativo da gordura retroabdominal (-36%) quando 

comparado ao grupo ALC. Ainda para o grupo TAB observamos redução significativa 

da enzima ALT (P = 0,020). Creatinina estava aumentada no grupo ALTB (P = 0,021).  
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Considerando o efeito dos tratamentos sobre as alterações morfológicas no tecido 

hepático, observamos aumento de marcadores de necrose para os animais dos grupos 

ALC, TAB ou ALTB, quando comparados ao CTR. Verificamos também aumento da 

tumefação para os grupos TAB e ALTB e presença de infiltrado perivascular no grupo 

ALTB. Em relação as alterações sobre o tecido renal, constatamos a presença de 

necrose para os grupos ALC, TAB e ALTB quando comparados com o CTR. Relatamos 

ainda presença de vacuolização citoplasmática no grupo ALTB quando comparado com 

o grupo ALC. Podemos concluir que a exposição à fumaça de cigarro interfere sobre o 

ganho de peso corporal e deposição de gordura retroabdominal. Além disso, o uso 

crônico de doses moderadas de álcool, exposição à fumaça do cigarro ou sua associação 

provoca necrose hepática e renal. O risco de dano hepático foi maior pelo álcool, 

enquanto o risco de dano renal foi maior para o cigarro. A associação dessas duas 

drogas de abuso parece contribuir para aumento de risco de dano renal.  

 

Palavras-chave: etanol, tabaco, fígado, rim, drogas de abuso  
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ABSTRACT 

 

Alcohol and cigarette are the most consumed illicit drugs in the world. The 

abusive use of both alcohol and cigarette is associated with morbidity and mortality due 

to the risk of dependence and harm to human health. These drugs of abuse are 

associated with various diseases, among them, the liver and kidney diseases. Although 

several studies have shown the harmful effects of alcohol and cigarette in different 

tissues, the literature is scarce regarding the effects of the combined use of these two 

drugs of abuse. Therefore, our objective here was to evaluate the hepatic and renal 

damage in rats exposed to alcohol, cigarette smoke or their association. Male, adult, 

Wistar rats (~ 280 g) were divided into 4 groups (n = 10 / group): control (CTR), 

administered with alcohol (ALC), exposed to the cigarette smoke (TAB), or their 

association (ALTB). Animals in the CTR group and in the TAB group were 

administered with a 8% glucose solution, via intragastric (IG); ALC and ALTB groups 

received 2 g/kg (20% w/v) alcohol, diluted in 3% glucose solution, via IG. All groups 

were treated twice a day for 28 days. On the 29th day the rats were euthanized and trunk 

blood was collected for enzymes alanine aminotransferase and aspartate (AST and 

ALT), creatinine and urea determination. Liver, kidneys and retroabdominal fat were 

dissected, weighed, and stored in fixative solution for histological processing for further 

evaluation of the hepatic and renal morphological changes. Body weight was also 

monitored throughout the experiment. Our results showed lower body weight gain in 

animals TAB and ALTB than CTR and ALC (CTR: 49.0 ± 3.1; ALC: 38.0 ± 4.7; TAB 

*: 15.9 ± 3.2 and ALTB * 23.4 ± 2.6 g, * P < 0.001). The TAB group also showed 

lower relative weight of retroabdominal fat (-36%) compared to the ALC group. Still, 

for the TAB group we observed a significant decreases from ALT enzyme (P = 0.020). 
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Creatinine was increased in ALTB group (P = 0.021). Regarding hepatic morphological 

changes, we found an increase in necrosis markers from ALC, TAB and ALTB than 

CTR rats. We also showed increased swelling in the TAB and ALTB groups and 

perivascular infiltrate in ALTB group. Regarding the changes on renal tissue, we also 

observed necrosis for all groups. Vacuolization were significant higher in ALTB than 

ALC group. Thus, we may conclude that cigarette smoke interferes with the body 

weight gain and retroabdominal fat deposition. Additionally, the chronic use of 

moderate doses of alcohol, exposure to cigarette smoke or their combined use is 

damaging to the hepatic and renal tissues. The risk of liver damage was higher by 

alcohol, while the risk of kidney damage was higher for cigarette smoke. The 

combination of these two drugs of abuse appears to contribute to increased risk of 

kidney damage. 

 

Keywords: ethanol, tobacco, liver, kidney, drug abuse 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Álcool e cigarro são as drogas lícitas mais consumidas no mundo, embora 

existam políticas nacionais e internacionais para a redução do seu consumo. Segundo a 

Organização Mundial da Saúde (OMS, 2014), o uso abusivo de álcool é responsável por 

mais de 3,3 milhões de mortes anualmente, estando ele associado ao aumento de risco 

de mais de 60 diferentes tipos de doenças. Ainda mais alarmantes são os resultados para 

o cigarro. Cerca de 6 milhões de pessoas morrem em consequência do uso crônico dessa 

droga por ano, projetando-se uma morte a cada 6 segundos (OMS, 2014). Globalmente, 

12% de todas as mortes de indivíduos maiores de 30 anos podem ser atribuídas ao 

cigarro (OMS, 2014). Apesar dessas estatísticas alarmantes, há muito poucos estudos 

avaliando as consequências do uso associado do álcool e do cigarro.  

No Brasil, 53% da população adulta admite beber e desse, 24% bebem de modo 

frequente e pesado, isto é, consomem mais de 60 g de álcool puro, pelo menos uma vez 

na semana, os outros 29% bebem com menor frequência e em doses leves a moderadas 

(beber seguro) (LARANJEIRA et al., 2007).  

Levantamento em 27 cidades brasileiras mostrou que a frequência de adultos 

fumantes em 2013 era de 11,3%, sendo maior no sexo masculino (14,4%) do que no 

feminino (8,6%). A frequência de fumantes, independentemente do sexo, foi menor 

entre jovens adultos até 25 anos ou após os 65 anos. Porto Alegre, dentre as capitais 

estudadas, apresentou a maior prevalência, com 16,5% de fumantes (BRASIL, 2014). 

Estima-se que, no Brasil, o tabagismo seja responsável por mais de 200.000 mortes/ano 

(BRASIL, 2014). 

Estudos mostram que mais de 90% dos indivíduos dependentes de álcool são 

fumantes e que alcoolistas “pesados” fumam mais que indivíduos não alcoolistas 
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(MEYERHOFF et al., 2006). Portanto, a associação dessas duas drogas pode ser ainda 

mais deletéria à saúde humana e se esta fosse considerada nas estatísticas poderia 

aumentar ainda mais as projeções de risco de doença e morte.  

O alcoolismo é considerado uma doença crônica e, de acordo com a frequência 

de uso e dose, está associado a doenças hepáticas, cardiovasculares, renais, 

gastrintestinais e psiquiátricas (SISSON, 2007). Embora doses moderadas de álcool 

apresentam efeito antioxidante e cardioprotetor (LI E FORSTERMANN, 2012), o  uso 

crônico e excessivo de álcool está associado a efeito tóxico sobre diferentes órgãos e é 

uma das principais causas de doença hepática (LONGO et al., 2012). Esteatose 

alcoólica, hepatite alcoólica e cirrose são doenças prevalentes entre alcoolistas 

“pesados”. Esteatose hepática também é comum entre bebedores compulsivos tipo 

“binge” além de bebedores crônicos, acometendo mais de 90% dos indivíduos  

(LONGO et al., 2012). Menor percentagem de bebedores pesados progride para hepatite 

alcoólica, um estágio anterior ao da cirrose. Estudos mostram que cirrose associada ao 

consumo excessivo de álcool tem aumentado na última década no Reino Unido e 

Rússia, mas diminuiu em muitos países desenvolvidos, incluindo os Estados Unidos 

(LONGO et al., 2012). Embora o álcool apresente efeito hepatotóxico direto, apenas 10 

a 20% dos alcoolistas irão desenvolver hepatite alcoólica. A explicação para este 

aparente paradoxo são as interações complexas de fatores facilitadores e/ou protetores, 

relacionadas à dose, frequência de consumo, dieta, gênero, predisposição genética, entre 

outros (LONGO et al., 2012). 

Após rápida absorção pelo trato digestório, o álcool é metabolizado pela enzima 

álcool desidrogenase (ADH) no fígado, transformando-se no acetaldeído, um metabólito 

inativo, porém tóxico. O acetaldeído, por sua vez, sofre oxidação, produzindo acetato e 

superóxido. O aumento da atividade metabólica hepática por enzimas do sistema P450 
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aumenta a produção de espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio, potencializando os 

efeitos tóxicos do álcool em decorrência do desequilíbrio entre mediadores pró e 

antioxidantes (SCOTT et al., 2000). 

O uso crônico de álcool também está associado a disfunção tubular e 

insuficiência renal (ADEWALE E IFUDU, 2014). Embora não completamente 

esclarecidos estudos apontam que o álcool e seu metabólito tóxico, o acetaldeído, 

promovem dano à membrana celular do néfron, reduzindo a síntese de ácidos graxos 

poli-insaturados, fosfolipídios e colesterol, por mecanismos inflamatórios e pró-

oxidantes (ADEWALE E IFUDU, 2014). Isso resulta em desequilíbrio eletrolítico, com 

aumento da reabsorção do sódio pelo túbulo proximal e alça de Henle e redução da 

secreção de potássio (VAMVAKAS et al., 1998; ADEWALE E IFUDU, 2014).    

Uma outra droga de abuso que tem impacto negativo sobre a sociedade é o 

tabaco. O tabagismo, como mencionado, também está associado ao aumento da taxa de 

morbidade e mortalidade e é uma das principais causas de doença cardiovascular, 

incluindo infarto do miocárdio e morte súbita, doença cerebrovascular, doença vascular 

periférica, doença pulmonar obstrutiva crônica e câncer em muitos tecidos, incluindo 

pulmão, laringe, cavidade oral, esôfago, bexiga, rim, pâncreas e colo do útero 

(FELDMAN, CHRISTENSEN E SATTERFIELD, 2014). Fumar está associado a risco 

aumentado de cirrose hepática, independente da ingestão de álcool (DAM et al., 2013). 

E ainda, fumante ativo e passivo também tem maior chance em desenvolver esteatose 

hepática não alcoólica (LIU et al., 2013). 

Estudos mostram que o cigarro pode impactar a incidência, gravidade e curso 

clínico de muitos tipos de doenças hepáticas crônicas, incluindo carcinoma 

hepatocelular, mesmo que a fumaça não entre em contato direto com o fígado (EL-

ZAYADI, 2006; ALTAMIRANO E BATALLER, 2010). Como doenças hepáticas 
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crônicas são comumente associadas a inflamação crônica e estresse oxidativo no 

parênquima hepático, é possível que os constituintes presentes na fumaça do cigarro 

sejam responsáveis por estimulação desses fatores de modo indireto.  

Fumar também tem um impacto negativo sobre a função renal, sendo um dos 

mais importantes fatores de risco para câncer e outras patologias (BLACK et al., 1983; 

Jaimes et al., 2009). Estudos em roedores mostram que a exposição crônica à fumaça do 

cigarro aumenta fibrose renal após 6 meses de exposição, 2 horas/dia (BOOR et al., 

2009). Em seres humanos, fumar aumenta a excreção renal de albumina e promove 

insuficiência renal, especialmente entre indivíduos hipertensos, idosos ou com doença 

renal preexistente (ORTH, 2004). O tabagismo é particularmente prejudicial para 

pacientes transplantados, acelerando também a progressão da doença cardiovascular 

aterosclerótica (TOZAWA et al., 2002; ORTH, 2004).  

Já foram identificadas mais de 4.700 substâncias na fumaça produzida pela 

queima da folha de tabaco (GEISS E KOTZIAS, 2007). Essas substâncias formam uma 

mistura complexa, dinâmica e reativa distribuída numa fase gasosa e numa fase 

particulada. Podem ser encontrados na fase gasosa: monóxido de carbono, amônio, 

cetonas, formaldeído, acetaldeído e acroleína e na fase particulada: nicotina e alcatrão 

(GEISS E KOTZIAS, 2007; TALHOUT et al., 2011). O alcatrão concentra pelo menos 

43 substâncias carcinogênicas incluindo arsênico, níquel, benzopireno, cádmio e 

chumbo (TALHOUT et al., 2011). Todos esses constituintes, absorvidos pela via 

pulmonar, são metabolizados pelo fígado e excretados pelos rins. 

Embora se considere os efeitos deletérios do álcool e do tabaco, isoladamente, 

sobre a saúde humana, pouco se sabe sobre os efeitos de sua associação. Alguns poucos 

estudos mostram que o risco de câncer de pescoço é 3 vezes maior quando do consumo 

associado de álcool e tabaco (HASHIBE et al., 2009; LEE E HASHIBE, 2014). 
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Também a exposição crônica à fumaça de cigarro, concomitante à administração de 

álcool, em camundongos aumenta em 10 vezes o risco de dano hepático, representado 

por esteatose hepática, necrose e vacuolização (BAILEY et al., 2009). No entanto, 

efeito da associação de álcool e tabaco sobre o rim são desconhecidos. 

Os danos globais produzidos por essas duas substâncias são explicados pelo seu 

efeito direto sobre a célula, no caso do álcool, ou indiretamente, pela presença de 

substâncias tóxicas, provenientes do metabolismo do álcool no organismo, ou da 

inalação dos constituintes gasosos e particulados presentes na fumaça do cigarro 

(NEIMAN, 1998; DAS E VASUDEVAN, 2007; STORR et al., 2010). Um estudo 

mostra que a função renal está diminuída, evidenciada pela redução do volume urinário, 

em ratos administrados cronicamente ao álcool e à nicotina (COOPER, 2007), porém 

não há estudos avaliando o efeito da associação entre álcool e fumaça do cigarro.   

Marcadores bioquímicos plasmáticos são úteis para avaliar dano tecidual. 

Variações na concentração de enzimas como a aspartato e a alanina aminotransferases 

(AST e ALT) são rotineiramente utilizadas para avaliação de processos infecciosos, 

bem como lesão hepática e cardíaca, embora estejam amplamente distribuídas em outros 

tecidos como rins, pâncreas, músculo esquelético, entre outros. Enquanto a ALT é 

encontrada principalmente no citoplasma, a AST também está expressa nas 

mitocôndrias. Quando ocorre uma ruptura da membrana plasmática do hepatócito, as 

concentrações séricas destas duas enzimas se elevam, indicando dano nesse tecido 

(DEVARAJ et al., 2011). 

Enquanto AST e ALT são indicadores de dano hepático, ureia e creatinina são 

indicadores de função renal. Uso crônico de álcool ou tabaco, respeitados parâmetros 

como tempo e frequência de uso, doenças cardiovasculares associadas, idade, genética, 

entre outros, aumenta a concentração desses marcadores bioquímicos, revelando 
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potencial dano hepático e renal (CHAN-YEUNG et al., 1981). Em alcoolistas, o 

aumento da AST e da ALT precedem aumento de creatinina e ureia, indicando que 

alterações da creatinina e ureia apresentam relação direta com a frequência diária e 

tempo de uso ao longo da vida, estando ainda mais elevada em usuários “pesados” 

(MAJUMDAR et al., 1982; JANG et al., 2012). Em tabagistas, dano renal com 

proteinúria e microalbuminúria, são acompanhadas pelo aumento de ureia e creatina 

plasmática (PINTO-SIETSMA et al., 2000; TOZAWA et al., 2002; ORTH, 2004). 

Dano renal em fumantes está associado não apenas a afeito nefrotóxico, mas também ao 

aumento da pressão arterial e intraglomerular aguda e crônica, associadas a disfunção 

das células endoteliais renais (ORTH, 2004). Disfunção renal está intimamente 

relacionada com tempo de uso e número de cigarros fumados por dia (TYLICKI et al., 

2006).  

Além desses marcadores bioquímicos de dano celular, é possível observar lesão 

através de alterações na estrutura celular hepática e renal. Essa observação é realizada 

através da histologia, onde se visualiza diversos marcadores como, por exemplo, 

vacuolização citoplasmática, presença de infiltrado inflamatório e até mesmo áreas de 

necrose ou tecido em fase de esteatose hepática. Segundo a Organização Mundial da 

Saúde, só no Brasil, a esteatose hepática gera cerca de 34 óbitos/100000 habitantes 

(OMS, 2014).  
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2. HIPÓTESE  

 Uma vez que álcool e tabaco, isoladamente, promovem dano tecidual, nós 

propomos que a exposição concomitante a essas duas drogas de abuso potencializa esse 

dano, determinado por alterações estruturais no tecido hepático e renal e confirmados 

por marcadores plasmáticos de dano tecidual.   
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3. OBJETIVOS  

 

3.1 Gerais 

 

Avaliar alterações hepáticas e renais em ratos expostos ao álcool, fumaça de cigarro 

ou sua associação. 

3.2 Específicos  

 

 Avaliar alterações morfológicas no fígado e rins de ratos expostos cronicamente ao 

álcool, fumaça do cigarro ou à sua associação;  

 Avaliar alterações de marcadores bioquímicos de dano hepático (AST e ALT) e 

renal (ureia e creatinina) em ratos expostos cronicamente ao álcool, fumaça do 

cigarro ou à sua associação; 

 Determinar variações de parâmetros morfométricos como peso corporal, índice de 

Lee, peso de tecidos como fígado, rins e gordura retroabdominal, em ratos expostos 

cronicamente ao álcool, fumaça de cigarro ou à sua associação.   
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Animais  

Foram utilizados 40 ratos Wistar, machos, adultos, com peso corporal entre 290 

e 310g, provenientes do Centro de Reprodução e Experimentação de Animais de 

Laboratório (CREAL), da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e 

alojados no Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia. Os animais foram 

agrupados (n = 5) em caixas de polipropileno (33 x 17 x 40 cm), sob condições ideias 

de iluminação (ciclo claro-escuro de 12 horas: 7:00-19:00h), temperatura (22 ± 2º C) e 

umidade (55%). Durante todo o experimento, os animais tinham livre acesso à água e 

alimento e eram pesados a cada 2 ou 3 dias para ajuste das doses. O projeto foi 

aprovado pelo CEU/UFRGS sob o número 25022.  

 

4.2 Soluções e exposição à fumaça do cigarro 

A solução alcoólica foi preparada com etanol (99%, Merck, São Paulo, Br) na 

concentração de 20% (m/v) diluído em solução glicosada a 3% ou 8% e administrado 

via intragástrica na concentração de 2 g/kg. Os animais controle recebiam apenas 

solução glicosada no mesmo volume de 10 mL/kg administrado aos ratos tratados com 

solução alcoólica. As soluções eram preparadas 2 vezes por semana e armazenadas sob 

refrigeração, em frasco âmbar, bem fechado. A adição de glicose à solução alcoólica se 

faz necessário para ajuste calórico e aumento da palatabilidade da solução alcoólica. Em 

trabalho prévio em nosso laboratório observamos que essa concentração de glicose não 

é suficiente para alterar comportamento exploratório ou alimentar em ratos (dados em 

preparação para publicação). A dose de 2g/kg foi definida com base em outros estudos 

(GENTRY-NIELSEN et al., 2004; WISNIEWSKA et al., 2013) e resultados anteriores 
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de nosso laboratório (WIECZOREK E GOMEZ, 2013). A opção pela administração do 

álcool por via intragástrica ao invés de administração na água de beber ou na dieta se 

justifica porque na água ou na dieta não há controle sobre o consumo individual de cada 

animal (WIECZOREK E GOMEZ, 2013). O número de animais foi calculado com base 

em estudos anteriores utilizando-se o número mínimo de animais necessários para 

obtenção de resultado estatístico (WIECZOREK E GOMEZ, 2013). 

A exposição à fumaça do cigarro ocorreu em câmaras de vidro, hermeticamente 

fechadas (50 30 30 cm) (Figura 1), com fluxo de ar de 10 L/min, mantido constante 

por bomba de vácuo (PEREIRA et al., 2007). Nessas câmaras, os animais eram 

agrupados em número de 5 e expostos à fumaça de cigarro comercial ou ao ar ambiente, 

de acordo com o grupo ao qual pertenciam. Segundo o fabricante, cada cigarro contém 

0,8 mg de nicotina.  

 

4.3 Procedimento experimental   

Inicialmente os animais foram subdivididos em 4 grupos (n = 10/grupo): controle 

(CTR), administrados com álcool (ALC), expostos à fumaça do cigarro (TAB) ou sua 

associação (ALTB). Os animais do grupo CTR e do grupo TAB recebiam solução 

glicosada 8% por via intragástrica (IG) no volume de 10 mL/kg; os animais do grupo 

ALC e ALTB, eram administrados com 2 g/kg (20% p/v) de álcool, diluído em solução 

glicosada a 3%, também via IG. Logo após essa administração, os animais eram 

colocados em câmaras de vidro herméticas contendo um orifício de entrada e um de 

saída, com ventilação controlada por uma bomba de vácuo (Figura 1). Para as câmaras 

dos animais dos grupos CTR e ALC, se fazia circular ar ambiente, enquanto que para os 

grupos TAB e ALTB se fazia circular fumaça de cigarro.  
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Figura 1: Câmaras herméticas para exposição à fumaça do cigarro ou ar ambiental 

                                

Pela manhã, as 9:00 h, após administração de solução glicosada ou álcool, os 

animais dos grupos TAB e ALTB eram expostos à fumaça produzida pela queima de 6 

cigarros, com intervalo de 10 minutos entre eles (Esquema 1). Esse procedimento 

perdurava por 2 h e se repetia à tarde, iniciando as 14:00 h, com intervalo mínimo de 2 h 

entre as exposições.  

 

Esquema 1: Distribuição da exposição temporal à fumaça do cigarro em cada turno. 

                                       Glicosada, IG ou 

               Álcool 2g/kg, IG 
             

2 h 
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No 29º dia os ratos foram eutanasiados em guilhotina e o sangue troncular foi 

coletado. Após a coleta de sangue, fígado e rins foram dissecados, pesados e 

armazenados em solução fixadora (paraformaldeído 4%) para posterior processamento 
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histológico. O sangue coletado foi centrifugado (3500xg, 10 mim) centrifuga 

Centribio® e o soro foi fracionado e armazenado à -80º C, para posterior determinação 

dos parâmetros bioquímicos (transaminases, ureia e creatinina).  

 

4.4 Análises morfológicas 

 Prévio ao armazenamento em solução de paraformaldeído 4%, fígado e rim 

foram cortados em pequenas peças para permitir melhor distribuição do fixador. Após 

48 horas, as peças foram colocadas em potes com álcool a 70% onde permaneceram por 

4 dias. Foram então processadas de acordo com a técnica histológica convencional, isto 

é, os tecidos foram inicialmente desidratados com diferentes concentrações de soluções 

alcoólicas, passaram por clareamento com xilol e foram então impregnados com 

parafina, procedimento realizado com equipamento histotécnico automatizado. 

Posteriormente, os órgãos foram incluídos em parafina contendo polímeros plásticos 

(Paraplast®, Sigma Aldrich, São Paulo, SP). Os tecidos foram então seccionados com 

micrótomo em fatias de 4 m de espessura, com intervalo de 50 m entre os cortes, 

sendo dispostos 4 cortes por lâmina. Cada lâmina foi corada com hematoxilina e eosina 

para avaliação das alterações morfológicas produzidas pela exposição crônica ao álcool, 

fumaça do cigarro ou sua associação. As alterações foram identificadas em microscópio 

ótico, com aumento de 100X e 400X, por avaliador treinado e cegado para os grupos. 

Foram observados e quantificados 10 campos de cada corte (60 campos por animal) 

pela atribuição de escores que foi padronizado de 0 até 3, sendo 0: ausência de 

alteração, 1: leve alteração, 2: alteração moderada e 3: alteração severa.  Ao final da 

análise, determinou-se a moda do escore de cada animal para os diferentes parâmetros 

morfológicos. Para o tecido hepático foram consideradas alterações como: presença de 

células inflamatórias, degeneração hidrópica, tumefação celular, alargamento sinusoide, 
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congestão vascular, infiltrado perivascular e necrose (KUEHNEL, 2003; PIRES, 

TRAVASSOS E GARTNER, 2004). Para o rim, foram considerados os seguintes 

parâmetros: espaço de filtração aumentado ou reduzido, tumefação cortical e medular, 

congestão vascular cortical, vacuolização citoplasmática, presença de células 

inflamatórias, dilatação do túbulo contorcido distal, presença de material hialino e 

necrose (KUEHNEL, 2003; PIRES, TRAVASSOS E GARTNER, 2004). 

 

4.5 Determinação de medidas ponderais 

  Durante a realização do experimento, os animais foram pesados duas a três 

vezes por semana não apenas para ajuste de dose, mas também para a avaliação dos 

tratamentos sobre a variação temporal de peso corporal. Ao final do experimento, além 

do peso corporal, foi mensurada a estatura do animal (comprimento naso-anal) para a 

determinação do índice de massa corporal para roedores (Índice de Lee = raiz cúbica do 

peso corporal (g)/ comprimento naso-anal (cm) x 10 (BERNARDIS E PATTERSON, 

1968). Como mencionado anteriormente os tecidos hepático (total) e renal (apenas o rim 

direito) foram pesados após a eutanásia para determinação de alterações do peso 

absoluto e do peso relativo dos órgãos, sendo o peso relativo considerado pela relação 

peso do órgão, dividido pelo peso corporal, multiplicado por 100. 

 

4.6 Avaliação de parâmetros bioquímicos 

 As concentrações séricas da aspartato aminotransferase (AST), alanina 

aminotransferase (ALT), bem como creatinina e ureia foram determinadas por método 

colorimétrico ou enzimático em aparelho automatizado (CT 600 I, Labimbráz, Buenos 

Aires, Argentina), utilizando-se kits comerciais (Wiener, Buenos Aires, Argentina). 
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4.7 Análise estatística 

 Parâmetros bioquímicos, peso absoluto e relativo dos órgãos, bem como peso 

inicial e final e ganho ponderal de peso foram avaliados por análise de variância 

(ANOVA) de duas vias, considerando-se como fatores, o tratamento com álcool e a 

exposição à fumaça do cigarro. Para avaliação das variações semanais de peso foi 

utilizada ANOVA de medidas repetidas. Ambos os testes foram seguidos do teste de 

Tukey para determinação da diferença entre os grupos. Para análise das alterações 

morfológicas, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, considerando-se a moda do escore 

de cada animal para os diferentes parâmetros morfológicos. Sucedeu-se a esse teste o 

teste de Dunn para identificação da diferença entre os grupos. Os resultados foram 

representados como média ± erro padrão, sendo considerados significativos quando o 

valor de P era menor do que 0,05. O software utilizado para as análises foi o Sigma Stat 

(Jandel Cientific Co., San Jose, CA – 11.0). 
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5. RESULTADOS  

5.1 Variação de peso corporal  

Para avaliar a interferência da exposição crônica ao álcool, fumaça do cigarro ou 

sua associação sobre o peso corporal dos animais ao longo do experimento, foram feitas 

pesagens periódicas. Aumento de peso semanal foi avaliado por ANOVA de medidas 

repetidas ao longo das quatro semanas de exposição. Observamos que a exposição à 

fumaça do cigarro reduziu de modo significativo o incremento de peso dos animais (F 

(3,88) = 4,46, P = 0,011; Figura 1). Embora também se observou um menor incremento 

de peso para os animais tratados com a associação ALTB, não observamos diferença 

significativa desse grupo quando comparados aos grupos ALC e CTR.  

   

 

Figura 2: Ganho de peso semanal (g) dos ratos expostos ao álcool (ALC), fumaça de 

cigarro (TAB) ou sua associação (ALTB). n = 10/grupo; ANOVA-duas vias de medidas 

repetidas; resultados expressos como média ± erro padrão; * diferente do grupo CTR. 
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Considerando-se apenas os pesos inicial e final, observamos que o aumento de 

peso para os grupos CTR e ALC foi de aproximadamente 15% (P < 0,001, Tabela 1). 

Os grupos TAB e ALTB aumentaram apenas 7% e 8% do peso inicial, respectivamente 

(P < 0.001). Portanto, os ratos do grupo TAB tiveram um ganho de peso cerca de 3 

vezes menor quando comparado com o grupo CTR. 

No entanto, considerando o índice de Lee, que avalia o peso corporal em relação 

à estatura, similar ao índice de massa corporal (IMC) em humanos, não observamos 

diferença significativa entre os grupos (Tabela 1).  

 

Tabela 1: Determinação de peso corporal inicial e final, variação de peso total e 

ponderal, e índice de Lee dos ratos expostos ao álcool (ALC), fumaça de cigarro (TAB) 

ou sua associação (ALTB). 

 

Peso corpóreo 

inicial (g) 

 Peso corpóreo 

final (g) 

Ganho de 

peso (g) 

Ganho peso 

ponderal (%) 

Índice de 

Lee 

CTR 310,55±7,73 371,37±4,88 49,00±3,06 16,94±1,13 3,07±0,02 

ALC 315,25±4,75 340,44±12,08 38,00±4,66 15,33±0,60 3,06±0,03 

TAB 305,12±6,46 321,00±7,93* 15,87±3,20# 6,65±1,16# 3,03±0,03 

ALTB 312,00±4,41 337,66±5,99* 23,44±2,65# 8,20±0,90# 3,10±0,02 

Valores representados em média ± erro padrão (n=9-10/grupo). ANOVA de duas vias + 

Tukey. *diferente do CTR; # diferente do CTR e ALC. 

 

5.2 Variação de peso de diferentes tecidos corporais 

Ao final do experimento, também avaliamos o efeito da exposição crônica ao álcool 

e à fumaça do cigarro sobre o peso do fígado, rins e gordura retroabdominal.  

Encontramos redução significativa no peso absoluto do peso do fígado (F(1,38) = 3,17; P 

= 0,038) e da gordura retroabdominal (F(3,38) = 4,08; P = 0,015), porém sem diferença 

para o grupo ALTB (Tabela 2). A redução do peso absoluto do rim foi observado para 

qualquer grupo (ALC, TAB e ALTB, F(3, 38) = 5,35; P = 0,004, Tabela 2).  
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No entanto, quando o peso do órgão foi considerado em relação ao peso corporal, 

não observamos diferenças entre os grupos, exceto para o peso relativo da gordura 

retroabdominal, para a qual observamos uma redução significativa do grupo TAB 

comparado ao grupo ALC (F(3, 38) = 3,836 P = 0,019; Tabela 2).  

 

Tabela 2: Peso absoluto (g) e relativo (g/100g) do fígado, rim e gordura retroabdominal 

dos ratos expostos ao álcool (ALC), fumaça de cigarro (TAB) ou sua associação (ALTB).  

 Peso do Fígado Peso do Rim 
Peso da gordura 

retroabdominal 

Grupo 
 Absoluto 

 (g) 

Relativo 

 (g/100g) 

 Absoluto 

 (g) 

Relativo 

 (g/100g) 

 Absoluto 

 (g) 

Relativo 

 (g/100g) 

CTR 11,88±0,31 3,20±0,09  1,33±0,04 0,35±0,008 4,48±0,38 1,23±0,10 

ALC 10,96±0,64 3,20±0,10 1,20±0,03* 0,35±0,008 4,81±0,50 1,37±0,10 

TAB 10,05±0,35* 3,12±0,05 1,19±0,01* 0,37±0,007   2,90±0,45#   0,88±0,13# 

ALTB 11,24±0,22 3,33±0,06 1,17±0,02* 0,35±0,010 3,61±0,33 1,06±0,08 

Valores representados em média ± erro padrão (n=9-10/grupo). ANOVA de duas vias + 

Tukey. * diferente do CTR; # diferente do ALC. 

 

 

5.3 Alterações bioquímicas 

 Com o objetivo de avaliar dano hepático pelo uso de álcool, fumaça de cigarro 

ou sua associação investigamos alterações nas enzimas AST e ALT, dois marcadores de 

disfunção hepática. Sob nossas condições experimentais, não observamos alteração da 

concentração sérica da enzima AST (F(3,31) = 2,62; P = 0,071; Figura 4).  
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Figura 3: Efeito da administração crônica de álcool (ALC), exposição à fumaça do 

cigarro (TAB) ou sua associação (ALTB) sobre a concentração da enzima aspartato 

aminotransferase (AST) no soro de ratos. ANOVA-2 via + Tukey. Média ± erro padrão 

(n= 7-9/grupo). 

 No entanto, para a enzima ALT, observamos uma redução significativa no grupo 

TAB em relação ao grupo CTR (F(3,32) = 3,85; P = 0,020) (Figura 5).  

 

Figura 4: Efeito da administração crônica de álcool (ALC), exposição à fumaça do 

cigarro (TAB) ou sua associação (ALTB) sobre a concentração de enzima alanina 

aminotransferase (ALT) no soro de ratos. ANOVA-2 via + Tukey. Média ± erro padrão 

(n = 7-8/grupo). * diferença significativa em relação ao CTR (P = 0,020).  
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 Com o objetivo de avaliar dano renal foram determinadas as concentrações de 

creatinina e ureia, dois biomarcadores da função renal. Nossos resultados não 

mostraram alteração na concentração de ureia (Figura 6). Porém, observamos aumento 

significativo da concentração de creatinina do grupo ALTB comparado com o grupo 

ALC (Figura 7).   

 

 

Figura 5: Efeito da administração crônica de álcool (ALC), exposição à fumaça do 

cigarro (TAB) ou a sua associação (ALTB) sobre os níveis séricos de Ureia, em ratos. 

ANOVA-2 vias + Tukey. Média ± erro padrão (n=8/grupo). 

 

Figura 6: Efeito da administração crônica de álcool (ALC), exposição à fumaça do 

cigarro (TAB) ou a sua associação (ALTB) sobre a concentração sérica de creatinina, 

em ratos. ANOVA-2 vias + Tukey. Média ± erro padrão (n=8/grupo). * diferença 

significativa em relação ao ALC  (P=0,021). 
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5.4 Alterações morfológicas  

 Considerando os efeitos do álcool, fumaça de cigarro e sua associação sobre 

diferentes parâmetros morfológicos nos tecidos hepático e renal, observamos aumento 

de marcadores de necrose para os animais dos grupos ALC, TAB ou ALTB no tecido 

hepático, quando comparados ao CTR (Figura 7A-D).   

 Teste de Kruskal-Walis identificou aumento de tumefação nos grupos TAB e 

associação ALTB quando comparado ao CTR (P = 0,031). Grau de severidade 

moderado (escore 2) a severo (escore 3) foi observado apenas no grupo ALC.  

Associação ALTB (P = 0,005) também foi determinante para o aparecimento de 

infiltrado inflamatório no tecido hepático dos animais (Figura 7A-D).  Para os demais 

parâmetros não observamos diferença significativa.  

 

Figura 7: Efeito da administração crônica de álcool (ALC), exposição à fumaça do 

cigarro (TAB) ou a sua associação (ALTB) sobre o tecido hepático. Coloração: 

hematoxilina – eosina. Aumento 400X.  A: grupo CTR, mostrando ausência de 
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alteração histológica. B: grupo ALC, mostrando áreas de necrose (setas pretas) e 

tumefação celular (cabeça da seta). C: grupo TAB, mostrando áreas de necrose (setas 

pretas D: grupo ALTB, mostrando áreas de necrose (setas pretas), células em estado de 

tumefação (cabeça da seta) e infiltrado inflamatório perivascular (setas amarelas). 

  

 Conforme descrito na metodologia, as alterações morfológicas foram 

quantificadas de acordo com a intensidade, considerando-se escores que variavam de 

ausente (0), leve (1), moderado (2) e severo (3). Com o objetivo de explorar um pouco 

mais nossos resultados, apresentamos na Tabela 3 o escore atribuído aos diferentes 

grupos de animais. Nela, observamos que mesmo os ratos do grupo CTR apresentavam 

algum grau de alteração morfológica no tecido hepático, decorrente de processos 

fisiológicos naturais.  

Tabela 3: Avaliação histológica do tecido hepático de ratos expostos cronicamente ao 

álcool (ALC), fumaça de cigarro (TAB) ou sua associação (ALTB). n = 8/grupo. 

Kruskal-Wallis + Dunn. P < 0,05 apresentado em negrito.  

 

Escores: 0 = ausência; 1 = leve; 2 = moderado; 3 = severo. a: TAB e ALTB diferentes de CTR; 

b: ALTB diferente do CTR; c: todos são diferentes do CTR. 

 

Parâmetros  CTR ALC TAB ALTB 
  

P  
  Intensidade  

  0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3   

Células inflamatórias 0 2 6 0 0 0 7 1 0 0 8 0 0 0 8 0  0,101 

Degeneração hidrópica 7 1 0 0 5 1 1 1 4 4 0 0 5 1 1 1  0,489 

Tumefação Celular 6 2 0 0 2 4 1 1 1 7 0 0 1 7 0 0 0,031a 

Alargamento sinusoides 4 4 0 0 3 4 1 0 5 3 0 0 5 2 0 1  0,712 

Congestão vascular 2 6 0 0 0 6 2 0 0 8 0 0 0 7 1 0 0,079 

Infiltrado perivascular  2 5 1 0 0 4 4 0 1 4 3 0 0 1 6 1  0,014b 

Necrose 2 5 1 0 0 2 4 2 0 1 6 1 0 2 5 1 0,013c 
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 Embora nenhum animal do grupo CTR tenha apresentado escore 3 para qualquer 

das alterações estudadas, 6 deles apresentaram células inflamatórias, um apresentou 

infiltrado perivascular e outro apresentou necrose. Do total de animais do grupo CTR, 

esse número representa 15% de chance de apresentar alteração morfológica com escore 

moderado. No entanto, quando consideramos o número de indivíduos expostos 

cronicamente à fumaça do cigarro, observamos que esse risco duplica, isto é, 30% dos 

indivíduos do grupo TAB apresentam escore entre moderado e severo. Para os grupos 

ALC e ALTB, esse risco triplica, com 45% desses animais apresentando escores entre 

moderado e severo. Essas diferenças foram mais marcantes para as alterações de 

necrose, tumefação e infiltrado perivascular. Para esse último parâmetro, em particular, 

observamos que apenas um animal do grupo CTR apresentava escore 2, enquanto que 

para os grupos ALC e TAB, 4 e 3 animais apresentavam esse mesmo escore, 

respectivamente. Já no grupo ALTB, 6 animais apresentavam grau de dano moderado e 

1 apresentava grau severo, indicando maior aparecimento de infiltrado perivascular no 

grupo associação ALTB.    

 Também com respeito a tabela acima, considerando o parâmetro de necrose, 

apenas 1 animal do grupo TAB e 1 do grupo ALTB apresentaram necrose severa, 

comparados a 2 animais do grupo ALC, sugerindo maior dano hepático produzido pelo 

álcool.  

 Ainda em relação ao tecido hepático, observamos a ocorrência de um quadro 

característico de desenvolvimento de esteatose hepática em dois animais do grupo ALC 

(Figura 8). 
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Figura 8: Fotomicrografia hepática de animal do grupo ALC. Alteração hepática 

sugestiva de esteatose. Vacúolos lipídicos ocupam a maior parte do citoplasma dos 

hepatócitos, que empurram o núcleo e as demais organelas para a periferia da célula 

(setas pretas). Aumento 400x.  

 

O mesmo tipo de análise foi empregado para avaliar o efeito do álcool, fumaça 

do cigarro ou sua associação sobre alterações morfológicas no tecido renal, embora os 

parâmetros morfológicos para esse tecido sejam diferentes. Para esse órgão, observamos 

que a presença de vacuolização citoplasmática foi maior no grupo associação ALTB 

quando comparado ao grupo ALC (P = 0,031; Figura 9A-D). Necrose foi maior para os 

grupos ALC, TAB e ALTB quando comparados ao grupo CTR (PALC = 0,028, PTBC = 

0,010, PALTB = 0,001). Particularmente para esse parâmetro, o grupo ALTB (P = 0,044) 

apresentou maior escore que aquele do grupo ALC, indicando risco aumentado pela 

associação (Figura 9A-B).  
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Figura 9: Efeito da administração crônica de álcool (ALC), exposição à fumaça do 

cigarro (TAB) ou a sua associação (ALTB) sobre parâmetros morfológicos do tecido 

renal. Coloração: hematoxilina – eosina. Aumento 400x. A: grupo CTR, mostrando 

ausência de alteração histológica. B: grupo ALC, mostrando áreas de necrose (setas 

pretas). C: grupo TAB, mostrando áreas de necrose (setas pretas). D: grupo ALTB, 

mostrando áreas de necrose (seta preta) e vacuolização (seta amarela). 

 

 

Também para o tecido renal, análise global de todos os parâmetros analisados 

apresentados na Tabela 4, observamos que, mesmo sem intervenção, o grupo CTR 

apresentou 7,5% de chance de apresentar dano com grau moderado a severo. Porém, 

esse escore foi muito maior para os grupos ALC, TAB, ALTB. No grupo ALC o 

número de ratos que apresentaram esses escores subiu para 17,5%, enquanto que para os 

grupos TAB e associação, esse aumento foi de 21% e 30%, respectivamente. 

Considerando esses valores como proporção de risco, temos que a exposição ao álcool 
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aumenta em cerca de 2 vezes o risco de dano renal, enquanto TAB aumenta cerca de 3 

vezes e a associação ALTB aumenta em 4 vezes o risco. Também aqui, considerando 

apenas a coluna do escore 3 (dano severo), observamos que a fumaça do cigarro 

duplicou o risco de dano renal.      

   

Tabela 4: Avaliação histológica do tecido renal dos ratos expostos cronicamente ao 

álcool (ALC), fumaça de cigarro (TAB) ou sua associação (ALTB). n = 8/grupo. 

Kruskall Wallis + Dunn. P < 0,05 apresentado em negrito. 

Parâmetros  CTR ALC TAB ALTB  

P   Intensidade  

 

0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Espaço de filtração aumentado 7 1 0 0 8 0 0 0 6 3 0 0 5 2 1 1 0,075 

Espaço de filtração reduzido 5 1 1 1 3 5 0 0 6 1 2 0 7 2 0 0 0,637 

Tumefação celular cortical  6 2 0 0 4 4 0 0 7 2 0 0 4 4 1 0 0,277 

Tumefação celular medular 8 0 0 0 7 1 0 0 9 0 0 0 8 1 0 0 0,559 

Congestão vascular cortical 7 1 0 0 0 5 3 0 0 7 2 0 0 4 5 0 0,421 

Vacuolização citoplasmática  5 2 1 0 6 2 0 0 5 3 1 0 2 4 3 0 0,05a 

Células inflamatórias  0 8 0 0 0 6 2 0 0 8 1 0 0 6 3 0 0,471 

Dilatação túbulo contorcido distal  8 0 0 0 7 1 0 0 9 0 0 0 8 0 1 0 0,558 

Material hialino 1 5 2 0 0 4 3 1 0 5 4 0 5 4 0 0 0,57 

Necrose 2 5 1 0 0 3 5 0 0 2 5 2 0 1 7 1 0,003b 

Escores: 0 = ausência; 1 = leve; 2 = moderado; 3 = severo a:  ALTB diferente de ALC;  

b: Todos  os grupos diferentes do CTR. 
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6. DISCUSSÃO  

6.1 Efeitos do álcool, cigarro e sua associação sobre variações de peso 

No decorrer do nosso experimento avaliamos o ganho de peso dos animas 

expostos ao álcool, fumaça de cigarro ou a sua associação. Para esse parâmetro, ao final 

da quarta semana, observamos menor ganho de peso nos animais do grupo TAB. Esses 

resultados estão de acordo com o observado por Dundar e col, 2004, após expor ratos à  

fumaça de cigarro por 5 dias na semana, por 12 semanas (DUNDAR, KOCAK E 

CULHACI, 2004). Menor ganho corporal também foi observado em ratos expostos a 

fumaça de 20 cigarros/dia, 5 dias por semana, durante 8 semanas (ESQUIVEL et al., 

2014).   

 É possível que o menor ganho de peso nos ratos do grupo TAB e em menor 

proporção nos ratos do grupo associação ALTB, esteja relacionado com o aumento da 

taxa metabólica basal decorrente da necessidade do organismo de detoxificar mais de 

4.000 substâncias presentes na fumaça do cigarro (JENSEN ET AL., 1995; FILOZOF, 

FERNANDEZ PINILLA E FERNANDEZ-CRUZ, 2004; CHEN et al., 2005). Também 

a nicotina, responsável pela dependência química do cigarro, promove redução de peso 

corporal em humanos e roedores (FILOZOF, FERNANDEZ PINILLA E 

FERNANDEZ-CRUZ, 2004; CHEN et al., 2005). Evidências sugerem que a nicotina 

atue no sistema nervoso central, regulando o metabolismo energético por interferência 

direta sobre o hipotálamo. Nessa área, essa substância ativa proteínas cinase-AMP, 

diminuindo o apetite e aumentando a termogênese do tecido adiposo marrom, por 

estímulo sobre o sistema nervoso simpático, reduzindo o apetite e o peso (CHEN et al., 

2005; PISINGER E JORGENSEN, 2007; SEOANE-COLLAZO et al., 2014). A curto 

prazo, a nicotina aumenta o gasto energético e reduz o apetite, o que pode explicar por 
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que os fumantes tendem a ter menor peso corporal do que os não fumantes 

(CHIOLERO et al., 2008), justificando ainda porque a cessação do tabagismo é 

frequentemente seguida de ganho de peso.   

 Em nosso estudo, não mensuramos a ingestão alimentar dos animais, dessa 

forma não podemos inferir a redução do apetite, e consequentemente da alimentação. 

No entanto, ao avaliarmos o peso relativo da gordura retroabdominal, observamos uma 

redução significativa para o grupo exposto a fumaça de cigarro (TAB), podendo dessa 

forma inferir o efeito termogênico da nicotina em nossos achados. Os pesos relativos 

dos demais tecidos não apresentaram diferença significativa.  

 Em relação ao grupo que recebeu a associação entre álcool e cigarro, foco do 

nosso estudo, observamos da mesma forma, redução do peso corpóreo final, quando 

considerado peso inicial e final. Esse resultado pode ser atribuído justamente ao efeito 

termogênico da nicotina presente no cigarro, uma vez que não se deve ao efeito do 

álcool, pois já está bem esclarecido na literatura o seu aporte calórico e 

consequentemente ganho de peso dos indivíduos alcoolistas (LEVINE, HARRIS E 

MORGAN, 2000; YOKOYAMA et al., 2013).  

   

6.2 Efeito do álcool, cigarro ou a sua associação sobre dosagens bioquímicas  

As enzimas aminotransferases estão amplamente distribuídas nos tecidos 

humanos e seus níveis plasmáticos aumentam consideravelmente nas lesões ou 

processos infecciosos no fígado, rins, miocárdio, músculo esquelético, pâncreas, baço, 

cérebro, pulmões, entre outros tecidos (MOTTA, 2000). A ALT é encontrada 

principalmente no citoplasma, já a AST também é encontrada no citoplasma e ainda nas 

mitocôndrias. Doenças hepatocelulares, geralmente aumentam as enzimas plasmáticas 

alanina (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) (MOTTA, 2000), uma vez que a 
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ruptura da membrana plasmática do hepatócito libera essas enzimas para a corrente 

sanguínea, indicando dano celular (DEVARAJ et al., 2011).  

Embora os resultados esperados para essas enzimas no nosso estudo fossem de 

aumento significativo em função do dano observado pelos resultados da histologia, não 

observamos diferença entre os grupos para a dosagem da enzima AST. 

Surpreendentemente, observamos uma redução significativa da ALT no grupo TAB 

exposto a fumaça de cigarro. De acordo com alguns autores, o decréscimo nos valores 

de ALT e AST não tem significado clínico, a não ser em casos de degeneração celular 

grave e/ou processos crônicos, quando ocorre uma perda da função celular (MOTTA, 

2000; GONZÁLEZ, 2003). Resultados de histologia no nosso estudo não indicam 

degeneração celular grave nos animais do grupo TAB. Em função dos achados de 

redução dessas enzimas também em humanos, não acreditamos que seja algum artefato 

pela manipulação das amostras ou durante o processamento. No entanto, não temos 

explicação plausível para esse achado.  

Ainda que alguns estudos em humanos não tenham observado alterações na 

concentração da AST e ALT em tabagistas (WHITEHEAD, ROBINSON E 

ALLAWAY, 1996) e outros tenham mostrado ainda menor concentração da enzima 

AST em tabagistas “pesados” (CHAN-YEUNG et al., 1981), a maioria mostra aumento 

dessas duas enzimas tanto em tabagistas quanto alcoolistas, na dependência da 

frequência e concentração de uso, indicando potencial dano hepático (JANG et al., 

2012; ALSALHEN E ABDALSALAM, 2014). Em animais, esses resultados se 

repetem, com a maioria dos estudos mostrando aumento de AST e ALT por exposição 

crônica ao álcool, fumaça de cigarro ou sua associação (WATANABE et al., 1995; 

PEKMEZ et al., 2007), diferente do observado em nosso estudo. Diferenças na 

frequência e tempo de exposição podem justificar tais discrepâncias. 
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Marcadores de dano renal, creatinina e ureia também foram determinados nesse 

estudo. A creatinina é um produto da degradação da fosfocreatina no músculo e é 

geralmente produzida em uma taxa constante pelo organismo. A ureia, por outro lado, é 

sintetizada no fígado a partir da amônia proveniente do metabolismo dos aminoácidos. 

Fatores renais (pré-renal, renal e pós-renal) e extra-renais (ingestão de proteína) podem 

interferir no aumento da concentração sérica de ureia (MOTTA, 2000; GONZÁLEZ, 

2003). Nossos resultados mostram que a concentração plasmática de creatinina 

aumentou significativamente nos animais TAB, expostos a fumaça de cigarro, com uma 

tendência de aumento no grupo associação ALTAB. Ureia não mostrou diferença entre 

os grupos. Em roedores, a mensuração sérica de ureia constitui um indicador insensível 

de danos renais, sendo que a medida da creatinina é mais sensível e especifica para 

avaliar funcionamento renal (GONZÁLEZ, 2003). Portanto, nossos resultados da 

creatinina, associados aos dados da histologia são sugestivos de redução da taxa de 

filtração glomerular, indicando dano renal nos animais do grupo TAB. Esses resultados 

estão em acordo como o observado no resultado da histologia, com maior efeito 

deletério do tabaco sobre o tecido renal, evidenciado por necrose, embora não tenhamos 

observado alteração do peso do rim. Adicionalmente, esses resultados confirmam 

resultados em seres humanos que mostram que fumar induz dano renal, produzindo 

aumento da pressão arterial e intraglomerular, podendo, a longo prazo, produzir 

disfunção das células endoteliais renais (ORTH, 2004). Como a disfunção renal 

induzida pelo fumar está intimamente relacionada com o tempo de uso e o número de 

cigarros fumados por dia, confirmamos que nosso modelo mimetiza em parte o padrão 

humano de tabagismo (TYLICKI et al., 2006). 

No entanto, para o grupo ALC, não observamos alteração de creatinina e ureia. 

De fato, enquanto em ratos a administração de álcool, 1,6 g/kg, via gavagem, por 12 
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semanas aumenta as concentraçãos plasmáticas de ureia e creatinina (DAS et al., 2008), 

em seres humanos, o consumo de álcool está associado à redução da concentração 

desses marcadores (CHAN-YEUNG et al., 1981). Alterações na concentração 

plasmática de ureia e creatinina pelo álcool estão mais comumente associadas a dano 

renal induzido por complicações pelo uso crônico, como hipertensão, e não por dano 

direto do álcool sobre o tecido renal ou uso agudo (MAJUMDAR et al., 1982). 

 

6.3 Efeito do álcool, cigarro e sua associação sobre alterações na morfologia 

hepática 

Avaliando o efeito da administração crônica de álcool, exposição a fumaça do 

cigarro ou sua associação sobre o tecido hepático, observamos alterações significativas 

em três parâmetros: presença de tumefação celular, infiltrado inflamatório e necrose.  

Desses marcadores de dano, apenas necrose foi comum à exposição ao álcool 

(ALC) e à fumaça do cigarro (TAB e ALTB), uma vez que tumefação celular moderada 

a severa foi observada mais importantemente no grupo ALC e infiltrado perivascular, 

no grupo associação ALTB. 

Dentre essas alterações morfológicas, a tumefação representa resposta imediata 

da célula a uma agressão resultante de exposição do tecido a toxinas, infecções por 

bactérias ou vírus, isquemia, entre outras (PIRES, TRAVASSOS E GARTNER, 2004). 

Ao microscópio, as células apresentam-se aumentadas de volume, resultado da perda do 

equilíbrio hidroeletrolítico (PIRES, TRAVASSOS E GARTNER, 2004). Maior 

frequência e severidade de tumefação no tecido hepático dos ratos do grupo ALC indica 

resposta inflamatória aguda. Embora poucos estudos avaliem os parâmetros de modo 

individual, não descartamos que o álcool e seu metabólito tóxico, o acetaldeído, 

promovam resposta inflamatória, determinada pelo aumento do número de células em 
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estado de tumefação, mesmo após exposição crônica. Uso crônico de álcool está 

associado a retenção hídrica e desequilíbrio eletrolítico, não apenas por mecanismo 

relacionados a desregulação do controle da diurese pelo hormônio antidiurético (ADH), 

mas também por interferência sobre bombas de sódio e potássio presentes em células do 

tecido hepático e renal (ELISAF et al., 1994). De fato, retenção hídrica e eletrolítica, 

associadas à vasodilatação esplâncnica e vasoconstrição renal compensatória estão 

associadas à síndrome hepatorenal, uma comorbidade relativamente frequente em 

indivíduos cirróticos (ARROYO, GUEVARA E GINES, 2002; ADEWALE E IFUDU, 

2014). Essa resposta inflamatória parece estar relacionada à sobrecarga de álcool sobre 

o tecido hepático, uma vez que após administração oral é rapidamente absorvido, 

sobrecarregando esse órgão detoxificador. Indução enzimática e produção de metabólito 

tóxico também parecem contribuir para a promoção de dano (CENI, MELLO E GALLI, 

2014). 

Embora infiltrado perivascular em grau moderado seja comum aos tratamentos 

ALC e TAB, severidade e maior frequência de grau moderado foi observado na 

associação ALTB. Do mesmo modo, a interpretação desses resultados é mais adequada 

quando considerada no conjunto das alterações. No entanto, destacamos essa resposta 

por ser preponderante no grupo ALTB, indicando efeito da associação dessas duas 

drogas de abuso. Esse marcador de dano está associado mais frequentemente à resposta 

inflamatória crônica. Em pacientes com artrite reumatoide, presença de infiltrado 

perivascular em tecido de biópsia é diagnóstico diferencial para vasculite reumatoide. 

Nessa condição, infiltrado inflamatório, com mais de 3 camadas de células mono ou 

polimofonucleares é indicativo de destruição progressiva da parede do vaso e, se não 

controlada, redução de vascularização, parestesia e até necessidade de amputação da 

área afetada (VOSKUYL et al., 1998; COLLINS, ARNOLD E KISSEL, 2013). 
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Inflamação crônica e uso abusivo de drogas também parecem afetar o tecido hepático, 

produzindo quadro de vasculite que antecede cirrose hepática (COLLINS, ARNOLD E 

KISSEL, 2013). Chama atenção nos nossos resultados que de 8 animais do grupo 

ALTB, 7 apresentavam infiltrado perivascular classificado como moderado ou severo. 

Outros estudos também mostraram aumento de infiltrado perivascular pela associação 

entre álcool e fumaça de cigarro em condições experimentais semelhantes as utilizadas 

em nosso experimento (VANISREE E SUDHA, 2006; WISNIEWSKA et al., 2013). 

Embora não conclusivo, esse achado parece indicar maior risco de comprometimento 

circulatório no fígado pela associação entre álcool e tabaco (WISNIEWSKA et al., 

2013).  

Para os grupos ALC, TAB e ALTB, indistintamente, se observou aumento 

significativo de necrose. Esse parâmetro pode ser identificado por ausência de conexões 

celulares e consequente descontinuidade do tecido, bem como perda do contorno celular 

e diminuição da coloração entre núcleo e citoplasma (Figura 7) (PIRES, TRAVASSOS 

E GARTNER, 2004). Embora classificada aqui como necrose, não descartamos que a 

destruição de algumas dessas células esteja relacionada a mecanismo de apoptose, 

frequentemente associadas à regeneração celular normal e controle do crescimento do 

tecido hepático (GUICCIARDI et al., 2013). Marcadores específicos como caspase, 

uma protease cuja atividade está aumenta durante a apoptose, permitiriam distinguir 

entre esses dois processos de morte celular (GUICCIARDI et al., 2013). No entanto, 

estudos recentes propõem o termo necropstose, um mecanismo presente no tecido 

hepático capaz de programar e regular processos de necrose resultante da exposição 

crônica a algumas toxinas, tornando difícil a distinção entre apoptose e necrose nesse 

tecido em particular (VANDENABEELE et al., 2010). A despeito desses conceitos, 

observamos aqui resposta de lesão após tratamento crônico tanto com álcool quanto 
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com fumaça de cigarro. Modelos animais clássicos de hepatotoxicidade como aqueles 

pela administração de paracetamol ou de tetracloreto de carbono (CCl4) também 

mostram alterações de necrose e infiltrado inflamatório no tecido hepático de roedores 

(MORSY ET AL., 2012; SOLIMAN, NASSAN E ISMAIL, 2014). 

Necrose hepática também foi observada em vários estudos com animais após 

administração de álcool, mesmo em doses agudas (LEFKOWITCH, 2005; JANG et al., 

2012; LIU et al., 2012; LIU et al., 2014). Por outro lado, nicotina administrada via 

subcutânea por 10 dias em ratos também produz necrose hepática, aumentando ainda 

mais o dano produzido pela administração de CCl4 (YUEN et al., 1995). A associação 

de nicotina, via subcutânea, administrada com álcool, presente na dieta hiperlipídica, 

também aumenta frequência de necrose e esteatose hepática em camundongos após 3 

semanas de tratamento (LU, WARD E CEDERBAUM, 2013).  

No nosso modelo observamos sinais de esteatose apenas em dois animais do 

grupo tratado apenas com álcool, mas não no grupo associação ALTB. Esteatose, que 

consiste no acumulo de lipídios no interior da célula (PIRES, TRAVASSOS E 

GARTNER, 2004), é característica de estágio inicial da doença hepática alcoólica 

(LEFKOWITCH, 2005). Está relacionada à hipóxia na região pericentral do fígado 

(especialmente zona 3) devido ao aumento do consumo de oxigênio pela oxidação do 

etanol  (ARTEEL et al., 1997). Esteatose alcoólica é dano comum pelo consumo 

crônico e em doses elevadas de álcool (CENI, MELLO E GALLI, 2014). Modelos 

animais de alcoolismo identificam principalmente esteatose como indicador de dano 

hepático (ARTEEL et al., 1997; LEFKOWITCH, 2005; BAILEY et al., 2009; LIU et 

al., 2014).  

Em nosso estudo, não observamos esteatose nos animais do grupo TAB ou 

ALTB. Em modelo de exposição à fumaça do cigarro (2 cigarros/dia, por 4 semanas), 
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(AZZALINI et al., 2010), também não observaram esteatose hepática em ratos controle, 

mas apenas em ratos alimentados com dieta hiperlipídica, indicando que a fumaça pode 

potencializar esteatose não alcoólica quando associado a outros fatores, como dieta 

hiperlipídica (AZZALINI et al., 2010). Um único estudo avaliando esteatose hepática 

em camundongos hipercoleresterolemicos (geneticamente modificados) pela exposição 

combinada de álcool e fumaça do cigarro, 5 horas por dia, por 4 semanas, mostrou que a 

associação foi determinante para o aparecimento de esteatose (BAILEY et al., 2009). 

Para o grupo exposto à fumaça de cigarro esses autores não detectaram diferença 

significativa, enquanto para o grupo álcool observaram grau de esteatose moderada 

(BAILEY et al., 2009). Novamente, outros fatores parecem ter sido determinantes para 

o aparecimento de esteatose nesses animais tratados com a associação, indicando que no 

nosso experimento, sem outros fatores interferentes, a fumaça de cigarro não promove 

dano hepático tão importante. Uma possível justificativa para esse menor efeito sobre o 

tecido hepático pode estar relacionada à via de administração da fumaça do cigarro, pois 

ao ser inalada, é absorvida por capilares pulmonares numa concentração dependente de 

fatores externos como tragada, tempo de retenção no pulmão, entre outros. Uma vez 

absorvidos, os constituintes presentes na fumaça do cigarro são distribuídos aos tecidos 

via corrente sanguínea, não sofrendo metabolismo de primeira passagem clássico, 

embora alguns constituintes possam sofrer ação de enzimas pulmonares.     

Também não podemos desconsiderar que o processo de dano hepático está 

associado a mecanismos de inflamação e estresse oxidativo, promovidos inclusive pela 

própria célula necrosada. Durante o processo necrótico ocorre perda da homeostasia 

iônica pela célula, resultando em tumefação celular, aumento do cálcio citoplasmático 

livre, ativação de diversas proteases e fosfolipases, perda da integridade mitocondrial e, 

consequentemente,  ruptura da membrana plasmática (VANDENABEELE et al., 2010). 
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Todo esse conjunto de eventos pode desencadear resposta inflamatória e de 

desequilíbrio entre mecanismos pró e antioxidantes endógenos, resultado em estresse 

oxidativo. Aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias como IL-1, IL-6 e TNF-

α no tecido hepático foram observadas tanto pela exposição ao álcool quanto ao tabaco 

(AGARWAL, 2005; CREWS et al., 2006; EL-ZAYADI, 2006). Há evidências também 

que fumar aumenta a produção de fatores angiogênicos como o fator de crescimento 

endotelial vascular A (VEGF-A) e mediadores fibrinogênicos como leptina, fator de 

crescimento tumoral β1 (TGF- β1) e angiotensina II (AGARWAL, 2005; 

ALTAMIRANO E BATALLER, 2010). Todos eles contribuindo para dano hepático 

indireto, pela presença de toxinas presentes na fumaça do cigarro ou pelo álcool.  

Estresse oxidativo, com aumento do dano lipídico e redução da atividade de 

enzimas antioxidantes são observados tanto pela administração de álcool, exposição à 

fumaça do cigarro, nicotina isoladamente ou pela associação entre álcool e tabaco 

(WATANABE et al., 1995; EKE, VURAL E ISCAN, 1996; ARTEEL et al., 1997; 

SCOTT et al., 2000).  

Álcool reduz a atividade de enzimas antioxidantes como a superóxido dismutase 

(SOD) e glutationa peroxidase (GSH) no fígado de ratos de modo dose dependente 

(SCOTT et al., 2000). Fumaça de cigarro (20 min/dia por 4 semanas)  também está 

associado a aumento da peroxidação lipídica em ratos (WATANABE et al., 1995). 

Associação entre álcool (2 g/kg, I.G) e nicotina (0.1 mg/kg, SC) também aumenta 

peroxidação lipídica e a atividade da enzima superóxido dismutase (SOD), reduzindo a 

atividade da catalase (CAT) no tecido hepático (HUSAIN et al., 2001). Embora não 

tenhamos explorado alterações inflamatórias e de estresse oxidativo no nosso 

experimento, é possível que esses mecanismos também estejam alterados pela 

exposição ao álcool, à fumaça do cigarro ou sua associação.  
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6.4 Efeito do álcool, cigarro e sua associação sobre alterações morfológicas renais 

 Avaliando o efeito da administração de álcool e exposição a fumaça do cigarro 

sobre o tecido renal, observamos alterações significativas em dois parâmetros: presença 

de vacuolização e necrose. Desses marcadores de dano, do mesmo modo que para o 

tecido hepático, necrose foi observada para todos os grupos: ALC, TAB e ALTB 

enquanto vacuolização foi observada com maior frequência nos animais do grupo 

associação (ALTB).  

 Embora vacuolização preceda processos de necrose e poderia ter sido tomada 

como um parâmetro indicador de dano, chamou atenção o fato de que o grupo 

associação ALTB tinha 3 indivíduos com vacuolização em grau moderado, enquanto 

para o grupo TAB havia 1 e para o grupo ALC não havia nenhum. A vacuolização se 

caracteriza por células com volume aumentado em decorrência da presença de água 

livre no citoplasma, após ruptura do equilíbrio hidroeletrolítico. Ao microscópio 

observa-se células com volume citoplasmático aumentado e com pouco conteúdo 

proteico. O núcleo apresenta-se normal ou reduzido de tamanho, em posição central ou 

periférica na célula (PIRES, TRAVASSOS E GARTNER, 2004). 

 O uso crônico de álcool, em altas doses, está associado a efeito lesivo sobre 

túbulos renais (CECCHIN E DE MARCHI, 1996). No entanto, alguns autores 

defendem a hipótese de que esse efeito seria consequência de outras comorbidades 

associadas ao consumo excessivo de álcool e não ao álcool per se (DAS et al., 2008).  

 Porém, os resultados avaliando dano renal pelo álcool são controversos. Em 

humanos, estudos mostram que o álcool em baixas doses tem um efeito nefroprotetor, 

porém em altas doses pode causar dano renal (RODRIGO et al., 2002). Padrão de uso 

de álcool tipo binge, caracterizado por consumo pontual de álcool em altas doses, num 

curto espaço de tempo, ou uso crônico em doses elevadas também estão relacionados 
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com necrose e disfunção tubular renal (DE MARCHI et al., 1993; HIRSCH et al., 

1994). Também em animais alimentados com dieta contendo álcool, estudos 

evidenciam disfunção renal, edema intersticial e hipertrofia renal, acompanhada de 

aumento da proteínas, gordura e água (VAN THIEL et al., 1977).  

 Estudos em animais que mostram que o rim responde de modo positivo frente ao 

insulto produzido por doses baixas a moderadas de álcool evidenciado pelo aumento da 

atividade de enzimas antioxidantes como a glutationa peroxidase (GSH-Px) (SCOTT et 

al., 2000), sem dano lipídico (DINU, NECHIFOR E MOVILEANU, 2005). No entanto, 

a maioria dos estudos mostra aumento da lipoperoxidação no tecido renal pelo 

tratamento crônico com álcool, acompanhados de alterações morfológicas como necrose 

tubular renal (DAS et al., 2008). Associação entre álcool e cigarro ou nicotina também 

está associada a aumento do dano lipídico (BINDU E ANNAMALAI, 2004; Cooper, 

2006). 

 Mais consistentes, resultados de diversos estudos evidenciam dano renal pelo 

uso crônico de cigarro ou mesmo administração de nicotina. Fumar reduz o diâmetro do 

glomérulo renal de ratos expostos a fumaça de cigarro,  durante 5 dias por semana, por 

16 semanas (DUNDAR, KOCAK E CULHACI, 2004). Fumaça de cigarro também está 

implicada na etiologia de carcinoma de células renais, com aumento forte de risco 

associado ao número de cigarros fumados por dia (HUNT et al., 2005).  

 Do mesmo modo que acima, para avalição dos efeitos do álcool, fumaça do 

cigarro ou sua associação sobre o tecido renal, consideramos a frequência de eventos 

com gravidade 2 (moderado) e 3 (severo) e os resultados globais dão conta de que para 

o grupo ALC, foram 14 eventos; para o grupo TAB foram 17 eventos e para o grupo 

associação foram 22 eventos. Novamente, embora empírico, esse perfil de resposta dá 
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indicativos de que a fumaça do cigarro apresenta maior grau de dano, em especial se 

associado ao cigarro.   
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7. CONCLUSÕES 

 

Em resumo, nossos resultados revelaram que a exposição à fumaça de cigarro 

reduz o ganho de peso e gordura retroabdominal em ratos. A fumaça de cigarro ainda 

promoveu diminuição dos níveis séricos da enzima ALT, e o grupo exposto a 

associação apresentou níveis aumentados de creatinina. Em relação aos parâmetros 

morfológicos, evidenciamos que o uso de álcool, exposição à fumaça de cigarro ou sua 

associação promoveu necrose hepática e renal. Ainda com relação aos parâmetros 

morfológicos observamos aumento de tumefação e infiltrado celular pela associação, 

porém apenas o álcool foi capaz de produzir tumefação no tecido hepático. Em relação 

as alterações sobre o tecido renal, além da presença de necrose em todos os grupos, 

ainda observamos presença de vacuolização citoplasmática pelo uso da associação.  

Podemos, então, concluir que o uso de álcool, exposição à fumaça de cigarro ou 

sua associação promovem necrose hepática e renal. O risco de dano hepático parece ser 

maior pelo álcool, enquanto o risco de dano renal parece ser maior para o cigarro. A 

associação contribui apenas para aumento do dano renal.  

Embora a implicação dessas duas drogas de abuso com risco aumentado de 

morbidade e mortalidade, implicando em elevados custos para os sistemas de saúde, 

chama atenção a escassez de resultados avaliando os efeitos da associação entre essas 

duas drogas de abuso. Por serem drogas lícitas e frequentemente utilizadas em 

associação, faz-se necessários mais estudos explorando potencialização de dano em 

diferentes tecidos pelo uso combinado.     
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8. PERSPECTIVAS  

  

 Embora nossos resultados mostrem o efeito danoso do álcool e tabaco sobre os 

tecidos hepático e renal, outros estudos são necessários para investigar os mecanismos 

intracelulares envolvidos com esse dano. Para esse entendimento, são necessárias 

algumas análises de imunoistoquímica com marcadores específicos, como por exemplo, 

para necrose, apoptose entre outras. Ainda se faz necessário dosagem de interleucinas 

plasmáticas e/ou teciduais, para dessa forma, identificarmos quais são os fatores 

específicos que levam ao dano tecidual hepático e renal.  
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