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RESUMO

Alcool e cigarro so as drogas licitas mais consumidas no mundo. O uso abusivo
tanto do alcool quanto do cigarro esta associado a morbidade e mortalidade em funcéo
do risco de dependéncia e danos a salde humana. Estas drogas de abuso estdo
associadas a diversas patologias, dentre elas as doencas hepaticas e renais. Apesar de
diversos estudos mostrarem os efeitos deletérios do alcool e do cigarro em diferentes
tecidos, a literatura € escassa no que se refere aos efeitos da associacdo dessas duas
drogas de abuso. Portanto, nosso objetivo foi avaliar alteracdes hepaticas e renais em
ratos expostos ao alcool, fumaca de cigarro ou sua associa¢do. Ratos Wistar, machos,
adultos (~280 g) foram subdivididos em 4 grupos (n = 10/grupo): controle (CTR),
administrados com alcool (ALC), expostos a fumaca do cigarro (TAB) ou sua
associacdo (ALTB). Os animais do grupo CTR e do grupo TAB recebiam solucéo
glicosada 8% por via intragastrica (IG); os animais do grupo ALC e ALTB, eram
administrados com 2 g/kg (20% p/v) de alcool, diluido em solucdo glicosada a 3%,
também via IG. Todos os grupos foram tratados duas vezes ao dia, por 28 dias. No 29°
dia os ratos foram eutanasiados e o sangue troncular coletado para determinagéo das
enzimas alanina e aspartato aminotransferases (AST e ALT), creatinina e ureia. Figado
e rins foram dissecados, pesados e armazenados em solucdo fixadora para
processamento histologico, para posterior avaliacdo das alteragdes morfoldgicas. 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: 159+ 32e 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 reducdo 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 alteracbes morfoldgicas no tecido
hepético, observamos aumento de marcadores de necrose para 0s animais dos grupos
ALC, TAB ou ALTB, quando comparados ao CTR. Verificamos também aumento da
tumefacdo para os grupos TAB e ALTB e presenca de infiltrado perivascular no grupo
ALTB. Em relagdo as alteracdes sobre o tecido renal, constatamos a presenca de
necrose para os grupos ALC, TAB e ALTB quando comparados com o CTR. Relatamos
ainda presenca de vacuolizacdo citoplasmatica no grupo ALTB quando comparado com
0 grupo ALC. Podemos concluir que a exposicdo a fumaca de cigarro interfere sobre o
ganho de peso corporal e deposicdo de gordura retroabdominal. Além disso, 0 uso
cronico de doses moderadas de alcool, exposi¢cdo a fumaca do cigarro ou sua associagdo
provoca necrose hepatica e renal. O risco de dano hepéatico foi maior pelo alcool,
enguanto o risco de dano renal foi maior para o cigarro. A associacdo dessas duas

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

Palavras-chave: etanol, tabaco, figado, 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% wi/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. INTRODUCAO

Alcool e cigarro sdo as drogas licitas mais consumidas no mundo, embora
existam politicas nacionais e internacionais para a redugdo do seu consumo. Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2014), o uso abusivo de alcool é responsavel por
mais de 3,3 milhGes de mortes anualmente, estando ele associado ao aumento de risco
de mais de 60 diferentes tipos de doencgas. Ainda mais alarmantes sdo os resultados para
o cigarro. Cerca de 6 milhdes de pessoas morrem em consequéncia do uso crénico dessa
droga por ano, projetando-se uma morte a cada 6 segundos (OMS, 2014). Globalmente,
12% de todas as mortes de individuos maiores de 30 anos podem ser atribuidas ao
cigarro (OMS, 2014). Apesar dessas estatisticas alarmantes, h4 muito poucos estudos
avaliando as consequéncias do uso associado do &lcool e do cigarro.

No Brasil, 53% da populacgdo adulta admite beber e desse, 24% bebem de modo
frequente e pesado, isto €, consomem mais de 60 g de alcool puro, pelo menos uma vez
na semana, os outros 29% bebem com menor frequéncia e em doses leves a moderadas
(beber seguro) (LARANJEIRA et al., 2007).

Levantamento em 27 cidades brasileiras mostrou que a frequéncia de adultos
fumantes em 2013 era de 11,3%, sendo maior no sexo masculino (14,4%) do que no
feminino (8,6%). A frequéncia de fumantes, independentemente do sexo, foi menor
entre jovens adultos até 25 anos ou apds os 65 anos. Porto Alegre, dentre as capitais
estudadas, apresentou a maior prevaléncia, com 16,5% de fumantes (BRASIL, 2014).
Estima-se que, no Brasil, o tabagismo seja responsavel por mais de 200.000 mortes/ano
(BRASIL, 2014).

Estudos mostram que mais de 90% dos individuos dependentes de alcool séo

fumantes e que alcoolistas “pesados” fumam mais que individuos nédo alcoolistas
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(MEYERHOFF et al., 2006). Portanto, a associacdo dessas duas drogas pode ser ainda
mais deletéria & salde humana e se esta fosse considerada nas estatisticas poderia
aumentar ainda mais as projec¢0es de risco de doenca e morte.

O alcoolismo é considerado uma doenca cronica e, de acordo com a frequéncia
de uso e dose, estd associado a doencas hepaticas, cardiovasculares, renais,
gastrintestinais e psiquiatricas (SISSON, 2007). Embora doses moderadas de alcool
apresentam efeito antioxidante e cardioprotetor (LI E FORSTERMANN, 2012), 0 uso
cronico e excessivo de alcool esta associado a efeito toxico sobre diferentes érgaos e é
uma das principais causas de doenca hepatica (LONGO et al., 2012). Esteatose
alcodlica, hepatite alcodlica e cirrose sdo doencas prevalentes entre alcoolistas
“pesados”. Esteatose hepéatica tambem é comum entre bebedores compulsivos tipo
“binge” além de bebedores cronicos, acometendo mais de 90% dos individuos
(LONGO et al., 2012). Menor percentagem de bebedores pesados progride para hepatite
alcoolica, um estagio anterior ao da cirrose. Estudos mostram que cirrose associada ao
consumo excessivo de alcool tem aumentado na ultima década no Reino Unido e
Rdssia, mas diminuiu em muitos paises desenvolvidos, incluindo os Estados Unidos
(LONGO et al., 2012). Embora o alcool apresente efeito hepatotéxico direto, apenas 10
a 20% dos alcoolistas irdo desenvolver hepatite alcoolica. A explicacdo para este
aparente paradoxo sdo as interages complexas de fatores facilitadores e/ou protetores,
relacionadas a dose, frequéncia de consumo, dieta, género, predisposi¢do genética, entre
outros (LONGO et al., 2012).

Apos rapida absorcédo pelo trato digestorio, o alcool é metabolizado pela enzima
alcool desidrogenase (ADH) no figado, transformando-se no acetaldeido, um metabdlito
inativo, porém toxico. O acetaldeido, por sua vez, sofre oxidacdo, produzindo acetato e

superdxido. O aumento da atividade metabodlica hepatica por enzimas do sistema P450
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aumenta a producdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, potencializando os
efeitos toxicos do &lcool em decorréncia do desequilibrio entre mediadores pro e
antioxidantes (SCOTT et al., 2000).

O uso cronico de A&lcool também estd associado a disfuncdo tubular e
insuficiéncia renal (ADEWALE E IFUDU, 2014). Embora ndo completamente
esclarecidos estudos apontam que o &lcool e seu metabdlito toxico, o acetaldeido,
promovem dano a membrana celular do néfron, reduzindo a sintese de acidos graxos
poli-insaturados, fosfolipidios e colesterol, por mecanismos inflamatérios e pro-
oxidantes (ADEWALE E IFUDU, 2014). Isso resulta em desequilibrio eletrolitico, com
aumento da reabsorcdo do sédio pelo tibulo proximal e alca de Henle e reducdo da
secrecdo de potéssio (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 esta associado ao aumento da taxa de
morbidade e mortalidade e € uma das principais causas de doenga cardiovascular,
incluindo infarto do miocardio e morte subita, doenca cerebrovascular, doenca vascular
periférica, doenga pulmonar obstrutiva crénica e cancer em muitos tecidos, incluindo
pulméo, laringe, cavidade oral, esdfago, bexiga, rim, pancreas e colo do utero
(FELDMAN, CHRISTENSEN E SATTERFIELD, 2014). Fumar esta associado a risco
aumentado de cirrose hepatica, independente da ingestdo de alcool (DAM et al., 2013).
E ainda, fumante ativo e passivo também tem maior chance em desenvolver esteatose
hepatica ndo alcodlica (LIU et al., 2013).

Estudos mostram que o cigarro pode impactar a incidéncia, gravidade e curso
clinico de muitos tipos de doencas hepaticas cronicas, incluindo carcinoma
hepatocelular, mesmo que a fumaca ndo entre em contato direto com o figado (EL-

ZAYADI, 2006; ALTAMIRANO E BATALLER, 2010). Como doencas hepaticas
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crénicas sdo comumente associadas a inflamacdo cronica e estresse oxidativo no
parénquima hepético, é possivel que os constituintes presentes na fumaca do cigarro
sejam responsaveis por estimulacdo desses fatores de modo indireto.

Fumar também tem um impacto negativo sobre a fungdo renal, sendo um dos
mais importantes fatores de risco para cancer e outras patologias (BLACK et al., 1983;
Jaimes et al., 2009). Estudos em roedores mostram que a exposi¢do cronica a fumaca do
cigarro aumenta fibrose renal apds 6 meses de exposicdo, 2 horas/dia (BOOR et al.,
2009). Em seres humanos, fumar aumenta a excrecdo renal de albumina e promove
insuficiéncia renal, especialmente entre individuos hipertensos, idosos ou com doenca
renal preexistente (ORTH, 2004). O tabagismo é particularmente prejudicial para
pacientes transplantados, acelerando também a progressdo da doenca cardiovascular
aterosclerdtica (TOZAWA et al., 2002; ORTH, 2004).

Ja foram identificadas mais de 4.700 substancias na fumaca produzida pela
queima da folha de tabaco (GEISS E KOTZIAS, 2007). Essas substancias formam uma
mistura complexa, dindmica e reativa distribuida numa fase gasosa e numa fase
particulada. Podem ser encontrados na fase gasosa: mondxido de carbono, aménio,
cetonas, formaldeido, acetaldeido e acroleina e na fase particulada: nicotina e alcatrdo
(GEISS E KOTZIAS, 2007; TALHOUT et al., 2011). O alcatrdo concentra pelo menos
43 substancias carcinogénicas incluindo arsénico, niquel, benzopireno, cadmio e
chumbo (TALHOUT et al., 2011). Todos esses constituintes, absorvidos pela via
pulmonar, sdo metabolizados pelo figado e excretados pelos rins.

Embora se considere os efeitos deletérios do alcool e do tabaco, isoladamente,
sobre a saude humana, pouco se sabe sobre os efeitos de sua associacdo. Alguns poucos
estudos mostram que o risco de cancer de pescoco € 3 vezes maior quando do consumo

associado de alcool e tabaco (HASHIBE et al., 2009; LEE E HASHIBE, 2014).
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Também a exposicdo cronica a fumaca de cigarro, concomitante a administracdo de
alcool, em camundongos aumenta em 10 vezes o risco de dano hepético, representado
por esteatose hepética, necrose e vacuolizacdo (BAILEY et al., 2009). No entanto,
efeito da associacdo de alcool e tabaco sobre o rim sdo desconhecidos.

Os danos globais produzidos por essas duas substancias séo explicados pelo seu
efeito direto sobre a célula, no caso do alcool, ou indiretamente, pela presenca de
substancias toxicas, provenientes do metabolismo do &lcool no organismo, ou da
inalacdo dos constituintes gasosos e particulados presentes na fumaca do cigarro
(NEIMAN, 1998; DAS E VASUDEVAN, 2007; STORR et al., 2010). Um estudo
mostra que a funcéo renal esta diminuida, evidenciada pela reducdo do volume urinério,
em ratos administrados cronicamente ao alcool e a nicotina (COOPER, 2007), porém
ndo ha estudos avaliando o efeito da associacdo entre alcool e fumaca do cigarro.

Marcadores bioquimicos plasmaticos sdo uteis para avaliar dano tecidual.
Variag¢Oes na concentracdo de enzimas como a aspartato e a alanina aminotransferases
(AST e ALT) séo rotineiramente utilizadas para avaliacdo de processos infecciosos,
bem como leséo hepatica e cardiaca, embora estejam amplamente distribuidas em outros
tecidos como rins, pancreas, musculo esquelético, entre outros. Enquanto a ALT €
encontrada principalmente no citoplasma, a AST também estd expressa nas
mitocondrias. Quando ocorre uma ruptura da membrana plasmatica do hepatocito, as
concentracOes séricas destas duas enzimas se elevam, indicando dano nesse tecido
(DEVARAJ et al., 2011).

Enquanto AST e ALT sdo indicadores de dano hepatico, ureia e creatinina sdo
indicadores de funcdo renal. Uso crénico de alcool ou tabaco, respeitados parametros
como tempo e frequéncia de uso, doencas cardiovasculares associadas, idade, genética,

entre outros, aumenta a concentracdo desses marcadores bioquimicos, revelando
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potencial dano hepatico e renal (CHAN-YEUNG et al., 1981). Em alcoolistas, o
aumento da AST e da ALT precedem aumento de creatinina e ureia, indicando que
alteracBGes da creatinina e ureia apresentam relacdo direta com a frequéncia diaria e
tempo de uso ao longo da vida, estando ainda mais elevada em usuérios “pesados”
(MAJUMDAR et al., 1982; JANG et al., 2012). Em tabagistas, dano renal com
proteindria e microalbumindria, sdo acompanhadas pelo aumento de ureia e creatina
plasméatica (PINTO-SIETSMA et al., 2000; TOZAWA et al., 2002; ORTH, 2004).
Dano renal em fumantes esta associado ndo apenas a afeito nefrotoxico, mas também ao
aumento da pressdo arterial e intraglomerular aguda e cronica, associadas a disfuncédo
das células endoteliais renais (ORTH, 2004). Disfuncdo renal estd intimamente
relacionada com tempo de uso e nimero de cigarros fumados por dia (TYLICKI et al.,
2006).

Além desses marcadores bioquimicos de dano celular, é possivel observar lesdo
atraveés de alteracOes na estrutura celular hepatica e renal. Essa observacao € realizada
através da histologia, onde se visualiza diversos marcadores como, por exemplo,
vacuolizagdo citoplasmatica, presenca de infiltrado inflamatério e até mesmo areas de
necrose ou tecido em fase de esteatose hepatica. Segundo a Organizacdo Mundial da
Salde, s6 no Brasil, a esteatose hepatica gera cerca de 34 0bitos/100000 habitantes

(OMS, 2014).
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2. HIPOTESE

Uma vez que alcool e tabaco, isoladamente, promovem dano tecidual, nos
propomos que a exposicao concomitante a essas duas drogas de abuso potencializa esse
dano, determinado por alteracdes estruturais no tecido hepatico e renal e confirmados

por marcadores plasmaticos de dano tecidual.
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3. OBJETIVOS

3.1 Gerais

Avaliar alteracdes hepaticas e renais em ratos expostos ao alcool, fumaca de cigarro

Ou sua associagao.

3.2 Especificos

e Auvaliar alteracBes morfoldgicas no figado e rins de ratos expostos cronicamente ao
alcool, fumaca do cigarro ou a sua associacao;

e Avaliar alteracbes de marcadores bioquimicos de dano hepatico (AST e ALT) e
renal (ureia e creatinina) em ratos expostos cronicamente ao alcool, fumaca do
cigarro ou a sua associagao;

e Determinar variacdes de pardmetros morfométricos como peso corporal, indice de

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

cronicamente ao alcool, fumaca de cigarro ou a sua associagao.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 40 ratos Wistar, machos, adultos, com peso corporal entre 290
e 310g, provenientes do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de
Laboratorio (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 condicdes ideias
de iluminacdo (ciclo claro-escuro de 12 horas: 7:00-19:00h), temperatura (22 £ 2°C) e
umidade (55%). Durante todo o experimento, 0s animais tinham livre acesso a agua e
alimento e eram pesados a cada 2 ou 3 dias para ajuste das doses. O projeto foi

aprovado pelo CEU/UFRGS sob o nimero 25022.

4.2 Solugdes e exposicdo a fumaca do cigarro

A solucgdo alcodlica foi preparada com etanol (99%, Merck, S&o Paulo, Br) na
concentracdo de 20% (m/v) diluido em solucédo glicosada a 3% ou 8% e administrado
via intragastrica na concentracdo de 2 g/kg. Os animais controle recebiam apenas
solucdo glicosada no mesmo volume de 10 mL/kg administrado aos ratos tratados com
solucdo alcoolica. As solugcbes eram preparadas 2 vezes por semana e armazenadas sob
refrigeracdo, em frasco ambar, bem fechado. A adicdo de glicose a solugdo alcodlica se
faz necessario para ajuste calérico e aumento da palatabilidade da solucdo alcodlica. Em
trabalho prévio em nosso laboratério observamos que essa concentracdo de glicose nao
é suficiente para alterar comportamento exploratério ou alimentar em ratos (dados em
preparacdo para publicagdo). 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 laboratério (WIECZOREK E GOMEZ, 2013). A opc¢éo pela administracdo do
alcool por via intragastrica ao invés de administragdo na dgua de beber ou na dieta se
justifica porque na &gua ou na dieta ndo ha controle sobre o consumo individual de cada
animal (WIECZOREK E GOMEZ, 2013). O namero de animais foi calculado com base
em estudos anteriores utilizando-se 0 ndmero minimo de animais necessarios para
obtencdo de resultado estatistico (WIECZOREK E GOMEZ, 2013).

A exposic¢do a fumaca do cigarro ocorreu em cadmaras de vidro, hermeticamente
fechadas (50x30x30 cm) (Figura 1), com fluxo de ar de 10 L/min, mantido constante
por bomba de vacuo (PEREIRA et al., 2007). Nessas camaras, 0s animais eram
agrupados em numero de 5 e expostos a fumaca 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 alcool (ALC), expostos a fumaga do cigarro (TAB) ou sua
associacdo (ALTB). Os animais do grupo CTR e do grupo TAB recebiam solucgéo
glicosada 8% por via intragastrica (IG) no volume de 10 mL/kg; os animais do grupo
ALC e ALTB, eram administrados com 2 g/kg (20% p/v) de alcool, diluido em solucao
glicosada a 3%, também via IG. Logo apds essa administracdo, 0s animais eram
colocados em camaras de vidro herméticas contendo um orificio de entrada e um de
saida, com ventilagcdo controlada por uma bomba de vacuo (Figura 1). Para as camaras
dos animais dos grupos CTR e ALC, se fazia circular ar ambiente, enquanto que para 0s

grupos TAB e ALTB se fazia circular fumaga de cigarro.
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Figura 1: Camaras herméticas para exposicdo a fumaca do cigarro ou ar ambiental

Pela manhg, as 9:00 h, apds administracdo de solucdo glicosada ou alcool, os

animais dos grupos TAB e ALTB eram expostos a fumaca produzida pela queima de 6

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

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

entre as exposicdes.

Esquema 1: Distribuicdo da exposi¢do temporal & fumaca do cigarro em cada turno.

Glicosada, IG ou
Alcool 2g/kg, 1G

2h

fumaca

intervalo

fumaca

intervalo

fumaca

intervalo

fumaca

intervalo

fumaca

intervalo

fumaca

intervalo

10 min

10 min

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

coletado. Apds a coleta de sangue, figado e rins foram dissecados, pesados e

armazenados em solucdo fixadora (paraformaldeido 4%) para posterior processamento
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histoldgico. O sangue coletado foi centrifugado (3500xg, 10 mim) centrifuga
Centribio® e o soro foi fracionado e armazenado a -80° C, para posterior determinacdo

dos parametros bioquimicos (transaminases, ureia e creatinina).

4.4 Anédlises morfolégicas

Prévio ao armazenamento em solucdo de paraformaldeido 4%, figado e rim
foram cortados em pequenas pecas para permitir melhor distribuicdo do fixador. Apos
48 horas, as pecas foram colocadas em potes com alcool a 70% onde permaneceram por
4 dias. Foram ent&o processadas de acordo com a técnica histologica convencional, isto
é, os tecidos foram inicialmente desidratados com diferentes concentracdes de solucdes
alcoolicas, passaram por clareamento com xilol e foram entdo impregnados com
parafina, procedimento realizado com equipamento histotécnico automatizado.
Posteriormente, os 6rgdos foram incluidos em parafina contendo polimeros plasticos
(Paraplast®, Sigma Aldrich, Sdo Paulo, SP). Os tecidos foram entdo seccionados com
micrétomo em fatias de 4 um de espessura, com intervalo de 50 um entre os cortes,
sendo dispostos 4 cortes por lamina. Cada lamina foi corada com hematoxilina e eosina
para avaliacdo das alteragdes morfolégicas produzidas pela exposi¢do crénica ao alcool,
fumaca do cigarro ou sua associacdo. As alteracfes foram identificadas em microscépio
6tico, com aumento de 100X e 400X, por avaliador treinado e cegado para 0s grupos.
Foram observados e quantificados 10 campos de cada corte (60 campos por animal)
pela atribuicdo de escores que foi padronizado de O até 3, sendo O: auséncia de
alteracdo, 1: leve alteracdo, 2: alteracdo moderada e 3: alteracdo severa. Ao final da
analise, determinou-se a moda do escore de cada animal para os diferentes parametros
morfoldgicos. Para o tecido hepatico foram consideradas alteracfes como: presenca de

células inflamatorias, degeneracgéo hidropica, tumefacao celular, alargamento sinusoide,
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congestdo vascular, infiltrado perivascular e necrose (KUEHNEL, 2003; PIRES,
TRAVASSOS E GARTNER, 2004). Para o rim, foram considerados os seguintes
parametros: espago de filtracdo aumentado ou reduzido, tumefacdo cortical e medular,
congestdo vascular cortical, vacuolizacdo citoplasmaética, presenca de células
inflamatorias, dilatacdo do tubulo contorcido distal, presenca de material hialino e

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

4.5 Determinacédo de medidas ponderais

Durante a realizacdo do experimento, os animais foram pesados duas a trés
vezes por semana ndo apenas para ajuste de dose, mas também para a avaliacdo dos
tratamentos sobre a variacdo temporal de peso corporal. Ao final do experimento, além
do peso corporal, foi mensurada a estatura do animal (comprimento naso-anal) para a
determinacéo do indice de massa corporal para roedores (indice de Lee = raiz clbica do
peso corporal (g)/ comprimento naso-anal (cm) x 10 (BERNARDIS E PATTERSON,
1968). Como mencionado anteriormente os tecidos hepatico (total) e renal (apenas o rim
direito) foram pesados ap0s a eutandsia para determinacdo de alteracBes do peso
absoluto e do peso relativo dos 6rgdos, sendo o peso relativo considerado pela relacédo

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

4.6 Avaliacdo de parametros bioquimicos

As concentragcBes séricas da aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), bem como creatinina e ureia foram determinadas por método
colorimétrico ou enzimatico em aparelho automatizado (CT 600 I, Labimbraz, Buenos

Aires, Argentina), utilizando-se kits comerciais (Wiener, Buenos Aires, Argentina).
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4.7 Andlise estatistica

Parametros bioquimicos, peso absoluto e relativo dos érgdos, bem como peso
inicial e final e ganho ponderal de peso foram avaliados por analise de variancia
(ANOVA) de duas vias, considerando-se como fatores, o tratamento com alcool e a
exposicdo a fumacga do cigarro. Para avaliagdo das variagdes semanais de peso foi
utilizada ANOVA de medidas repetidas. Ambos os testes foram seguidos do teste de
Tukey para determinagdo da diferenca entre os grupos. Para analise das alteracGes
morfoldgicas, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, considerando-se a moda do escore
de cada animal para os diferentes parametros morfoldgicos. Sucedeu-se a esse teste 0
teste de Dunn para identificacdo da diferenca entre os grupos. Os resultados foram
representados como média + erro padrdo, sendo considerados significativos quando o
valor de P era menor do que 0,05. O software utilizado para as analises foi o Sigma Stat

(Jandel Cientific Co., San Jose, CA —11.0).
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5. RESULTADOS
5.1 Variacao de peso corporal

Para avaliar a interferéncia da exposicdo cronica ao alcool, fumaca do cigarro ou
sua associacao sobre o peso corporal dos animais ao longo do experimento, foram feitas
pesagens periodicas. Aumento de peso semanal foi avaliado por ANOVA de medidas
repetidas ao longo das quatro semanas de exposi¢cdo. Observamos que a exposi¢do a
fumaca do cigarro reduziu de modo significativo o incremento de peso dos animais (F
@8 = 4,46, P = 0,011; Figura 1). Embora também se observou um menor incremento
de peso para os animais tratados com a associacdo ALTB, ndo observamos diferenca

significativa desse grupo quando comparados aos grupos ALC e CTR.
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Figura 2: Ganho de peso semanal (g) dos ratos expostos ao alcool (ALC), fumaca de
cigarro (TAB) ou sua associacdo (ALTB). n = 10/grupo; ANOVA-duas vias de medidas

repetidas; resultados expressos como média * erro padréo; * diferente do grupo CTR.
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Considerando-se apenas 0s 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 indice de Lee, que avalia o peso corporal em relacdo
a estatura, similar ao indice de massa corporal (IMC) em humanos, ndo observamos

diferenga significativa entre os grupos (Tabela 1).

Tabela 1: Determinacdo de peso corporal inicial e final, variacdo de peso total e
ponderal, e indice de Lee dos ratos expostos ao alcool (ALC), fumaca de cigarro (TAB)

ou sua associacéo (ALTB).

Peso corporeo  Peso corporeo Ganho de Ganho peso  Indice de

inicial () final (g) peso () ponderal (%) 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 padrdo (n=9-10/grupo). ANOVA de duas vias +
Tukey. *diferente do CTR; # diferente do CTR e ALC.

5.2 Variacao de peso de diferentes tecidos corporais

Ao final do experimento, também avaliamos o efeito da exposi¢édo crbnica ao alcool
e a fumaca do cigarro sobre o peso do figado, rins e gordura retroabdominal.
Encontramos reducéo significativa no peso absoluto do peso do figado (F(13s = 3,17; P
= 0,038) e da gordura retroabdominal (F3s = 4,08; P = 0,015), porém sem diferenca
para o grupo ALTB (Tabela 2). A reducdo do peso absoluto do rim foi observado para
qualquer grupo (ALC, TAB e ALTB, F, 38 = 5,35; P = 0,004, Tabela 2).
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No entanto, quando o peso do 6érgdo foi considerado em relacdo ao peso corporal,
ndo observamos diferengas entre 0s grupos, exceto para o peso relativo da gordura
retroabdominal, para a qual observamos uma redugdo significativa do grupo TAB

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

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

dos ratos expostos ao alcool (ALC), fumaca de cigarro (TAB) ou sua associacdo (ALTB).

Peso da gordura

Peso do Figado Peso do Rim _
retroabdominal
s Absoluto Relativo Absoluto Relativo Absoluto Relativo
@ @y @ @0 @ (@100
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* 0,350,008 4,81+0,50 1,3740,10
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* 0,350,010 3,61+0,33  1,06+0,08

Valores representados em média * erro padrdo (n=9-10/grupo). ANOVA de duas vias +
Tukey. * diferente do CTR; # diferente do ALC.

5.3 Alteragdes bioquimicas

Com o objetivo de avaliar dano hepético pelo uso de alcool, fumaca de cigarro
Ou sua associacdo investigamos alteracfes nas enzimas AST e ALT, dois marcadores de
disfuncdo hepética. Sob nossas condi¢cdes experimentais, ndo observamos alteracdo da

concentragdo sérica da enzima AST (F31)= 2,62; P = 0,071; Figura 4).
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Figura 3: Efeito da administracdo cronica de alcool (ALC), exposicdo a fumaca do
cigarro (TAB) ou sua associagdo (ALTB) sobre a concentragdo da enzima aspartato
aminotransferase (AST) no soro de ratos. ANOVA-2 via + Tukey. Média * erro padréo
(n=7-9/grupo).

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

TAB em relagéo ao grupo CTR (F@332) = 3,85; P = 0,020) (Figura 5).
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Figura 4: Efeito da administracdo cronica de alcool (ALC), exposicdo a fumaca do
cigarro (TAB) ou sua associagdo (ALTB) sobre a concentracdo de enzima alanina
aminotransferase (ALT) no soro de ratos. ANOVA-2 via + Tukey. Média + erro padrdo

(n = 7-8/grupo). * diferenca significativa em relagdo ao CTR (P = 0,020).
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Com o objetivo de avaliar dano renal foram determinadas as concentragGes de
creatinina e ureia, dois biomarcadores da funcdo renal. Nossos resultados néo
mostraram alteracdo na concentracdo de ureia (Figura 6). Porém, observamos aumento

significativo da concentracdo de creatinina do grupo ALTB comparado com 0 grupo

ALC (Figura 7).
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Figura 5: Efeito da administracdo cronica de alcool (ALC), exposicdo a fumaca do
cigarro (TAB) ou a sua associacdo (ALTB) sobre os niveis séricos de Ureia, em ratos.
ANOVA-2 vias + Tukey. Média + erro padrao (n=8/grupo).
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Figura 6: Efeito da administracdo cronica de alcool (ALC), exposicdo a fumaca do
cigarro (TAB) ou a sua associagdo (ALTB) sobre a concentracdo sérica de creatinina,
em ratos. ANOVA-2 vias + Tukey. Média * erro padrdo (n=8/grupo). * diferenca
significativa em relacdo ao ALC (P=0,021).
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5.4 Alteragdes morfoldgicas

Considerando os efeitos do alcool, fumaca de cigarro e sua associacdo sobre
diferentes parametros morfoldgicos nos tecidos hepatico e renal, observamos aumento
de marcadores de necrose para os animais dos grupos ALC, TAB ou ALTB no tecido
hepético, quando comparados ao CTR (Figura 7A-D).

Teste de Kruskal-Walis identificou aumento de tumefacdo nos grupos TAB e
associacdo ALTB quando comparado ao CTR (P = 0,031). Grau de severidade
moderado (escore 2) a severo (escore 3) foi observado apenas no grupo ALC.

Associacdo ALTB (P = 0,005) tambeém foi determinante para o aparecimento de
infiltrado inflamatdrio no tecido hepéatico dos animais (Figura 7A-D). Para os demais

parametros ndo observamos diferenga significativa.

Figura 7: Efeito da administracdo cronica de alcool (ALC), exposicdo a fumaca do
cigarro (TAB) ou a sua associacdo (ALTB) sobre o tecido hepatico. Coloracao:

hematoxilina — eosina. Aumento 400X. A: grupo CTR, mostrando auséncia de
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alteracdo histologica. B: grupo ALC, mostrando areas de necrose (setas pretas) e
tumefacdo celular (cabeca da seta). C: grupo TAB, mostrando areas de necrose (setas
pretas D: grupo ALTB, mostrando areas de necrose (setas pretas), células em estado de

tumefacdo (cabeca da seta) e infiltrado inflamatorio perivascular (setas amarelas).

Conforme descrito na metodologia, as alteracbes morfologicas 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 atribuido aos diferentes
grupos de animais. Nela, observamos que mesmo os ratos do grupo CTR apresentavam
algum grau de alteracdo morfolégica no tecido hepético, decorrente de processos
fisiolégicos naturais.

Tabela 3: Avaliagéo histoldgica do tecido hepatico de ratos expostos cronicamente ao
alcool (ALC), fumaca de cigarro (TAB) ou sua associacdo (ALTB). n = 8/grupo.
Kruskal-Wallis + Dunn. P < 0,05 apresentado em negrito.

Parametros CTR ALC TAB ALTB
Intensidade P
01230123012 3[0123
Células inflamatorias 026 000710 08 0(00 8 0/ 0101
Degeneracdo hidropica 7 1 0 0(51 1 1/4 40 0|51 1 1| 0489
Tumefacéo Celular 620024111 70 0170 0/0,031a
Alargamento sinusoides 4 4 0 0341 0/5 30 0/520 1| 0,712
Congestéo vascular 260006 20/080O0(0710| 0079
Infiltrado perivascular 2 5 1 00 4 4 0|1 4 3 0|01 6 1| 0,014b
Necrose 251 0/0242/0 16 1025 1/0,013c

Escores: 0 = auséncia; 1 = leve; 2 = moderado; 3 = severo. a: TAB e ALTB diferentes de CTR;
b: ALTB diferente do CTR; c: todos sdo diferentes do CTR.

35



Embora nenhum animal do grupo CTR tenha apresentado escore 3 para qualquer
das alteraces estudadas, 6 deles apresentaram células inflamatérias, um apresentou
infiltrado perivascular e outro apresentou necrose. Do total de animais do grupo CTR,
esse numero representa 15% de chance de apresentar alteracdo morfol6gica com escore
moderado. No entanto, quando consideramos o numero de individuos expostos
cronicamente a fumaca do cigarro, observamos que esse risco duplica, isto €, 30% dos
individuos do grupo TAB apresentam escore entre moderado e severo. Para 0s grupos
ALC e ALTB, esse risco triplica, com 45% desses animais apresentando escores entre
moderado e severo. Essas diferengas foram mais marcantes para as alteracdes de
necrose, tumefacdo e infiltrado perivascular. Para esse Gltimo parametro, 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. Ja no grupo ALTB, 6 animais apresentavam grau de dano moderado e
1 apresentava grau severo, indicando maior aparecimento de infiltrado perivascular no
grupo associacdo ALTB.

Também com respeito a tabela acima, considerando o parametro 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 hepatico produzido pelo
alcool.

Ainda em relacdo ao tecido hepatico, observamos a ocorréncia de um quadro
caracteristico de desenvolvimento de esteatose hepatica em dois animais do grupo ALC

(Figura 8).
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Figura 8: Fotomicrografia hepéatica de animal do grupo ALC. Alteracdo hepatica
sugestiva de esteatose. Vacuolos lipidicos ocupam a maior parte do citoplasma dos
hepatdcitos, que empurram o ndcleo e as demais organelas para a periferia da célula

(setas pretas). Aumento 400x.

O mesmo tipo de analise foi empregado para avaliar o efeito do alcool, fumaca
do cigarro ou sua associacao sobre altera¢cdes morfolégicas no tecido renal, embora 0s
parametros morfoldgicos para esse tecido sejam diferentes. Para esse 6rgdo, observamos
que a presenca de vacuolizacdo citoplasmatica foi maior no grupo associacdo ALTB
quando comparado ao grupo ALC (P = 0,031; Figura 9A-D). Necrose foi maior para 0s
grupos ALC, TAB e ALTB quando comparados ao grupo CTR (PaLc = 0,028, P1gc =
0,010, PaLts = 0,001). Particularmente para esse parametro, o grupo ALTB (P = 0,044)
apresentou maior escore que aquele do grupo ALC, indicando risco aumentado pela

associacdo (Figura 9A-B).
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Figura 9: Efeito da administracdo cronica de alcool (ALC), exposicdo a fumaca do
cigarro (TAB) ou a sua associacdo (ALTB) sobre parametros morfolégicos do tecido
renal. Coloracdo: hematoxilina — eosina. Aumento 400x. A: grupo CTR, mostrando
auséncia de alteracdo histologica. B: grupo ALC, mostrando areas de necrose (setas
pretas). C: grupo TAB, mostrando areas de necrose (setas pretas). D: grupo ALTB,
mostrando areas de necrose (Seta preta) e vacuolizacdo (seta amarela).

Também para o tecido renal, analise global de todos os parametros analisados
apresentados na Tabela 4, observamos que, mesmo sem intervencdo, 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
numero de ratos que apresentaram esses escores subiu para 17,5%, enquanto que para 0s
grupos TAB e associacdo, esse aumento foi de 21% e 30%, respectivamente.

Considerando esses valores como propor¢ao de risco, temos que a exposicdo ao alcool
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aumenta em cerca de 2 vezes o risco de dano renal, enquanto TAB aumenta cerca de 3

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

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

duplicou o risco de dano renal.

Tabela 4: Avaliacdo histoldgica do tecido renal dos ratos expostos cronicamente ao

alcool (ALC), fumaca de cigarro (TAB) ou sua associacdo (ALTB). n = 8/grupo.

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

Parametros CTR ALC TAB ALTB
Intensidade P

012301230123 0123
Espaco de filtracdo aumentado 7100[{8000(63005211 007
Espaco de filtracdo reduzido 5111{3500(6120|7200 0637
Tumefacéo celular cortical 6 200(4400(7200/4410 0277
Tumefagéo celular medular 8 000/7100/9000/8100 0,55
Congestao vascular cortical 7100[{0530(0720/0450 0421
Vacuolizacéo citoplasmatica 5210|/6 200531024320 005
Células inflamatorias 080006 20{0810(06 30 0471
Dilatacéo tubulo contorcidodistal 8 0 0 0|7 1 0 0|9 0 0 0|8 0O 1 O 0,558
Material hialino 1520/04310540/5400 057
Necrose 25100350{0252[0171 0,003

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

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

6.1 Efeitos do alcool, cigarro e sua associacéo sobre variacGes de peso

No decorrer do nosso experimento avaliamos o ganho de peso dos animas
expostos ao alcool, fumaca de cigarro ou a sua associacdo. Para esse parametro, ao final
da quarta semana, observamos menor ganho de peso nos animais do grupo TAB. Esses
resultados estdo de acordo com o observado por Dundar e col, 2004, ap6s expor ratos a
fumaca de cigarro por 5 dias na semana, por 12 semanas (DUNDAR, KOCAK E
CULHACI, 2004). Menor ganho corporal tambem foi observado em ratos expostos a
fumaca de 20 cigarros/dia, 5 dias por semana, durante 8 semanas (ESQUIVEL et al.,
2014).

E possivel que o menor ganho de peso nos ratos do grupo TAB e em menor
proporcao nos ratos do grupo associagdo ALTB, esteja relacionado com o aumento da
taxa metabolica basal decorrente da necessidade do organismo de detoxificar mais de
4.000 substancias presentes na fumaca do cigarro (JENSEN ET AL., 1995; FILOZOF,
FERNANDEZ PINILLA E FERNANDEZ-CRUZ, 2004; CHEN et al., 2005). Também
a nicotina, responsavel pela dependéncia quimica do cigarro, promove reducdo de peso
corporal em humanos e roedores (FILOZOF, FERNANDEZ PINILLA E
FERNANDEZ-CRUZ, 2004; CHEN et al., 2005). Evidéncias sugerem que a nicotina
atue no sistema nervoso central, regulando o metabolismo energético por interferéncia
direta sobre o hipotalamo. Nessa area, essa substancia ativa proteinas cinase-AMP,
diminuindo o apetite e aumentando a termogénese do tecido adiposo marrom, por
estimulo sobre o sistema nervoso simpatico, 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 ndo fumantes
(CHIOLERO et al., 2008), justificando ainda porque a cessa¢do do tabagismo é
frequentemente seguida de ganho de peso.

Em nosso estudo, ndo mensuramos a ingestdo alimentar dos animais, dessa
forma ndo podemos inferir a redugdo do apetite, e consequentemente da alimentacao.
No entanto, ao avaliarmos o peso relativo da gordura retroabdominal, observamos uma
reducdo significativa para o grupo exposto a fumaca de cigarro (TAB), podendo dessa
forma inferir o efeito termogénico da nicotina em nossos achados. Os pesos relativos
dos demais tecidos ndo apresentaram diferenca significativa.

Em relacdo ao grupo que recebeu a associacdo entre alcool e cigarro, foco do
nosso estudo, observamos da mesma forma, redugdo do peso corpéreo final, quando
considerado peso inicial e final. Esse resultado pode ser atribuido justamente ao efeito
termogénico da nicotina presente no cigarro, uma vez que ndo se deve ao efeito do
alcool, pois ja estd bem esclarecido na literatura o seu aporte calorico e
consequentemente ganho de peso dos individuos alcoolistas (LEVINE, HARRIS E

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

6.2 Efeito do alcool, cigarro ou a sua associa¢do sobre dosagens bioquimicas

As enzimas aminotransferases estdo amplamente distribuidas nos tecidos
humanos e seus niveis plasmaticos aumentam consideravelmente nas lesdes ou
processos infecciosos no figado, rins, miocardio, musculo esquelético, pancreas, baco,
cérebro, pulmdes, entre outros tecidos (MOTTA, 2000). A ALT é encontrada
principalmente no citoplasma, ja a AST também é encontrada no citoplasma e ainda nas
mitocdndrias. Doencas hepatocelulares, geralmente aumentam as enzimas plasmaticas

alanina (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) (MOTTA, 2000), uma vez que a
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ruptura da membrana plasmatica do hepatocito libera essas enzimas para a corrente
sanguinea, indicando dano celular (DEVARAJ et al., 2011).

Embora os resultados esperados para essas enzimas no nosso estudo fossem de
aumento significativo em funcdo do dano observado pelos resultados da histologia, néo
observamos diferenca entre 0s grupos para a dosagem da enzima AST.
Surpreendentemente, observamos uma reducdo significativa da ALT no grupo TAB
exposto a fumaca de cigarro. De acordo com alguns autores, o decréscimo nos valores
de ALT e AST ndo tem significado clinico, a ndo ser em casos de degeneracao celular
grave e/ou processos cronicos, quando ocorre uma perda da fungdo celular (MOTTA,
2000; GONZALEZ, 2003). Resultados de histologia no nosso estudo ndo indicam
degeneracdo celular grave nos animais do grupo TAB. Em funcdo dos achados de
reducdo dessas enzimas também em humanos, ndo acreditamos que seja algum artefato
pela manipulacdo das amostras ou durante o processamento. No entanto, ndo temos
explicacdo plausivel para esse achado.

Ainda que alguns estudos em humanos ndo tenham observado alteragdes na
concentracdo da AST e ALT em tabagistas (WHITEHEAD, ROBINSON E
ALLAWAY, 1996) e outros tenham mostrado ainda menor concentracdo da enzima
AST em tabagistas “pesados” (CHAN-YEUNG et al., 1981), a maioria mostra aumento
dessas duas enzimas tanto em tabagistas quanto alcoolistas, na dependéncia da
frequéncia e concentracdo de uso, indicando potencial dano hepéatico (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 exposicdo
crbénica ao alcool, fumaca de cigarro ou sua associacdo (WATANABE et al., 1995;
PEKMEZ et al., 2007), diferente do observado em nosso estudo. Diferencas na

frequéncia e tempo de exposicao podem justificar tais discrepancias.
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Marcadores de dano renal, creatinina e ureia também foram determinados nesse
estudo. A creatinina é um produto da degradacdo da fosfocreatina no musculo e é
geralmente produzida em uma taxa constante pelo organismo. A ureia, por outro lado, é
sintetizada no figado a partir da amonia proveniente do metabolismo dos amino&cidos.
Fatores renais (pré-renal, renal e pos-renal) e extra-renais (ingestdo de proteina) podem
interferir no aumento da concentracio sérica de ureia (MOTTA, 2000; GONZALEZ,
2003). Nossos resultados mostram que a concentracdo plasmatica de creatinina
aumentou significativamente nos animais TAB, expostos a fumaga de cigarro, com uma
tendéncia de aumento no grupo associacdo ALTAB. Ureia ndo mostrou diferenca entre
0s grupos. Em roedores, a mensuracgdo sérica de ureia constitui um indicador insensivel
de danos renais, sendo que a medida da creatinina € mais sensivel e especifica para
avaliar funcionamento renal (GONZALEZ, 2003). Portanto, nossos resultados da
creatinina, associados aos dados da histologia sdo sugestivos de redugdo da taxa de
filtracdo glomerular, indicando dano renal nos animais do grupo TAB. Esses resultados
estdo em acordo como o observado no resultado da histologia, com maior efeito
deletério do tabaco sobre o tecido renal, evidenciado por necrose, embora ndo tenhamos
observado alteragdo do peso do rim. Adicionalmente, esses resultados confirmam
resultados em seres humanos que mostram que fumar induz dano renal, produzindo
aumento da pressdo arterial e intraglomerular, podendo, a longo prazo, produzir
disfuncdo das células endoteliais renais (ORTH, 2004). Como a disfuncdo renal
induzida pelo fumar estd intimamente relacionada com o tempo de uso e 0 numero de
cigarros fumados por dia, confirmamos que nosso modelo mimetiza em parte o padrdo
humano de tabagismo (TYLICKI et al., 2006).

No entanto, para o grupo ALC, ndo observamos alteracdo de creatinina e ureia.

De fato, enquanto em ratos a administracdo de alcool, 1,6 g/kg, via gavagem, por 12
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semanas aumenta as concentracaos plasmaticas de ureia e creatinina (DAS et al., 2008),
em seres humanos, o consumo de alcool estd associado & reducdo da concentracdo
desses marcadores (CHAN-YEUNG et al., 1981). Alteragcbes na concentracdo
plasmatica de ureia e creatinina pelo &lcool estdo mais comumente associadas a dano
renal induzido por complicacGes pelo uso crénico, como hipertensdo, e ndo por dano

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

6.3 Efeito do alcool, cigarro e sua associagdo sobre alteracdes na morfologia
hepética

Avaliando o efeito da administracdo crénica de alcool, exposi¢do a fumaca do
cigarro ou sua associagdo sobre o tecido hepatico, observamos alteracfes significativas
em trés parametros: presenca de tumefacéo celular, infiltrado inflamatério e necrose.

Desses marcadores de dano, apenas necrose foi comum a exposi¢do ao alcool
(ALC) e a fumagca do cigarro (TAB e ALTB), uma vez que tumefacdo celular moderada
a severa foi observada mais importantemente no grupo ALC e infiltrado perivascular,
no grupo associagdao ALTB.

Dentre essas alteracGes morfoldgicas, a tumefagdo representa resposta imediata
da célula a uma agressdo resultante de exposi¢do do tecido a toxinas, infeccBes por
bactérias ou virus, isquemia, entre outras (PIRES, TRAVASSOS E GARTNER, 2004).
Ao microscopio, as células apresentam-se aumentadas de volume, resultado da perda do
equilibrio hidroeletrolitico (PIRES, TRAVASSOS E GARTNER, 2004). Maior
frequéncia e severidade de tumefacdo no tecido hepatico dos ratos do grupo ALC indica
resposta inflamatdria aguda. Embora poucos estudos avaliem os parametros de modo
individual, ndo descartamos que o &lcool e seu metabdlito téxico, o acetaldeido,

promovam resposta inflamatoria, determinada pelo aumento do nimero de células em
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estado de tumefacdo, mesmo apds exposi¢do cronica. Uso cronico de alcool esta
associado a retengdo hidrica e desequilibrio eletrolitico, ndo apenas por mecanismo
relacionados a desregulacdo do controle da diurese pelo horménio antidiurético (ADH),
mas também por interferéncia sobre bombas de sodio e potéssio presentes em células do
tecido hepatico e renal (ELISAF et al., 1994). De fato, retencdo hidrica e eletrolitica,
associadas a vasodilatacdo esplancnica e vasoconstricdo renal compensatéria estdo
associadas a sindrome hepatorenal, uma comorbidade relativamente frequente em
individuos cirréticos (ARROYO, GUEVARA E GINES, 2002; ADEWALE E IFUDU,
2014). Essa resposta inflamatdria parece estar relacionada a sobrecarga de alcool sobre
0 tecido hepético, uma vez que apds administracdo oral é rapidamente absorvido,
sobrecarregando esse 6rgao detoxificador. Indugcdo enzimatica e producdo de metabdlito
toxico também parecem contribuir para a promocéo de dano (CENI, MELLO E GALLI,
2014).

Embora infiltrado perivascular em grau moderado seja comum aos tratamentos
ALC e TAB, severidade e maior frequéncia de grau moderado foi observado na
associacdo ALTB. Do mesmo modo, a interpretacdo desses resultados é mais adequada
quando considerada no conjunto das alteracdes. No entanto, destacamos essa resposta
por ser preponderante no grupo ALTB, indicando efeito da associacdo dessas duas
drogas de abuso. Esse marcador de dano esta associado mais frequentemente a resposta
inflamatoria cronica. Em pacientes com artrite reumatoide, presenca de infiltrado
perivascular em tecido de biopsia é diagnostico diferencial para vasculite reumatoide.
Nessa condicdo, infiltrado inflamatério, com mais de 3 camadas de células mono ou
polimofonucleares é indicativo de destruicdo progressiva da parede do vaso e, se ndo
controlada, reducdo de vascularizagdo, parestesia e até necessidade de amputacdo da

area afetada (VOSKUYL et al., 1998; COLLINS, ARNOLD E KISSEL, 2013).
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Inflamac&o cronica e uso abusivo de drogas também parecem afetar o tecido hepético,
produzindo quadro de vasculite que antecede cirrose hepatica (COLLINS, ARNOLD E
KISSEL, 2013). Chama atengdo 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 associacéo
entre &lcool e fumaca de cigarro em condigdes experimentais semelhantes as utilizadas
em nosso experimento (VANISREE E SUDHA, 2006; WISNIEWSKA et al., 2013).
Embora ndo conclusivo, esse achado parece indicar maior risco de comprometimento
circulatério no figado pela associacdo entre alcool e tabaco (WISNIEWSKA et al.,
2013).

Para os grupos ALC, TAB e ALTB, indistintamente, se observou aumento
significativo de necrose. Esse parametro pode ser identificado por auséncia de conexdes
celulares e consequente descontinuidade do tecido, bem como perda do contorno celular
e diminuicdo da coloracgdo entre nucleo e citoplasma (Figura 7) (PIRES, TRAVASSOS
E GARTNER, 2004). Embora classificada aqui como necrose, ndo descartamos que a
destruicdo de algumas dessas células esteja relacionada a mecanismo de apoptose,
frequentemente associadas a regeneracdo celular normal e controle do crescimento do
tecido hepatico (GUICCIARDI et al., 2013). Marcadores especificos como caspase,
uma protease cuja atividade estd aumenta durante a apoptose, permitiriam distinguir
entre esses dois processos de morte celular (GUICCIARDI et al., 2013). No entanto,
estudos recentes propdem o termo necropstose, um mecanismo presente no tecido
hepatico capaz de programar e regular processos de necrose resultante da exposicao
crbnica a algumas toxinas, tornando dificil a distincdo entre apoptose e necrose nesse
tecido em particular (VANDENABEELE et al., 2010). A despeito desses conceitos,

observamos aqui resposta de lesdo apds tratamento crénico tanto com alcool quanto
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com fumagca de cigarro. Modelos animais classicos de hepatotoxicidade como aqueles
pela administracdo de paracetamol ou de tetracloreto de carbono (CCl;) também
mostram alteragdes de necrose e infiltrado inflamatorio no tecido hepatico de roedores
(MORSY ET AL., 2012; SOLIMAN, NASSAN E ISMAIL, 2014).

Necrose hepatica também foi observada em varios estudos com animais apds
administracdo de alcool, mesmo em doses agudas (LEFKOWITCH, 2005; JANG et al.,
2012; LIU et al., 2012; LIU et al., 2014). Por outro lado, nicotina administrada via
subcutanea por 10 dias em ratos também produz necrose hepatica, aumentando ainda
mais o dano produzido pela administracdo de CCl, (YUEN et al., 1995). A associagdo
de nicotina, via subcutanea, administrada com alcool, presente na dieta hiperlipidica,
também aumenta frequéncia de necrose e esteatose hepatica em camundongos apos 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 alcool, mas ndo no grupo associacdo ALTB. Esteatose, que
consiste no acumulo de lipidios no interior da célula (PIRES, TRAVASSOS E
GARTNER, 2004), é caracteristica de estagio inicial da doenca hepatica alcoodlica
(LEFKOWITCH, 2005). Esta relacionada a hipdxia na regido pericentral do figado
(especialmente zona 3) devido ao aumento do consumo de oxigénio pela oxidagdo do
etanol (ARTEEL et al., 1997). Esteatose alcodlica é dano comum pelo consumo
crénico e em doses elevadas de alcool (CENI, MELLO E GALLI, 2014). Modelos
animais de alcoolismo identificam principalmente esteatose como indicador de dano
hepatico (ARTEEL et al., 1997; LEFKOWITCH, 2005; BAILEY et al., 2009; LIU et
al., 2014).

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

ALTB. Em modelo de exposicdo a fumaca do cigarro (2 cigarros/dia, por 4 semanas),
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(AZZALINI et al., 2010), também ndo observaram esteatose hepatica em ratos controle,
mas apenas em ratos alimentados com dieta hiperlipidica, indicando que a fumaca pode
potencializar esteatose ndo alcodlica quando associado a outros fatores, como dieta
hiperlipidica (AZZALINI et al., 2010). Um Unico estudo avaliando esteatose hepatica
em camundongos hipercoleresterolemicos (geneticamente modificados) pela exposicdo
combinada de alcool e fumaca do cigarro, 5 horas por dia, por 4 semanas, mostrou que a
associacdo foi determinante para o aparecimento de esteatose (BAILEY et al., 2009).
Para 0 grupo exposto a fumaca de cigarro esses autores ndo detectaram diferenca
significativa, enquanto para o grupo alcool observaram grau de esteatose moderada
(BAILEY et al., 2009). Novamente, outros fatores parecem ter sido determinantes para
0 aparecimento de esteatose nesses animais tratados com a associacédo, indicando que no
nosso experimento, sem outros fatores interferentes, a fumaga de cigarro ndo promove
dano hepatico tdo importante. Uma possivel justificativa para esse menor efeito sobre o
tecido hepatico pode estar relacionada a via de administragdo da fumaga do cigarro, pois
ao ser inalada, é absorvida por capilares pulmonares numa concentracdo dependente de
fatores externos como tragada, tempo de retencdo no pulméo, entre outros. Uma vez
absorvidos, os constituintes presentes na fumaca do cigarro sdo distribuidos aos tecidos
via corrente sanguinea, ndo sofrendo metabolismo de primeira passagem classico,
embora alguns constituintes possam sofrer acdo de enzimas pulmonares.

Também ndo podemos desconsiderar que o processo de dano hepatico esta
associado a mecanismos de inflamacéo e estresse oxidativo, promovidos inclusive pela
propria célula necrosada. Durante 0 processo necrotico ocorre perda da homeostasia
ibnica pela célula, resultando em tumefacdo celular, aumento do célcio citoplasmatico
livre, ativacdo de diversas proteases e fosfolipases, perda da integridade mitocondrial e,

consequentemente, ruptura da membrana plasméatica (VANDENABEELE et al., 2010).
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Todo esse conjunto de eventos pode desencadear resposta inflamatéria e de
desequilibrio entre mecanismos pro e antioxidantes enddgenos, resultado em estresse
oxidativo. Aumento da producgdo de citocinas pré-inflamatérias como IL-1, IL-6 e TNF-
a no tecido hepatico foram observadas tanto pela exposic¢éo ao alcool quanto ao tabaco
(AGARWAL, 2005; CREWS et al., 2006; EL-ZAYADI, 2006). H& evidéncias também
que fumar aumenta a producdo de fatores angiogénicos como o fator de crescimento
endotelial vascular A (VEGF-A) e mediadores fibrinogénicos como leptina, fator de
crescimento tumoral Bl (TGF- pB;) e angiotensina Il (AGARWAL, 2005;
ALTAMIRANO E BATALLER, 2010). Todos eles contribuindo para dano hepatico
indireto, pela presenca de toxinas presentes na fumaca do cigarro ou pelo alcool.

Estresse oxidativo, com aumento do dano lipidico e reducdo da atividade de
enzimas antioxidantes sdo observados tanto pela administracdo de alcool, exposicao a
fumaga do cigarro, nicotina isoladamente ou pela associagdo entre alcool e tabaco
(WATANABE et al., 1995; EKE, VURAL E ISCAN, 1996; ARTEEL et al., 1997;
SCOTT et al., 2000).

Alcool reduz a atividade de enzimas antioxidantes como a superdxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase (GSH) no figado de ratos de modo dose dependente
(SCOTT et al., 2000). Fumaca de cigarro (20 min/dia por 4 semanas) também esta
associado a aumento da peroxidacdo lipidica em ratos (WATANABE et al., 1995).
Associacdo entre alcool (2 g/kg, 1.G) e nicotina (0.1 mg/kg, SC) também aumenta
peroxidacao lipidica e a atividade da enzima superdxido dismutase (SOD), reduzindo a
atividade da catalase (CAT) no tecido hepatico (HUSAIN et al., 2001). Embora néo
tenhamos explorado alteracdes inflamatorias e de estresse oxidativo no nosso
experimento, é possivel que esses mecanismos também estejam alterados pela

exposicdo ao alcool, a fumaca do cigarro ou sua associagao.
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6.4 Efeito do &lcool, cigarro e sua associa¢do sobre alteracfes morfologicas renais

Avaliando o efeito da administracdo de alcool e exposicdo a fumaca do cigarro
sobre o tecido renal, observamos alteracdes significativas em dois parametros: presenca
de vacuolizacdo e necrose. Desses marcadores de dano, do mesmo modo que para o
tecido hepatico, necrose foi observada para todos os grupos: ALC, TAB e ALTB
enquanto vacuolizacdo foi observada com maior frequéncia nos animais do grupo
associacdo (ALTB).

Embora vacuolizagcdo preceda processos de necrose e poderia ter sido tomada
como um parametro indicador de dano, chamou atencdo o fato de que o grupo
associacdo ALTB tinha 3 individuos com vacuolizacdo em grau moderado, enquanto
para o0 grupo TAB havia 1 e para o grupo ALC ndo havia nenhum. A vacuolizagéo se
caracteriza por células com volume aumentado em decorréncia da presenca de agua
livre no citoplasma, ap6s ruptura do equilibrio hidroeletrolitico. Ao microscépio
observa-se células com volume citoplasméatico aumentado e com pouco contetdo
proteico. O nucleo apresenta-se normal ou reduzido de tamanho, em posicdo central ou
periférica na célula (PIRES, TRAVASSOS E GARTNER, 2004).

O uso cronico de &lcool, em altas doses, estd associado a efeito lesivo sobre
tibulos renais (CECCHIN E DE MARCHI, 1996). No entanto, alguns autores
defendem a hipdtese de que esse efeito seria consequéncia de outras comorbidades
associadas ao consumo excessivo de alcool e ndo ao alcool per se (DAS et al., 2008).

Porém, os resultados avaliando dano renal pelo alcool séo controversos. Em
humanos, estudos mostram que o alcool em baixas doses tem um efeito nefroprotetor,
porém em altas doses pode causar dano renal (RODRIGO et al., 2002). Padrdo de uso
de alcool tipo binge, caracterizado por consumo pontual de alcool em altas doses, num

curto espaco de tempo, ou uso crénico em doses elevadas também estdo relacionados
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com necrose e disfuncdo tubular renal (DE MARCHI et al., 1993; HIRSCH et al.,
1994). Também em animais alimentados com dieta contendo alcool, estudos
evidenciam disfuncdo renal, edema intersticial e hipertrofia renal, acompanhada de
aumento da proteinas, gordura e &gua (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 &lcool evidenciado pelo aumento da
atividade de enzimas antioxidantes como a glutationa peroxidase (GSH-Px) (SCOTT et
al., 2000), sem dano lipidico (DINU, NECHIFOR E MOVILEANU, 2005). No entanto,
a maioria dos estudos mostra aumento da lipoperoxidacdo no tecido renal pelo
tratamento croénico com alcool, acompanhados de alterac6es morfoldgicas como necrose
tubular renal (DAS et al., 2008). Associacdo entre alcool e cigarro ou nicotina também
esta associada a aumento do dano lipidico (BINDU E ANNAMALAI, 2004; Cooper,
2006).

Mais consistentes, resultados de diversos estudos evidenciam dano renal pelo
uso croénico de cigarro ou mesmo administracdo de nicotina. Fumar reduz o diametro do
glomérulo renal de ratos expostos a fumaca de cigarro, durante 5 dias por semana, por
16 semanas (DUNDAR, KOCAK E CULHACI, 2004). Fumaca de cigarro também esta
implicada na etiologia de carcinoma de células renais, com aumento forte de risco
associado ao namero de cigarros fumados por dia (HUNT et al., 2005).

Do mesmo modo que acima, para avalicdo dos efeitos do alcool, fumaca do
cigarro ou sua associacao sobre o tecido renal, consideramos a frequéncia de eventos
com gravidade 2 (moderado) e 3 (severo) e os resultados globais dao conta de que para
0 grupo ALC, foram 14 eventos; para o grupo TAB foram 17 eventos e para 0 grupo

associacdo foram 22 eventos. Novamente, embora empirico, esse perfil de resposta da
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indicativos de que a fumaca do cigarro apresenta maior grau de dano, em especial se

associado ao cigarro.
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7. CONCLUSOES

Em resumo, nossos resultados revelaram que a exposicdo a fumaca de cigarro
reduz o ganho de peso e gordura retroabdominal em ratos. A fumaca de cigarro ainda
promoveu diminuicdo dos niveis séricos da enzima ALT, e 0 grupo exposto a
associacdo apresentou niveis aumentados de creatinina. Em relagdo aos parametros
morfologicos, evidenciamos que o uso de alcool, exposicdo a fumaca de cigarro ou sua
associacdo promoveu necrose hepética e renal. Ainda com relacdo aos parametros
morfol6gicos observamos aumento de tumefagdo e infiltrado celular pela associacéo,
porém apenas o alcool foi capaz de produzir tumefagdo no tecido hepatico. Em relagdo
as alteracdes sobre o tecido renal, além da presenca de necrose em todos 0s grupos,
ainda observamos presenca de vacuolizacdo citoplasmaética pelo uso da associagéo.

Podemos, entdo, concluir que o uso de alcool, exposicao a fumaca de cigarro ou
sua associacdo promovem necrose hepatica e renal. O risco de dano hepéatico parece ser
maior pelo &lcool, enquanto o risco de dano renal parece ser maior para o cigarro. A
associacédo contribui apenas para aumento do dano renal.

Embora a implicacdo dessas duas drogas de abuso com risco aumentado de
morbidade e mortalidade, implicando em elevados custos para os sistemas de salde,
chama atencédo a escassez de resultados avaliando os efeitos da associagéo entre essas
duas drogas de abuso. Por serem drogas licitas e frequentemente utilizadas em
associacao, faz-se necessarios mais estudos explorando potencializagdo de dano em

diferentes tecidos pelo uso combinado.
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8. PERSPECTIVAS

Embora nossos resultados mostrem o efeito danoso do alcool e tabaco sobre os
tecidos hepatico e renal, outros estudos sdo necessarios para investigar 0s mecanismos
intracelulares envolvidos com esse dano. Para esse entendimento, sd80 necessarias
algumas analises de imunoistoquimica com marcadores especificos, como por exemplo,
para necrose, apoptose entre outras. Ainda se faz necessario dosagem de interleucinas
plasmaticas e/ou teciduais, para dessa forma, identificarmos quais sdo os fatores

especificos que levam ao dano tecidual hepatico e renal.
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