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RESUMO 

 

 

PINHEIRO, Cintia Rodrigues. Efeitos da exposição à nicotina e à fumaça de cigarro durante 

a lactação sobre o sistema de recompensa cerebral em ratos. 91 f. Tese (Doutorado em 

Biociências) - Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio 

de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015. 

 

Crianças de mães fumantes são mais suscetíveis a se tornarem adultos obesos e se 

viciarem em drogas ou alimentos palatáveis. Drogas e alimentos ativam a via mesolímbica de 

recompensa, causando sensação de prazer que induz ainda mais o consumo. Assim, avaliamos 

a relação entre a exposição apenas à nicotina ou à fumaça do cigarro durante a lactação com a 

preferência alimentar e sistema dopaminérgico de recompensa cerebral das proles, em dois 

modelos de programação: Modelo I: no 2o dia pós-natal (PN), lactantes receberam implante 

de minibombas osmóticas que liberam nicotina (NIC) ou salina (C), durante 14 dias. Em 

PN150 e novamente em PN160, as proles foram divididas em 4 grupos para um desafio 

alimentar: N-SC e C-SC que receberam ração padrão; N-SSD e C-SSD que podiam escolher 

livremente entre as dietas hiperlipídica e hiperglicídica. A ingestão alimentar foi avaliada após 

12 h. As mães foram sacrificadas apenas na 21ª da lactação (desmame) e as proles em PN15 

(com nicotina), PN21 e PN170 (ausência da NIC). Ao desmame, as ratas lactantes NIC 

apresentaram menor conteúdo de tirosina hidroxilase (TH), maior OBRb e SOCS3 na area 

tegmentar ventral (VTA); menor TH, maior receptor de dopamina 1 (D1R), receptor de 

dopamina 2 (D2R) e transportador de dopamina (DAT) no núcleo accumbens (NAc); maior 

conteúdo de TH no estriado dorsal (DS); e maior D2R e SOCS3 no núcleo arqueado (ARC). 

Em PN15, os filhotes NIC apresentaram maior conteúdo de D1R, D2R e menor DAT no NAc, 

enquanto em PN21, apresentaram apenas menor DAT no DS, e menor conteúdo de pSTAT3 

em ARC. Aos 170 dias, as proles SSD demonstraram maior preferência para a ração 

hiperlipídica. No entanto, os animais N-SSD consumiram mais ração hiperglicidica do que as 

proles C-SSD. A prole N apresentou menor conteúdo de D2R e DAT no NAc e menor D2R 

no ARC. Modelo II: as mães e suas proles foram divididas em: expostos à fumaça do cigarro 

(grupo S: 4 vezes / dia, do 3º ao 21º dia de lactação), e expostos ao ar filtrado (grupo C). Em 

PN175, as proles foram divididas em 4 grupos para o desafio alimentar S-SC, C-SC, S-SSD e 

C-SSD. A ingestão alimentar foi avaliada após 30 min e 12 h. Em PN180, as proles foram 

sacrificadas. O grupo S-SSD ingeriu mais das rações palatáveis do que o grupo C-SSD em 30 

min e 12 h. Ambos os grupos preferiram a ração hiperlipídica. No entanto, os animais S-SSD 

consumiram mais ração hiperlipídica do que C-SSD em 30 min. A prole S apresentou menor 

conteúdo de TH no VTA, menor conteúdo de TH, D2R e maior conteúdo de D1R no NAc e 

menor OBRb no ARC. Demonstramos que tanto a nicotina isolada como a exposição à 

fumaça do cigarro durante a lactação resultaram em mudanças no sistema dopaminérgico das 

proles, programando o comportamento alimentar devido à diminuição da dopamina no NAc. 

 

 

 

 

Palavras-chave: Fumaça. Nicotina. Lactação. Sistema de recompensa cerebral. Preferência 

alimentar. Programação. 



ABSTRACT 

 

 

PINHEIRO, Cintia Rodrigues. Effects of exposure to nicotine and cigarette smoke during 

lactation on the brain reward system in rats. 2015. 91 f. Tese (Doutorado em Biociências) - 

Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 

Rio de Janeiro, 2015. 

 

Children from smoking mothers are more susceptible to become obese adults and to 

become drug or food addicts. Drugs and food activate the mesolimbic reward pathway, 

causing a sense of pleasure that induces further consumption.Thus, we studied the relationship 

between only nicotine or tobacco smoke exposure during lactation with feeding behavior and 

brain dopaminergic reward system at adulthood, in two programming models: Model I, on the 

postnatal day (PN) 2, lactating rats were implanted with minipumps releasing nicotine (NIC) 

or saline (C) for 14 days. On PN150 and again on PN160, offspring were divided into 4 

groups for a food challenge: N-SC and C-SC received standard chow; N-SSD and C-SSD 

could freely select between hyperlipidic and hyperglicidic diets. Mothers were euthanized 

only in 21ª of lactation and offspring were euthanized in PN15 (with nicotine), PN21 and 

PN170 (withdraw). At weaning (PN21), NIC dams had: lower tyrosine hydroxylase (TH), 

higher OBRb and SOCS3 contents in ventral tegmental area (VTA); lower TH, higher 

dopamine receptor 1 (D1R), dopamine receptor 2 (D2R) and dopamine transporter (DAT) 

contents in nucleus accumbens (NAc); higher TH content in dorsal striatum (DS); and higher 

D2R and SOCS3 contents in arcuate nucleus (ARC). On PN15, NIC pups had higher D1R, 

D2R and lower DAT contents in NAc, while on PN21 they had lower DAT in DS, and lower 

pSTAT3 content in ARC. On PN170, SSD animals showed an increased food intake 

compared with SC ones and a preference for the hyperlipidic chow. However, N-SSD animals 

consumed relatively more hyperglicidic chow than C-SSD ones. N offspring presented lower 

D2R and DAT contents in the NAc, and lower D2R in the ARC. Model II, nursing rats and 

their pups were divided into: tobacco smoke-exposed (S group: 4 times/day, from the 3rd to 

the 21th day of lactation), and ambient air-exposed (C group). On PN175, offspring were 

divided into 4 groups for a food challenge: S-SC and C-SC received standard chow; S-SSD 

and C-SSD could select between hyperlipidic and hyperglicidic diets. Food intake was 

recorded after 30 min and 12 h. On PN180, offspring were euthanized. SSD animals presented 

a higher food intake compared with SC ones. S-SSD animals ate more than C-SSD ones at 30 

min and 12 h. Both groups preferred the hyperlipidic chow. However, S-SSD animals 

consumed relatively more hyperlipidic chow than C-SSD at 30 min. S animals presented 

lower TH content in the ventral tegmental area, lower TH, D2R, higher D1R contents in the 

NAc and lower OBRb in the ARC. We showed that both nicotine alone as well as cigarette 

smoke exposure during the lactation resulted in changes in the dopaminergic system of the 

offspring, programming the eating behavior due to decreased dopamine in the NAc. 

 

 

 

 

Keywords: Smoke. Nicotine. Lactation. Brain reward system. Food preference. Programming 
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INTRODUÇÃO  

 

 

Nicotina: principal componente do cigarro que causa dependência 

A nicotina é uma substância alcalóide que se liga e exerce seus efeitos através dos 

receptores nicotínicos de acetilcolina (ACh) nos gânglios autônomos, na medula adrenal, na 

junção neuromuscular e no sistema nervoso central. Sua meia vida é de aproximadamente 

duas horas (Hukkanen et al, 2005; Benowitz et al, 2009). Em fumantes, sua concentração 

sérica varia entre 15 a 50 ng/mL (Balfour, 1990). Um único cigarro fumado faz com que a 

concentração plasmática de nicotina se eleve de 15 a 30 ng/mL, caindo por cerca da metade 

dentro de 10 minutos. Esse declínio rápido é resultado principalmente da redistribuição entre 

o sangue e os outros tecidos. A seguir, o declínio é mais lento, em torno de 1-2 horas de meia-

vida, em função do metabolismo hepático, principalmente pela oxidação da nicotina em um 

metabólito cetônico, a cotinina (Hukkanen et al, 2005; Benowitz et al, 2009). 

A nicotina é absorvida rapidamente do cigarro fumado. Ao entrar na circulação arterial 

é rapidamente distribuída pelos tecidos do corpo, atingindo o cérebro em um intervalo de 10 e 

19 segundos (Henningfield et al, 1993). Ela é imediatamente absorvida pelo trato respiratório, 

mucosas orais e pele. Por ser uma base relativamente forte, sua absorção pelo estômago é 

limitada, a não ser que o pH intragástrico esteja elevado. 

De acordo com o número de cigarros consumidos, classifica-se o fumante em: 

nos cigarros varia entre países e marcas (Cavalcante, 2001).  

Na fumaça do cigarro, a nicotina é a principal substância farmacologicamente ativa, 

sendo assim, os efeitos agudos do fumo podem ser mimetizados pela nicotina (Rang et al, 

2004; Benowitz et al, 2009). 

A cotinina, principal metabólito da nicotina, pode ser medida no sangue, urina, saliva 

(Nel & Morgan, 1996) e leite (Luck et al, 1985). Por possuir meia-vida de eliminação longa, 

cerca de 20 horas (Taylor, 1996), a cotinina é considerada um ótimo parâmetro para avaliar o 

índice de exposição ao fumo, sendo mais eficiente do que a própria nicotina, que possui meia-

vida relativamente curta (Eskenazi et al, 1995). 

Alguns fatores podem influenciar no estabelecimento da dependência da nicotina, tais 

como, idade e predisposição genética. A idade em particular, tem um papel crítico no 

desenvolvimento do uso e do abuso da nicotina. Foi demonstrado que 77% dos indivíduos 

fumantes fumaram o primeiro cigarro antes dos 17 anos (Breslau & Peterson, 1996). Destes, 
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os indivíduos que se tornaram tabagistas antes dos 17 anos, apresentaram menor 

probabilidade de cessar o hábito na vida adulta. Outros estudos também demonstraram que a 

maioria dos fumantes começa o hábito de fumar entre os 14 e 17 anos (55%) e que o 

tabagismo no início da adolescência é associado com menor probabilidade de desistência 

(Chen & Millar, 1998). 

Por outro lado, é bem conhecido que a gestação, lactação e a adolescência são 

considerados períodos críticos do desenvolvimento devido a capacidade de se adaptar a 

mudanças no ambiente (de Moura & Passos, 2005; de Moura et al, 2008; Metcalfe & 

Monaghan, 2001). Alterações nesses períodos do desenvolvimento, tais como a exposição ao 

fumo ou à nicotina, podem permanentemente afetar as proles. 

  

Efeitos do fumo e da nicotina na gravidez e lactação 

No Brasil, aproximadamente 16% da população adulta faz uso do tabaco e, 

especialmente entre as mulheres, o tabagismo vem sendo associado a alterações de parâmetros 

reprodutivos como fertilidade, tempo de gestação, abortos espontâneos, gravidez ectópica e 

redução do período de amamentação (Mello et al, 2001; Einarson & Riordan, 2009).  

O cigarro é a droga mais utilizada na gestação (Lambers & Clark, 1996; Müller et al, 

2002) e está associado a alterações como abortos espontâneos, nascimentos prematuros, bebês 

de baixo peso, morte fetal e do recém-nato, complicações placentárias e episódios de 

hemorragia. Tais problemas se devem, principalmente, aos efeitos do monóxido de carbono e 

da nicotina. Um único cigarro fumado por uma gestante é capaz de acelerar os batimentos 

cardíacos do feto em poucos minutos. Observa-se aumento da frequência cardíaca materna, da 

frequência cardíaca fetal e das pressões arteriais sistólica e diastólica imediatamente após o 

ato de fumar da mãe (Müller et al, 2002).   

Viver em ambiente poluído pela fumaça do cigarro é um risco para o feto e para o 

recém-nato, pois a gestante absorve as substâncias tóxicas da fumaça do cigarro, que são 

transferidas para o feto (Rosemberg, 2002). Gestantes fumantes ou não fumantes, mas que 

foram expostas ao fumo nos domicílios e/ou locais de trabalho, apresentam cotinina na urina e 

no sangue, e seus fetos possuem cotinina no sangue, no fluído amniótico e celômico (Jauniaux 

et al, 1999).  

Embora tenha sido demonstrado que muitas mulheres param de fumar na gestação 

(Giglia et al, 2006; Polańska et al, 2007), alguns estudos revelam que a maioria das mulheres 

que interromperam este hábito, o retomam na lactação, mesmo que a maioria não fume 

durante a amamentação (McBride & Pirie, 1990; Hannöver et al, 2008).  
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Durante a lactação, a nicotina é transferida pelo leite materno e causa taquicardia na 

prole devido a maior ação adrenérgica (Silva et al, 2002). As concentrações de nicotina e 

cotinina na urina do bebê são maiores quando a lactante é tabagista comparada aos níveis 

encontrados quando as mães são fumantes passivas (Woodward, 1986). 

Assim, o ato de fumar na lactação é danoso não só para as mães, mas também para os 

lactentes que se expõe aos componentes do cigarro involuntariamente. Um estudo com 

macacos Rhesus demonstrou que a exposição tabágica no período da gestação e lactação 

promoveu danos no desenvolvimento cerebral com alterações na expressão de proteínas de 

sinapses serotoninérgicas ao desmame, podendo contribuir para o aparecimento de alterações 

neurocomportamentais e bioquímicas na vida adulta (Slotkin et al, 2006a; 2006b). 

 

Programação metabólica ou plasticidade ontogenética 

Diversos estímulos ou agentes estressores em períodos críticos do desenvolvimento, 

como gestação e lactação, podem “imprimir” (imprinting) mudanças metabólicas permanentes 

na vida adulta. Esse fenômeno inicialmente foi definido como programação metabólica, ou 

simplesmente programação (Lucas, 1998). Dentre os fatores programadores destacam-se a 

nutrição, hormônios e estímulos ambientais (Moura & Passos, 2005; de Moura et al, 2008). Se 

o estímulo inicial ou o agente estressor permanecer ao longo da vida do indivíduo, este será 

melhor adaptado. Do contrário, se o estímulo inicial for apenas transitório, poderá ser menos 

adaptado e mais propício ao desenvolvimento de doenças na vida adulta. Atualmente o termo 

programação, tem sido substituído pelo conceito de plasticidade ontogenética, devido a sua 

natureza probabilística e não determinista (Gluckman & Hanson, 2007; Gluckman et al, 

2010). O principal mecanismo proposto como desencadeador da programação são alterações 

epigenéticas. Tais alterações podem ocorrer no útero ou no início da vida da criança 

(principalmente no período da lactação), decorrente de diversos estímulos (ambientais, 

nutricionais ou hormonais) que podem ativar processos de metilação de DNA, 

acetilação/deacetilação de histona, presença de RNA de interferência, os quais podem, por 

exemplo, suprimir genes relacionados ao controle da adipogênese, podendo afetar o 

desenvolvimento do tecido adiposo dependendo do estado nutricional (Lisboa et al, 2012). 

Considerando o vasto número de estudos que focam o período da gestação como 

período de imprinting e a escassez de estudos focando a lactação como um importante período 

de desenvolvimento para os mamíferos, nosso laboratório iniciou trabalhos que investigam as 

alterações nutricionais e hormonais ocorridas exclusivamente no período da lactação e suas 

possíveis consequências em longo prazo. Essa linha de trabalho já é desenvolvida há 
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aproximadamente 15 anos, e mais recentemente, começamos também a investigar o 

imprinting por fatores ambientais (aproximadamente 10 anos). 

 

Programação pela nicotina 

Assim como as alterações hormonais e nutricionais no início da vida, fatores 

ambientais também são capazes de programar alterações metabólicas na prole (Grüin & 

Blumberg, 2009; Newbold, 2010). Determinadas substâncias presentes no ambiente são 

capazes de interagir com receptores endócrinos, exercendo um efeito semelhante ao do 

hormônio, sendo conhecidas como disruptores ou interferentes endócrinos. Dentre os diversos 

disruptores endócrinos encontrados no ambiente (fitoestrógenos, e pesticidas, por exemplo), 

nosso grupo escolheu estudar a nicotina pelo fato do tabagismo ser um importante problema 

de saúde pública e a nicotina o principal componente químico do tabaco, responsável pela 

dependência química, sendo  transferida pelo leite materno para a sua prole (Luck & Nau, 

1984; Churg & Prior, 1985; Rosemberg, 2004). 

Desenvolvemos um modelo experimental no qual ratas lactantes são expostas à 

nicotina do 2º ao 15º dia da lactação, em uma concentração similar à de uma fumante pesada, 

6mg/kg. Neste modelo, verificamos alterações nas lactantes expostas à nicotina, tais como 

grande quantidade de cotinina no soro (239 ng/ml) e no leite (226 ng/ml), maior conteúdo de 

lactose (Oliveira et al, 2010b) e T3 no leite (Oliveira et al, 2011). No fim da lactação, sem a 

presença da droga, as mães apresentaram maior leptina no leite e no soro que podem explicar 

a menor ingestão alimentar (Oliveira et al, 2010b). Os filhotes apresentaram aos 15 dias de 

vida (fim da exposição materna à nicotina), cotinina no soro (20,4 ng/ml), maior massa de 

gordura visceral, hiperleptinemia e hipotireoidismo primário, caracterizado por redução de T3 

e T4 e aumento de TSH (Oliveira et al, 2009). Além dessas alterações, as proles também 

apresentaram alterações da função adrenal, tais como, hipercorticosteronemia e aumento do 

conteúdo de catecolaminas adrenais (Oliveira et al, 2010b). Ao desmame, sem a presença da 

nicotina, todas as alterações apresentadas na prole aos 15 dias foram normalizadas. 

Ozokutan et al (2005) também demonstraram danos ocorridos nas proles de ratas 

expostas à nicotina durante os 10 primeiros dias da lactação, que apresentaram menor ganho 

de peso durante o período da exposição à nicotina, além de aumento do estresse oxidativo, 

demonstrado pela redução da quantidade de catalase e superóxido dismutase, e aumento de 

malondialdeído no fígado.  

Em nosso modelo de exposição precoce à nicotina, além das alterações observadas no 

final do período da exposição, a prole apresentou na idade adulta aumento de massa corporal 
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e adiposidade central, hiperleptinemia (Oliveira et al, 2009) e aumento do conteúdo de leptina 

no tecido adiposo visceral (Pinheiro et al, 2011), hipotireodismo secundário, ou seja menor 

TSH, T4 e T3 (Oliveira et al, 2009), resistência à insulina (Oliveira et al, 2010a) e resistência 

central ao efeito anorexigênico da leptina (Oliveira et al, 2010a; Santos-Silva et al, 2010). 

Esses animais também apresentam disfunções adrenais, tais como aumento de CRH no núcleo 

paraventricular, aumento de ACTH hipofisário, hipercorticosteronemia e menor secreção de 

catecolaminas pelas medulas adrenais in vitro, quando estimuladas por cafeína (Pinheiro et al, 

2011). Essa menor secreção de catecolaminas adrenais em conjunto a hipercorticosteronemia 

e ao hipotireoidismo podem em parte explicar o sobrepeso encontrado nesses animais.  

Nossos resultados com nicotina isolada corroboram dados já descritos na literatura em 

relação a exposição tabágica ou à nicotina em períodos críticos do desenvolvimento, levando 

a obesidade, a curto e a longo prazo, tanto em modelos experimentais quanto em estudos 

epidemiológicos (Kries et al, 2002; Toschke et al, 2002, Wideroe et al, 2003; Bergmann et al, 

2003; Gao et al, 2005; Goldani et al, 2007). 

O conjunto dos nossos resultados mostra que a exposição materna exclusiva à nicotina 

exerce efeitos deletérios em curto e em longo prazo na prole. Contudo, nosso modelo de 

programação pela nicotina não retrata exatamente o que ocorre na sociedade, uma vez que a 

exposição à nicotina ocorre através do fumo do cigarro, sendo associada a outros 

componentes importantes, tais como, tiocianato, monóxido de carbono e outros gases tóxicos 

(Stellman & Djordjevic, 2009). Diante dessas informações nosso grupo criou um modelo de 

programação metabólica pela exposição à fumaça do cigarro.  

 

Programação pelo tabaco  

Atualmente verifica-se que filhos de mães fumantes são expostos aos componentes do 

cigarro não somente pelo leite materno, mas também no ambiente doméstico através da 

fumaça do cigarro. Em 2009, a OMS demonstrou que 40% das crianças são submetidas aos 

componentes do cigarro através da poluição tabagista ambiental, onde pelo menos um dos 

pais é fumante. Já foi demonstrado que crianças expostas a ambientes tabágicos apresentam 

diminuição de HDL-c, hiperleptinemia, aumento dos níveis de proteína C-reativa, 

fibrinogênio e interleucina 6 (Nagel et al, 2009) os quais sugerem maior suscetibilidade à 

doenças cardiovasculares. Por outro lado, crianças de mães fumantes apresentam a medida de 

dobra cutânea maior que as nascidas de mães não fumantes (Vik et al, 1996). Diante desses 

achados, desenvolvemos um modelo de programação metabólica onde mãe e prole foram 

expostas à fumaça do cigarro durante a lactação (4X ao dia durante 1h por vez), na 



20 

concentração de nicotina de 1,74 mg/cigarro. Constatamos alta concentração de cotinina no 

soro e no leite das ratas lactantes (105,1 ng/ml e 107,6 ng/ml, respectivamente) além de 

alterações metabólicas tais como, hiperprolactinemia, hipoinsulinemia, hipoleptinemia e 

hipertrigliceridemia. Tais alterações repercutiram em maior concentração de lactose e 

triglicerídeos no leite (Santos-Silva et al, 2011). Com relação às proles, a exposição à fumaça 

do cigarro (pelo ambiente e via leite), desencadeou ao desmame (fim da exposição tabágica) 

presença de cotinina no soro (145,3 ng/ml), menor massa corporal e comprimento, além de 

menor quantidade de gordura retroperitoneal, hipoinsulinemia, hipertiroxinemia, 

hipercorticosteronemia e maior conteúdo de catecolaminas adrenais. Quando adultos, os 

animais programados apresentaram hiperfagia, maior gordura corporal e visceral, 

hiperleptinemia, hipertrigliceridemia, aumento de VLDL-c, hiperglicemia, hipertireoidismo 

secundário (aumento de TSH, T4 e T3) e diminuição da função adrenal, caracterizada por 

hipocorticosteronemia e menor conteúdo de catecolaminas adrenais (Santos-Silva et al, 2013). 

A reunião de nossos resultados demonstra que a exposição direta à fumaça do cigarro durante 

a lactação programa para hiperfagia, obesidade, dislipidemia e outros distúrbios endócrino-

metabólicos.  

   

Via de recompensa cerebral: o papel da dopamina  

A via de recompensa cerebral é composta pela área tegmentar ventral (VTA) e o 

núcleo accumbens (NAc). O VTA projeta seus axônios dos neurônios dopaminérgicos, 

liberando dopamina para o NAc. A dopamina no NAc ativa receptores dopaminérgicos 

gerando sensação de prazer e bem-estar. As vias de sinalização dopaminérgica e de opióide no 

sistema mesolímbico de recompensa têm um importante papel tanto na recompensa quanto no 

processo motivacional (Erlanson-Albertsson, 2005; Berthoud 2006; Fulton, 2010). Os 

receptores dopaminérgicos D1R e D2R no NAc (Durieux et al, 2009; Breese et al, 1987; De 

Vries et al, 1998; Dreher & Jackson, 1989; Gong et al, 1999; Meyer, 1993; Swanson et al, 

1997) e no estriado dorsal (Durieux et al, 2012; Pitts & Horvitz, 2000) têm sido associados 

com comportamentos como ansiedade, medo e atividade locomotora. Alterações na ativação 

desses receptores, como exposição à nicotina, podem causar mudanças comportamentais.  

Qualquer substância, tais como, drogas de abuso, como a nicotina, (Bozarth & sábio, 

1981; Gessa et al, 1985; McBride et al, 1999; Elogio et al, 2004; Mifsud et al, 1989; Nisell et 

al, 1994; Westerink et al, 1987; Yoshimoto et al, 1992) e alimentos palatáveis, que ative a via 

de recompensa cerebral, repercutindo na liberação de dopamina repetidamente, ou que reduza 

a sua recaptação, que é realizada pelo transportador de dopamina (DAT),  é capaz de gerar 
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dependência, podendo ser um forte candidato para o vício e o abuso. Diversos estudos têm 

demonstrado que muitos alimentos como, dietas de cafeteria, açúcar, sacarina, sacarose e óleo 

de milho, podem liberar dopamina no NAc (Bassareo & Di Chiara, 1997; Hajnal et al, 2004; 

Liang et al, 2006; Mark et al, 1991; Rada et al, 2005b).  

Sabe-se que a leptina e a insulina podem modular o sistema de recompensa cerebral, 

pois apresentam receptores no VTA que quando ativados geram diminuição dos sinais de 

recompensa, tais como diminuição da ingestão de comidas palatáveis ou da utilização de 

outras drogas. Já foi demonstrado que a administração intracerebroventricular (IV) de insulina 

aumenta o RNAm do DAT (Figlewicz et al, 1994), através da ativação da cascata intracelular 

da PI3 quinase (Garcia et al, 2005).  Figlewicz e colaboradores (2007) sugere que o 

significado funcional para o aumento de DAT é porque a dopamina liberada deve ser retirada 

mais eficazmente das sinapses, consequentemente, diminuindo a sinalização da dopamina. 

Com relação à leptina, esta modula o sistema de recompensa a partir da ativação da sua via 

clássica, JAK-STAT, resultando na diminuição da taxa de liberação de dopamina (Hommel et 

al, 2006). Assim, após uma alimentação palatável, ocorre uma grande liberação de dopamina 

que faria com que o animal aumentasse a procura ou ingestão deste mesmo alimento. Isto é 

regulado pela liberação simultânea de insulina e/ou leptina que modulam esta resposta, 

através do aumento da recaptação ou diminuição da liberação de dopamina. 

De modo contrário, estudos experimentais demonstraram que animais resistentes à 

leptina ou à insulina, não respondem ao efeito de diminuição da recompensa (Figlewicz et al, 

2007), podendo ser fortes candidatos ao vício alimentar ou drogas de abuso. Por outro lado, já 

foi demonstrado que pessoas obesas que comem compulsivamente, apresentam disfunções no 

sistema de recompensa que os levam ao vício alimentar (Johnson & Kenny, 2010). 

Considerando que, no geral, indivíduos obesos podem apresentar resistência à 

leptina/insulina, é provável que essa resistência seja um fator desencadeador para o vício 

alimentar comum em indivíduos obesos. 

Em nosso laboratório, os modelos de programação pela nicotina e pela fumaça do 

cigarro programam para obesidade e resistência a leptina e insulínica, portanto, é possível que 

estas proles obesas se tornem mais susceptíveis ao vício alimentar. 

 

Tabagismo e vício alimentar 

Sabe-se que fumantes preferem ingerir alimentos não saudáveis ricos em açúcar e 

gordura (Dallongeville et al, 1998). Corroborando esses dados epidemiológicos, um estudo 

experimental evidenciou que ratos expostos cronicamente à nicotina ingerem maior 
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quantidade de sacarose (Jias & Ellison, 1990). Considerando que tais alimentos agem na via 

de recompensa cerebral, da mesma forma que à drogas de abuso, incluindo a nicotina, a 

explicação para tais escolhas alimentares pode ser devido ao fato de existir um mecanismo de 

“sensibilização cruzada” onde a sensibilização do sistema por uma determinada droga ou 

alimento, pode levar a subsequente utilização de outras drogas (Henningfiled et al, 1990; 

Liguori et al, 1997; Hubbell et al, 1993; Nichols et al, 1991; Volpicelli et al, 1991; Vargas et 

al, 1999) ou alimentos palatáveis. De fato, já foi demonstrado que animais viciados em 

anfetamina apresentam maior ingestão de açúcar (Avena & Hoebel, 2003).  

Estudos epidemiológicos têm demonstrado que crianças de pais fumantes são mais 

vulneráveis a se tornarem viciadas em drogas e alimentos palatáveis do que filhos de pais não 

fumantes (Vargas et al, 1999). Além disso, filhos de gestantes fumantes apresentam, na idade 

adulta, alteração na escolha alimentar. Neste estudo de coorte, foi verificado que indivíduos 

adultos, cujas mães fumaram no período gestacional, consumiam mais carboidratos em 

detrimento de proteínas quando comparado aos filhos cujas mães não foram expostas ao 

tabagismo (Ayres et al, 2011). Estudos experimentais demonstraram que a exposição à 

poluição tabágica durante a gravidez aumenta o consumo de dieta palatável nas proles (Al 

Mamun et al, 2006; Franke et al, 2008).  O conjunto desses dados mostra a relação entre a 

exposição ao tabagismo ou a nicotina com o desenvolvimento de maus hábitos alimentares na 

vida adulta. 

 

Justificativa do presente estudo 

Segundo a Pesquisa de Orçamentos Familiares (POF 2008-2009), há uma crescente 

disponibilidade e consumo de alimentos hipercalóricos, industrializados e ricos em açúcar e 

gordura entre as famílias brasileiras. O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) 

realizou um estudo onde foi observado que doenças como obesidade, hipertensão e diabetes, 

ocorrem em decorrência da má alimentação das famílias brasileiras (IBGE, 2010). Essa 

situação é preocupante uma vez que esses alimentos podem ser considerados drogas, gerando 

dependência alimentar.  

Esses dados, somados ao aumento do tabagismo no mundo, torna importante estudar a 

relação da exposição precoce à poluição tabágica ou à nicotina (que sabidamente altera as vias 

centrais ligadas a ingestão alimentar) e sua possível capacidade de programar para o vício 

alimentar, ou ainda levar a maior predisposição a utilização ao abuso de drogas. 

 

 



23 

Hipótese do trabalho 

Assim nossa hipótese é que a exposição à nicotina ou fumo durante a lactação 

induzem modificações no sistema dopaminérgico de recompensa cerebral contribuindo para 

uma preferência alimentar obesogênica.  
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1 OBJETIVOS 

 

1.1 Geral 

 

Estudar os efeitos da exposição materna à nicotina na lactação e da exposição direta da 

fumaça do cigarro durante a lactação sobre o sistema mesocorticolímbico das proles na 

idade adulta. 

 

 

1.2 Específicos 

 

Nas mães lactantes expostas à nicotina do 2º ao 15º dia da lactação, aos 21 dias da 

lactação, avaliar: 

 

 O conteúdo das proteínas TH, OBRb, pJAK2, pSTAT3 e SOCS3 no VTA; 

 O conteúdo das proteínas TH, D1R, D2R, DAT, receptor µu opioide no NAc; 

 O conteúdo das proteínas TH, D1R, D2R, DAT, receptor µu opioide no DS; 

 O conteúdo das proteínas D2R, OBRb, pJAK2, pSTAT3, SOCS3, NPY e 

POMC noARC. 

 

Nas proles lactentes cujas mães foram expostas à nicotina na lactação, aos 14 e 20 dias 

de vida, avaliar: 

 O comportamento no labirinto em cruz elevado e no campo aberto. 

 

Nas proles lactentes cujas mães foram expostas à nicotina na lactação, aos 15 e 21 dias 

de vida, avaliar: 

 O conteúdo das proteínas TH, D1R, D2R, DAT e receptor μu opióide no NAC; 

 O conteúdo das proteínas TH, D1R, D2R, DAT e receptor μu opióide no DS; 

 O conteúdo das proteínas D2R, OBR-b, pJAK2, pSTAT3, SOCS3, NPY e 

POMC no ARC; 
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Nas proles adultas cujas mães foram expostas à nicotina na lactação, aos 15 e 21 dias 

de vida, avaliar: 

 

 A preferência alimentar (em gramas) em cada um dos grupos em P150 e P160; 

 O comportamento no labirinto em cruz elevado e nos testes de campo aberto; 

 O conteúdo das proteínas TH, OBRb, e SOCS3 no VTA; 

 O conteúdo das proteínas TH, DDC, D2R, DAT e receptor µu opióide no NAc; 

 O conteúdo das proteínas TH, DDC, D2R, DAT e receptor µu opióide no DS; 

 O conteúdo da proteína D2R no ARC. 

 

Nas proles adultas que foram expostas à fumaça do cigarro, durante a lactação, 

diretamente e via leite materno, avaliar: 

 O efeito da exposição neonatal ao fumo do tabaco na ingestão e preferência 

alimentar; 

 O comportamento no labirinto em cruz elevado e no campo aberto; 

 O conteúdo das proteínas TH e da via de sinalização da leptina no VTA; 

 O conteúdo das proteínas TH, DDC, D1R, D2R, DAT e receptor µu de opióide 

no NAc; 

 O conteúdo das proteínas TH, DDC, D1R, D2R e DAT o DS; 

 O conteúdo das proteínas D2R, OBR-b, pJAK2, pSTAT3, SOCS3, NPY e 

POMC no ARC. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

2.1 Modelo experimental 

 

Os animais foram mantidos no biotério do Laboratório de Fisiologia Endócrina (LFE) do 

Departamento de Ciências Fisiológicas (DCF) do Instituto de Biologia Roberto Alcantara 

Gomes (IBRAG) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro sob temperatura (23±1ºC) e 

ciclo de claro-escuro (7:00 - 19:00 h) controlados, com livre acesso à água e ração. Os 

experimentos descritos a seguir foram previamente aprovados pelo Comitê de Ética para o 

Cuidado e Uso de Animais Experimentais do IBRAG (CEUA/066/2012; CEUA/019/2014). 

Ratas Wistar nulíparas de 3 meses de idade foram acasaladas por 1 semana na proporção de 2 

fêmeas para 1 macho. As fêmeas grávidas foram separadas em gaiolas individuais até o 

nascimento dos filhotes. Ao nascimento, cada ninhada foi ajustada para 6 filhotes por rata 

lactante para maximizar o potencial lactotrófico e as lactantes no 2° dia pós-parto, foram 

divididas em 2 modelos a seguir: 

 

1° modelo: Exposição neonatal à nicotina  

- Grupo Nicotina (N, n=16) – Ratas lactantes receberam implante subcutâneo de minibombas 

osmóticas (Alzet, 2ML2, California, USA), 2 dias após o parto. As bombas liberavam 

nicotina (6mg/Kg/dia) por 14 dias consecutivos. 

 

- Grupo Controle (C, n=12) – Ratas lactantes foram submetidas aos mesmos procedimentos 

descritos para o grupo NIC, porém as minibombas continham solução salina. 

 

Antes da implantação, todas as minibombas foram mantidas em solução salina por 24 h para 

atingir uma liberação constante de nicotina. A solução de nicotina foi preparada de acordo 

com a seguinte formula: 

 

 

Onde: 

6mg – Dose desejada de nicotina 

(6mg de nicotina x massa corporal) / (24 x 5μl x 0,001) 
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Massa corporal – expressa em (Kg) 

24 – Número de horas do dia 

5μl – O volume liberado pela minibomba por hora 

0,001 – Constante de correção 

 

Para a implantação das minibombas, as mães foram anestesiadas (tiopental sódico, 0,6 mg/Kg 

do PC) seguida de tricotomia e assepsia com álcool etílico (70%). A introdução da 

minibomba foi feita por uma incisão longitudinal no dorso do animal, com auxílio de bisturi e 

tesoura romba e a pele foi suturada ao final do procedimento utilizando-se fio de sutura 

(catgut simples 3.0). 

 

Desafio alimentar aos 150 (PN150) e 160 (PN160) dias de vida 

 

Foram utilizados 50 C e 64 N, com 4 animais por ninhada. Em PN150 e PN160 as proles 

foram submetidas ao teste do desafio alimentar (2 animais por ninhada). Com o intuito de 

gerar compulsão alimentar (Avena et al. 2005), as proles foram deixadas em jejum no período 

de 09:00 até 21:00 horas. As 21:00 as dietas foram oferecidas durante um período de 12 

horas. No dia seguinte, as 09:00h, a ingestão de alimentos foi avaliada pela diferença entre a 

ração oferecida inicialmente e o que restou na gaiola no final. Para a realização deste teste 

alimentar, os animais foram divididos em quatro grupos:  

- Grupo 1 (C, n = 26) e Grupo 2 (N, n = 32) que recebeu apenas dieta padrão;  

- Grupo 3 (C-DAS, n = 24) e Grupo 4 (N-DAS, n = 32) com uma dieta de auta-seleção 

(DAS).  

Ambos os grupos de auta-seleção tiveram livre acesso para escolher entre a dieta rica em 

gordura (com mais de 20% de gordura saturada do que a dieta padrão) e \ ou dieta rica em 

sacarose (com mais de 38% de sacarose do que a dieta padrão).  

   

 

2° modelo: Exposição neonatal à fumaça do cigarro e desafio alimentar em PN175  

 

- Grupo Exposição à Fumaça (F, n=8) – ratas lactantes e seus filhotes foram colocadas na 

caixa de fumaça 4x dia/1h por vez até o final da lactação (21 dias). A caixa recebe fumaça 

gerada por uma máquina automática (Modelo TE-10, Teague Enterprises, Davis, CA, USA) 

que queima 1 cigarro de pesquisa 3R4F por vez (0,73 mg nicotina/cigarro; Tobacco Research 
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Institute, University of Kentucky, Lexington, KY, USA). Cada cigarro foi tragado a cada 9 

minutos.  

- Grupo Controle (C, n=10) – ratas lactantes e seus filhotes foram retirados de suas gaiolas 

4x dia/1h por vez e expostos ao ar filtrado. 

 

Teste da Preferência Alimentar em PN175 

 

Foram utilizados 40 C e 32 F, com 4 animais por ninhada. Em PN175 as proles foram 

submetidas ao teste do desafio alimentar (2 animais por ninhada). Com o intuito de gerar 

compulsão alimentar (Avena et al. 2005), as proles foram deixadas em jejum no período de 

09:00 até 21:00 horas. Para testarmos a voracidade dos animais pelo alimento, após o jejum, 

às 21:00h as dietas foram oferecidas durante um período de apenas 30 minutos. Após esse 

período as rações foram retiradas, pesadas (para a avaliação da ingestão alimentar) e 

devolvidas para a gaiola. Após o período de 12 horas, ou seja, no dia seguinte, as 09:00, a 

ingestão de alimentos foi avaliada pela diferença entre a ração oferecida e o que sobrou na 

gaiola. Para a realização deste teste alimentar, os animais foram divididos em quatro grupos:  

- Grupo 1 (C, n = 20) e Grupo 2 (F, n = 16) que recebeu apenas dieta padrão;  

- Grupo 3 (C-DAS, n = 20) e Grupo 4 (F-DAS, n = 16) com uma dieta de auta-seleção (DAS).  

Ambos os grupos de auta-seleção tiveram livre acesso para escolher entre a dieta rica em 

gordura (com mais de 20% de gordura saturada do que a dieta padrão) e \ ou dieta rica em 

sacarose (com mais de 38% de sacarose do que a dieta padrão).  

 

Composições das dietas  

Ambas as dietas, rica em gordura e rica em sacarose foram feitas utilizando ração comercial 

como fonte de proteína. As dietas foram preparadas de acordo com o Instituto Americano de 

Nutrição (AIN 93M) recomendação para dietas de roedores (Reeves et al., 1993) e são 

mostrados na tabela 1. 
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Tabela 1 - Composição das dietas 

 CARBOIDRATOS  

(g) 

LIPIDOS 

(g) 

PROTEÍNA 

(g) 

VALOR 

ENERGÉTICO 

(Kcal) 

DIETA RICA EM 

SACAROSE 

78.9 6.8 14.3 461 

DIETA RICA EM 

GORDURA 

58.9 26.8 14.3 561 

RAÇÃO COMERCIAL 66.0 11.0 23.0 455 

Os valores estão relacionados com 100 gramas de cada ração. 

 

2.2 Testes comportamentais 

 

As proles do 1º modelo foram submetidas aos testes comportamentais em PN 14, PN20, 

PN152, PN153 e as proles do 2º modelo foram testadas apenas em PN178 e PN179. Todos os 

testes foram filmados e analisados posteriormente.  

 Antes dos testes comportamentais serem iniciados, os animais foram levados à sala de 

testes, permanecendo por 10 minutos, a fim de promover uma ambientação no local da sala de 

testes, de maneira a não comprometer as análises comportamentais. No momento do teste, o 

animal é colocado no equipamento e permanece sozinho na sala. Após o teste, o avaliador 

retornava e retirava o animal do equipamento. 

 

2.2.1 Labirinto em cruz elevado (LCE) 

O teste do labirinto em cruz elevado é uma das formas de detecção de alterações nos níveis 

ansiedade, sendo o teste comportamental mais utilizado em modelo animal de ansiedade 

(Carobrez e Bertoglio, 2005). Para esse teste utiliza-se um equipamento que tem formato de 

cruz contendo dois braços abertos (BA), dois braços fechados (BF), e uma área central entre 

os braços. Para os animais de PN14 e PN20 utilizamos um equipamento medindo 31cm de 

altura. Os braços apresentam 6cm de largura, 67cm de comprimento e, no caso dos braços 

fechados, as paredes apresentam 16cm de altura. Para os animais de PN152 e PN178, foi 

utilizado um equipamento maior: os braços com 50cm de comprimento x 10cm de largura, e 
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as paredes dos braços fechados com 40cm de altura. Esses braços ficam dispostos de forma 

perpendicular e elevados a 50cm do chão. Para dar início ao teste o animal é colocado na área 

central com a cabeça voltada para o braço aberto e seu comportamento é monitorado por uma 

câmera de vídeo durante 10 minutos. Após os 10 minutos o animal é retirado do equipamento. 

Antes que outro animal seja colocado, o equipamento é limpo com papel toalha e etanol a 

70%.  

A partir das imagens gravadas, foram quantificados o tempo que o animal ficou em cada local 

do equipamento (braços abertos, braços fechados e centro), e o número de vezes que ele 

entrou em cada local. As variáveis utilizadas como índices de ansiedade foram o tempo que o 

animal permaneceu nos braços abertos (Tempo BA) e seu percentual (Tempo BA/ (Tempo 

BA + Tempo BF), número de entradas nos braços abertos (Entradas BA), e seu percentual 

(Entradas BA/ (Entradas BA + Entradas BF). (Pellow et al., 1985; FRAGA-MARQUES e 

cols, 2009; FRAGA-MARQUES e cols, 2010). A avaliação do comportamento associado à 

ansiedade baseia-se na observação de que o BA constitui um ambiente aversivo para o animal, 

onde além de desprotegido ele está sujeito à queda, assim, a permanência no BA indica que o 

animal se arrisca mais explorando todos os braços do aparelho, refletindo um estado de menor 

ansiedade (Rodgers et al., 1997). A atividade locomotora foi avaliada através do número de 

entradas no braço fechado (Rodgers et al., 1997; Fraga et al., 2011; Fraga et al., 2014), e 

também pelo número de entradas no BA+BF (FRAGA-MARQUES e cols, 2009; FRAGA-

MARQUES e cols, 2010). Uma entrada foi contabilizada quando o animal cruzava com as 

quatro patas um braço. O teste foi realizado entre 13 e 18h. 

 

2.2.2 Campo aberto (CA) 

Para os animais de PN14 e PN20 utilizamos um equipamento que consiste de uma caixa de 

madeira branca (37,6 cm de comprimento X 30,4 cm de largura X 17 cm de altura) e seu piso 

foi dividido por linhas em 16 retângulos do mesmo tamanho (7,6 X 9,4 cm) permitindo a 

definição de áreas periféricas e centrais. Para os animais adultos, PN153 e PN179, o CA 

utilizado apresentava as seguintes medidas: caixa de madeira (57 cm de comprimento X 57 

cm de largura X 59 cm de altura) e seu piso foi dividido por linhas em 16 retângulos do 

mesmo tamanho (14,25 X 14,25 centímetros; 12 exterior e 4 interior). 

No início da sessão, cada rato foi colocado na periferia da arena e a sua atividade foi registada 

durante 5 min. A atividade locomotora foi quantificada com base no número de retângulos 

atravessados pelos animais no centro (CN) e na periferia (P) (Filgueiras et al., 2009). A 

travessia foi considerada válida quando o animal cruza a linha com todas as quatro patas. 
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Além disso, o número de entradas nos retângulos centrais corrigidos pelo total de 

deambulação [% Entradas CN: CN / (CN + P)] foi avaliada; a atividade no centro está 

inversamente relacionada com os níveis de ansiedade (Pena-Oliver et al, 2010;. e Prut 

Belzung, 2003). No fim de cada sessão de comportamento, o CA foi limpo com toalhas de 

papel embebidos em etanol a 50% e secos antes de cada ensaio. Todos os animais foram 

devolvidos às suas gaiolas, onde permaneceram até serem sacrificados. 

 

2.3  Eutanásia 

As proles do 1º modelo, exposição à nicotina, com 15, 21 e 170 dias de idade, as ratas 

lactantes no 21º da lactação e as proles do 2º modelo, exposição à fumaça do cigarro, com 180 

dias de idade, foram anestesiadas com tiopental (Thiopentax, 30 mg / kg). A eutanásia foi 

realizada por remoção do sangue do animal pela técnica de punção cardíaca.  

O cérebro inteiro foi cuidadosamente retirado e armazenado no freezer -80 °C para 

subsequente remoção das regiões de interesse. 

 

2.3.1. Isolamento das regiões cerebrais 

 

Para os procedimentos de isolamento dos cérebros dos ratos adultos, utilizou-se as 

coordenadas estereotáxicas como guia, de acordo com o atlas Paxinos e Watson (1998), 

utilizando-se o bregma como uma referência para a localização das secções coronais. Quanto 

aos procedimentos com os cérebros dos filhotes com PN15 e PN21, utilizou-se as 

coordenadas estereotáxicas do atlas de desenvolvimento de cérebro de rato por Sherwood e 

Timiras (1970), que analisa PN10 e PN21, usando os meatos auditivos externos como o plano 

vertical de referência zero (aqui , seguimos as instruções do atlas em que A corresponde a 

distância anterior para o ponto zero em milímetros). Para PN15, as referências para as 

posições do estriado dorsal (DS) e Nac também levou-se em consideração o formato do corpo 

caloso, a comissura anterior (parte anterior) e os ventrículos laterais posicionadas no topo da 

comissura anterior. Para o ARC, a posição dos ventrículos laterais, a aparência do hipocampo 

e a morfologia mais largos no fundo do terceiro ventrículo Foram utilizados como referências. 

 

Adultos: Cortes coronais foram obtidos utilizando o criostato (Hyrax C25, Zeiss, Stuttgart 

Alemanha) e os punchs do DS (bregma 1,70-0,48 mm), NAC (bregma 1,70-0,48 mm), ARC 

(bregma -1,6 a -2,6 mm) e VTA (bregma -5,60 a -6,30 mm) foram extraídos dos cérebros de 

acordo com Paxinos e Watson (1998). 
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Prole PN15: Punchs das seções coronais do DS (seção de 0,5 mm a partir das coordenadas 

cerca de A 6,5-6,0 mm), NAC (seção de 0,5 mm a partir das coordenadas cerca de A 6,5-6,0 

mm), e ARC (seção de 0,6 mm a partir das coordenadas cerca de 3,5-2,9 mm) foram extraídos 

a partir dos cérebros de acordo com as referências e com base em Sherwood Timiras (1970). 

Prole PN21: Punchs das seções coronais do DS (de A 7,5-7,0 mm), NAc (de A 7,5-7,0 mm), 

e ARC (a partir de A. 4.1 a 3,5 mm) foram extraídos a partir dos cérebros de acordo com 

Sherwood e Timiras (1970). 

 

As amostras foram congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas a -80 °C para posterior 

determinação do conteúdo proteico por western blotting. 

 

2.4. Análise do conteúdo das proteínas por Western Blotting 

Avaliamos o conteúdo das proteínas tirosina hidroxilase (TH) e a sinalização da leptina 

(OBRb, pJAK2, pSTAT3 e SOCS3) no VTA; conteúdo de TH, receptor dopaminérgico 1 

(D1R), receptor de dopamina 2 (D2R), transportador dopaminérgico (DAT) e receptor μu 

opióides no NAc e DS; D2R, a sinalização da leptina, POMC e NPY conteúdos no ARC. 

 

2.4.1 Processamento das regiões 

Para isso, foi utilizado 7 amostras do grupo experimental e 7 amostras do respectivo controle. 

Para os filhotes com PN15 e PN21, foi realizado “pool” de duas amostras Para a extração das 

proteínas, as amostras foram sonicadas duas vezes em um processador ultra-som durante 10 s 

(com um intervalo de 15 s) e amplitude de 40%, com tampão de lise (HEPES 50 mM, MgCl2 

a 1 mM, EDTA 10 mM, e 1% Triton X-100, pH 6,4) mais inibidores de proteases (Roche 

Diagnostics, Indianapolis, IN, EUA). Para homogeneizar as regiões dos cérebro dos animais 

adultos, foi utilizado 15 µL de tampão para homogeneizar o VTA, 70 µl para o NAC, 140 µl 

para o DS e 80 µl para o ARC. Para homogeneizar as regiões cerebrais das proles, utilizamos 

20 µL de tampão para homogeneizar o NAc, 90 µl para o DS e 40 µl para o ARC. As 

amostras foram desnaturadas (95ºC, 5 min) em presença de β-mercaptoetanol. As proteínas 

foram separadas em gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE). Utilizamos 10 μg de proteínas 

totais por slot do gel. Em seguida, as proteínas foram transferidas por eletroforese para 

membranas de nitrocelulose (Hybond-P ECL membrane; Amersham Pharmacia Biotech, NJ, 

USA). Para inibir ligações inespecíficas do anticorpo, as membranas foram incubadas (1½ h) 

em T-TBS acrescido de albumina (2%, 25ºC) sob agitação constante. Posteriormente, as 

membranas foram lavadas com T-TBS e incubadas com o respectivo anticorpo primário: 
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Anti-D1R (rabbit, 1:10.000); Anti-D2R (rabbit, 1:500); Anti-DAT (rabbit, 1:500); Anti-TH 

(mouse, 1:1.000); Anti-DDC (mouse, 1:2.000); Anti-receptor µu opioide (rabbit, 1:3.000); 

Anti-OBR-b (mouse, 1:1.000); Anti-pJAK2 (goat, 1:500); Anti-pSTAT3 (goat, 1:500); Anti-

SOCS3 (rabbit, 1:500); Anti-NPY (rabbit 1:500); Anti-POMC (rabbit, 1:500); Anti-actina 

(mouse, 1:500), overnight, 5ºC. Após este período, as membranas foram lavadas e incubadas 

com apropriado 2º anticorpo, conjugado à biotina por 1 h (25ºC) sob agitação constante. Após 

mais uma seqüência de lavagens, as membranas foram incubadas com estreptavidina 

conjugada à peroxidase, na mesma concentração do anticorpo secundário utilizado (1 h, 

25ºC). As membranas foram lavadas novamente com T-TBS e posteriormente, as proteínas 

imunorreativas, presentes na membrana, foram visualizadas por quimioluminescência (ECL, 

Amersham Biosciences). As imagens das bandas foram analisadas e quantificadas com 

auxílio do programa Image J (media cybernetics). 

 

 

2.5. Análise estatística 

Os dados foram analisados com o auxílio do programa estatístico GraphPad Prism 5 e 

expressos como média ± erro padrão da média. O teste utilizado para testar a normalidade das 

distribuições dos dados foi o de Kolmogorov – Smirnov. O consumo e o desafio alimentar 

foram avaliados por ANOVA de repetição ANOVA multivariada e ANOVA univariada. Os 

Testes comportamentais foram analisados por ANOVA univariada. As demais análises foram 

analisadas pelo teste t student não pareado.  O limite de significância adotado foi o de P < 

0.05.  
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3 RESULTADOS 

 

3.1 Efeitos da exposição à nicotina no sistema dopaminérgico e ARC das lactantes no fim 

da lactação 

 

No VTA, lactantes NIC mostrou menor conteúdo de TH  (-53%, p <0,05, fig. 1A), 

maior conteúdo de OBRb (+ 42%, p <0,05, fig. 1B) e SOCS3 (+ 109%, p <0,05, fig . 1E) 

quando comparado com as ratas C. Não houve alterações nos conteúdos de pJAK2 e pSTAT3 

(fig. 1C e 1D, respectivamente).  

 

Figura 1 -  Efeito da exposição à nicotina em ratas lactantes sobre o conteúdo das proteínas 

TH, OBRb, pJAK2, pSTAT3 e SOCS3 na area tegmentar ventral (VTA) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:Conteúdo de TH (A), OBRb (B), pJAK2 (C), pSTAT3 (D) e SOCS3 (E) no VTA das ratas lactantes 

que receberam nicotina ou salina durante a lactação. As bandas representam o conteúdo das proteínas 

no VTA individualmente das ratas C e  NIC (F). Conteúdo de actina foi utilizado como controle. 

Valores expressos como média ± SEM (n = 7 por grupo). C: grupo controle; NIC: grupo nicotina. * P 

<0,05. 
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No NAc, lactantes NIC apresentaram menor conteúdo de TH (-34%, p <0,05, fig. 2A), 

maior D1R (+ 22%, p <0,05, fig. 2B), D2R (+ 148%, p <0,05, fig. 2C) e DAT (+ 44%, p 

<0,05, fig. 2D) quando comparado com as ratas C. Nenhuma mudança no conteúdo do 

receptor µu opióide foi observada (Fig. 2E).  

 

Figura 2-  Efeito da exposição à nicotina em ratas lactantes sobre o conteúdo das proteínas 

TH, D1R, D2R,  DAT, receptor µu opioide no núcleo accumbens (NAc). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:Conteúdo de TH (A), D1R (B), D2R (C), DAT (D) e receptor µu opioide (E) no NAc das ratas lactantes 

que receberam nicotina ou salina durante a lactação. As bandas representam o conteúdo das proteínas 

no NAc individualmente das ratas C e  NIC (F). Conteúdo de actina foi utilizado como controle. 

Valores expressos como média ± SEM (n = 7 por grupo). C: grupo controle; NIC: grupo nicotina. * P 

<0,05. 
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No DS, lactantes NIC apresentaram apenas maior conteúdo de TH (+ 38%, p <0,05, 

fig. 3A) quando comparadas as ratas C. Não houve diferença no conteúdo de D1R, D2R, DAT 

e receptor µu opióide entre os grupos (figs. 3B, 3C, 3D e 3E, respectivamente).  

 

Figura 3: Efeito da exposição à nicotina em ratas lactantes sobre o conteúdo das proteínas TH, 

D1R, D2R, DAT, receptor µu opioide no estriado dorsal (DS). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:Conteúdo de TH (A), D1R (B), D2R (C), DAT (D) e receptor µu opioide (E) no DS das ratas lactantes 

que receberam nicotina ou salina durante a lactação. As bandas representam o conteúdo das proteínas 

no DS individualmente das ratas C e  NIC (F). Conteúdo de actina foi utilizado como controle. Valores 

expressos como média ± SEM (n = 7 por grupo). C: grupo controle; NIC: grupo nicotina. * P <0,05. 

 

 

 

No ARC, as ratas lactantes NIC apresentaram maior conteúdo de D2R (+ 39%, p 

<0,05, fig. 4A) e SOCS3 (+ 63%, p <0,05, fig. 4E) quando comparado com as ratas C. Não 

observamos alterações nos conteúdos de OBRb, pJAK2, pSTAT3, NPY e POMC entre os 

grupos (figs. 4B, 4C, 4D, 4F e 4G, respectivamente). 
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Figura 4: Efeito da exposição à nicotina em ratas lactantes sobre o conteúdo das 

proteínas D2R, OBRb, pJAK2, pSTAT3, SOCS3, NPY e POMC no núcleo arqueado (ARC). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:Conteúdo de TH (A), OBRb (B), pJAK2 (C), pSTAT3 (D), SOCS3 (E), NPY (F) e POMC (G) no ARC 

das ratas lactantes que receberam nicotina ou salina durante a lactação. As bandas representam o 

conteúdo das proteínas no ARC individualmente das ratas C e NIC (H). Conteúdo de actina foi utilizado 

como controle. Valores expressos como média ± SEM (n = 7 por grupo). C: grupo controle; NIC: grupo 

nicotina. * P <0,05. 
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3.2 Efeitos da exposição à nicotina sobre o sistema dopaminérgico e ARC da prole em 

PN15 

 

Foi observado maior conteúdo de D1R (+ 60%, p <0,05, fig. 6B) e D2R (+ 54%, p 

<0,05, fig. 5C), menor conteúdo de DAT (-28%, p <0,05, fig. 5D) no NAC, da prole NIC em 

PN15 quando comparado ao grupo controle. Conteúdo de TH e receptor µu opióide (figs. 5A 

e 5E, respectivamente) não diferiu entre os grupos.  

 

Figura 5: Efeito da exposição neonatal à nicotina nas proles aos 15 dias de idade sobre o 

conteúdo das proteínas TH, D1R, D2R, DAT e receptor μu opióide no núcleo 

accumbens (NAC). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:Conteúdo de TH (A), D1R (B), D2R (C), DAT (D) e receptor μu opióide (E) no NAc das proles em 

PN15 cujas mães receberam nicotina ou salina em PN2-PN15. As bandas representam o conteúdo das 

proteínas no NAc individualmente das proles C e NIC (F). Conteúdo de actina foi utilizado como 
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controle. Valores expressos como média ± SEM (n = 7 por grupo). C: grupo controle; NIC: grupo 

nicotina. * P <0,05. 

 

A prole NIC não apresentou nenhuma alteração no conteúdo de TH, D1R, D2R, DAT 

e receptore µu opióide quando comparado com a prole C no DS (fig. 6).  

 

Figura 6: Efeito da exposição neonatal à nicotina nas proles aos 15 dias de idade sobre o 

conteúdo das proteínas TH, D1R, D2R, DAT e receptor μu opióide no estriado 

dorsal (DS). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:Conteúdo de TH (A), D1R (B), D2R (C), DAT (D) e receptor μu opióide (E) no DS das proles em 

PN15 cujas mães receberam nicotina ou salina em PN2-PN15. As bandas representam o conteúdo das 

proteínas no DS individualmente das proles C e NIC (F). Conteúdo de actina foi utilizado como 

controle. Valores expressos como média ± SEM (n = 7 por grupo). C: grupo controle; NIC: grupo 

nicotina.  
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No ARC (fig. 7), não observamos diferença significativa no conteúdo das proteínas 

avaliadas entre os grupos (D2R, OBRb, pJAK2, pSTAT3, SOCS3, NPY e POMC). 

 

Figura 7: Efeito da exposição neonatal à nicotina nas proles aos 15 dias de idade sobre o 

conteúdo das proteínas D2R, OBR-b, pJAK2, pSTAT3, SOCS3, NPY e POMC no 

núcleo arqueado (ARC). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:Conteúdo de D2R (A), OBR-b (B), pJAK2 (C), pSTAT3 (D) SOCS3 (E), NPY (F) e POMC (G) no 

ARC das proles em PN15 cujas mães receberam nicotina ou salina em PN2-PN15. As bandas 

representam o conteúdo das proteínas no ARC individualmente das proles C e NIC (H). Conteúdo de 



41 

actina foi utilizado como controle. Valores expressos como média ± SEM (n = 7 por grupo). C: grupo 

controle; NIC: grupo nicotina.  

 

3.3 Efeitos da exposição à nicotina sobre o sistema dopaminérgico e ARC da prole em 

PN21 

No NAc (fig. 8), não verificamos diferenças no conteúdo das proteínas avaliadas entre 

os animais NIC e C em PN21.  

 

Figura 8: Efeito da exposição neonatal à nicotina nas proles aos 21 dias de idade sobre o 

conteúdo das proteínas TH, D1R, D2R, DAT e receptor μu opióide no núcleo 

accumbens (NAC). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:Conteúdo de TH (A), D1R (B), D2R (C), DAT (D) e receptor μu opióide (E) no NAc das proles em 

PN21 cujas mães receberam nicotina ou salina em PN2-PN15. As bandas representam o conteúdo das 

proteínas no NAc individualmente das proles C e NIC (F). Conteúdo de actina foi utilizado como 

controle. Valores expressos como média ± SEM (n = 7 por grupo). C: grupo controle; NIC: grupo 

nicotina. 
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No DS, dentre as proteínas avaliadas, observamos apenas menor conteúdo de DAT (-

16%, p <0,05, fig. 9D) no grupo NIC.  

 

Figura 9: Efeito da exposição neonatal à nicotina nas proles aos 21 dias de idade sobre o 

conteúdo das proteínas TH, D1R, D2R, DAT e receptor μu opióide no estriado 

dorsal (DS). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



43 

Legenda:Conteúdo de TH (A), D1R (B), D2R (C), DAT (D) e receptor μu opióide (E) no DS das proles em 

PN21 cujas mães receberam nicotina ou salina em PN2-PN15. As bandas representam o conteúdo das 

proteínas no DS individualmente das proles C e NIC (F). Conteúdo de actina foi utilizado como 

controle. Valores expressos como média ± SEM (n = 7 por grupo). C: grupo controle; NIC: grupo 

nicotina. *P<0,05. 

 

 

No ARC a prole NIC apresentou menor conteúdo de pSTAT3 (-45%, p <0,05, fig. 

10D) quando comparada com as proles controles. 

 

 

Figura 10: Efeito da exposição neonatal à nicotina nas proles aos 21 dias de idade sobre o 

conteúdo das proteínas D2R, OBR-b, pJAK2, pSTAT3, SOCS3, NPY e POMC no 

núcleo arqueado (ARC). 
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Legenda:Conteúdo de D2R (A), OBR-b (B), pJAK2 (C), pSTAT3 (D) SOCS3 (E), NPY (F) e POMC (G) no 

ARC das proles em PN21 cujas mães receberam nicotina ou salina em PN2-PN15. As bandas 

representam o conteúdo das proteínas no ARC individualmente das proles C e NIC (H). Conteúdo de 

actina foi utilizado como controle. Valores expressos como média ± SEM (n = 7 por grupo). C: grupo 

controle; NIC: grupo nicotina. *P<0,05. 

 

3.4 Efeitos da exposição à nicotina sobre o comportamento da prole em PN14 e PN20 

 

No LCE, o tratamento significativo × interação da idade foram observados para as 

variáveis entradas no BA (F = 9,4, df = 1, p = 0,004), as entradas no CA (F = 4,6, df = 1, p = 

0,039) e “head dips” (F = 3,4, df = 1, p = 0,079). Como resultado, as análises posteriores 

foram realizadas separadamente para cada idade. Tal como indicado nas figs. 11B e 11C, os 

animais expostos à nicotina apresentaram em PN20 uma redução em ambas as entradas BA (F 

= 14,2, df = 1, p = 0,001) e “head dips” (F = 4,8, df = 1, p = 0,043), quando comparados ao 

grupo controle. A redução na atividade locomotora, tal como medida pelo parâmetro de 

entradas no CA (Fig. 11D), os animais expostos à nicotina aproximaram da significância (F = 

3,8, df = 1, p = 0,068) em PN20. Em relação aos comportamentos no CA, não observamos 

diferença entre os grupos em qualquer idade para atividade total (Fig. 11E), bem como para as 

% de entradas no CN (dados não mostrados). 

 

Figura 11. Efeitos da exposição neonatal à nicotina sobre o comportamento no labirinto em 

cruz elevado e no campo aberto. 
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Legenda:Comportamento Ansiedade-como medida pelo tempo BA (A) e as entradas BA (B) no LCE; atividade 

locomotora medida pela% Tempo CN (C); atividade locomotora, tal como medido por entradas no CA 

(D). A atividade total no campo aberto foi quantificada através do número de retângulos cruzados (E); 

comportamento semelhante a ansiedade como medida pela % de Atividade no CN no CA (F). Os 

valores foram expressos como médias ± SEM. AS 0.10 > p ≥ 0.05, * p < 0.05, ** p > 0.01. 

 

3.5- Efeito da exposição materna à nicotina sobre o consumo de alimentos e da 

preferência alimentar após 12 h de jejum 

 

Em relação ao consumo total de ração, o rANOVA indica significante interação Grupo 

× Dia (F = 4,7, df = 3, p = 0,05). Comparações pareadas indicaram que a ingestão alimentar, 

quer quando se considera a ração padrão ou as duas dietas (hiperglicídica e hiperlipídica) 

utilizadas para a “self selection diet”, não foi afetada pela exposição à nicotina. No entanto, os 

animais controles, que podiam auto-selecionar suas dietas (C-SSD) apresentaram maior 

ingestão alimentar do que aqueles que tinham acesso apenas a ração padrão (C-SC), tanto em 

P150 (+ 14%, p = 0,012) quanto em P160 (+ 26%, p <0,001) (fig. 12A). Tal como para os 

animais nicotina, aqueles que podiam auto-selecionar consumiram significativamente mais (+ 

20%, p <0,001) do que aqueles que receberam apenas a ração padrão, no entanto a diferença 

significativa ocorreu apenas em P160 (fig. 12A). 

Em relação a preferência alimentar exclusivamente dos grupos que recebiam as dietas 

palatáveis, controle e nicotina SSD, interação significativa grupo × conteúdo da dieta (F = 4,3, 

df = 1, p = 0,049) foi observada. As análises de Pairwise indicaram que tanto o grupo controle 

(t = 9,5, p <0,001) quanto nicotina (t = 7,1, p <0,001) preferiram a dieta hiperlipídica (fig. 

12B). Tal como indicado na fig. 12C, animais do grupo nicotina apresentaram preferência de 

63% a mais para a ração hipergliciídica do que os animais do grupo controle. A ingestão 

calórica total (Kcal) não diferiu entre os animais do grupo C-SSD (124,9 ± 4,098) e N-SSD 

(119,4 ± 2.378). 

 

Figura 12. Efeito da exposição neonatal à nicotina sobre a ingestão e preferência alimentar. 
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Legenda:A) O consumo total alimentar (em gramas) em cada um dos grupos em P150 e P160. B) As 

preferências alimentares, medida pelo consumo das rações HiperGLI ou HiperLIP nos grupos controle e 

nicotina. C) preferência relativa para a ração HiperGLI. A e B: Os valores expressos como média ± 

SEM. C: Valores expressos como preferência relativa ± SEM. C: grupo controle; N: grupo nicotina; SC: 

dieta de ração padrão; SSD: dieta “self-selection diet”. a = C-C-SC × SSD: p <0,05, b = C-C-SC × SSD: 

p <0,001, c = N-SC X N-SSD: p <0,001, * p <0,05, *** p <0,001. 
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3.6- Efeito da exposição materna à nicotina sobre o comportamento 

 

No LCE, como indicado nas figs. 13A e B, a exposição à nicotina durante a lactação 

não afetou os parâmetros semelhante a ansiedade (% Tempo BA e % Entradas BA) nos 

animais adultos. A atividade locomotora, tal como medida pelo parâmetro de entradas no CA 

(fig. 2D) também não foi afetada pela exposição precoce à nicotina. Por outro lado, o 

parâmetro % Tempo CN (fig. 13C) foi significativamente (F = 14,2, df = 1, p = 0,002) maior 

nos animais expostos à nicotina. 

No CA, a atividade locomotora, tal como indicado pelo número total de quadrados que foram 

cruzados (+ 51%, fig. 13E), não foi afetada pela exposição à nicotina. No entanto, a exposição 

precoce à nicotina diminuiu significativamente (F = 5,6, df = 1, p = 0,024) a variável de % 

atividade no CN (-74%, fig. 13F). 

 

Figura 13. Efeito da exposição neonatal à nicotina sobre o comportamento no labirinto em 

cruz elevado e nos testes de campo aberto. 
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Legenda:Comportamento semelhante a ansiedade, conforme medido por % Tempo BA (A) e % entradas BA (B) 

do LCE; a tomada de decisão, conforme medido por % Tempo CN (C); atividade locomotora, tal como 

medida por entradas CA (D). A atividade total no campo aberto foi quantificada através do número de 

retângulos cruzados (E); comportamento semelhante à ansiedade medida pela % de Atividade CN no 

CA (F). Os valores foram expressos como médias ± SEM. * P <0,05, ** p> 0,01. 

 

3.7- Efeito da exposição materna à nicotina sobre o sistema dopaminérgico 

mesocorticolímbico 

 

Em PN170, a prole N não apresentou alterações no conteúdo de TH, OBRb e SOCS3 

no VTA quando comparado a prole C (fig. 14).  

 

Figura 14: Efeito da exposição materna à nicotina nas proles aos 170 dias de idade sobre o 

conteúdo das proteínas TH, OBRb, e SOCS3 na area tegmentar ventral (VTA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:Conteúdo de TH (A), OBRb (B), e SOCS3 (C) no VTA das proles adultas cujas mães receberam 

nicotina ou salina durante a lactação. As bandas representam o conteúdo das proteínas no VTA 

individualmente dos animais C e NIC (D). Conteúdo de actina foi utilizado como controle. Valores 

expressos como média ± SEM (n = 7 por grupo). C: grupo controle; N: grupo nicotina.  
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Em relação ao Nac, as proles do grupo N não apresentaram alteração no conteúdo de 

TH, DDC e no receptor μu opióide (figs. 15A, B e E, respectivamente). No entanto, eles 

exibiram menor conteúdo de D2R (-22%, p <0,05, fig. 15C) e DAT (-28%, p <0,05, fig. 15D) 

em comparação com os animais C. 

 

Figura 15: Efeito da exposição materna à nicotina nas proles aos 170 dias de idade sobre o 

conteúdo das proteínas TH, DDC, D2R, DAT e receptor µu opióide no núcleo 

accumbens (NAc). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:Conteúdo de TH (A), DDC (B), D2R (C), DAT (D) e receptor µu opióide (E)  no NAc das proles 

adultas cujas mães receberam nicotina ou salina durante a lactação. As bandas representam o conteúdo 

das proteínas no NAc individualmente dos animais C e NIC (D). Conteúdo de actina foi utilizado como 

controle. Valores expressos como média ± SEM (n = 7 por grupo). C: grupo controle; N: grupo 

nicotina. *p<0,05. 

 

No DS, as proles adultas do grupo N apresentaram apenas maior conteúdo de D2R (+ 

39%, p <0,05, fig. 16C) que a prole C. Não houve alteração no conteúdo de TH, DDC, DAT e 
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receptor μu opióide no grupo N em comparação com o grupo C (figs. 16A, B, D e E, 

respectivamente). 

 

Figura 16: Efeito da exposição materna à nicotina nas proles aos 170 dias de idade sobre o 

conteúdo das proteínas TH, DDC, D2R, DAT e receptor µu opióide no estriado 

dorsal (DS). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:Conteúdo de TH (A), DDC (B), D2R (C), DAT (D) e receptor µu opióide (E)   no DS das proles adultas 

cujas mães receberam nicotina ou salina durante a lactação. As bandas representam o conteúdo das 

proteínas no DS individualmente dos animais C e NIC (D). Conteúdo de actina foi utilizado como 

controle. Valores expressos como média ± SEM (n = 7 por grupo). C: grupo controle; N: grupo 

nicotina. *p<0,05. 

 

No ARC, o grupo N apresentou menor conteúdo de D2R quando comparado com o 

grupo C (-17%, p <0,05, fig. 17). 

 

Figura 17: Efeito da exposição materna à nicotina nas proles aos 170 dias de idade sobre o 

conteúdo da proteína D2R no núcleo arqueado (ARC). 
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Legenda:Conteúdo de D2R no ARC das proles adultas cujas mães receberam nicotina ou salina durante a 

lactação. As bandas representam o conteúdo das proteínas no ARC individualmente dos animais C e N. 

Conteúdo de actina foi utilizado como controle. Valores expressos como média ± SEM (n = 7 por 

grupo). C: grupo controle; N: grupo nicotina. *p<0,05. 

 

3.8 Efeito da exposição à fumaça do tabaco sobre o consumo e a preferência alimentar 

após 12 h de jejum 

  

Em relação ao consumo total de ração, o teste estatístico de mANOVA indicou 

interação significativa do grupo × dieta tanto para o período de 30 min (F = 5,8, df = 1, p = 

0,022) quanto para 12 h (F = 8,8, df = 1, p = 0,005). As comparações por Pairwise indicaram 

que os animais SSD ingeriram mais do que os SC tanto o grupo controle (+ 68%; FPLSD: p 

<0,001) como no grupo exposto precocemente à fumaça do cigarro (+ 131%; FPLSD: p 

<0,001) após 30 min (Fig 18A). O mesmo padrão de resultados foi observado para o período 

de 12 h (controle: + 22%; FPLSD: p <0,001; fumaça: + 43%; FPLSD: p <0,001) (fig 18B). 

Além disso, os animais SSD expostos precocemente à fumaça do cigarro, também ingeriram 

mais do que o grupo controle SSD, tanto em 30 min (+ 33%; FPLSD: p = 0,004) quanto em 

12 h (+ 18%; FPLSD: p = 0,001). 

Quanto a preferência alimentar exclusivamente nos grupos “self selection diet”, ambos 

controle e fumaça, efeito significante foi observado em ambos períodos de 30 min e 12h. Aos 

30 min, foram observados efeitos de Grupo (F = 39,2, df = 1, p <0,001) e conteúdo da dieta (F 

= 5,7, df = 1, p = 0,029). As análises de Pairwise indicaram que tanto os animais do grupo 

controle (t = 4,8, p <0,001) quanto do grupo fumaça (t = 3,9, p = 0,008), preferiram a dieta 

hiperlipídica (fig. 18C). Quanto ao período de 12 h, os efeitos de Grupo (F = 15,6, df = 1, p = 

0,001) e conteúdo da dieta (F = 27,7, df = 1, p <0,001) também foram observados. 

Novamente, análises de Pairwise indicaram que tanto os animais do grupo controle (t = 3,2, p 
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= 0,008) quanto do grupo fumaça (t = 4,3, p = 0,005) preferiram a dieta hiperlipídica (fig. 

18D). Além disso, as proles do grupo fumaça ingeriram mais ração hiperlipídica (+ 37%; F = 

5,4, df = 1, p = 0,032) do que o grupo controle, após 30 min (fig 18C.). A diferença 

aproximou-se de significância no período de 12 h (+ 29%; F = 4,1, df = 1, p = 0,058) (Fig 

1D). Não foram observadas diferenças em relação à dieta hiperglicídica. 

 

Figura 18. Efeitos da exposição neonatal ao fumo do tabaco na ingestão e preferência 

alimentar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:A ingestão total de alimento (em gramas) em cada um dos grupos em P175 durante intervalo de 30 min 

(A), ou 12 h (B). Preferência alimentar, medida pelo consumo de HiperGLI ou HiperLIP em ambos os 

grupos controle e fumaça em P175 durante intervalo de 30 min (C) ou 12 h (D). Valores expressos em 

média ± SEM. C: grupo controle; S: grupo fumaça; SC: dieta de ração padrão; SSD: dieta “self-

selection diet”. 0,10 <AS ≤ 0,05, * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001. 

 

 

3.9 Efeito da exposição à fumaça do tabaco sobre o comportamento no labirinto em cruz 

elevado e no campo aberto. 

 

No teste do LCE, não foram observadas diferenças entre os grupos quanto aos níveis 

de ansiedade, medida pela % de tempo no BA (fig. 19A) e % de Entradas no  BA (fig. 19B). 

A Atividade locomotora (entradas CA) também não mostrou efeitos significativos (fig. 19C). 

No teste do CA, não foi observada diferença entre os grupos quanto à atividade total (CN + P, 

fig 19D), e atividade no centro, medida pelo tempo (MW: Z = - 0,3, p = 0,708) e % de 

entradas no CN (PM: Z = - 0,4, p = 0,675) no centro do equipamento (dados não mostrados). 
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Figura 19. Efeitos da exposição neonatal à fumaça do tabaco sobre o comportamento 

no labirinto em cruz elevado e no campo aberto. 

 

 

 

Legenda:Comportamento semelhante a ansiedade, medido por % Tempo no BA (A) e % entradas no BA (B) do 

LCE; atividade locomotora medida por entradas no CA (C) do LCE). A atividade total no campo aberto 

foi quantificada através do número de retângulos deambulados (D). Os valores são médias ± SEM em 

B, C e D. Os valores são medianas ± intervalo interquartil em A. 

 

 

3.10 Efeitos da exposição à fumaça do tabaco sobre o sistema dopaminérgico 

mesocorticolímbico 

 

Em PN180, as proles fumaça (F) apresentaram menor conteúdo de TH (-49%, t = 3,07, 

p <0,05, fig 20A) de no VTA quando comparados com as proles C, sem alterações no 

conteúdo de OBRb, pJAK2, PSTAT3 e SOCS3 (figs 20B, 20C, 20D e 20E, respectivamente). 

 

Figura 20: Efeitos da exposição neonatal ao fumo do tabaco no conteúdo das proteínas TH e 

da via de sinalização da leptina na area tegmentar ventral (VTA). 
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Legenda:Conteúdo de TH (A), OBRb (B), pJAK2 (C), pSTAT3 (D) e SOCS3 (E) no VTA da prole em PN180. 

As bandas representam o conteúdo das proteínas no VTA individualmente dos animais C e F (F). 

Conteúdo de actina foi utilizado como controlo. Valores expressos como média ± SEM (n = 7 por 

grupo). C: grupo controle; F: grupo fumaça. * P <0,05. 

 

No NAc, as proles F apresentaram menor conteúdo de TH (-33%, t = 2,36, p <0,05, 

fig. 21A), maior D1R (+ 49%, t = 2,40, p <0,05, fig. 21B) e menor D2R (- 25%, t = 2,43, p 

<0,05, fig 21C) comparado com o grupo C, embora sem alterações no conteúdo de DAT e 

receptor µu de opióide (fig. 21D e 21E fig., respectivamente). 
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Figura 21: Efeitos da exposição neonatal ao fumo do tabaco no conteúdo das proteínas TH, 

DDC, D1R, D2R, DAT e receptor µu de opióide no núcleo accumbens (NAC). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:Conteúdo de TH (A), DDC (B), D1R (C), D2R (D) DAT (E) e receptor opióide mu (F) no NAc das 

proles em PN180. As bandas representam o conteúdo das proteínas no NAc individualmente dos 

animais C e F (G). Conteúdo de actina foi utilizado como controle. Valores expressos como média ± 

SEM (n = 7 por grupo). C: grupo controle; F: grupo fumaça. * P <0,05. 

 

No DS, não observamos mudanças no conteúdo em todas as proteínas avaliadas, TH, 

D1R, D2R e DAT (fig. 22) entre os grupos. 

 



56 

Figura 22: Efeitos da exposição neonatal ao fumo do tabaco no conteúdo das proteínas TH, 

DDC, D1R, D2R e DAT no estriado dorsal (DS). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:Conteúdo de TH (A), DDC (B), D1R (C), D2R (D) e DAT (E) no DS das proles em PN180. As bandas 

representam o conteúdo das proteínas no DS individualmente dos animais C e F (F). Conteúdo de actina 

foi utilizado como controle. Valores expressos como média ± SEM (n = 7 por grupo). C: grupo 

controle; F: grupo fumaça. 

 

No ARC, o grupo F apresentou menor conteúdo de OBR-b, quando comparado com o 

grupo C (-54,5%, t = 2,33, p <0,05, fig 23B), mas nenhuma alteração no conteúdo de D2R, 

pJAK2, PSTAT3, SOCS3, NPY e POMC (figs 23A, 23C, 23D, 23E, 23F e 23G, 

respectivamente). 
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Figura 23: Efeitos da exposição neonatal ao fumo do tabaco no conteúdo das proteínas D2R, 

OBR-b, pJAK2, pSTAT3, SOCS3, NPY e POMC no núcleo arqueado (ARC). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:Conteúdo de D2R (A), OBR-b (B), pJAK2 (C), pSTAT3 (D) SOCS3 (E), NPY (F) e POMC (G) no 

ARC das proles em PN180. As bandas representam o conteúdo das proteínas no ARC individualmente 

dos animais C e F (H). Conteúdo de actina foi utilizado como controle. Valores expressos como média 

± SEM (n =7 por grupo). C: grupo controle; F: grupo fumaça. 
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4 DISCUSSÃO 

 

 O tabagismo materno nos períodos críticos de gestação ou lactação está relacionado a 

diferentes danos para a prole. Em gestantes, a exposição ao fumo pode ser prejudicial ao feto. 

Um único cigarro fumado pela mãe já é capaz de acelerar os batimentos cardíacos do feto 

(Muller et al, 2002). Durante a lactação, a nicotina, o principal componente químico do 

cigarro, é transferida através do leite materno podendo causar taquicardia na prole devido ao 

aumento da ação adrenérgica (Mello et al, 2001). Esse efeito provavelmente ocorre por ação 

da nicotina aumentando a secreção de catecolaminas na medula adrenal. Além disso, estudos 

epidemiológicos têm demonstrado associação entre crianças cujos pais fumam e maior 

vulnerabilidade ao vício na adolescência, incluindo ao fumo do tabaco (Vargas et al., 1999) e 

comida palatável. O presente estudo demonstrou que tanto a exposição isolada à nicotina 

como a exposição à fumaça do cigarro durante o período da lactação resultaram em 

importantes alterações no sistema dopaminérgico das proles, programando o comportamento 

alimentar devido a diminuição dopaminérgica no NAc. 

 

4.1 Efeitos da exposição a nicotina no sistema dopaminérgico e ARC das ratas lactantes 

no fim da lactação (21 dias) 

 

 Observamos menor conteúdo de TH nas lactantes NIC, que é a principal enzima 

responsável pela síntese da catecolamina nos neurónios dopaminérgicos no VTA. Em relação 

ao NAc, lactantes NIC apresentaram menor conteúdo de TH e maior conteúdo de DAT, D1R 

e D2R. DAT é um transportador responsável pela recaptação de dopamina e a sua remoção na 

fenda sináptica. Como a nicotina ativa o sistema de recompensa cerebral, levando a maior 

secreção de dopamina no VTA, NAc e DS (Brody et al., 2009), nossos dados sugerem um 

efeito de abstinência da retirada da droga uma vez que existe relação entre a retirada de uma 

droga e diminuição da dopamina no sistema de recompensa cerebral (Epping-Jordan et al, 

1998; Natividad et al., 2010). A possível diminuição no conteúdo de dopamina no VTA e 

NAc pode estar relacionada com menor síntese e maior recaptação, pelo menos no NAc. 

Sabe-se que os receptores dopaminérgicos apresentam “down-regulation” quando os níveis de 

dopamina são mais elevados e “up-regulation” quando os níveis de dopamina são baixos 

(Zemlan et al., 1985). Nossos dados em conjunto sugere uma menor disponibilidade de 

dopamina na fenda sináptica, que contribue para a “up-regulation” de D1R e D2R no NAc. 
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 Em relação a via de sinalização da leptina nos corpos celulares dos neurônios 

dopaminérgicos no VTA, observamos maior conteúdo de OBR-b e SOCS3 nas lactantes NIC 

no final da lactação, as quais apresentam hiperleptinemia como demonstrado por Oliveira et 

al. (2010). Assim, nossos dados sugerem maior ação da leptina nos neurônios dopaminérgicos 

no VTA. Sabe-se que a leptina reduz os níveis de dopamina e, por conseguinte, afeta os sinais 

de recompensa em roedores (Hommel et al., 2006). O aumento de sinais de recompensa por 

exemplo, com a utilização de drogas tais como a nicotina, aumenta a vulnerabilidade ao abuso 

de drogas. Quando a droga é rapidamente retirada, a falta de recompensa leva a síndrome de 

abstinência em humanos. Estudos experimentais demonstram que animais com resistência à 

leptina não apresentam diminuição na recompensa (Figlewicz et al., 2007) tornando-se bons 

candidatos para o vício. No presente estudo, a leptina parece agir normalmente, diminuindo a 

dopamina e o sistema de recompensa, agravando os sintomas de abstinência. No entanto, mais 

estudos são necessários para confirmar esta hipótese. 

 O DS é importante para muitos processos neurocomportamentais, como 

aprendizagem, memória e controle motor (Graybiel, 1998; Lalonde e Botez-Marquard, 1997;. 

Saint-Cyr et al, 1995; Yin HH and Knowlton, 2006). Esta região também é importante para o 

estímulo não-hedônico à alimentação por estar envolvida com respostas motoras necessárias 

para a obtenção de alimentos e o seu consumo. (Volkow et al., 2002). Todos esses processos 

em parte dependem da sinalização dopaminérgica em várias regiões cerebrais (Hornykiewicz, 

2002; Palmiter, 2008;. Volkow et al, 2002). Aqui, no DS das lactantes NIC, observamos 

apenas maior conteúdo de TH. É possível que a dopamina esteja aumentada e que a maior 

atividade dopaminérgica no DS possa estimular a ingestão de alimentos não hedónico nestes 

animais. No entanto, lactantes NIC no fim da lactação apresentam hipofagia (Oliveira et al., 

2010) condição que não pode ser explicada por maior produção de dopamina no DS. Por 

outro lado, não avaliamos a atividade motora desses animais que nos ajudaria a entender a 

relevância deste achado. 

 Enquanto a sinalização da dopamina no DS e NAc é essencial para estimular a 

alimentação, no hipotálamo ela inibe a ingestão alimentar (Hanlon et al, 2004; Hoebel et al, 

1989). Anteriormente, demonstramos hiperleptinemia e hipofagia nas lactantes NIC (Oliveira 

et al., 2010). A hipofagia nessas lactantes não parece ocorrer devido à ativação da via clássica 

JAK2-STAT3, uma vez que, neste estudo, só observamos maior conteúdo de SOCS3. Por 

outro lado, como a leptina pode reduzir a ingestão alimentar através de um mecanismo 

dependente de D2R (Billes et al., 2012), o maior conteúdo de D2R no ARC pode explicar a 

hipofagia nas lactantes NIC. 
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4.2 Efeitos da exposição à nicotina sobre o sistema dopaminérgico e ARC da prole 

lactente 

 

Embora não observamos alteração no conteúdo de TH nas proles em PN15, os animais 

NIC apresentaram aumento no conteúdo de D1R e D2R e diminuição de DAT no NAc. Estas 

mudanças contribuem para o aumento da atividade dopaminérgica na região, aumentando a 

sensação de prazer e recompensa,  podendo aumentar a vulnerabilidade à dependência e 

sintomas de abstinência. Tanto o DS e ARC não apresentaram qualquer alteração nas 

proteínas analisadas. Estes achados provavelmente ocorreram devido à baixa quantidade de 

nicotina que as proles receberam através do leite materno, uma vez que os filhotes NIC 

apresentaram níveis muito baixos de cotinina no soro em comparação com as mães lactantes 

(Oliveira et al., 2010). Assim, parece que o NAc é mais sensível aos efeitos da nicotina. Todas 

as alterações observadas na prole NIC no NAc no final da exposição à nicotina (PN15) foram 

revertidas ao desmame (na ausência de nicotina). Normalmente, espera-se um efeito rebote 

após a retirada de uma droga. Provavelmente, estes resultados devem-se em parte a menor 

sensibilidade a retirada da nicotina em ratos jovens (O'Dell et al., 2004, 2007). Ao desmame, 

as proles NIC apresentaram menor conteúdo de DAT no DS, o que pode indicar uma maior 

ação dopaminérgica nesta região. A maior atividade dopaminérgica no DS pode aumentar a 

vulnerabilidade a efeitos duradouros sobre o comportamento, tais como os sintomas negativos 

a esquizofrenia em humanos (Martínez-Téllez et al., 2009). Apesar das proles em PN21 

apresentar menor conteúdo de pSTAT3 no ARC, é pouco provável que a resistência à leptina 

esteja ocorrendo, desde que o conteúdo de POMC e NPY não foram alterados. 

 

4.3 Efeito da exposição à nicotina sobre o comportamento das proles lactentes 

 

Apesar de vários estudos em animais demonstrarem que o uso da nicotina ou a sua 

retirada induz resultados negativos que são idênticos aos observados em humanos (DiFranza 

et al, 2004b; Eppolito et al, 2010; Smith et al, 2006; Sobrian et al ., 2003;. Vaglenova et al, 

2004), o mecanismo de ação da nicotina não está bem estabelecido. Diferentes estudos 

demonstraram que a exposição a nicotina pode induzir um efeito ansiolítico (Brioni et al, 

1993; Cohen et ai, 2009; Kupferschmidt et al, 2010). Em roedores, estudos têm demonstrado 

diminuição do comportamento semelhante a ansiedade durante a exposição à nicotina 

(Adriani et al, 2004; Elliott et al, 2004) e um efeito ansiogênico durante a sua retirada (Abreu-

Villaça et al, 2008; Smith et al., 2006). Os efeitos da nicotina dependem de diversas variáveis, 
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como dose, período de exposição à nicotina, sexo, duração do período de retirada e os testes 

utilizados na avaliação comportamental (Brioni et al, 1993; Cohen et al, 2009; Costall et al., 

1989; arquivo et al, 2000; Irvine et al, 2001; Zarrindast et al, 2012). Sintomas de retirada da 

nicotina, incluem depressão, ansiedade e irritabilidade (Hughes and Hatsukami, 1986; Hughes 

et al., 1991) em indivíduos dependentes e podem contribuir para a dependência ao vício da 

nicotina (Markou et al., 1998; Shiffman et al., 1996).  

Diversos estudos mostram a relação entre a exposição à nicotina e diminuição da 

ansiedade. Entretanto, quando avaliamos o comportamento semelhante a ansiedade nas proles 

NIC em PN14, não observamos nenhum efeito sobre a % de Entradas no CN no teste do 

campo aberto. Porém, durante a retirada (PN20), observamos menor número de entradas no 

braço aberto no teste do labirinto em cruz elevado, nas proles NIC, o que sugere aumento do 

comportamento semelhante a ansiedade.  

Em relação ao comportamento de hiperatividade, vários estudos com humanos e 

modelos animais têm relatado que a nicotina induz hiperatividade (DiFranza et al, 2004a; 

O'Neill et al, 1991; Vaglenova et al, 2004). Porém, não observamos alteração na atividade 

locomotora durante a exposição (PN14) e após a retirada (PN20) da nicotina, quando os 

animais foram submetidos ao LCE ou CA.  

Foi Observado que as proles NIC apresentaram redução da atividade exploratória, tal 

como medida pelo número de “mergulho de cabeça” no teste do LCE, em PN20. Abreu 

Villaça et al (2014) também observaram redução da atividade exploratória no final da 

exposição (PN45) e logo após o final da exposição (PN50) em ratos expostos a uma dose 

baixa de nicotina. A redução da atividade exploratória pode ser associada com sintomas de 

abstinência da nicotina (Hughes et al., 1991). 

 Em conjunto nossos dados demonstraram que a exposição pós-natal à nicotina induz 

alterações importantes no sistema mesocorticolímbico dopaminérgico tanto nas mães lactantes 

quanto nas proles, bem como nas características comportamentais da prole apenas durante a 

retirada da nicotina. As Alterações precoces no sistema de recompensa das proles NIC podem 

aumentar a vulnerabilidade para o uso de substâncias que causam dependência ou dietas 

palatáveis na vida adulta. 
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4.4 Efeitos da exposição precoce à nicotina na prole adulta 

 

 Aqui, nós mostramos que a prole exposta à nicotina (N-SSD) exibem uma mudança na 

preferência alimentar, o que foi caracterizado por um aumento da preferência pela dieta rica 

em açúcar, quando comparado com a prole C-SSD, e também têm alterações de 

comportamento indicativo de aumento da tomada de decisão no LCE e aumento da ansiedade 

no CA. Além disso, em PN170, o grupo N apresentou menor conteúdo de D2R e DAT no 

NAc e menor conteúdo de D2R no ARC, sugestivo de menor atividade dopaminérgica nessas 

regiões, enquanto o conteúdo de D2R no DS foi maior, sugestivo de maior atividade 

dopaminérgica. Estas alterações na via dopaminérgica corroboram as mudanças de 

comportamento e preferência alimentar descritas na literatura (Farde et al, 1997; Hanlon et al 

2004; Avena et al., 2008). 

 

4.5 Efeitos da exposição precoce à nicotina sobre a preferência alimentar da prole adulta 

 

 Apesar de alguns estudos demonstrarem que ratos têm uma maior atenção a um objeto 

desconhecido, incluindo alimentos, e podem decidir não ingerir um novo alimento (Cheney e 

Miller, 1997; Barnett, 2009), verificamos que as proles adultas (C-SSD e N-SSD) que 

puderam escolher entre as novas dietas palatáveis tiveram o consumo alimentar mais elevado 

quando comparado com os animais que apenas tiveram acesso a ração padrão já conhecida 

(C-SC e N-SC), um resultado que é explicado pelo aumento da palatabilidade de ambas 

dietas, rica em açúcar e rica em gordura. Assim, os grupos SSD demonstraram baixa 

resistência ao novo alimento. Modlinska et al. (2015) também mostrou que ratos não evitam 

ingerir alimentos desconhecidos, mas têm apenas uma redução temporária da ingestão do 

novo alimento consumido. De fato, ambos os grupos SSD ingeriram maior quantidade de 

dieta palatável na segunda exposição (PN160), provavelmente devido ao primeiro contato 

com esses alimentos em PN150. A Exposição precoce à nicotina não afetou o consumo total 

de alimentos, tanto nos animais SC ou SSD. A ingestão de calorias também não foi diferente 

entre os grupos. Além disso, ambos grupos preferiram a dieta rica em gordura quando 

comparada com a dieta com elevado teor de açúcar. Esta conclusão difere do estudo de Palou 

et al (2010), que demonstraram que animais controles ingeriram mais a dieta rica em sacarose 

do que a dieta rica em gordura. É importante ressaltar, que o estudo de Palou é diferente em 

alguns aspectos: eles usaram sacarose e dietas líquidas de lipídios insaturados, enquanto, em 

nosso estudo, foi utilizada sacarose e lipídios saturados (manteiga) na forma peletizada. 
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Embora ambos os grupos SSD no presente estudo terem escolhido a dieta rica em gordura, os 

ratos N-SSD ingeriram consideravelmente mais dieta rica em açúcar, quando comparados aos 

ratos C-SSD. Nosso estudo confirma o de Lacy et al (2012), que demonstraram que a 

exposição pré-natal à nicotina resultou no aumento da motivação para a recompensa de 

sacarose nos ratos adultos. Além disso, também tem sido demonstrado que ratos adultos 

cronicamente expostos à nicotina ingerem maior quantidade de sacarose do que o grupo 

controle (JIAS & Ellison 1990). Apesar da maior ingestão da dieta rica em açúcar, o grupo N-

SSD ingeriu ligeiramente menor quantidade da dieta rica em gordura do que o grupo C-SSD, 

que provavelmente explica por que esses grupos não apresentaram diferença na ingestão total 

de calorias. 

 

4.6 Efeitos da exposição precoce à nicotina sobre o comportamento 

 

Vários estudos têm demonstrado os efeitos da nicotina sobre os níveis de ansiedade 

em roedores adolescentes e adultos (Aydin et al 2012a, 2012b; Abreu-Villaça et al 2008;. 

2013; 2014; Falco et al 2014; & Santiago Huffman 2014). Quando avaliamos o 

comportamento semelhante a ansiedade induzida pela exposição precoce à nicotina, não 

encontramos nenhuma diferença quando os animais foram submetidos ao LCE na idade 

adulta. No entanto, estes animais apresentaram maiores níveis do comportamento semelhante 

a ansiedade quando testados no teste CA, tal como indicado por uma atividade 

significativamente reduzida no centro da arena, o qual é usado como um índice de 

comportamento semelhante a ansiedade. Este resultado pode ser explicado, em parte, por 

alterações no sistema dopaminérgico, caracterizadas por menor conteúdo de D2R e DAT. 

Assim, esta alteração na via de recompensa cerebral pode aumentar a sensibilidade a drogas 

de abuso e à comida palatável. Nossos resultados corroboram estudos publicados sobre 

ansiedade e diminuição no conteúdo de D2R e DAT (Farde et al, 1997; Breier et al, 1998; 

Laakso et al., 2000). 

No que diz respeito ao comportamento de tomada de decisão, os animais N exibiram 

aumento deste comportamento, como indicado pelos longos períodos que passaram no centro 

da arena do LCE. Esta alteração, possivelmente, justifica-se pela diminuição do conteúdo de 

D2R, uma vez que tem sido demonstrada correlação inversa entre estes parâmetros (Falco et 

al. 2014). Vários estudos têm demonstrado que o aumento da tomada de decisão está 

associada a predisposição para comportamentos gratificantes e viciantes (Wills et al, 1994;. 

Laviola et al, 1999; Zuckerman & Kuhlman 2000; Franques et al 2003; Palma et al 2014). 
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Nossos dados estão de acordo com as observações acima mencionadas, uma vez que 

demonstramos que os animais N apresentam modificações no sistema de recompensa, mais 

especificamente no conteúdo de D2R e DAT no NAc. Interessantemente, estas alterações são 

compatíveis com o aumento da ingestão de dieta hiperglicídica. 

Apesar de vários estudos demonstrarem que a exposição precoce à nicotina provoca 

hiperatividade (Linnet et al 2003; Thapar et al 2003; Romero & Chen 2004; LeSage et al 

2006; Botão et al 2007), há relevante discordância entre eles. Aqui, não encontramos 

diferenças na atividade locomotora na prole adulta exposta precocemente à nicotina. Estes 

dados estão de acordo com Lacy e colaboradores (2012), que constaram que a exposição pré-

natal à nicotina não afeta a atividade locomotora quando os animais foram submetidos ao 

comportamento CA na idade adulta. Embora não observamos nenhuma diferença significativa 

na atividade locomotora, as proles N apresentaram alterações no conteúdo de D2R, no NAc, 

DS e ARC, quando comparados com o grupo C. Estes dados estão de acordo com estudos que 

demonstram que alterações no D2R afetada a ansiedade, apesar da locomoção não ser afetada 

(Rodgers et al, 1994; Zarrindast et al 2011). A falta de efeito sobre a atividade locomotora 

parece estar de acordo com o conteúdo do receptor μ-opióide na prole N adulta. Sabe-se que a 

ativação do receptor μ-opióide no DS regula indiretamente a atividade locomotora (Jabourian 

et al., 2005). 

 

4.7 Efeitos da exposição precoce à nicotina sobre o sistema dopaminérgico 

mesocorticolímbico na prole adulta 

 

 Os hormônios leptina e insulina apresentam receptores nos corpos celulares dos 

neurônios dopaminérgicos no VTA que quando ativados, estimulam sinais de recompensa, 

que têm o efeito de diminuir a ingestão de sacarose ou a utilização de outras drogas. Por outro 

lado, os animais com resistência à leptina ou à insulina não apresentam tal resposta (Figlewicz 

et al., 2007). Apesar da prole N adulta apresentar hiperleptinemia (Oliveira et al. 2009) e 

resistência hipotalâmica à leptina (Santos-Silva et al. 2010), não houve mudança no conteúdo 

do OBRb e SOCS3 no VTA que poderia explicar as mudanças na preferência alimentar neste 

grupo. Além disso, o grupo nicotina apresenta hiperinsulinemia (Oliveira et al. 2010b), que 

pode indicar resistência à insulina no VTA e, em parte, explicar o elevado consumo de 

sacarose pelo grupo nicotina. No entanto, mais estudos são necessários para confirmar esta 

possibilidade. 
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 Foram encontradas alterações na via dopaminérgica no NAc, como diminuição do 

conteúdo de D2R e DAT na prole nicotina adulta. A nicotina é uma droga que ativa o sistema 

de recompensa do cérebro, levando ao maior conteúdo de dopamina no DS e no NAc (Brody 

et al. 2009). O menor conteúdo de D2R no NAc está intimamente relacionado com maior 

predisposição ao uso de drogas, o aumento da compulsão alimentar e aumento do consumo de 

dietas palatáveis ou açucaradas (Avena et al., 2008). Corroborando Avena et al (2008), aqui 

observamos que a prole nicotina apresentaram maior consumo de sacarose em relação ao 

grupo controle. Como demostrado anteriormente, a prole adulta nicotina apresenta obesidade 

central (Oliveira et al. 2009), que é parcialmente associada com a supressão da via 

dopaminérgica. De fato, tem sido proposto que a deficiência no processamento de recompensa 

pode ser um fator de risco para o desenvolvimento de obesidade e que os indivíduos obesos 

comem compulsivamente alimentos saborosos para compensar a hipossensibilidade do 

sistema de recompensa (Wang et al., 2001). 

 Sendo o DAT responsável pela recaptação de dopamina e a sua remoção da fenda 

sináptica, a sua redução nos animais nicotina pode ter ocorrido como uma resposta adaptativa 

à diminuição de D2R. Assim, a diminuição DAT poderia melhorar a ação da dopamina. A 

possível maior concentração de dopamina na fenda sináptica não parece ter sido suficiente 

para normalizar o efeito. Sabe-se que o aumento na sinalização opióide no NAc está 

intimamente relacionado com a ingestão de gordura (Taha 2010). Aqui observamos uma 

pequena diminuição da ingestão de gordura no grupo N-SSD, sem alterações do receptor μu-

opióide na prole nicotina adulta. Assim, a pequena redução na ingestão de gordura pode ser 

apenas uma resposta compensatória devido a um aumento na ingestão de sacarose, pois não 

houve alteração no receptor μu-opióide. 

  Embora no presente estudo não observamos mudanças no conteúdo de proteínas 

responsáveis pela síntese de dopamina (TH e DDC) no DS da prole nicotina, o conteúdo de 

D2R foi maior, o que sugere uma maior atividade dopaminérgica na região. No entanto, o 

consumo total alimentar, que pode ser caracterizado como alimentação "não-hedônico", não 

foi alterado no grupo nicotina que recebeu a dieta padrão ou a dieta mais palatável. Como já 

mencioanado, não observamos alterações na atividade locomotora o que em parte pode 

justificar a normalização da ingestão total do grupo nicotina. 

 Em relação ao ARC, o grupo nicotina apresentou menor conteúdo de D2R, que 

poderia resultar em maior consumo alimentar por este grupo. No entanto, a prole nicotina não 

apresentou mudanças na ingestão total de alimentos, mesmo quando foi oferecida uma dieta 

mais palatável. Billes e colaboradores (2012) mostraram que a leptina reduz a ingestão de 
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alimentos através de um mecanismo dependente de D2R e que o bloqueio de D2R reduz este 

efeito hipofágico da leptina em camundongos. O fato do conteúdo de D2R ser menor no ARC 

pode explicar, pelo menos em parte, a resistência à leptina (Oliveira et al. 2010b). 

 Constatamos que a programação pela nicotina maternal modificou a preferência 

alimentar da prole, que consumiu mais dieta hiperglicídica quando comparada com o grupo 

controle. Tais mudanças nos padrões alimentares podem ter ocorrido devido a mudanças no 

sistema dopaminérgico no grupo exposto à nicotina, tais como menor D2R e DAT no NAc, 

maior D2R no DS e menor D2R no ARC. Essas mudanças foram associados com 

comportamento de tomada de decisão no LCE, bem como o aumento dos níveis de ansiedade 

no CA. As modificações observadas no sistema de recompensa dopaminérgico e 

comportamentais nas proles adultas de ratas que foram expostos à nicotina durante a lactação 

podem estar associadas a maior susceptibilidade para o consumo de drogas de abuso.  

 

4.8 Efeitos da exposição precoce à fumaça do tabaco na prole adulta 

 

 No presente estudo, demostramos que a prole S-SSD ingeriu uma quantidade mais 

elevada da dieta rica em gordura quando comparada com a prole C-SSD. Além disso, em 

PN180, a prole S apresentou menor conteúdo de TH no VTA, assim como menor conteúdo de 

TH, D2R, e maior conteúdo de D1R no NAc, que sugerem um menor efeito dopaminérgico 

no sistema mesocorticolímbico.  

 

4.9 Efeitos da exposição precoce à fumaça do tabaco sobre a preferência alimentar da 

prole adulta 

 

Tem sido demonstrado que o jejum pode aumentar a ingestão de alimentos saborosos e 

drogas (Avena et al., 2005). Corroborando este estudo, após 12 horas de jejum, demonstramos 

que a prole com acesso as dietas palatáveis  (C-SSD e S-SSD) apresentaram maior ingestão 

alimentar após 30 min, do que os grupos que só tinham acesso à ração padrão (C-SC e S-SC) 

o que indica maior voracidade pelos grupos com acesso às dietas palatáveis. Observamos, 

também, o aumento da ingestão alimentar pelos grupos SSD após 12 h, quando comparados 

com os seus respectivos controles (SC). Além disso, ambos os grupos SSD ingeriram mais a 

dieta hiperlipídica em detrimento da ração hiperglicídica. Embora ambos os grupos SSD 

terem escolhido a dieta rica em gordura, os ratos S-SSD ingeriram maior quantidade da dieta 

rica em gordura, após 30 min, bem como maior ingestão total alimentar (dieta hiperlipídica + 
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hiperglicídica), após 30 min e 12 horas, quando comparados com o grupo C-SSD. Nosso 

estudo corrobora dados anteriores que demonstraram maior preferência por gordura em 

adolescentes cujas mães foram expostas à fumaça do cigarro durante o período pré-natal 

(Haghighi et al 2013; Lee et al 2015). Em um estudo de coorte, uma maior preferência por 

carboidratos em indivíduos adultos cujas mães fumaram durante a gravidez foi demonstrado 

(Ayres et al. 2011). No entanto, no estudo de Ayres et al (2011) a comparação foi entre 

alimentos ricos em hidratos de carbono ou proteína. Um estudo em ratos mostrou que animais 

adultos nascidos de mães expostas à nicotina durante a gravidez apresentam maior motivação 

por sacarose (Lacy 2012 et al.). Além disso, ratos adultos expostos de forma aguda a nicotina 

também exibiu uma preferência para sacarose (JIAS e Ellison, 1990). No entanto, esses 

estudos investigaram apenas preferência sacarose e os animais foram expostos unicamente à 

nicotina e não ao fumo do tabaco. Embora a nicotina seja o principal componente que gera 

dependência do tabaco, é possível que outros componentes do fumo do cigarro interajam com 

nicotina ou possua os seus próprios efeitos, fazendo com que os efeitos da exposição ao fumo 

do cigarro sejam diferentes daqueles efeitos gerados pela exposição apenas à nicotina. Apesar 

das diferenças entre os estudos, todas eles demonstram aumento pela preferência em 

alimentos palatáveis.  

 

4.10 Efeitos da exposição precoce à fumaça do tabaco sobre o comportamento 

 

Os efeitos a longo prazo da exposição precoce à fumaça de cigarro sobre o 

comportamento ainda não estão estabelecidos. No entanto, sabe-se que a exposição ao tabaco 

durante a gestação pode levar a um aumento da propensão para distúrbios psicológicos 

(Cornelius et al. 2001). Um estudo recente demonstrou que camundongos expostos à fumaça 

de cigarro precocemente apresentam menores níveis de ansiedade (Cornelius et al. 2013). Em 

contraste, no presente estudo, os ratos expostos ao fumo do cigarro durante a lactação não 

exibiram alterações de ansiedade a longo prazo. No estudo de Cornelius e colaboradores, o 

período de exposição incluiu a gestação e lactação; além disso, os animais foram testados em 

uma idade mais jovem do que a do presente estudo (PN90 vs PN180). Acreditamos que essas 

variáveis explicam os resultados distintos entre os estudos. A ansiedade é considerada um 

fator relevante para o uso e abuso de drogas (Reus et al. 2014) e também influencia 

fortemente a ingestão alimentar (Skibicka e Dickson, 2013). Por conseguinte, a ausência de 

alterações no comportamento semelhante à ansiedade, como no presente estudo, sugere que 

este não influenciou o comportamento alimentar no presente estudo. Em relação a atividade 
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locomotora, aqui, não encontramos diferença significativa entre os ratos expostos à fumaça de 

cigarro e o grupo controle na idade adulta. Apesar das diferenças metodológicas, este 

resultado é semelhante ao descrito por Gaworski e colaboradores (2004), que sugere que a 

atividade locomotora é um comportamento mais robusto e menos susceptível aos efeitos a 

longo prazo da exposição precoce ao fumo de cigarro. 

 

4.11 Efeitos da exposição precoce à fumaça do tabaco sobre o sistema de recompensa 

cerebral 

 

O menor conteúdo de TH no VTA da prole S sugere diminuição na síntese de 

dopamina. Embora a presença de receptores de leptina no VTA esteja relacionada com sinais 

de recompensa (Figlewicz et al., 2007), o grupo S não apresentaram alterações no conteúdo 

das proteínas da via de sinalização da leptina (OBRb, pJAK2, pSTA3 e SOCS3) no VTA. 

No NAc, observamos diminuição do conteúdo de TH, D2R e maior conteúdo de D1R 

na prole S adulta. Uma vez que os axônios dos neurônios dopaminérgicos do VTA são 

projetados para o NAc, a diminuição do conteúdo de TH no NAc é consistente com o menor 

conteúdo de TH observado no VTA. Em conjunto, a diminuição de TH e D2R sugerem menor 

atividade dopaminérgica nesta região. Estas alterações estão associadas com o aumento da 

vulnerabilidade ao uso de drogas, o aumento do consumo de dietas palatáveis e vício 

alimentar (Avena et al., 2008). Corroborando a literatura, aqui observamos que o grupo S 

apresentou maior consumo de alimentos palatáveis e ingestão de dieta rica em gordura em 

comparação com o seu controle. Além disso, já foi demonstrado que a diminuição da 

atividade do sistema de recompensa cerebral pode ser um fator de risco para o 

desenvolvimento de obesidade e que indivíduos obesos podem apresentar dependência 

alimentar para compensar o hipossensibilidade do sistema de recompensa (Wang et al., 2001). 

De fato, demonstramos que ratos programados pela exposição precoce à fumaça do cigarro 

são obesos (Santos-Silva et al. 2013) e, no presente estudo, demonstramos que a prole S tem 

maior ingestão de dieta palatável e aumento da voracidade por dieta rica em gordura. Estes 

resultados podem ser associados com a supressão da via dopaminérgica. 

Vários estudos têm mostrado que D1R regula positivamente a utilização de 

substâncias psicoestimulantes enquanto o D2R regula negativamente a sua utilização 

(Moratalla et al 1992; Lee et al 2006; Bertran-Gonzalez et al 2008; Hikida et al 2010; Lobo et 

al 2010; Ferguson et al 2011; Kim et al 2011; Lobo e Nestler, 2011; Pascoli et al 2011; 

Grueter et al 2013). Por outro lado, sabe-se que a redução de D2R ou aumento de D1R está 
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associado com o abuso e dependência de drogas (Worsley et al., 2000). No presente estudo, 

observamos diminuição no conteúdo de D2R e aumento de D1R, o que pode ter contribuído 

para o transtorno alimentar observada no grupo S. 

O DS é importante para os comportamentos, tais como: atividade motora, memória e 

aprendizagem (Saint-Cyr et al 1995; Lalonde e Botez-Marquard 1997; Graybiel 1998; Yin 

and Knowlton 2006), a toxicodependência (Nestler 2005; Kreitzer e Malenka 2008), e para a 

resposta não hedónica a ingestão de alimentos (Volkow et al., 2002). A sinalização 

dopaminérgica no DS e outras regiões centrais, em parte, contribui para estes processos. No 

presente estudo não observamos alteração nas proteínas responsáveis pela síntese de 

dopamina, DAT e os receptores dopaminérgicos nos animais programados pela fumaça do 

cigarro. Além disso, não houve mudanças no comportamento, como a atividade locomotora, a 

ansiedade, tomada de decisões e ingestão alimentar de ração padrão, provavelmente devido à 

sinalização dopaminérgica inalterada no DS. 

No ARC, observou-se apenas menor conteúdo de OBRb, o que pode ser indicativo de 

maior resistência ao efeito anorexígeno de leptina. Isto poderia explicar, em parte, a maior 

ingestão de dieta palatável pelo grupo S no desafio alimentar. Anteriormente demonstramos 

hiperleptinemia, e resistência hipotalâmica à leptina, caracterizada por menor OBRb, JAK2 e 

STAT3 com maior SOCS3 no modelo de programação pela exposição materna à nicotina 

(Oliveira et al 2009; Santos-Silva et al 2010) e no modelo de programação pela exposição 

direta à fumaça de cigarro (com uma maior dose de nicotina do que no presente estudo) em 

que foi observado hiperleptinemia e hiperfagia (Santos-Silva et al. 2013). Uma vez que no 

presente estudo, só verificamos menor conteúdo de OBRb na via de sinalização da leptina no 

ARC, sem alterações significativas no conteúdo de NPY e POMC no grupo S, não podemos 

dizer com certeza que esses animais apresentam resistência à leptina. No entanto, é possível 

que outros neuropeptídios estejam afetados, tais como CART e AgRP. Assim, mais estudos 

são necessários para confirmar esta hipótese. Apesar das evidências de que a sinalização 

dopaminérgica no hipotálamo inibe a alimentação (Hoebel et al, 1989; Hanlon et al 2004), a 

prole S não apresentou alteração no conteúdo de D2R no ARC. 

Assim, constatamos que a programação pela exposição à fumaça de cigarro durante a 

lactação mudou o comportamento alimentar da prole, que consumiu mais da dieta rica em 

gordura. Essa mudança parece estar associada com alterações no sistema dopaminérgico de 

recompensa cerebral.  

 

Questionamentos importantes sobre os modelos  
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 No primeiro modelo, a exposição foi apenas à nicotina, principal componente que 

causa dependência do cigarro. Já o segundo, a exposição, além da nicotina, foi com todos os 

outros componentes do cigarro. Na exposição à nicotina, lactantes receberam implante 

subcutâneo de minibombas que liberaram continuamente nicotina, na dose de 6mg/kg, do 2° 

ao 16° da lactação, sendo que esta atingiu a prole apenas pelo leite. Enquanto no modelo de 

exposição ao tabaco, mães e proles foram expostas do 3° ao 21° da lactação à fumaça do 

cigarro (dose de NIC, 0.73 mg/cigarro), 4 vezes ao dia por 1 hora cada exposição, de forma 

não contínua, com longos períodos sem acesso à fumaça (20:00 h até 9:00h do dia seguinte), 

ou seja a exposição ao tabaco foi ambiental (direta) e via leite. Diante dessas informações, 

podemos concluir que os dois modelos não podem ser totalmente comparáveis uma vez que a 

forma de exposição e as doses de nicotina foram diferentes. Mesmo assim, vamos levantar 

algumas questões importantes sobre os modelos. 

 Em ambos modelos, tanto a ausência da nicotina (nos dias 17, 18, 19, 20 e 21) como a 

exposição intermitente à fumaça do cigarro e com longo período de abstinência diária (20:00-

9:00), levaram a diminuição de TH no NAc das lactantes no 21º dia da lactação. Tal 

diminuição nos sugere menor síntese de dopamina no NAc e sinais de abstinência à nicotina 

(Epping-Jordan et al, 1998; Natividad et al, 2010). Em relação as proles, estas apresentaram 

importantes alterações no NAc à curto prazo, que resultou em diminuição do sistema 

dopaminérgico no NAc e alterações do padrão alimentar, em longo prazo. Já foi demonstrado 

que a diminuição do sistema de recompensa cerebral é um fator de risco para o 

desenvolvimento de obesidade e que indivíduos obesos podem apresentar dependência 

alimentar para compensar o hipossensibilidade do sistema de recompensa (Wang et al, 2001). 

De fato demonstramos que os dois modelos experimentais programam para a obesidade 

(Oliveira et al, 2009; Santos-Silva et al, 2013) e para alteração na escolha alimentar. No 

modelo de exposição exclusiva à nicotina, as proles programadas exibiram maior ingestão da 

dieta hiperglicídica e no modelo de exposição à fumaça do cigarro, observamos na prole 

adulta, maior ingestão da dieta hiperlipídica e maior ingestão total (somatório de ambas 

dietas). Apesar das diferenças metodológicas entre os estudos acima, nos dois modelos 

experimentais, as proles programadas apresentaram aumento na preferência por alimentos 

palatáveis, seja por açúcar ou por lipídios. Não temos com os dados obtidos explicar o 

mecanismo pelo qual os dois modelos diferem quanto ao tipo de preferência alimentar, já que 

as alterações dopaminérgicas são similares e não houve alteração no conteúdo dos µu 

receptores opióides, que são mais relacionados com a preferência por lipídeos.  
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 Considerando que comida palatável ativa o sistema de recompensa cerebral assim 

como as drogas de abuso (Liang et al, 2006; Rada et al, 2005) e que a diminuição 

dopaminérgica no NAc observada nos dois modelos é intimamente relacionada ao abuso de 

drogas (Thanos et al, 2008), nos questionamos: 1. Será que as proles programadas, pela 

exposição materna exclusiva à nicotina e pela exposição direta à fumaça do cigarro, também 

são viciadas por drogas de abuso, ou pela própria nicotina? No presente trabalho não 

direcionamos nossas avaliações para tal possibilidade. Seria muito interessante avaliar a auto-

administração por alguma droga, por exemplo a nicotina, em nossos modelos de 

programação; 2. Diante das alterações no sistema de recompensa cerebral à curto prazo 

observadas em ambos modelos, será que essas proles também apresentariam diferentes 

escolhas alimentares no início da vida, ao desmame? Assim, faz-se necessário novos estudos 

envolvendo desafio alimentar precoce nestes animais, a exemplo do que foi realizado na idade 

adulta. 
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CONCLUSÃO 

 

 

Evidenciamos que tanto a exposição isolada à nicotina como a exposição à fumaça do 

cigarro durante o período da lactação resultaram em importantes alterações no sistema 

dopaminérgico das proles, programando o comportamento alimentar devido a diminuição 

dopaminérgica no NAc.  
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