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RESUMO 

 

 

CARVALHO, Janaine Cavalcanti. Papel da exposição neonatal a bromocriptina (agonista 

dopaminérgico tipo 2) sobre o perfil hormonal e metabólico de ratos. 2016. 97 f. Tese 

(Doutorado em Biociências) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade 

do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016. 

 

A inibição de prolactina materna no final da lactação com uso de bromocriptina 

(BRO), aumenta a transferência de leptina através do leite e causa hiperleptinemia e 

desnutrição da prole ao desmame (PN21), enquanto na idade adulta (PN180) leva ao aumento 

da gordura visceral, dislipidemia, resistência a leptina e a insulina, hipotireoidismo, 

hipoprolactinemia, hipercosticosteronemia e aumento do conteúdo de catecolaminas na 

adrenal, NPY hipotalâmico e ansiedade. Sabendo que algumas dessas alterações são 

encontradas no modelo de hiperleptinemia neonatal, é concebível que algumas dessas 

alterações estejam associadas ao aumento da passagem de leptina através do leite. Não 

podemos ainda descartar o fato de que a BRO também é transferida pelo leite. Assim, o nosso 

primeiro objetivo (Experimento 1) foi avaliar no modelo de hipoprolactinemia materna, a 

presença de um segundo pico de leptina na prole em PN30, como aquele que ocorre no 

modelo de hiperleptinemia neonatal. O segundo objetivo da nossa pesquisa (Experimento 2) 

foi avaliar os efeitos à longo prazo da BRO, injetando-a diretamente nos filhotes. 

Experimento 1: ratas lactantes foram tratadas com bromocriptina (BRO), 0,5mg duas vezes ao 

dia ou metanol-salina (CON) durante os 3 últimos dias de lactação. Os animais foram 

sacrificados em PN22 e PN30. Experimento 2: ratos machos receberam BRO, 0,1g uma vez 

ao dia, ou metanol-salina (CON),  do dia pós natal 1 ao 10° ou do dia pós natal 11o ao 20°. Os 

animais foram sacrificados em PN180. Os animais do experimento 1 apresentaram em PN22 

menor peso, ingestão, glicemia e expressão do RNAm de leptina, porém maior sensibilidade 

hipotalâmica a leptina. Em PN30 os animais apresentaram menor comprimento e gordura 

mesentérica, com maior expressão do RNAm de leptina nesse tecido acompanhada de 

hiperleptinemia, hiperglicemia, maior colesterol plasmático e hepático, e diminuição de HDL-

c. Os animais do experimento 2 que receberam BRO em PN1-10, apresentaram aos 180 dias 

menor ingestão, hipoprolactinemia, maior expressão de POMC núcleo no arqueado (ARC), 

maior conteúdo de tirosina hidroxilase (TH) na área tegmental ventral (VTA), de dopa 

decarboxilase (DDc), receptor D2 e receptor opióide-u no núcleo accumbens (NAc) além de 

aumento de ansiedade. Observamos também menor ação da leptina, TRH, TSH, T3, Dio1, 

GPDm e UCP-1. Os animais que receberam BRO em PN11-20, apresentaram na idade adulta, 

maior ingestão alimentar e hiperprolactinemia, aumento na pressão arterial, 

hipercorticosteronemia, menor expressão de POMC no ARC, menor conteúdo de TH no VTA 

e do transportador de dopamina (DAT) no NAc além de menor ansiedade, maior OBR-b, 

TRH, T3, Dio2, GPDm e UCP-1. Em conclusão, semelhante ao modelo de hiperleptinemia, o 

pico secundário de leptina em PN30 sugere um papel crucial da leptina como fator de 

imprinting no modelo de hipoprolactinemia materna. Já a exposição direta a BRO no inicio da 

vida mostrou-se deletéria em longo prazo, causando distúrbios metabólicos, hormonais, 

dopaminérgico e comportamental, sendo estes dependentes do período do desenvolvimento 

em que o insulto é causado. 

 

 

Palavras-chave: Bromocriptina. Lactação. Programação. Plasticidade. Hormônios.  



ABSTRACT 

 

 

CARVALHO, Janaine Cavalcanti. Role of neonatal bromocriptine exposure (type 2 

dopaminergic agonist) upon hormonal and metabolic profiles of rats. 2016. 97 f. Tese 

(Doutorado em Biociências)  – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade 

do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016. 

 

The maternal prolactin inhibition at the end of lactation, using bromocriptine (BRO), 

increases the leptin transfer through the milk and causes hyperleptinemia and malnutrition in 

the pups at weaning (PN21), while at adulthood (PN180) leads to higher visceral fat, 

dyslipidemia, leptina and insulin resistance, hypothyroidism, hypoprolactinemia, 

hypercorticosteronemia and increase of catecholamine adrenal content, hypothalamic NPY 

and anxiety. Since it is known that some of these changes are found in the model of neonatal 

hyperleptinemia, it is possible that these changes are associated with the higher leptin transfer 

via milk. Also, we cannot discard the fact that BRO is transferred through the milk.  Thus, our 

first aim (Experiment 1) was to evaluate in the maternal hypoprolactin model, the presence of 

a second peak of leptin at PN30, as already showed in the model of neonatal hyperleptinemia. 

The second aim of our research (Experiment 2) was to evaluate the long-term effects of the 

BRO, directly injected in the pups. Experiment 1: lactating rats were treated with 

bromocriptine (BRO), 0.5mg twice a day or methanol-saline (CON) during the last 3 days of 

lactation. The animals was killed on PN22 and PN30. Experiment 2: male rats received BRO, 

0.1g once daily, (BRO) or methanol-saline (CON), from postnatal day 1 to 10 or from 

postnatal day 11 to 20, the animals was killed on PN180. The animals of experiment 1 

showed at PN22 lower body mass, food intake, glycemia and leptin mRNA expression, and 

higher hypothalamic leptin sensitivity.  At PN30 the animals showed lower body lenght and 

mesenteric fat, but with more leptin mRNA expression in this tissue, hyperleptinemia, 

hyperglycemia, higher plasma and hepatic cholesterol, and lower HDL-c. The animals of 

experiment 2 that received BRO at PN1-10, showed at PN180 lower food intake, 

hypoprolactinemia, higher POMC in the arcuate nucleus (ARC), higher tyrosine hydroxylase 

(TH) content in the VTA, higher Dopa Decarboxylase (DDc), D2R and u-Opioid receptor in 

the NAc, besides more anxiety. Lower leptin action, lower TRH, TSH, T3, Dio1, mGPD and 

UCP-1 were also detected. The animals the received BRO at PN11-20, showed at adulthood, 

higher food intake and hyperprolactinemia, higher blood pressure, hypercorticosteronemia, 

lower POMC in the ARC, lower TH in the VTA and lower dopamine transporter (DAT) in 

the NAc, besides less anxiety, higher OBR-b, TRH, T3, higher Dio2, mGPD and UCP1. In 

conclusion, similar to the hyperleptinemia model, the secondary peak of leptin at PN30 

suggests a crucial role of leptin as an imprinting factor in the model of maternal 

hypoprolactinaemia. The direct BRO exposure during neonatal life is deleterious, inducing 

metabolic and hormone disorders as well as dopaminergic and behavior dysfunction, which 

are dependent on the period of development in which the insult is caused. 

 

 

Keywords:  Bromocriptine. Lactation. Programming. Plasticity. Hormones. 
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INTRODUÇÃO  

 

 

Durante os períodos de desenvolvimento considerados críticos, como as fases fetal e 

pós-natal, mudanças nutricionais, hormonais ou ambientais podem atuar como fatores de 

imprinting que através de modificações epigenéticas têm o potencial de causar alterações 

fenotípicas a longo prazo; tal fenônemo é denominado programação metabólica ou 

plasticidade ontogenética (Lucas, 1994; Barker, 1993; Moura & Passos, 2005; Gluckman & 

Hanson, 2007). Caso o fator de imprinting perdure ao longo da vida, o indivíduo se tornará 

melhor adaptado. Do contrário, se o estímulo inicial for transitório, poderá resultar em um 

indivíduo mais propício ao desenvolvimento de doenças na vida adulta. Dentre esses períodos 

considerados críticos, destaca-se a lactação, que em roedores é quando ocorre seu 

desenvolvimento cognitivo e neurológico (de Moura e Passos, 2005).  

A desnutrição materna causa hipoprolactinemia e hiperleptinemia na mãe durante a 

lactação (Lisboa et al, 2006) e programa a prole adulta para desenvolver hiperleptinemia, 

resistência a leptina e alguns parâmetros da síndrome metabólica (Passos et al, 2000; 2004). 

Um fenótipo semelhante é observado pelo tratamento com bromocriptina (BRO), um agonista 

dopaminérgico inibidor de prolactina (PRL) (Moura et al, 2009; Bonomo et al, 2005; 2007). 

A hiperleptinemia nos 10 primeiros dias de vida também programa a prole para 

hiperleptinemia com resistência ao seu efeito anorexigênico aos 30 e 180 dias de idade, 

hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia (Toste et al, 2006; 2009), sendo tais efeitos evitados 

quando aos 30 dias de idade, a hiperleptinemia foi bloqueada pelo tratamento com o seu 

anticorpo (Trotta et al, 2011). 

Uma vez que tanto os modelos de hipoprolactinemia materna pelo uso de BRO quanto 

o modelo de hiperleptinemia neonatal são caracterizados por um aumento de leptina ao 

desmame com fenótipos semelhantes na idade adulta (sobrepeso, hiperinsulinemia, 

hipertrigliceridemia e hiperleptinemia), é possível que aos 30 dias, a prole de mães tratadas 

com BRO, também apresente hiperleptinemia, assim como ocorre no modelo de 

hiperleptinemia neonatal. Tendo isso em vista, decidimos então tratar as mães com BRO 

durante os 3 últimos dias de lactação e avaliar a prole aos 30 dias, visto o papel crucial da 

leptina como fator de imprinting. Não podemos ainda descartar o fato de que a BRO é 

transferida pelo leite e que também possa estar exercendo efeito direto sobre a prole ao 

estimular a via dopaminérgica, sendo também um possível fator de imprinting. Para isolar o 

efeito direto da BRO na prole, decidimos injetá-la diretamente no filhote durante a lactação, 
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dividindo esse período em dois: início (PN 1-10) e final (PN11-20) de acordo com a 

maturação do sistema dopaminérgico. 
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1 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

1.1 Programação Metabólica 

 

 

Alterações nutricionais, hormonais e ambientais em fases iniciais da vida, como 

gestação e lactação, que são consideradas fases de grande plasticidade, atuam como fatores de 

imprinting levando a modificações epigenéticas capazes de influenciar no desenvolvimento 

endócrino-metabólico futuro. A esse fenômeno é dado o nome de programação metabólica, 

(Cotrell & Ozanne, 2008).  Este termo foi introduzido na literatura por Dörner em 1974, um 

pioneiro nos estudos da neuroendocrinologia. 

David Barker (1993) postulou a hipótese da “origem fetal das doenças” onde observou 

que existia uma associação entre o baixo peso ao nascer, consequente a um ambiente intra-

uterino adverso (desnutrição materna grave), e um maior risco de desenvolver doença crônica 

não transmissível na idade adulta. Existe hoje um grande numero de estudos demonstrando 

que alterações nutricionais, hormonais e ambientais no início da vida repercutem no 

desenvolvimento de doenças na vida adulta (Moura & Passos, 2005; Moura et al,2008; 

Langley-Evans & McMullen, 2010; Lee, 2015; Chu, 2015; Paes et al, 2015; Tomar et al, 

2015; Ralevski e Horvath, 2015).  

Atualmente é bem aceito que os diferentes fatores de imprinting levam a modificações 

na atividade genômica e que apesar de não alterar a sequência do DNA, podem produzir 

alterações fenotípicas estáveis e transgeracionais. As alterações epigenéticas, em particular, a 

metilação do DNA e acetilação/metilação das histonas, fornecem uma "memória" em 

respostas ao momento de grande plasticidade dos períodos críticos e são fundamentais para a 

geração de um fenótipo, e da estabilidade deste, ao longo da vida (Portha et al, 2014; 

Panchenko et al, 2015), resultando numa remodelação da estrutura e funcionalidade dos 

tecidos (Langley- Evans, 2015). 

Nosso laboratório possui vasta experiência em diferentes fatores de imprinting no 

início da vida pós-natal (lactação). Vários são os agentes capazes de atuar no processo de 

programação: 1. fatores nutricionais, tais como: restrição proteica (Passos et al, 2000; 

Fagundes et al, 2007, Lisboa et al, 2006;2012); desmame precoce (Lima et al, 2011, Franco et 

al, 2012, Nobre et al, 2012, Younes-Rapozo et al, 2012, Lima et al, 2013), supernutrição 

(Conceição et al, 2012, Conceição et al, 2013) e utilização de linhaça (Figueiredo et al, 2012; 
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Troina et al, 2012); 2. fatores hormonais: tais como hipoprolactinemia materna pelo uso da 

BRO (Bonomo et al, 2005; Peixoto-Silva et al, 2014; Carvalho et al, 2014; Younes-Rapozo et 

al, 2015), hiperleptinemia neonatal (Toste et al, 2006; Trevenzoli et al, 2007, Fraga-Marques 

et al, 2010) e hipertireoidismo (Moura et al, 2008); e 3. fatores ambientais, tais como: 

exposição à fumaça do cigarro (Santos-Silva et al, 2012;2013 Pinheiro et al, 2015) e a 

nicotina isoladamente (Oliveira et al, 2009;2010; 2011; Santos-Silva et al, 2010; Pinheiro et 

al, 2015). 

Demonstramos que a desnutrição materna, durante a lactação, programa para aumento 

da massa e da gordura corporal, aumento de leptina, hiperinsulinemia, aumento da 

corticosterona e a diminuição da função tireoidiana na prole na idade adulta (Passos et al, 

2002; Teixeira et al, 2002; Lisboa et al, 2006). Estas ratas lactantes apresentam uma 

diminuição da massa corporal e da PRL plasmática, bem como aumento de leptinemia e maior 

concentração de gordura no leite (Passos et al, 2000; Lisboa et al, 2006). A PRL é um 

hormônio polipeptídico que estimula a produção de leite, tem efeito sobre comportamento 

materno, reprodução, imunorregulação, crescimento, desenvolvimento e metabolismo 

energético, aumentam colesterol total e triglicerídeo e o apetite (Pelkonen et al, 1982; Sauvé e 

Woodside, 2000; Goffin et al, 2002; Chen e Smith, 2004). 

A leptina, produto do gene Ob (Zhang et al, 1994) é um hormônio proteico de 16 kDa 

conhecido como um regulador da ingestão alimentar e do gasto energético com efeitos 

mediados pelo eixo hipotalâmico (Schwartz et al, 1999). O principal local de produção da 

leptina é o tecido adiposo branco, mas este hormônio tem também vários outros efeitos 

periféricos adicionais, com ação sobre angiogênese, metabolismo de lipídios e carboidratos, 

além de efeitos sobre o sistema endócrino, com destaque para a função tireoidiana e 

reprodução, sistemas cardiovascular e imune (Wauters et al, 2000; Casabiell et al, 1997; 

Houseknecht et al, 1997; Smith-Kirwin et al, 1998). Assim, alterações nas concentrações 

plasmáticas de leptina ou na sua ação têm implicações fisiológicas importantes. A falta de 

leptina em roedores (como evidenciado em camundongos ob/ob) ou disfunção no seu receptor 

(camundongos db/db e ratos fa/fa) resulta em obesidade e complicações metabólicas como a 

resistência à insulina (Schwartz et al, 1996).  

Por estar envolvida em diferentes processos endócrino-metabólicos, a leptina vem 

despertando interesse significativo como um potencial fator de programação. Alterações da 

leptinemia no início da vida estão associadas a maior risco de desenvolvimento de obesidade 

e doenças metabólicas na vida adulta. Alguns estudos demonstraram que leptina é capaz de 

estimular a liberação de PRL, tanto in vivo quanto in vitro e parte dessa estimulação é através 
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da ERK1/2 (Yu et al, 1997; Gonzalez et al, 1998; Tipsmark et al, 2008). Por outro lado, PRL 

também estimula síntese e secreção de leptina no tecido adiposo (Hardie et al, 1996; 

Mantzoros e Moschos, 1998; Gualillo et al, 1999). 

 

 

1.2 Modelo experimental de programação pela hipoprolactinemia materna. 

 

 

Sabe-se que a desnutrição na mãe lactante causa hipopolactinemia materna, e a fim de 

isolar este fator de imprinting, desenvolvemos um modelo de programação onde tratamos 

mães lactantes com 1 mg de bromocriptina/dia, um agonista dopaminérgico, nos três últimos 

dias de lactação. Os filhotes ficaram desnutridos devido a redução significativa da produção 

do leite materno, semelhante aos filhotes cujas mães foram desnutridas na lactação. Em 

ambos os modelos de imprinting foi observado maior conteúdo de leptina no leite o que 

acarreta no filhote uma hiperleptinemia, mostrando assim um papel crucial da leptina na 

programação destes filhotes (Bonomo et al, 2005; Passos et al, 2002). 

A hipoprolactinemia materna programou os filhotes, aos 180 dias, para maior massa 

corporal, adiposidade, hipertrofia dos adipócitos, hiperglicemia, hipoadiponectinemia, 

aumento de catecolamina e corticosterona, hipotireoidismo, diminuição da secreção de TSH, 

resistência ao efeito anorexigênico da leptina, aumento de NPY no ARC e no PVN e 

inflamação hipotalâmica (Bonomo et al, 2007;2008; de Moura et al, 2009; Peixoto-Silva et al, 

2014; Younes-Rapozo et al, 2015). Esses animais ao serem submetidos a diferentes testes 

comportamentais apresentaram maiores níveis de ansiedade, menor aprendizado e memória 

(Fraga et al, 2011). 

Como tanto as mães lactantes desnutridas quanto aquelas que receberam BRO no final 

da lactação apresentaram maior conteúdo de leptina no leite, foi desenvolvido um modelo 

onde foi injetada leptina na prole nos primeiros 10 dias de lactação para melhor entender o 

papel da leptina como fator de imprinting. Na idade adulta, a prole desenvolveu 

hiperinsulinemia, hipertrigliciridemia, hiperleptinemia e resistência ao efeito anorexigênico da 

leptina, bem como diminuição da expressão dos seus receptores hipotalâmicos (Toste et al, 

2006). Aos 30 dias de vida, estes animais já apresentavam hiperinsulinemia, 

hipoadiponectinimia, hiperleptinemia resistência ao seu efeito caracterizada por uma menor 

expressão hipotalâmica de OBR-b e maior de SOCS-3, (Passos et al, 2009). Trotta e 

colaboradores (2011) ao bloquear essa hiperleptinemia aos 30 dias reverteram a maioria das 
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desordens metabólicas, como aumento de triglicerídeo, peso e gordura visceral, hiperglicemia, 

hiperinsulinemia e hipoadiponectinemia. 

Sabemos que a BRO é um agonista dopaminérgico e que a dopamina diminui a 

expressão do gene Ob e a secreção de leptina (Alvarez-Aguilar et al, 2013), e que, por outro 

lado a leptina exerce efeito sobre o sistema dopaminérgico, porém de maneira ainda 

controversa (Leinninger et al, 2009; Perry et al, 2010; van der Plasse et al, 2015). Como a 

BRO é transportada através do leite materno, no modelo de programação por tratamento com 

BRO, não se sabe se os efeitos são consequências de alterações secundárias as alterações 

maternas ou se ocorrem via efeito direto da BRO na prole. Além disso, seus efeitos podem ser 

tanto pela via dopaminérgica como resultante de modificações na síntese ou ação da leptina, 

um fator de imprinting já bem conhecido, e que tem sua passagem aumentada através do leite 

quando a mãe recebe BRO. 

 

 

1.3 Sistema dopaminérgico.  

 

 

Após a descoberta da norepinefrina em 1901, a dopamina foi considerada por muito 

tempo apenas como um intermediário químico para a síntese de catecolaminas, desprovido de 

qualquer outro papel fisiológico (Sneader, 2001). Carlsson e colaboradores mostraram, pela 

primeira vez em 1957, que a dopamina tinha funções fisiológicas no cérebro, tornando-se hoje 

um importante neurotransmissor do sistema nervoso central (SNC). A dopamina controla uma 

variedade de funções, incluindo atividade locomotora, cognição, emoção, ingestão de 

alimentos e integração neuroendócrina, além de papéis periféricos regulando a função 

cardiovascular, liberação de catecolaminas, secreção hormonal, tônus vascular, função renal e 

motilidade gastrointestinal (Missale et al, 1998; Wise, 2008). O sistema dopaminérgico 

também está envolvido com alguns distúrbios neuropsiquiátrico, tais como esquizofrenia, 

dependência por drogas, transtorno do déficit de atenção com hiperatividade (TDAH) e 

doença de Parkinson (Genro et al, 2010; Howes e Kapur, 2009; Melis et al, 2005). A 

dopamina, por ter efeito ionotrópico e vasoativo (Noori e Seri, 2012), é utilizada em casos de 

choque séptico neonatal, onde se observa hipovolemia, insuficiência vasorreguladora e/ou  

disfunção do miocárdio (Sanini et al, 2014). É conhecido que dopamina aumenta a pressão 

arterial pulmonar e inibe GH, PRL, TSH e gonadotrofinas (Wood et al, 2000; Seri, 1995; Liet 

et al, 2002; Dong et al, 2000); ao descontinuar o seu uso, os níveis desses hormônios são 
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normalizados, porém não se sabe se a exposição a tais alterações hormonais em período 

crítico do desenvolvimento terá algum efeito a longo prazo.  

A ação da dopamina é mediada por cinco subtipos de receptores pertencentes a duas 

famílias, que variam de acordo com os seus efeitos sobre os neurônios-alvo. A ativação dos 

receptores da família D1-like (D1 e D5) leva a ativação da adenilato-ciclase e aumento dos 

níveis de AMPc. Estes receptores estão presentes no córtex pré-frontal no corpo estriado, no 

hipotálamo e em outras regiões do córtex cerebral. A família dos receptores D2-like (D2, D3 e 

D4) inibe a atividade da adenilato-ciclase e a síntese de AMPc, tendo um papel importante 

sobre a homeostase energética. Os receptores D2-like são alvo dos fármacos antipsicóticos, o 

que sugere sua relação com processos cognitivos, motores e afetivos. Estão distribuídos no 

corpo estriado, córtex cerebral, tronco encefálico e na medula espinhal (Vallone et al, 2000; 

Tóth et al, 2013). Os receptores D1-like são expressos em nível pós-sinápticos, enquanto que 

os receptores D2-like são expressos tanto em níveis pós quanto pré-sinápticos, atuando como 

auto-receptores. Quando há um fluxo excessivo de dopamina, estes auto-receptores reduzem o 

tônus dopaminérgico diminuindo assim a síntese de dopamina (Benoit-Marand et al, 2001; 

Congar et al, 2002; Hahn et al, 2006).  

Os neurônios dopaminérgicos são distribuídos em 3 principais vias (Figura 1): 1) Via 

nigroestriatal, que projeta-se da substância nigra para o estriado, esta via está envolvida na 

estimulação do movimento intencional e sua degeneração está ligada a doença de Parkinson 

(McClure et al, 2004); 2) Via mesolimbica, que parte da área tegumental ventral (VTA) e se 

projeta para o núcleo accumbens (NAc), esta via desempenha um papel importante na 

motivação e na recompensa (Erlanson-Albertsson, 2005; Berthoud 2006; Fulton, 2010) sua 

desregulação está ligada ao desenvolvimento da esquizofrenia (Richter et al,2015); 3) via  

tuberoinfundibular, que parte do núcleo arqueado (ARC) e periventricular para a eminência 

mediana do hipotálamo, está ligada a liberação de PRL pelos lactótrofos da hipófise além do 

hormônio do crescimento (Ben-Jonathan et al, 2001; Matussek et al, 1980).  



24 

Figura 1 -  Vias dopaminérgicas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A via mesolimbica e a mesocortical partem do VTA, próximo à substantia nigra (sn). A via 

mesolímbica projeta para o nucleus accumbens (NAcc) e amígdala (Ami). A via mesocortical projeta 

para o córtex pré-frontal (CPF). O trato tuberoinfundibular termina na unidade hipotálamo-hipófise. A 

via nigroestriatal projeta da sn para striatum (DS).Alteração no tônus dopaminérgico em cada um desses 

circuitos (tanto hipo quanto hiperatividade) está associada a uma condição patológica particular.  

Fonte: Adaptado de Rodrigues et al, 2011. 

 

 

1.4 Agonista dopaminérgico: bromocriptina (BRO)  

 

 

A BRO pertence à classe dos agonistas dos receptores da dopamina derivados da 

ergolina (agonista do receptor D2) que possui ações simpaticolíticas e é antagonista parcial do 

receptor D1 (Kebabian & Calne, 1979; Webster, 1996), podendo atravessar a barreira 

hematoencefálica (Friis et al, 1979). Seus efeitos são mediados via recomposição do tônus 

dopaminérgico e simpático no sistema nervoso central (Cincotta, 2002). A BRO inibe a 

secreção de PRL em modelos humano ou animal, altera os níveis de neurotransmissores 
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monoaminergicos no hipotálamo, tendo impacto no metabolismo glicêmico e lipídico (De 

Fronzo, 2011).  

É importante ressaltar que a BRO é extensivamente utilizada na prática clínica no 

tratamento de algumas doenças que envolvem o sistema nervoso central, como no tratamento 

de doença de Parkinson, a fim de reduzir o risco de complicações motoras à longo prazo, e 

para reduzir a mortalidade cardiovascular nos pacientes tratados com L-dopa (Franchi et al, 

2001; Kondo, 2001). Devido ao seu efeito simpaticolítico, a BRO reduz a pressão arterial em 

animais e seres humanos hipertensos (Pijl & Edo, 2002; Gaziano et al, 2010). Recentemente 

vem sendo empregada como coadjuvante no tratamento da diabetes mellitus tipo 2 (Liang et 

al, 2015), melhorando o metabolismo da glicose. Seu uso mais comum é no tratamento de 

prolactinomas (Rascol et al, 2002), também tem sido usada para supressão da lactação (Verma 

et al, 2006; Bernard et al, 2015).  

A manutenção da amamentação é preocupante quando a mãe está recebendo terapia 

com BRO, para outras indicações que não seja a supressão da lactação. No entanto, os níveis 

de PRL no sangue materno durante a gravidez pode não influenciar a lactação no período pós-

parto, sendo possível a amamentação em mães em uso de BRO para adenoma hipofisário 

(Narita et al, 1985). Um estudo realizado por Zhang & Cheng (1996) mostrou que 75% das 

mães que estavam em terapia com BRO durante a gravidez, amamentaram com sucesso. 

Porém, não se tem ideia do possível efeito deste tratamento sobre sua prole a longo prazo. 

A maioria das pacientes com prolactinoma apresentam infertilidade e disfunção 

gonadal e a BRO é considerada a primeira droga de escolha, por restaurar a ovulação, a 

fertilidade e reduzir o tamanho tumoral. É um fármaco utilizado mesmo durante a gravidez, 

pois durante este período ocorre um aumento progressivo do nível de estrogênio, levando 

assim a um aumento do volume tumoral (Maeda et al, 1983; Raymond et al, 1985; Krupp & 

Monka, 1987; Bronstein et al, 2002; Almalki et al, 2015; Lian et al, 2015). Estudos 

demonstram que existe um baixo índice de aborto e anormalidade congênita quando a BRO é 

usada durante a gravidez. Em relação a seus efeitos foi demonstrado que até os 9 anos, filhos 

de mães que usaram BRO não apresentaram anormalidades quanto ao desenvolvimento físico 

e psicomotor (Webster, 1996; Nybo Andersen et al, 2000; Gillam et al, 2006; Shibli-Rahhal & 

Schlechte, 2011). Em humanos, já foi demonstrado que a BRO é capaz de atravessar a 

placenta (Bigazzi et al, 1979) além de ser transferida através do leite (Kulski et al, 1978; Katz 

et al, 1985) e que a segurança à longo prazo do uso deste composto é desconhecido, e pouco 

se sabe sobre o seu papel num período critico da vida.  
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Uma diminuição na atividade dopaminérgica leva a uma hiperprolactinemia 

(Mohankumar et al, 1997; Stamatelopoulos et al, 2011), mais frequente em mulheres do que 

em homens, às vezes é assintomática, mas quanto maior os níveis de PRL, maiores serão as 

manifestações clínicas. Alguns sintomas são devido ao hipogonadismo causado pelos 

elevados níveis de PRL, alterando o eixo hipotálamo-hipófise-gônadas, e outros são devido a 

seus efeitos diretos sobre os tecidos alvos. Consequentemente, os pacientes podem sofrer de 

disfunção sexual, infertilidade, amenorreia ou galactorréia (Besnard et al, 2014). A 

hipoprolactinemia produzida por hipofisectomia ou tratamento com agonistas 

dopaminérgicos, pode ocasionar uma supressão dos neurônios dopaminérgicos 

tuberoinfundibulares (Eaton et al, 1993; Hentschel et al, 2000), pois a PRL parece ser 

essencial para manter a integridade funcional destes neurônios, em parte, pela redução do 

conteúdo de RNAm de tirosina hidroxilase (TH) no núcleo arqueado e na eminência mediana, 

além de aumentar as concentrações de norepinefrina (Demarest  et al, 1985; Voogt & 

Arbogast, 1990). 

 

 

1.5 Breve comparação entre os períodos críticos de desenvolvimento do sistema nervoso 

entre humanos e roedores. 

 

 

O processo de desenvolvimento neural é diferente em humanos e roedores, sendo o 

terceiro trimestre de gravidez em humanos, correspondente ao período de lactação em 

roedores. É neste período onde ocorrem os processos de neurodesenvolvimento mais 

importantes, como a mielinização, organização de sistemas neurotransmissores, arborização 

dendrítica e gênese sináptica, os quais acontecem com maior intensidade no sistema visual e 

no hipocampo (Morgane et al, 1993; Saliba e Marret, 2001; Dearden & Ozanne 2015). 

Portanto, o cérebro é mais vulnerável a alterações nesse período onde o desenvolvimento 

cerebral ocorre com maior rapidez.  

A lactação em roedores pode ser subdividida em dois períodos: 1º) do dia 1 ao dia 10 

pós-natal, quando ocorre à proliferação neural e sinaptogênese; neste período as fibras 

dopaminérgicas e ambos os receptores (D1 e D2) são mais abundantes em comparação a 

idade adulta; 2º) do dia 11 a 20 pós-natal, quando ocorre a sinaptogênese, gliogênese, 

mielinização, o desenvolvimento do hipocampo e da via de recompensa, além disso, neste 

período, os níveis do receptor D2 são superiores ao receptor D1, sendo ainda maior que na 
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idade adulta. Neurônios hipotalâmicos envolvidos na regulação do balanço energético, em 

roedores, aparecem entre os dias embrionários 12 e 16, e a conectividade funcional entre os 

diferentes núcleos hipotalâmicos é estabelecida durante as primeiras quatro semanas de vida 

pós-natal. A figura 2 mostra a comparação da via dopaminérgica entre esses dois períodos, 

bem como as diferenças de desenvolvimento entre humanos e roedores (Dow-Edwards et al, 

1988;1993; Hughes et al, 1991; Levitt, 1998; Wise, 1998; Ong et al, 2012). 

 

 

Figura 2 - Comparação do desenvolvimento neuronal entre o ser humano e roedor e 

desenvolvimento pós-natal do sistema dopaminérgico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Durante o desenvolvimento do cérebro humano, tanto a neurogênese como o estabelecimento da 

circuitaria neuronal, ocorrem durante a gestação. No entanto, em roedores a conectividade sináptica 

completa não é estabelecida até o inicio do período pós-natal.  

Fonte: Adaptado de Ong et al, 2012 e Dearden & Ozanne, 2015. 
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

 

 

2.1 Relevância do estudo e objetivo geral 

 

 

Sabendo que existe uma semelhança entre o período de lactação em roedores com o 

final da gestação em humanos, e que já foi demonstrado que o tratamento materno com BRO 

nos três últimos dias de lactação levou a uma programação bastante semelhante ao tratamento 

neonatal com leptina (PN1-10), decidimos estudar o papel da leptina na programação pelo 

tratamento materno com BRO, analisando se ocorre uma hiperleptinemia aos 30 dias. 

Sabendo ainda que a BRO é transferida pelo leite e que poderia estar estimulando diretamente 

a via dopaminérgica da prole, o segundo objetivo do nosso trabalho foi estudar os efeitos 

diretos da BRO em longo prazo sobre a via dopaminérgica, comportamento associado a 

ansiedade e atividade locomotora, bem como perfil hormonal e metabólico de ratos 

programados por injeção de BRO em diferentes tempos de maturação do sistema 

dopaminérgico, no início (PN1-10) e no final (PN11-20) da lactação. Primeiramente, avaliar 

no modelo de hipoprolactinemia materna pelo tratamento com bromocriptina, a ocorrência de 

hiperleptinemia aos 30 dias acompanhado por resistência à leptina (experimento 1) e 

distúrbios metabólicos, que possam justificar as alterações encontradas na idade adulta da 

prole, e que se assemelham ao modelo de hiperleptinemia neonatal (PN1-10). Um segundo 

aspecto é avaliar as consequências em longo prazo da exposição direta da prole à 

bromocriptina durante a lactação (experimento 2), visto que no modelo de hipoprolactinemia 

materna ocorre transferência de BRO para prole, e esta pode atuar como um fator de 

imprinting. 

 

 

2.2  Objetivos específicos 

 

 

- Experimento 1 (hipoprolactina materna), nas proles aos 22 dias e 30 dias de idade, estudar: 

 Ingestão alimentar, massa corporal e gordura visceral, 

 Glicemia e perfil lipídico, 

 Conteúdo hepático de colesterol e triglicerídeos. 
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 Leptina e insulina plasmática. 

 Expressão da leptina, da sua via de sinalização e dos neuropeptídeos NPY e POMC. 

 

- Experimento 2 (injeção direta de BRO na prole nos 10 primeiros, PN1-10, e nos 10 últimos dias 

da lactação, PN11-20), avaliar aos 180 dias: 

 Ingestão alimentar, massa corporal e gordura visceral, 

 Glicemia e perfil lipídico, 

 Conteúdo hepático de colesterol e triglicerídeos, 

 Pressão arterial, 

 Hormônios: leptina, insulina, corticosterona, prolactina, hormônios tireoidianos e 

catecolaminas, 

 Via de sinalização da leptina e expressão dos neuropeptídeos NPY e POMC, 

 Eixo hipotálamo-hipofise-tireoide, 

      Sistema dopaminérgico de recompensa cerebral, 

      Comportamentos associados a ansiedade e atividade locomotora. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 Modelo experimental. 

 

 

Nosso desenho experimental foi aprovado pelo Comitê de Ética Para Uso Animal do 

Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes (IBRAG) da Universidade do Estado do Rio 

de Janeiro (CEUA/017/2014), estando de acordo com a Lei no. 11.794, sancionada em 2008 

(Marques et al, 2009). Todos os animais foram mantidos no biotério do Laboratório de 

Fisiologia Endócrina do Departamento de Ciências Fisiológicas do IBRAG da UERJ. 

Para o desenvolvimento do modelo experimental, 20 ratas Wistar nulíparas de três 

meses de idade, mantidas em biotério com temperatura (25±1ºC) e ciclo claro-escuro (7:00 - 

19:00 h) controlados, foram acasaladas na proporção de 3 fêmeas para 1 um macho, 

recebendo livre acesso a água e a ração comercial padrão para roedores até o nascimento da 

prole. Ao nascimento, as ninhadas foram ajustadas para 6 filhotes machos por mãe, pois este 

número garante o maior potencial lactotrófico.  

As ninhadas foram distribuídas aleatoriamente em dois grupos experimentais: 

No experimento 1: Grupo Bromocriptina (Bro): Filhotes cujas mães foram tratadas 

com 0,5 mg de bromocriptina (Novartis, São Paulo), dividida em duas doses por dia (volume 

de 200 μL cada) e administradas intraperitonealmente do 18º dia de vida até o desmame; 

Grupo controle (Con): Filhotes cujas mães foram tratadas com solução salina estéril 

(0,9% NaCl), duas vezes por dia, intraperitonealmente do 18º dia de vida até o desmame.  

O desmame ocorreu no 21º dia de vida pós-natal e os filhotes passaram a receber dieta 

comercial padrão para roedor, sendo acompanhados até o dia do sacrifício, que ocorreu em 

PN22 e PN30. O esquema do modelo experimental é demonstrado na figura 3. 
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Figura 3 – Modelo experimental do tratamento materno com BRO  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Ratas lactantes receberam BRO nos três últimos dias de lactação, o desmame ocorreu os 21 dias pós-

natal e a eutanásia ocorreu nos dia pós-natal 22 e 30. 

Fonte: A autora, 2016. 

 

 

No experimento 2: ratas Wistar nulíparas de 3 meses de idade foram acasaladas 

(proporção 2:1 fêmeas/macho) e acondicionadas em caixas individuais. Após o parto 

espontâneo, conferiu-se o tamanho da ninhada, peso dos filhotes e a diferenciação quanto ao 

gênero através da distância ânus-genital. A partir de então, ajustou-se o tamanho da ninhada 

para 6 filhotes machos por rata lactante.  

Para minimizar o uso de animais, cada ninhada foi subdividida em dois grupos para que 

recebessem os dois tratamentos (3 filhotes recebendo salina e 3 recebendo bromocriptina), o 

experimento foi organizado da seguinte forma: 

 Tratamento com BRO no início da lactação (PN1-10): foram escolhidos 

randomizamente dois machos de cada ninhada, os animais receberam uma marcação de 

acordo com o seu tratamento. 

Grupo BRO: animais marcados na pata dianteira direita e que receberam 0,1g bromo--

ergocriptina (Novartis, São Paulo, Brazil), diluída em metanol-salina (1:1), uma vez ao dia 

durante o inicio da lactação (PN1-10).  

Grupo CON: animais marcados na pata dianteira esquerda e que receberam metanol-salina 

(1:1), uma vez ao dia durante o inicio da lactação (PN1-10). 

 

Ratas Wistar
3 meses

Gravidez (21 dias)

Nascimento/

6 machos por fêmea

Lactação (21 dias)

PN22 PN30PN21

Eutanásia

PN20PN18

Tratamento materno

CON BRO

Salina estéril + 
metanol

(2 doses – 200l)

0,5 mg de 
bromocriptina

(2 doses – 200l)
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Tratamento com BRO no final da lactação (PN11-20): foram escolhidos 

randomizamente dois machos de cada ninhada, os animais receberam uma marcação de 

acordo com o seu tratamento. 

Grupo BRO: animais marcados na pata trazeira direita e que receberam 0,1g bromo--

ergocriptina (Novartis, São Paulo, Brazil), diluída em metanol-salina (1:1), uma vez ao dia 

durante o inicio da lactação (PN11-20).  

Grupo CON: animais marcados na pata trazeira esquerda e que receberam metanol-salina 

(1:1), uma vez ao dia durante o inicio da lactação (PN1-10). 

Os outros dois animais da ninhada eram escolhidos de maneira aleatória para receber um 

ou outro tratamento, dessa meneira usamos os 6 animais de cada ninhada. O desenho do 

modelo experimental pode ser visualizada na Figura 4. 

 

 

Figura 4 – Modelo experimental da exposição neonatal a BRO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Tratamento de ratos neonatos com BRO durante o inicio (PN1-10) e o final (PN11-20) da lactação. O 

desmame foi feito aos 21 dias e a eutanásia ocorreu aos 180 dias de vida. 

Fonte: A autora, 2016. 

 

 

  

Ratas Wistar
3 meses

Gravidez (21 dias)

Nascimento/

6 machos por fêmea

Lactação (21 dias)

Tratamento dos ratos neonatos

BRO - animais que 
receberam 1g de 

BRO em PN1-10
(1 dose – 40 l)

CON - Animais que 
receberam metanol 

salina em PN1-10
(1 dose – 40 l)

ABRO – animais que 
receberam 1g de 
BRO em PN11-20
(1 dose – 40 l)

CON - Animais que 
receberam metanol 
salina em PN11-20

(1 dose – 40 l)

PN21 PN180
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3.2 Biometria e controle da ingestão alimentar 

 

 

A massa dos filhotes foi avaliada diariamente até o desmame e a cada 4 dias até a 

eutanásia, assim como o consumo de ração a partir do dia 21. A quantidade de ração ingerida 

foi estimada pela diferença entre o peso da ração que restou na gaiola e a quantidade total 

colocada, o total é dividido pela quantidade de animais da caixa. 

 

 

3.3 Testes comportamentais 

 

As proles do experimento 2 foram submetidas aos testes comportamentais em em 

PN160 e PN161. 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. 

 

 

3.3.1 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. Os braços com 50cm de comprimento x 10cm de largura, e 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. 
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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. 

 

 

3.3.2 Campo aberto (CA) 

 

 

Utilizamos um equipamento que consiste de uma caixa de madeira branca (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. 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 
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antes de cada ensaio. Todos os animais foram devolvidos às suas gaiolas, onde permaneceram 

até serem sacrificados. 

 

 

 

3.4 Aferição da pressão arterial. 

 

 

Os parâmetros cardiovasculares foram medidos pelo método de tail-cuff (manguito de 

cauda) usando um medidor de pressão digital Letica LE 5000 (Bioseb, Marseille, França). Os 

animais do experimento 2 foram aclimatados pelo menos uma semana até que a pressão 

arterial tenha progressivamente estabilizada, foi utilizada uma contenção mínima, com um 

pedaço de pano, para reduzir o estresse durante as medições. A primeira medição de 

parâmetros cardiovasculares foi descartado e a média de três medições subsequentes foi 

gravada. 

 

 

3.5 Teste de tolerância oral a glicose (TOTG) 

 

 

Na semana anterior ao sacrifício, os animais do experimento 2 foram submetidos ao 

TOTG. Após jejum de 12 h (20:00 – 08:00h) os animais receberam, por gavagem orogástrica, 

uma solução de glicose a 50% em solução salina estéril (0,9% NaCl) na dose de 2 g/kg de 

MC. Através de uma pequena incisão na cauda dos animais coletou-se amostras de sangue 

para a medida da glicemia nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120 minutos. A glicemia foi avaliada 

utilizando-se fitas reagentes com auxílio de glicosímetro (Accuchek Advantage, Roche 

Diagnostic, Mannhein, Alemanha) do sangue proveniente da veia caudal. Em seguida, 

calculou-se o valor da área sob a curva através da regra trapezoidal. 
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3.6 Eutanásia 

 

 

Os animais de ambos os experimentos foram anestesiados com 55 mg (kg BW)−1 de 

ketamina e 100 mg (kg BW)−1 de xilazina. A eutanásia foi realizada por remoção do sangue 

do animal pela técnica de punção cardíaca. O sangue foi coletado em tubo heparinizado K3 á 

vácuo, e centrifugado (2.500 rpm, 25 minutos, 4°C) para a obtenção do plasma que foi 

estocado à -20ºC até as análises. Os tecidos separados para RT-PCR foram armazenados em 

tubos contendo RNAlater® e mantidos em freezer (-80ºC), assim como os demais tecidos. O 

hipotálamo total dos animais do experimento 1 foram retirados e armazenado no freezer -80 

°C.  

Para o experimento 2, foi retirado o cérebro dos inteiro foi cuidadosamente retirado e 

armazenado no freezer -80 °C para subsequente remoção das regiões de interesse. 

 

 

3.6.1. Isolamento das regiões cerebrais 

 

 

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

guia o atlas Paxinos e Watson (1998), utilizando-se o bregma como uma referência para a 

localização das secções coronais. 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), VTA (bregma -5,60 a -6,30 mm) e PVN 

(bregma 0.6 to −2.1mm). As amostras foram mantidas em nitrogênio liquido e estocada em -

80°C até a ultilização. Os cortes podem ser visualizados na figura 5. 
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Figura 5 – Puchs cerebrais 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Punchs do NAC (A);  DS (B), PVN (C); ARC (D) e VTA (E).  

Fonte: A autora, 2016. 

 

 

3.7 Massa de gordura visceral (MGV) 

  

 

 Para avaliar adiposidade central, dissecamos e pesamos a massa de gordura visceral 

(MGV), que consiste na soma dos depósitos de gordura do retroperitônio, mesentério e 

epidídimo (Hansen et al, 1997). 

 

A

B

C

D
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3.8 Dosagem hormonal 

 

 

As dosagens hormonais foram medidas através de radioimunoensaio (RIE) e Elisa.  

Experimento 1: Amostras de plasma das proles foram utilizadas para dosagem hormonais 

por radioimunoensaio (RIE), num ensaio único. A leptina foi medida utilizando-se kit 

específico para murinos (LincoResearch, Inc., Missouri, EUA). O coeficiente de variação 

intraensaio foi de 2,9% com 0,5 ng/mL de limite mínimo de sensibilidade e os valores foram 

expressos em ng/mL. 

Experimento 2:  O nível de leptina foi analisado utilizando um teste imunoenzimático 

(ELISA) (kit de ELISA de leptina rato).  A corticosterona plasmática foi dosada utilizando um 

kit de RIE comercial específico (MP Biomedicals Diagnostic Division, Orangeburg, NY, 

USA) com um ensaio de sensibilidade de 7,7 ng/ml e um coeficiente de variação intra-ensaio 

de 4,4%. T3 total plasmático (T3) e tiroxina livre (T4) foram determinados por RIE (MP 

Biomedicals Diagnostics Division, Orangeburg, NY, EUA). O coeficiente de variação intra-

ensaio para a T3 era 5,6% e o limite inferior de detecção de 25 ng/dL e para T4 foi de 5,7%, 

com 2 mg/dL de limite inferior de detecção. A insulina foi determinada utilizando um kit de 

ensaio de insulina ImmuChemTM (MP Biomedicals, LLC Diagnostics Division 29525 

Fountain Parkway Solon, Ohio), com a sensibilidade de ensaio de 4,6 lU/ml e a variação 

intra-ensaio de 7,1%. A concentração plasmática de PRL foi determinada por RIE duplo 

anticorpo utilizando um peptídeo para iodação rPRL-I6, padrão de referência rPRL-RP3 e 

anticorpo específico rPRL-S9 fornecido pelo Programa Nacional de Peptídios e Hormônios 

(Harbor-UCLA Medical Center, CA-EUA). O coeficiente de intra-ensaio de variação de PRL 

foi de 5,8%. O limite inferior de detecção foi de 0,09 ng / ml. 

 

 

3.9 Dosagem do perfil lipídico 

 

 

O colesterol total (mg/dL), HDL-c (mg/dL) e triglicerídeos (mg/dL) foram dosados 

através de kit comercial Biosystem® (Barcelona, Espanha) em amostras de plasma das proles. 

 O LDL-c e o VLDL-c foram obtidos através da fórmula de Friedewald (1972): 

 LDL-c (mg/dL) = colesterol total – (Triglicerídeos/5) – HDL-c 
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 VLDL-c (mg/dL) = Triglicerídeos/5 

Para o experimento 1 foi ainda obtido: 

 Índice de Castelli I = TC / HDL  

 Índice de Castelli II = LDL / HDL 

 

 

3.10  Dosagem hepática de triglicerídeo e colesterol 

 

 

Em ambos os experimentos, amostras de 50 mg de fígado foram homogeneizadas em 1 

ml de isopropanol (Vetec, Duque de Caxias, RJ, BR) e centrifugadas (5900 rpm, 10 minutos, 

4°C). O total de triglicerídeos e colesterol foi mensurado no sobrenadante a partir de ensaio 

colorimétrico utilizando kit comercial (Bioclin, Belo Horizonte, Brazil), seguindo as 

recomendações do fabricante. 

 

 

3.11 Dosagem do conteúdo e da secreção de catecolaminas: experimento 2 

 

 

3.11.1 Dosagem de catecolaminas totais: 

 

 

As catecolaminas totais – epinefrina e norepinefrina – foram quantificadas por método 

fluorimétrico do trihidroxiindol (Kelner et al., 1985, Trevenzoli et al., 2007). A adrenal foi 

homogeneizada em 500μl de ácido acético 10% usando um ultrassonicador e centrifugada a 

5.000rpm por 5 minutos. Utilizamos 50μl do sobrenadante para a realização do ensaio. 

Adicionamos 250μl de tampão fosfato 0,5 M, pH 7,0 e 25μl de ferricianeto de potássio 0,5%. A 

solução foi misturada e incubada por 20 minutos. A reação foi paralisada com 500μl de ácido 

ascórbico/NaOH 10N, na proporção de 1:19. Em seguida, adicionamos 2 ml de água destilada; a 

solução foi misturada e realizou-se a leitura da fluorescência (excitação: 420nm; emissão: 510nm) 

(Perkin Elmer, VICTOR2). Os dados foram expressos em μM de catecolaminas/mg de glândula. 
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3.11.2 Secreção de catecolaminas: 

 

 

As glândulas supra-renais esquerdas foram pesadas e as medulas adrenais recentemente 

isoladas foram submetidas ao estímulo com cafeína. O aumento de Ca2+ citosólico é um fator 

limitante para a secreção de catecolaminas em células de cromafins e mobilização do estoque de 

Ca2+ sensíveis (Inoue et al., 2003). Assim, foi avaliada liberação de catecolaminas induzida por 

secretagogo. O experimento foi realizado em placas de cultura de células (96 poços) a 25°C como 

descrito anteriormente (Trevenzoli et al 2007; Fagundes et al, 2009). Após a dissecação as 

medulas foram mantidas em solução de Krebs HEPES, pH 7,2, durante 1 h. Esta solução continha 

(mM): 154.26 Cl −, 143.4 Na +, 2.5 Ca 2+ , 1.18 Mg 2+ , 1.2 SO 4 2 − , 5.9 K + , 25 HEPES, 0.5 

% BSA, e glicose (85 mg/dl). As medulas foram incubadas durante 5 min em 200 μl da solução 

de Krebs para avaliar a secreção basal. Em seguida, medulas foram estimuladas com 25 μM de 

cafeína durante 5 min (200 μl/poço). No final da incubação, 20 μl de ácido acético glacial foram 

adicionados aos poços para melhor conservação da catecolamina. Alíquotas do meio foram 

recolhidas e mantidas a -20°C até à medição da catecolamina pelo método de trihidroxiindol 

como descrito acima. 

 

 

3.12 Determinação da atividade α-glicerofosfato desidrogenase mitocondrial (GPDm): 

experimento 2 

 

 

O fígado foi homogeneizado em solução de sacarose (0,32M) -cloreto de magnésio 

(1mM) e centrifugado a 1.000xg para separação do precipitado nuclear. Para obter a fração 

mitocondrial pura realizou-se duas centrifugações do sobrenadante (8.500xg/10 min) em 

tampão fosfato (BPK) 0,125M pH 7,5. Após a última centrifugação, armazenou-se o 

precipitado (fração mitocondrial), ressuspendendo-o em 1mL de BPK no momento da 

dosagem da atividade enzimática (Oliveira et al., 2007). A atividade GPDm foi medida pela 

técnica colorimétrica fundamentada no uso da fenacina metasulfato (PMS) como 

transportador eletrônico entre a enzima reduzida e o cloreto de iodonitrotetrazolium (INT). A 

fração mitocondrial foi incubada a 30°C por 10 minutos com DL-α-glicerofosfato 

hexahidratado (32,4mg/ml) diluído em KCN (0,32mg/ml) em tampão BKP 0,125M, pH7,5. 

Adicionou-se a solução INT-PMS, com incubação de 15 - 53 - minutos a temperatura 
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ambiente (processo realizado no escuro), a luz branca foi acesa após adição de TCA 10%. 

Após acréscimo de etanol absoluto e centrifugação (1.000xg/5 min), fizemos a leitura da 

absorbância do sobrenadante a 500nm em espectrofotômetro (TU-1800 UV-VIS) (Oliveira et 

al., 2007). Os dados foram expressos como absorbância/minuto/mg de proteína mitocondrial. 

As proteínas mitocondriais hepáticas foram dosadas pelo método de Bradford (1976). 

O BSA foi usado para a construção da curva padrão, sendo a leitura da absorbância realizada 

a 595nm (TU-1800 UV-VIS). 

 

 

3.13 Análise do conteúdo das proteínas por Western Blotting: experimento 2 

 

 

Avaliamos o conteúdo das proteínas do hormônio tireotrófico (TSH) na hipófise; 

hormônio liberador de tireotrofina (TRH) no PVN; tirosina hidroxilase (TH) e a sinalização 

da leptina no VTA; conteúdo de TH, receptor dopaminérgico 1 (D1R), receptor de dopamina 

2 (D2R), transportador dopaminérgico (DAT) e receptor μu-opióide no NAc e DS. 

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 a hipófise foi 

utilizado 500 µl de tampão, nas regiões dos cérebros dos animais adultos, foram utilizados 15 

µL de tampão para homogeneizar o VTA, 70 µl para o NAC e PVN e 140 µl para o DS. 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: 

Anti-TRH (rabbit, 1:500), anti- TSH- (mouse, 1:500);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-actina (mouse, 1:500), 

overnight, 5ºC.  
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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). 

  

 

3.14  Análise de expressão gênica por RT-PCR. 

 

 

Para o experimento 1, o RNA total foi extraído a partir da gordura mesentérica e 

subcutânea e do hipotálamo total. Para o experimento 2, extraímos o  RNA total do fígado, 

tecido adiposo marrom (TAM) e ARC. O procedimento foi feito sob condições livre de 

RNAse, com o reagente TRIzol (Cat. No.15596 - 018) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e 

quantificadas através do NanoVueTMPlus Spectrophotometer (GE Healthcare, 

Buckinghamshire). Foram utilizadas as amostras com razão de absorbância A260/A280 ≥ 1,6. 

O cDNA foi preparado a partir do RNA total, utilizando Moloney Murine Leukemia 

Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT) para RT-PCR (Cat. No. 1158862) e 

Oligo(dT)15Primer  (Promega, Madison, WI, EUA).  

Experimento 1: Foram mensuradas as expressões de RNAm de leptina (F: 5’- CAT CTG CTG 

GCC TTC TTC AA – 3’; R: 5’- ATC CAG GCT CTC TGG CTT CTG – 3’) colocar 

sequencia ) na gordura mesentérica e OBR-b (F: 5’-AGG CCC AGA CAT TTT TCC TT -3’; 

R: 5’-TTC CAA AAG CTC ATC CAA CC -3’), STAT-3 (F: 5’- AAG AGG CGG CAG CAG 

ATA G -3’; R: 5’- TGG CGG GTC TGA AGT TGA G -3’), SOCS-3 (F:5’ – CCC CGG TTT 

GAC TGT  CT-3’; R: 5’- GTT CCG TCG GTG GTA AAG AA-3’), POMC (F: 5’- CCC 

CGG TTT GAC TGT GTA CT-3’; R: 5’- GTT CCG TCG GTG GTA AAG AA-3’ e NPY 

(F:5’ – AGA GAT CCA GCC CTG AGA CA-3’; R: 5’-TCA CCA CAT GGA AGG GTC TT 

-3’) no hipotálamo. Foram mensuradas as expressões de RNAm de leptina na gordura 

mesentérica e OBR-b, STAT-3, SOCS-3, POMC e NPY no hipotálamo. As amostras foram 

amplificados utilizando SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, 

CA, EUA), de acordo com as recomendações do fabricante, com o equipamento Applied 
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Biosystems 7500 Real- Time PCR System (Life Technologies Co.). Os primers foram 

preparados por ABI Applied Biosystems (Foster City, CA, EUA). Foi utilizado como controle 

interno os primers do 36-4 (F: 5’-TGT TTG ACA ACG GCA GCA TTT -3’; R: 5’- CCG 

AGG CAA CAG TTG GGT A -3’) para todas as amostras. 

Experimento 2: Foram mensuradas as expressões do RNAm da Dio1 (ID: 

Rn00572183_m1) no fígado, Dio2 (ID: Rn00581867_m1) e UCP-1 (ID: Rn00562126_m1) no 

TAM; OBR-b (ID: Rn00571814_m1), JAK-2 (ID: Rn00676341_m1), STAT-3(ID: 

Rn00562562_m1) e SOCS-3 (ID: Rn00585674_s1) no ARC, usando o TaqMan® Fast 

Universal PCR Master Mix (2X) no AmpErase® UNG (Catalog #: 4324018) (Applied 

Biosystems®, Foster City, CA, USA) de acordo com as recomendações do fabricante, com o 

equipamento Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Life Technologies Co.) Foi 

utilizado como controle interno o primer da actina (ID: Rn00667869_m1).  

Os ensaios foram realizados em triplicata, e os resultados foram normalizados pelos 

níveis de expressão do RNAm da actina utilizando o método 2ΔΔCT ( Livak, et. al., 2001). 

 

 

3.15 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. 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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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Experimento 1: tratamento materno com BRO nos três últimos dias de lactação 

 

 

As proles cujas mães receberam BRO nos 3 últimos dias de lactação apresentaram 

menor massa corporal em PN22 (-7,24 %, P <0,05, Fig.6A), comprimento corporal (-5 %, P < 

0,05, Fig.6B ) e consumo alimentar (-14,39 %, P < 0,05, Fig.6C), sem alterações na massa 

total de gordura visceral (C = 0,38 ± 0,04; BRO = 0,32 ± 0,03) e gordura mesentérica (C = 

0,22 ± 0,02; BRO = 0,2 ± 0,03). No entanto em PN30 a prole BRO não apresentou aterações 

na massa corporal (C = 95,04 ± 4,18; BRO: 82,65 ± 5,434, Fig.6A), na ingestão alimentar (C 

= 13,40 ± 0,5793; BRO: 13,53 ± 0,6091, Fig.6C) e na massa de gordura visceral total (C = 

0,81 ± 0,15; BRO = 0,51 ± 0,02), apesar de menor massa de gordura mesentérica (- 32% P < 

0,05, Fig.6D), e menor comprimento corporal (-8,8 % em PN30 , P < 0,05). 

 

Figura 6 - Parâmetros biométricos em PN22 e PN30 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Massa corporal (A), comprimento corporal (B), ingestão alimentar (C) e gordura mesentérica (D), de 

ratos cujas mães foram tratadas com BRO (barras cheias) ou tratados com solução salina (CON, barras 

abertas) durante os últimos 3 dias de lactação. Os valores são apresentados como média ± E.P.M. (n = 

7).*P <0,05. 

Fonte: A autora, 2016. 

0.0

0.2

0.4

0.6

*

PN 22                         PN30

G
o

rd
u

ra
 M

e
s
e
n

té
ri

c
a
 (

g
)

0

10

20
45

50

55
70

90

110

*

PN 22                   PN 30

M
as

sa
 C

o
rp

o
ra

l 
(g

)

0

5
16

17

18

19

22

25

28

*

*

PN 22                         PN30

C
o

m
p

ri
m

en
to

 (
cm

)

0

1

2

8

10

12

14

*

PN 22                         PN30

In
g

es
tã

o
 a

li
m

en
ta

r 
(g

)

C 

A B 

D 



45 

Encontramos hiperleptinemia na prole BRO apenas em PN30 (+34 %, P <0,05; 

Fig.7A). O grupo BRO apresentou menor expressão do RNAm da leptina na gordura 

mesentérica (-62 %, P < 0,05; Fig.7B) e subcutânea (-60%, P< 0.05; Fig. 7C) em PN22 e 

maior expressão de leptina na gordura mesentérica em PN30 (170 %, P < 0,003;  Fig. 7B) sem 

mudança na gordura subcutânea (Fig.7C). Não foi observado modificação da expressão de 

leptina no músculo sólear em ambas as idades estudadas (Fig.7D). 

 

 

Figura 7 – Perfil leptinemico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Leptina plasmática (A), expressão do RNAm de leptina na gordura mesentérica (B), expressão do 

RNAm de leptina na gordura subcutânea (C) e expressão do RNAm de leptina no músculo sóleo (D) em 

PN22 e PN30, de ratos cujas mães foram tratadas com BRO (barras cheias) ou tratados com solução 

salina (CON, barras abertas) durante os últimos 3 dias de lactação. Os valores são apresentados como 

média ± E.P.M. (n = 7). *P <0,05. 

Fonte: A autora, 2016. 

 

 

Em PN22, encontramos maior expressão de OBR-b (+118%, P< 0,05; Fig.8A), STAT-

3 (+122,7 %, P < 0,05; Fig.8B) e SOCS-3 (139 %, P < 0,05; Fig.8C) nos animais do grupo 

BRO. Não houve mudanças na expressão de POMC (CON: 1,06 ± 0,23; BRO: 0,1 ± 0,20) e 

NPY (CON: 1,06 ± 0,23; BRO: 1,00 ± 0,2). Em PN30, foi encontrada uma maior expressão 

de OBR -b (+98,57 %, P < 0,05, Figura 8A) e menor de STAT-3 (-26,32 %, P <0,05; Figura 

8B), além de expressão mais alta de SOCS-3 (+143,57 %, P < 0,05; Fig. 8C) e NPY (+33,6 % 
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P < 0,05; Fig.8D). No entanto, POMC não diferiu do controle (CON: 1,13 ± 0,13; BRO: 1,05 

± 0,16). 

 

 

Figura 8 - Expressão da via da leptina e do peptídeo NPY 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Expressão do RNAm de OBR-b (A), STAT-3 (B), SOCS3 (C) e NPY (D) em PN22 e PN30, de ratos 

cujas mães foram tratadas com BRO (barras cheias) ou com solução salina (CON, barras abertas) 

durante os 3 últimos dias de lactação. Os valores são apresentados como média ± E.P.M. (n = 7). *P 

<0,05; P # <0,003. 

Fonte: A autora, 2016. 

 

O grupo BRO em PN22 apresentou uma menor glicemia (-13,5 %, P < 0,05; Fig.9A) 

enquanto que em PN30 apresenta uma maior glicemia (15 %, P <0,05; Fig.9A). No entanto, a 

insulina plasmática não foi diferente nos dois períodos (Fig. 9B).  
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Figura 9 – Glicemia e insulinemia 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Glicose plasmática (A) e insulina plasmática (B) em PN22 e PN30, de ratos cujas mães foram tratadas 

com BRO (barras cheias) ou com solução salina (CON, barras abertas) durante os últimos 3 dias de 

lactação. Os valores são apresentados como média ± E.P.M. (n = 7). *P <0,05. 

Fonte: A autora, 2016. 

 

 

A prole BRO em PN22 apresentou apenas VLDL-c plasmático maior (+76 %, P<0,05; 

Fig.10A). No entanto, em PN30 a prole BRO apresentou maior colesterol total plasmático 

(+12,9 %, P < 0,002; Fig.10B), menor HDL-c (-21,4 %, P < 0,05; Fig.10C) e nenhuma 

mudanças nos triglicerídeos plasmáticos (C=51,5±5,5; BRO: 56,4±4,5), VLDL-c (Fig.10A) e 

LDL-c (C=26,1±2; BRO 32.8±4). O Índice de Castelli foi maior em PN30 (I:38 % P< 0,0003 

e II:73 %, P< 0,003 Fig.10D e 10E, respectivamente).  
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Figura 10 - Perfil lipídico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: VLDL plasmático (A), colesterol plasmático (B), HDL-c (C), índice de Castelli I (D) e II (E) em PN22 

e PN30, de ratos cujas mães foram tratadas com BRO (barras cheias) ou tratados com solução salina 

(CON, barras abertas) durante os últimos 3 dias de lactação. Os valores são apresentados como média ± 

E.P.M. (n = 7). *P <0,05; P # <0,003. 

Fonte: A autora, 2016. 

 

 

O grupo BRO apresentou maior conteúdo de colesterol hepático e transaminase 

glutâmica oxalacética (TGO) (+31 % P < 0,05; Fig.11B) apenas em PN30 (+35 %, p<0,05; 

Fig.11A). O conteúdo de triglicerídeos hepáticos não foi modificado em ambas as idades (C = 

1,04 ± 0,23; BRO = 1,4 ± 0,35 em PN22 e C = 0,54 ± 0,07; BRO: 0,42 ± 0,06 no PN30).  
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Figura 11 – Colesterol hepático e TGO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Colesterol hepático (A) e TGO (B) em PN22 e PN30, de ratos cujas mães foram tratadas com BRO 

(barras cheias) ou tratados com solução salina (CON, barras abertas) durante os últimos 3 dias de 

lactação. Os valores são apresentados como média ± E.P.M. (n = 7). *P <0,05 

Fonte: A autora, 2016. 

 

 

4.2 Experimento 2: tratamento neonatal com BRO durante a lactação 

 

 

4.2.1 Animais tratados com BRO no inicio da lactação (PN1-10) 

 

 

Os animais que receberam BRO nos 10 primeiros dias de lactação (PN1-10), 

apresentaram menor ingestão de ração aos 180 dias (-5%, P <0,05, a Fig. 11A), no entanto 

aparesentaram massa corporal (Fig. 12B ) e MGV (Fig. 12C) normais. Os animais tratados 

com o agonista dopaminérgico também apresentaram hipoprolactinemia (-66%, P <0,05, 

Fig.12D).  
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Figura 12 – Efeitos do tratamento, pós-natal precoce (PN1-10), com BRO na ingestão, peso e 

MGV 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Ingestão de alimentos (A), massa corporal (B), MGV (C) e prolactina plasmática (D) aos 180 dias. 

Animais tratados com BRO (BRO- barras azuis) ou metanol-salina (COM - barras abertas) durante os 

10 primeiros dias de lactação. Os valores são apresentados como média ± E.P.M. * P <0,05, n = 8-10 

animais por grupo. 

Fonte: A autora, 2016. 

 

 

A tabela 1  mostra o perfil lipídico desses animais, tanto o colesterol total plasmático, 

quanto o HDL, LDL, TGL, LDL, colesterol e TGL hepáticos, foram semelhantes ao grupo 

controle. A figura 12 mostra o perfil glicídico, animais tratados com BRO apresentaram 

insulina plasmática (Fig.13A), glicemia (Fig.13B) a curva da glicemia (Fig.13C) e TOTG 

(Fig.13D) normais. 
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Tabela 1 - Efeitos do tratamento, pós-natal precoce (PN1-10), com BRO, sobre o perfil 

lipídico no plasma e no fígado em ratos machos em PN180. 

 

Legenda: CON: ratos controle: BRO: ratos tratados com BRO; PN: dia pós-natal; HDL: lipoproteína de alta 

densidade; LDL: lipoproteína de baixa densidade; VLDL: lipoproteína de muito baixa densidade; TG: 

triglicerídeos. Os valores são apresentados como média ± E.P.M. * P <0,05. n = 8-10 animais por 

grupo. 

Fonte: A autora, 2016. 

 

 

  

Início da lactação (PN1-10) 

 CON BRO 

Colesterol plasmático (mg/l) 60,80 ± 3,28 63,13 ± 4,64 

HDL-c plasmático (mg/l) 25,20 ± 1,45 26,88 ± 0,89 

LDL-c plasmático (mg/l) 22,00 ± 2,19 18,70 ± 2,94 

TGL plasmático (mg/l) 49,75 ± 7,28 41,70 ± 3,58 

VLDL-c plasmático (mg/l) 10,13 ± 1,46 8,40 ± 0,72 

Colesterol hepático (mg/l)/mg 2,16 ± 0,23 3,03 ± 0,35 

TGL hepático (mg/l)/mg 3,72 ± 0,43 3,46 ± 0,45 
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Figura 13 – Efeitos do tratamento, pós-natal precoce (PN1-10), com BRO sobre o perfil 

glicídico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Insulina plasmática (A), glicemia de jejum (B), curva glicemica (C) e Teste de tolerância oral a glicose 

(TOTG) (D). Animais tratados com BRO (BRO - barras azuis) ou metanol-salina (COM - barras 

abertas) durante os 10 primeiros dias de lactação. Os valores são apresentados como média ± E.P.M. * 

P <0,05, n = 8-10 animais por grupo. 

Fonte: A autora, 2016. 

 

 

Os animais que receberam BRO no início da lactação apresentaram, na idade adulta, 

pressão sistólica (Fig.14A), pressão diastólica (Fig.14B) e taxa batimento cardíaco (Fig.14C) 

normais. Ao analisar o peso da adrenal direita (Fig.14D), a costicosterona plasmática 

(Fig.14E) e o conteúdo (Fig.14F) e secreção basal e estimulada (Fig.14G e 14H) de 

catecolaminas, também não encontramos diferença. 
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Figura 14 -  Efeitos do tratamento, pós-natal precoce (PN1-10), com BRO sobre pressão 

sanguinea, batimento cardíaco, corticosterona plasmática e conteúdo e secreção de 

catecolaminas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Pressão sistólica (A), pressão diastólica (B), frequência cardíaca (C), massa da adrenal direita (D), 

corticosterona plasmática (E), conteúdo de catecolaminas (F), secreção basal (G) e estimulada (H) de 

catecolamina. Animais tratados com BRO (BRO - barras azuis) ou metanol-salina (CON - barras 

abertas) durante os 10 primeiros dias de lactação. Os valores são apresentados como média ± E.P.M. * 

P <0,05, n = 8-10 animais por grupo. 

Fonte: A autora, 2016. 
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A figura 14 mostra a leptina plasmática e a análise da expressão da via deste hormônio 

no ARC e dos neuropeptídeos NPY e POMC, os animais tratados com BRO apresentaram 

níveis de leptina semelhante ao grupo COM (Fig.15A), em relação a via, esses animais 

apresentaram diminuição da expressão do RNAm de  OBR-b (-35 %, P<0,05, Fig.15B), 

STAT-3 (-57 %, P<0,05, Fig.15D) e SOCS-3 (-27 %, P<0,05, Fig.15E) e a expressão de JAK-

2 (Fig.15C) foi semelhante ao grupo controle. Encontramos aumento na expressão do RNAm 

de POMC (+432%, P<0,05, Fig.15F) e não encontramos diferença na expressão de NPY 

(Fig.15G). 
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Figura 15 – Efeitos do tratamento, pós-natal precoce (PN1-10), com BRO sobre a leptina 

plasmática e a expressão da via da leptina no ARQ e dos neuropeptídeos 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Leptina plasmática (A), expressão do RNAm de OBR-b (B), Jak-2 (C), STAT-3 (D), SOCS-3 (E), 

POMC (F) e NPY (G). Animais tratados com BRO (BRO - barras azuis) ou metanol-salina (CON - 

barras abertas) durante os 10 primeiros dias de lactação. Os valores são apresentados como média ± 

E.P.M. * P <0,05, n = 8-10 animais por grupo. 

Fonte: A autora, 2016. 
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Na figura 16 é mostrada a avaliação do eixo hipotálamo-hipófise-tireoide e os 

parâmetros metabólicos do hormônio da tireoide aos 180 dias. O grupo BRO apresentou baixo 

conteúdo de TRH no PVN (-58%, P <0,05, Fig.16A) e do conteúdo de TSH na hipófise (-

32%, P<0,05, Fig.16B), seguido por baixo T3 plasmático (-29%, P <0,05, Fig.16D). No 

entanto, o T4 plasmático ( Fig.16C) não foi alterado, quando comparado ao grupo CON. 

Animais tratados com BRO apresentaram ainda baixa expressão do RNAm de UCP-1 no 

TAM (-34%, P<0.05, Fig. 16H ) e de Dio1 no fígado (-49%, P<0,05, Fig.16F), no entando a 

expressão do RNAm da Dio2 no TAM, não apresentou diferença (Fig.16G) quando 

comparado ao grupo CON. A atividade da GPDm também foi encontrada diminuída (-81%, 

P<0,05, Fig.16E).  
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Figura 16 – Efeitos do tratamento, pós-natal precoce (PN1-10), com BRO sobre o eixo 

hipotálamo-hipófise-tireoide e os parâmetros metabólicos do hormônio da 

tireoide 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Conteúdo de TRH no PVN (A) e de TSH na hipófise (B); T4 livre (C) e T3 total (D) plasmático; 

atividade hepática de GPDm (E), expressão do RNAm de Dio1 no fígado (F) e Dio 2 (G) e UCP-1 (H) 

no TAM. Animais tratados com BRO (BRO - barras azuis) ou metanol-salina (COM - barras abertas) 

durante os 10 primeiros dias de lactação. Os valores são apresentados como média ± E.P.M. * P <0,05, 

n = 8-10 animais por grupo. 

Fonte: A autora, 2016. 
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A via dopaminérgica foi avaliada no VTA, NAc e DS.  Foi encontrado aumento no 

conteúdo de TH no VTA (+94%, P<0,05, Fig.17).  

 

 

Figura 17 – Efeitos do tratamento, pós-natal precoce (PN1-10), com BRO sobre a expressão 

de TH no VTA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Conteúdo de TH no VTA. Animais tratados com BRO (BRO - barras azuis) ou metanol-salina (COM - 

barras abertas) durante os 10 primeiros dias de lactação. Os valores são apresentados como média ± 

E.P.M. * P <0,05, n = 6 animais por grupo. 

Fonte: A autora, 2016. 
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Figura 18 – Efeitos do tratamento, pós-natal precoce (PN1-10), com BRO sobre a expressão 

da via da dopamina no NAc  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Conteúdo de TH (A), DDc (B), RD2 (C), RD1 (D), DAT (E) e receptor oíóide-

bandas das proteínas são demonstradas na figura G. Animais tratados com BRO (BRO - barras azuis) ou 

metanol-salina (COM - barras abertas) durante os 10 primeiros dias de lactação. Os valores são 

apresentados como média ± E.P.M. * P <0,05, n = 7-10 animais por grupo. 

Fonte: A autora, 2016. 
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No DS o conteúdo de TH não estava alterado (Fig.19A) assim como o conteúdo do 

DDc (Fig.19B) e RD2 (Fig.19C). Encontramos aumento no conteúdo de RD1 (31%, P<0,05,  

Fig.18D), em relação ao conteúdo de DAT (Fig.19E) e receptor Opióide -u (Fig.19F), não 

houve alteração. 
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Figura 19 – Efeitos do tratamento, pós-natal precoce (PN1-10), com BRO sobre a expressão 

da via da dopamina no NAc 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Legenda: Conteúdo de TH (A), DDc (B), RD2 (C), RD1 (D), DAT (E) e receptor oíóide-u (F) no DS. As 

bandas das proteínas são demonstradas na figura G. Animais tratados com BRO (BRO - barras azuis) ou 

metanol-salina (COM - barras abertas) durante os 10 primeiros dias de lactação. Os valores são 

apresentados como média ± E.P.M. * P <0,05, n = 7-10 animais por grupo. 

Fonte: A autora, 2016. 

 

 

CON BRO

0.0

0.5

1.0

1.5

Início da lactação

C
o
n
te

ú
d
o
 d

e
 T

H

n
o
 D

S
 (

%
 d

o
 c

o
n
tr

o
le

)

CON BRO

0.0

0.5

1.0

1.5

Início da lactação

C
o
n
te

ú
d
o
 d

e
 D

D
c

n
o
 D

S
 (

%
 d

o
 c

o
n
tr

o
le

)

CON BRO

0.0

0.5

1.0

1.5

Início da lactação

C
o
n
te

ú
d
o
 d

e
 R

D
2

n
o
 D

S
 (

%
 d

o
 c

o
n
tr

o
le

)

CON BRO

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

Início da lactação

C
o
n
te

ú
d
o
 d

e
 R

D
1

n
o
 D

S
 (

%
 d

o
 c

o
n
tr

o
le

)

CON BRO

0.0

0.5

1.0

1.5

Início da lactação

C
o
n
te

ú
d
o
 d

e
D

A
T

n
o
 D

S
 (

%
 o

f 
c
o
n
tr

o
l)

TH 
 

 

DDC 

 
Receptor D2 

 

Receptor D1 

 
DAT 
 

Receptor opióide-u 


-actina 

CON BRO

0.0

0.5

1.0

1.5

Início da lactação

C
o
n
te

ú
d
o
 d

o
 r

e
c
e
p
to

r 
o
p
ió

id
e
-

u

 n
o
 D

S
 (

%
 d

o
 c

o
n
tr

o
le

)

A B 

C 

D 

E 

F 

G 



62 

4.2.2 Animais tratados com BRO no final da lactação (PN11-20) 

 

 

Os animais que receberam BRO nos 10 últimos dias de lactação (PN11-20), 

apresentaram maior ingestão alimentar aos 180 dias (+10%, P <0,05, a Fig. 19A), no entanto 

aparesentaram massa corporal (Fig.20B ) e MGV (Fig.20C) normais. Além disso esses 

animais apresentaram hiperprolactinemia (+118%, P <0,05, Fig.20D).  

 

 

Figura 20 – Efeitos do tratamento com BRO no final da lactação (PN11-20), na ingestão, peso 

e MGV 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Ingestão de alimentos (A), massa corporal (B), MGV (C) e prolactina plasmática (D) aos 180 dias. 

Animais tratados com BRO (BRO- barras salmão) ou metanol-salina (COM - barras abertas) durante 

os 10 últimos dias de lactação. Os valores são apresentados como média ± E.P.M. * P <0,05, n = 8-10 

animais por grupo. 

Fonte: A autora, 2016. 
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A tabela 2 mostra o perfil lipídico desses animais, tanto o colesterol total plasmático, 

quanto o HDL, LDL, TGL, LDL, colesterol e TGL hepáticos, foram semelhantes ao grupo 

controle. A figura 21 mostra o perfil glicídico, animais tratados com BRO apresentaram 

insulina plasmática (Fig.21A), glicemia (Fig.21B) a curva da glicemia (Fig.21C) e TOTG 

(Fig.21D) normais. 

 

Tabela 2 - Efeitos do tratamento com BRO no final da lactação (PN11-20), sobre o perfil 

lipídico no plasma e no fígado em ratos machos em PN180 

 

Legenda: CON: ratos controle: BRO: ratos tratados com BRO; PN: dia pós-natal; HDL: lipoproteína de alta 

densidade; LDL: lipoproteína de baixa densidade; VLDL: lipoproteína de muito baixa densidade; TG: 

triglicerídeos. Os valores são apresentados como média ± E.P.M. * P <0,05. n = 8-10 animais por 

grupo. 

Fonte: A autora, 2016. 

 

 

 

  

Final da lactação (PN11-20) 

 CON BRO 

Colesterol plasmático (mg/l) 56,50 ± 2,87 50,30 ± 3,5 

HDL-c plasmático (mg/l) 24,38 ± 1,1 23,20 ± 0,9 

LDL-c plasmático (mg/l) 26,00 ± 1,98 28,50 ± 4,44 

TGL plasmático (mg/l) 48,30 ± 4,02 46,33 ± 5,18 
VLDL-c plasmático (mg/l) 9,60 ± 0,76 9,33 ± 1,02 

Colesterol hepático (mg/l)/mg 1,66 ± 0,10 1,82 ± 0,17 

TGL hepático (mg/l)/mg 1,96 ± 0,10 1,76 ± 0,04 
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Figura 21 – Efeitos do tratamento com BRO no final da lactação (PN11-20), sobre o perfil 

glicídico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Insulina plasmática (A), glicemia de jejum (B), curva glicemica (C) e Teste de tolerância oral a glicose 

(TOTG) (D). Animais tratados com BRO (BRO- barras salmão) ou metanol-salina (COM - barras 

abertas) durante os 10 últimos dias de lactação. Os valores são apresentados como média ± E.P.M. * P 

<0,05, n = 8-10 animais por grupo. 

Fonte: A autora, 2016. 

 

 

Os animais que receberam BRO no final da lactação apresentaram, na idade adulta, 

aumento na pressão sistólica (+25%, P<0,05, Fig.22A) e na pressão diastólica (+21%, P<0,05, 

Fig.22B), a taxa de batimento cardíaco (Fig.22C) normal. O peso da adrenal direita (Fig.22D), 

foi semelhante ao grupo CON e encontramos aumento na costicosterona plasmática (+62%, 

P<0,05, Fig.22E). O conteúdo (Fig.22F), assim como a secreção basal e estimulada de 

catecolaminas (Fig.22G e 22H) foi semelhante ao grupo CON. 
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Figura 22 -  Efeitos do tratamento com BRO no final da lactação (PN11-20), sobre pressão 

sanguinea, batimento cardíaco, corticosterona plasmática e conteúdo e secreção de 

catecolaminas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Pressão sistólica (A), pressão diastólica (B), frequência cardíaca (C), massa da adrenal direita (D), 

corticosterona plasmática (E), conteúdo de catecolaminas (F), secreção basal (G) e estimulada (H) de 

catecolamina. Animais tratados com BRO (BRO- barras salmão) ou metanol-salina (CON - barras 

abertas) durante os 10 últimos dias de lactação. Os valores são apresentados como média ± E.P.M. * P 

<0,05, n = 8-10 animais por grupo. 

Fonte: A autora, 2016. 
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A figura 23 mostra a leptina plasmática e a análise da expressão da via deste hormônio 

no ARC e dos neuropeptídeos NPY e POMC, os animais tratados com BRO apresentaram 

níveis de leptina semelhante ao grupo CON (Fig.23A), em relação a via, esses animais 

apresentaram aumento da expressão do RNAm de  OBR-b (+158 %, P<0,05, Fig.23B), e não 

encontramos diferença significativa da expressão do RNAm de STAT-3 (Fig.23D), JAK-2 

(Fig.23C) e SOCS-3 (Fig.23E). Encontramos diminuição na expressão do RNAm de POMC 

(-83%, %, P<0,05, Fig.23F) e não encontramos diferença na expressão de NPY (Fig.23G). 
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Figura 23 – Efeitos do tratamento com BRO no final da lactação (PN11-20), sobre a leptina 

plasmática e a expressão da via da leptina no ARQ e dos neuropeptídeos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Leptina plasmática (A), expressão do RNAm de OBR-b (B), Jak-2 (C), STAT-3 (D), SOCS-3 (E), 

POMC (F) e NPY (G). Animais tratados com BRO (BRO- barras salmão) ou metanol-salina (CON - 

barras abertas) durante os 10 últimos dias de lactação. Os valores são apresentados como média ± 

E.P.M. * P <0,05, n = 8-10 animais por grupo. 

Fonte: A autora, 2016. 
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Na figura 24 é mostrada a avaliação do eixo hipotálamo-hipófise-tireoide e os 

parâmetros metabólicos do hormônio da tireoide aos 180 dias. O grupo BRO apresentou 

aumento no conteúdo de TRH no PVN (+125%, P <0,05, Fig.24A) e do conteúdo normal de 

TSH na hipófise (Fig.24B), seguido por alto T3 plasmático (+35%, P <0,05, Fig.24D). No 

entanto, o T4 plasmático (Fig.24C) não foi alterado, quando comparado ao grupo CON. 

Animais tratados com BRO apresentaram ainda alta expressão do RNAm de UCP-1 no TAM 

(+63%, P<0.05, Fig.24H ) e expressão normal de Dio1 no fígado (Fig.24F), no entando a 

expressão do RNAm da Dio2 no TAM, apresentou um aumento (+88%, P<0,05, Fig. 23G), 

assim como a atividade hepática da GPDm (+86%, P<0,05, Fig.24E).  
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Figura 24 – Efeitos do tratamento com BRO no final da lactação (PN11-20), sobre o eixo 

hipotálamo-hipófise-tireoide e os parâmetros metabólicos do hormônio da 

tireoide. (continua) 
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Figura 24 – Efeitos do tratamento com BRO no final da lactação (PN11-20), sobre o eixo 

hipotálamo-hipófise-tireoide e os parâmetros metabólicos do hormônio da 

tireoide (conclusão) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Conteúdo de TRH no PVN (A) e de TSH na hipófise (B); T4 livre (C) e T3 total (D) plasmático; 

atividade hepática de GPDm (E), expressão do RNAm de Dio1 no fígado (F) e Dio 2 (G) e UCP-1 (H) 

no TAM. Animais tratados com BRO (BRO- barras salmão) ou metanol-salina (CON - barras abertas) 

durante os 10 últimos dias de lactação. Os valores são apresentados como média ± E.P.M. * P <0,05, n 

= 8-10 animais por grupo. 

Fonte: A autora, 2016. 
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Figura 25 – Efeitos do tratamento com BRO no final da lactação (PN11-20), sobre  a 

expressão de TH no VTA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Conteúdo de TH no VTA. Animais tratados com BRO (BRO- barras salmão) ou metanol-salina (CON 

- barras abertas) durante os 10 últimos dias de lactação. Os valores são apresentados como média ± 

E.P.M. * P <0,05, n = 6 animais por grupo. 

Fonte: A autora, 2016. 
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Figura 26 – Efeitos do tratamento com BRO no final da lactação (PN11-20), sobre a 

expressão da via da dopamina no NAc  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Conteúdo de TH (A), DDc (B), RD2 (C), RD1 (D), DAT (E) e receptor oíóide-u (F) no NAc. As 

bandas das proteínas são demonstradas na figura G. Animais tratados com BRO (BRO- barras salmão) 

ou metanol-salina (CON - barras abertas) durante os 10 últimos dias de lactação. Os valores são 

apresentados como média ± E.P.M. * P <0,05, n = 7-10 animais por grupo. 

Fonte: A autora, 2016. 
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No DS não encontramos diferença no conteúdo de TH (Fig.27A), DDc (Fig.27B), 

RD2 (Fig.27C), RD1 (31%, P<0,05,  Fig.27D), DAT (Fig.27E) e receptor Opióide -u 

(Fig.27F). 
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Figura 27 – Efeitos do tratamento com BRO no final da lactação (PN11-20), sobre a 

expressão da via da dopamina no DS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Conteúdo de TH (A), DDc (B), RD2 (C), RD1 (D), DAT (E) e receptor oíóide-

bandas das proteínas são demonstradas na figura G. Animais tratados com BRO (BRO- barras salmão) 

ou metanol-salina (CON - barras abertas) durante os 10 últimos dias de lactação. Os valores são 

apresentados como média ± E.P.M. * P <0,05, n = 7-10 animais por grupo. 

Fonte: A autora, 2016. 
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4.3 Efeito do BRO-tratos no comportamento 

 

 

No LCE (Figs. 28A a 28D), foram observadas alterações significativas (idade × 

grupos) para as seguintes variáveis:  % Tempo no braço a (F = 12,8, df = 1, p = 0,001) e % 

Entradas no BA (F = 8,3, df = 1, p = 0,006). Os animais tratados com BRO durante o inicio da 

lactação ( PN1-10) apresentaram uma diminuição na % Tempo no BA (F = 4,9, df = 1, p = 

0,04) e na % de entradas BA (F = 4,9, df = 1, p = 0,04) quando comparados com o grupo 

CON. Por outro lado, os animais tratados com BRO no final da lactação (PN11-PN20), 

apresentaram aumento na % Tempo no BA (F = 8,2, gl = 1, p = 0,009) e o da % Entradas no 

BA nestes animais se aproximou da significância (F = 3,8, df = 1, p = 0,062). No que diz 

respeito ao comportamento no CA (Fig.28E e F), não foram observados efeitos ou interações. 
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Figura 28 -  Efeitos do tratamento com neonatal com BRO, no início (PN1-10) e no final da 

lactação (PN11-20) sobre o comportamento no LCE e CA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Comportamento no labirinto em cruz elevado (A, B, C e D) e no campo aberto (E e F) na idade adulta. 

O comportamento de ansiedade foi medido no LCE pela % Tempo no BA (A) e a % entradas no BA 

(B); a atividade locomotora, foi medida pelas entradas no CA (C); a tomada de decisão foi medida pela 

% Tempo no centro (D). Na CA, a atividade total foi quantificada através da contagem do número de 

retângulos cruzados (E) e o comportamento de ansiedade como foi avaliado pela variável de % Entradas 

no centro. Animais tratados com BRO (BRO - barras azuis) ou metanol-salina (CON - barras abertas) 

durante os 10 primeiros dias de lactação. Animais tratados com BRO (BRO- barras salmão) ou metanol-

salina (CON - barras abertas) durante os 10 últimos dias de lactação. Os valores são médias ± EPM. AS 

0,10> p ≥ 0,05, * p <0,05, ** p> 0,01. 

Fonte: A autora, 2016. 
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5  DISCUSSÃO 

 

 

Proles de mães tratadas com BRO nos três últimos de lactação apresentaram uma 

diminuição na massa corporal ao desmame (PN21) corroborando os dados anteriores em que a 

injeção foi feita na mãe (Bonomo et al, 2005). Em PN22, a menor massa corporal é 

possivelmente devido à menor ingestão alimentar. Nessa idade foi observada menor expressão 

de RNAm de leptina no tecido adiposo mesentérico e subcutâneo. É possível explicar a menor 

produção de leptina pela desnutrição. Os níveis plasmáticos de leptina foram inalterados nesta 

idade, podendo ser um reflexo da maior transferência de leptina através do leite, além da 

hiperleptinemia do dia 21 (Bonomo et al, 2005) compensando assim, a sua menor produção. 

Em PN30, os animais apresentam menor comprimento corporal e menor quantidade de 

gordura mesentérica, porém maior expressão de RNAm de leptina nesse tecido e níveis 

elevados de leptina plasmática. Assim caracterizamos no modelo de desmame precoce pelo 

tratamento materno com BRO, um pico secundário de leptina na prole em PN30, de modo 

semelhante a quando a leptina é administrada aos filhotes durante os primeiros 10 dias de 

lactação (Toste et al, 2006).  

No modelo de hiperleptinemia neonatal, foi demonstrada uma resistência à leptina, aos 

30 dias, caracterizada pela ausência do seu efeito anorexígeno, redução do conteúdo 

hipotalâmico de OBR e aumento SOCS3 (Passos et al, 2009). Este aumento de SOCS3 resulta 

em resistência neuronal à leptina (Bjørbæk, 1998;1999). No modelo atual, mostramos uma 

maior expressão do RNAm do OBR em PN22, acompanhado de maior expressão de STAT3 e 

SOCS3, sugerindo maior ação da leptina no hipotálamo, compatível com a menor ingestão 

apresentada por esses animais. Em PN30 esses animais apresentaram aumento de OBR, 

acompanhado de maior expressão de SOCS3 e menor de STAT3, que sugere uma resistência 

à leptina. Já foi demonstrado um aumento na expressão de RNAm de OBR no hipotálamo, 

num estado de hiperleptinemia (Lin et al, 2000; Madiehe et al, 2000; Fernández-Galaz et al, 

2002; Wilsey et al, 2004). A expressão do RNAm de NPY foi maior, confirmando a 

resistência à leptina uma vez que a leptina inibe NPY. Não foi encontrada diferença na 

expressão de POMC, o que sugere que o NPY é o mais importante neste processo de 

imprinting em nosso modelo. A maior ação da leptina aos 22 dias pode significar um processo 

adaptativo onde inibir a ingestão de alimentos torna-se vantajoso quando há uma menor oferta 

de alimento, permitindo assim uma recuperação após o período de desmame. 



78 

Filhotes de mães tratadas com BRO na lactação apresentaram, em PN22, uma 

diminuição da glicemia e um aumento desta em PN30. No entanto, os níveis de insulina 

plasmática não diferiram, sugerindo menor sensibilidade das células beta pancreáticas à 

glicose, em ambos os períodos. Já foi demonstrado in vitro que BRO é capaz de inibir a 

secreção de insulina estimulada pela glicose nas células beta através do receptor adrenérgico 

-2 (de Leeuw van Weenen et al, 2010). Além disso Rubi e colaboradores (2005) mostraram 

que a dopamina inibe a secreção de insulina estimulada por glicose através de receptores D2. 

BRO é agonista de ambos os receptores. Além disso, foi proposto um papel protetor da 

prolactina sobre a função das células beta pancreáticas (Anhê et al, 2007). Uma vez que não 

foram detectadas alterações nos níveis séricos de prolactina no filhote BRO ao desmame 

(Moura et al, 2009), sugerimos que esta menor sensibilidade seja um efeito direto da 

dopamina. As proles de mães tratadas com BRO se tornam resistentes a insulina na idade 

adulta (Bonomo et al, 2007); essa menor sensibilidade pode ser um dos primeiro passos para 

essa resistência. 

Em PN22 encontramos aumento de VLDL que pode ser devido a maior transferência 

de triglicerídeos através do leite, uma vez que as mães tratadas com BRO apresentam maior 

conteúdo de triglicerídeos no leite (Lisboa et al, 2010). Esta alteração não persistiu em PN30, 

no entanto, encontramos maiores níveis de colesterol plasmático em associação com menor 

concentração de HDL-c, bem como índices Castelli tipo I e II maiores, indicando um maior 

risco de aterogênese (Després, 1991). Observamos também maior conteúdo hepático de 

colesterol e TGO sugerindo uma disfunção hepática, possivelmente pelo acumulo de gordura 

no fígado. 

A hipoprolactinemia materna no fim da lactação causa hiperleptinemia e resistência 

hipotalâmica à leptina, hiperglicemia, hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia além de 

resistência à insulina na vida adulta (Bonomo et al, 2007; de Moura et al, 2009). A maioria 

destas alterações metabólicas já é observada no período neonatal, sendo mais acentuada em 

PN30, além de resistência à leptina, assim como ocorre aos 30 dias em animais que recebem 

leptina no inicio da lactação. Assim mostramos o papel crucial da leptina como fator de 

imprinting para alterações metabólicas que ocorrem durante o desenvolvimento.  

No entanto estes resultados não descartam o fato de que a passagem de BRO pelo leite 

possa estar exercendo alguma ação direta na prole. Os resultados do experimento 2, ajudam a 

entender este fenômeno. 

Ao receber a BRO nos 10 primeiros dias de lactação (PN1-10), a prole apresentou aos 

180 dias, menor ingestão alimentar, embora sem diferença no peso e na gordura corporal, 
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sugerindo um estado hipometabólico. Resultados opostos foram encontrados quando os 

animais receberam BRO no final da lactação (PN11-20), os quais apresentaram maior 

ingestão alimentar, também sem diferença de peso e gordura corporal, sugerindo um estado 

hipermetabólico. É plausível que um estímulo dopaminérgico neonatal, possa alterar de 

maneiras diferentes, dependendo do período de exposição, hormônios ligados a ingestão 

alimentar e balanço energético, como PRL, leptina, insulina e hormônios tireoidianos (Moore 

et al, 1986; Silva, 2001; Pétervári et al, 2005; Leinninger et al, 2009; Volkow et al, 2011; 

Chong et al, 2015), assim explicando as alterações encontradas no consumo alimentar e no 

metabolismo desses animais.  

Nos animais tratados em PN1-10, encontramos maior expressão do RNAm de POMC, 

mas sem diferença na expressão de NPY. Sabe-se que PRL inibe POMC (Tong & Pelletier, 

1992) e de fato estes animais apresentaram uma diminuição na PRL plasmática, podendo 

explicar esse aumento de POMC. Os animais que recebem BRO em PN11-20, apresentaram 

menor expressão do RNAm de POMC, sem alteração no NPY. A hiperprolactinemia desses 

animais pode explicar a diminuição da expressão de POMC. Sabendo que PRL estimula e o 

POMC inibe a ingestão alimentar, essas alterações encontradas corroboram com a ingestão 

alimentar desses animais.   

Analisando a via mesolimbica, encontramos no VTA dos animais que receberam BRO 

em PN1-10, um aumento do conteúdo de TH, indicando uma maior síntese de dopamina. No 

NAc não houve alteração desta enzima, mas encontramos aumento de DDc, indicando que há 

um aumento de dopamina na via mesolimbica desses animais na idade adulta, o que pode 

justificar a hipoprolactinemia desses animais. Sabendo que essa via está ligada a busca por 

recompensa e maior sucetibilidade ao abuso de drogas (Vezina, 2004; Hyman et al, 2006), um 

aumento de dopamina nessa via pode ter efeitos comportamentais deletérios. Somado a isto, 

houve um aumento no receptor D2, o que pode fazer parte de um mecanismo para regular o 

aumento de dopamina destes animais, visto que o receptor D2 inibe a síntese e a liberação de 

dopamina (Tang et al, 1994; Anzalone et al, 2012). Não houve alterações no conteúdo de D1 e 

DAT. Ainda no NAc, houve um aumento no conteúdo do receptor opióide-u. Um aumento 

deste receptor está ligado ao aumento do consumo de alimentos palatáveis e ao abuso de 

drogas (Zhang et al, 1998; Kelley et al, 2000; Colantuoni et al, 2001). É possível que os 

animais que receberam BRO no inicio da lactaçãao desenvolvam maior propensão a 

compulsão por alimentos palatáveis, aumentando assim a suscetibilidade a obesidade, na 

idade adulta. 
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Já ao estudar a via mesolímbica nos animais que receberam BRO em PN11-20, 

encontramos menor conteúdo de TH no VTA, sugerindo menor síntese de dopamina, 

acompanhado por menor conteúdo de DAT no NAc, mostrando que existe uma diminuição 

compensatória na recaptação de dopamina, portanto melhorando sua ação nesse núcleo. Isso 

pode ser comprovado pelo conteúdo normal de DDc, receptores D2 e D1. O receptor opióide-

u também está normal. No DS, não observamos nenhuma alteração. A exposição à BRO no 

final da lactação parece ser menos deletéria para via de recompensa do que a exposição no 

início da lactação, possivelmente por haver maior maturação do sistema dopaminérgico no 

final da lactação. 

É bem conhecido que dopamina, em humanos, melhora o perfil lipídico e a 

sensibilidade a insulina (Cincotta et al, 1999; Scranton e Cincotta, 2010; Pijl et al, 2000; 

Aminorroaya et al, 2004; Kok et al, 2006). Quando o tratamento com BRO ocorre na prole em 

qualquer período, não observamos alteração no perfil lipídico e na homeostase glicêmica. Ao 

contrario do que ocorre quando as mães receberam BRO no final da lactação, cujos filhotes 

apresentam disfunções do perfil lipídico e glicídico em PN22 e PN30 (Experimento 1, 

Carvalho et al, 2015) e em PN180 (de Moura et al, 2009). Estes dados sugerem que outro 

fator e não uma ação direta da BRO seja o fato de imprinting para programar a prole de mães 

que recebem a BRO.  

Animais que receberam BRO em PN11-20 apresentaram hipertensão arterial, que pode 

ser explicada pela hipercorticosteronemia observada (Huang et al, 2013). O aumento de 

prolactina corrobora o aumento de corticosterona (Weber et al, 1991; Chang  et al, 1999). Os 

animais que receberam BRO em PN1-10 apresentaram pressão arterial e corticosterona 

plasmática normais. Em ambos os experimentos, não observamos alterações no conteúdo e na 

liberação de catecolaminas, reforçando que a alteração na pressão arterial se deva à 

corticosterona. 

Animais que receberam BRO em PN1-10 apresentaram na idade adulta diminuição de 

T3, GPDm e Dio1 hepáticas, sugerindo um hipotireoidismo. A diminuição de Dio 1 explica 

em parte a diminuição no T3 plasmático. Além disso, o aumento de dopamina nesses animais 

pode influenciar no menor T3, pois a dopamina reduz a conversão periférica de T4 em T3 

(Van den Berghe e Zegher, 1996). A inibição da Dio1 pode se dever ao aumento do receptor 

D2 (Anguiano et al, 2004). Em geral a Dio2 tem uma relação inversa com os níveis de 

hormônios tireoidianos (Silva & Larsen, 1982). Porem não encontramos alterações na 

expressão do RNAm de Dio2 no TAM dos animais que receberam BRO em PN1-10, 

sugerindo que outros fatores regulem a Dio2 do TAM neste modelo de programação. 
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Os animais BRO tiveram menor conteúdo de TSH na hipófise e TRH no PVN, 

caracterizando um hipotireoidismo terciário na idade adulta. É plausível que o aumento de 

dopamina nesses animais seja responsável por esta inibição (Scanlon, 2001). A menor 

expressão do RNAm de UCP-1 no TAM, se deve ao menor T3 (Martinez & Mena, 2010). 

Estes achados sugerem um prejuízo na termogênese desses animais (Christoffolete et al, 2004; 

Silva, 2011), com redução da taxa metabólica. 

Quando os animais receberam BRO em PN11-20 foi encontrado, na idade adulta, 

maior conteúdo de TRH sem alteração do conteúdo hipofisário de TSH. Como o T3 

plasmático está aumentado, provavelmente houve aumento do TSH circulante. Porém, 

inesperadamente o T4 estava normal, o que pode ser explicado pelo aumento de Dio2 no 

TAM, e que também poderia contribuir para o aumento de T3 plasmático (Maia et al, 2005; 

Bianco & Kim 2006). Este aumento de T3 é funcional, pois a GPDm hepática, enzima 

dependente de T3, está aumentada. O aumento da expressão do RNAm de UCP-1, outra 

proteína dependente de hormônios tireoideanos, no TAM pode ser explicado pelo aumento do 

T3 (Fain et al, 1997; Martinez de Mena et al, 2010), reforçando o estado hipermetabólico 

desses animais. No entanto, os aumentos da Dio2 no TAM e a Dio1 normal no fígado, não 

podem ser explicados pelos níveis plasmáticos dos hormônios tireoidianos. Assim, outros 

fatores reguladores das desiodases podem estar desempenhando um papel nesta programação, 

ou o transporte de hormônios tireoideanos ou seus receptores nestes tecidos podem estar 

modificados pela programação. 

Interessantemente, quando Bonomo e colaboradores (2008) trataram as mães com 

BRO no final da lactação, a prole apresentou hipotireoidismo e hipoprolactinemia (Moura et 

al, 2009) na idade adulta. Resultados opostos foram encontrados quando os animais recebem a 

BRO diretamente nos 10 últimos dias de lactação, demonstrando que outro fator e não a 

transferência de BRO pelo leite, seja a causa dessas alterações. 

Apesar das alterações na ingestão alimentar, não houve alteração na leptina 

plasmática. No entanto os animais que receberam BRO em PN1-10 apresentaram uma “down-

regulation” na sinalização de leptina no ARC, caracterizado por uma redução na expressão de 

ObR-b, JAK-2, STAT-3 e SOCS-3. A regulação negativa da via da leptina pode ser 

consequência do estado hipotireoideo (Calvino et al, 2012) dos animais tratados com BRO. 

Por outro lado, a diminuição da ação da leptina no hipotálamo pode também diminuir TRH, 

visto que é conhecido que leptina estimula o eixo hipotálamo-hipófise-tireóide (Légrádi et al, 

1997). 



82 

Animais que receberam BRO em PN11-20 também apresentaram normoleptinemia na 

idade adulta e apenas aumento da expressão de RNAm de ObR-b no ARC. Este aumento 

poderia levar a um maior efeito estimulatório da leptina sobre o TRH, no entanto todo o 

restante da via está inalterada. Não podemos descartar que haja uma alteração na via 

PI3K/Akt, influenciando o eixo hipotálamo-hipófise-tireóide.  

 Em relação a analise neurocomportamental dos animais expostos a BRO em PN1-10, 

não encontramos alteração na atividade locomotora, o que era esperado, pois o receptor 

opióide-u, responsável por regular essa atividade no DS (Jabourian et al, 2015) não foi 

alterado. O sistema dopaminérgico, que foi alterado no presente estudo, está envolvido na 

mediação do estresse e da ansiedade (Bananej et al, 2012; Zarrindast et al, 2013). Sabe-se que 

um aumento do receptor D2 está intimamente ligado ao aumento de depressão e ansiedade na 

idade adulta (Shah et al, 1997; Zhang et al, 2012). Nossos animais tiveram aumento de 

receptor D2 e apresentaram aumento da ansiedade na idade adulta, como indicado pelo teste 

do labirinto em cruz elevado. É conhecido que PRL reduz ansiedade (Torner et al, 2001) e 

que o hipotireoidismo está ligado ao aumento de ansiedade e depressão (Yu et al, 2015; 

Ittermann et al, 2015). De fato, nossos animais apresentam hipoprolactinemia e 

hipotireoidismo.  

 Ao contrario, os animais que receberam BRO em PN11-20 apresentaram uma 

diminuição do comportamento associado a ansiedade na idade adulta, que pode estar 

relacionada à hiperprolactinemia destes. Também não encontramos alteração na atividade 

locomotora, possivelmente devido à normalização da sinalização da dopamina no DS. 
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CONCLUSÃO 

 

 

 

Nosso estudo revelou que o uso de BRO no período em que há intensa neurogênese 

(PN1–P10) imprime mais disfunções tardias na prole do que quando o tratamento com BRO é 

realizado no período que corresponde ao fim da neurogênese (PN11-20). Sabemos que a BRO 

é uma droga utilizada na pratica clinica para tratar prolactinoma, por exemplo, durante a 

gestação e lactação. Embora alguns estudos clínicos tenham mostrado que o tratamento 

neonatal com BRO não afeta as crianças, não há estudos a respeito das consequências futuras 

desta terapia. Assim, estes resultados experimentais, sugerem cautela no uso de agonistas ou 

antagonistas dopaminérgicos durante o desenvolvimento cerebral.  
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