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RESUMO

PINHEIRO, Cintia Rodrigues. Estudo dos efeitos da exposicdo materna a nicotina na
lactacdo sobre a funcdo da medula adrenal e dos adipécitos de ratos machos e
fémeas. 2011. 110 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) - Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2011.

Alteragbes nutricionais, hormonais e ambientais nos periodos criticos do
desenvolvimento como a gestacédo e/ou lactacdo podem influenciar a estrutura e a
fisiologia de 6rgdos e tecidos, predispondo ao aparecimento de doencas na vida
adulta. Esse fenbmeno é conhecido como programacao metabdlica. O fumo materno
na gestacao/lactacao tem sido associado ao sobrepeso/obesidade na infancia e na
vida adulta em ambos os sexos. Porém, estudos evidenciam diferencas entre os
géneros em resposta a exposicdo a nicotina. Ja foi demonstrado que muitas
mulheres param de fumar na gestacdo, mas a maioria destas volta a fumar na
lactacdo. Anteriormente, mostramos que machos adultos cujas mées foram expostas
a nicotina na lactacdo, desenvolveram obesidade central, hiperleptinemia e
hipotireoidismo. Como a nicotina afeta a fungdo adrenal e como catecolaminas e
glicocorticéides tém efeitos bem conhecidos sobre o tecido adiposo, avaliamos a
funcdo da medula adrenal e o contetdo de leptina no tecido adiposo e musculo de
machos e fémeas cujas mées foram expostas a nicotina na lactacao. Dois dias pés-
parto, implantamos minibombas osmoéticas nas ratas lactantes dividas em: NIC—
infusdo de nicotina (6mg/Kg/dia s.c.) por 14 dias, e C- infusdo de salina pelo mesmo
periodo. Estas lactantes foram divididas de acordo com o sexo das proles. O
sacrificio das proles de ambos os sexos ocorreu aos 15 (fim da exposicdo a nicotina)
e 180 dias de vida. Aos 15 dias, os machos da prole NIC apresentaram aumento de
MGV absoluta e relativa ao peso corporal (+72% e +73% respectivamente),
hiperleptinemia (+35%), hipercorticosteronemia (+67%), maior peso adrenal (+39%),
conteudo de catecolaminas totais (absoluto: +69% e relativo: +41%), embora
diminuicdo da enzima TH (-33%). Quando adultos, os machos programados exibiram
maior massa corporal (+10%), MGV absoluta (+47%) e relativa (+33%), além de
hiperleptinemia (+41%) e maior conteido de leptina no TAV (+23%). Esses animais
também apresentaram hipercorticosteronemia (+77%), maior contetddo de
catecolaminas totais absoluto e relativo (+79% e +89% respectivamente) e de TH
(+38%) embora tenham menor secrecado de catecolaminas in vitro estimulada por
cafeina (-19%) e maior expressdo do ADRB3 no TAV (+59%). Em relacdo as fémeas
da prole NIC aos 15 dias de vida, estas apresentaram menor massa corporal (-6%) e
hiperleptinemia (+41%) embora sem alteracdo da MGV. Aos 180 dias, as fémeas da
prole NIC apresentaram menor contetdo de leptina no TAS (-46%) e maior conteudo
de leptina no musculo solear (+22%) e diminuicdo da expressao do ADRB3 no TAV
(-39%). Concluimos que a nicotina materna afeta ambos, medula adrenal e tecido
adiposo de forma género dependente, tanto em curto prazo (quando a nicotina esta
presente no leite materno), quanto em longo prazo (repercussdes na vida adulta). De
forma geral, as fémeas da prole NIC apresentam alteracbes mais discretas do que
0s machos em ambos os periodos estudados.

Palavras-chave: Lactacdo. Nicotina. Programacdo. Funcdo adrenal. Leptina.
Catecolaminas.



ABSTRACT

Nutritional, hormonal and environmental changes during critical periods of life
(pregnancy and/or lactation) are associated with future changes in the structure and
physiology of body tissues and systems, influencing some diseases in adulthood. This
phenomenon is known as metabolic programming. Maternal smoking during
pregnancy/lactation has been associated with overweight/obesity in childhood and
adulthood in both genders. However, studies have shown gender differences in
response to nicotine exposure. Although many women quit smoking during
pregnancy, data reveal that most women who stop smoking during gestation relapse
during lactation. Previously, we showed that adult male rats whose mothers received
nicotine during lactation developed overweight, hyperleptinemia and hypothyroidism.
Because nicotine affects the adrenal function and, as glucocorticoids and
catecholamines have well known effects on adipose tissue, we evaluated adrenal
medulla function and leptin content in adipose tissue and muscle of males and
females whose dams were nicotine-treated during lactation. On postnatal (PN) day 2,
dams were subcutaneously implanted with osmotic minipumps releasing nicotine
(6mg/Kg/day) for 14 days of lactation (NIC) or saline. Male and female offspring were
killed at 15 and 180 days-old. In PN15, males of NIC group presented higher
absolute (+72%) and relative (+73%) VFM, hyperleptinemia (+35%),
hypercorticosteronemia (+67%), higher adrenal weight (+39%) and adrenal
catecholamine content (absolute: +69% and relative: +41%) although lower TH
content (-33%). In PN180, these males displayed higher body mass (+10%), absolute
(+47%) and relative (+33%) VFM, hyperleptinemia (+41%), higher leptin content in
VAT (+23%), hypercorticosteronemia (+77%), higher adrenal catecholamine content
(absolute:+79% and relative:+89%), higher TH expression (+38%), lower in vitro
catecholamine release (-19%) and higher ADRB3 content in VAT (+59%). Females of
NIC group at PN15 presented lower body mass (-6%) and hyperleptinemia (+41%)
but no change in VFM. In PN180, these females showed lower leptin content in SAT
(-46%), higher leptin content in muscle (+22%) and lower ADRB3 content in VAT (-
39%). Thus, we evidenced a sex dimorphism in the model of programming by
maternal nicotine exposure during lactation. The medullary adrenal function and
corticosteronemia in adult rat were programmed only in male offspring while the
female offspring displayed relevant alterations in leptin content.

Keywords: Lactation. Nicotine. Programming. Adrenal function. Leptin.
Catecholamines.
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INTRODUCAO

Programacéao metabdlica:

Determinados estimulos em fases criticas do desenvolvimento (gestacéo e/ou
lactagc&o) imprimem (imprinting) mudancas permanentes que podem levar a doencas
na vida adulta. Conceitua-se esse fendbmeno como programacao metabdlica (Lucas,
1998). Dentre os fatores programadores destacam-se a nutricdo, hormdnios e
estimulos ambientais (Moura & Passos, 2005; de Moura et al, 2008).

Estudos epidemiolégicos e clinicos demonstram uma associacdo entre
alteracdes nutricionais no periodo perinatal e maior risco de desenvolver doencas
cronicas na vida adulta, como obesidade e outras doencas metabdlicas (Barker et al,
2003; Sawaya et al, 2003; Floréncio et al, 2001; Hoffman et al, 2000; Sichieri et al,
2000; Silva et al, 2006). Corroborando estes estudos, modelos experimentais
demonstram a influéncia de fatores nutricionais, hormonais e ambientais em fases
iniciais da vida sobre o aparecimento de doencas na idade adulta (Holemans et al,
1996; Langley-Evans et al, 1996; Moura et al, 1997; Tonkiss et al, 1998; Pires et al,
2006; Hoppe et al, 2007).

De fato, nosso grupo ha algum tempo vem demonstrando que alteracbes
exclusivamente no periodo critico da lactacdo levam ao surgimento de disfuncdes
enddocrinas na vida adulta. As proles cujas méaes sofreram restricdo protéica na
lactacdo apresentam menor peso corporal na idade adulta além de disfuncéo
adrenal (Passos et al, 2000; Fagundes et al, 2009). Porém, filhotes cujas maes
foram submetidas a restricAo calérica no periodo da lactacdo, apresentam
sobrepeso na vida adulta (Passos et al, 2000) sem alterag&o da leptinemia (Teixeira
et al, 2002) e resisténcia central a leptina (Passos et al, 2004). Bonomo et al, (2007)
demonstraram que as proles adultas de maes que receberam injecdo de
bromocriptina (agonista dopaminérgico, inibidor da produgéo de PRL (prolactina) nos
altimos 3 dias da lactagdo, apresentaram obesidade e hiperleptinemia, com
resisténcia ao efeito anorexigeno da leptina, porém sem alteracdo do consumo
alimentar, sugerindo um hipometabolismo, que pode ser explicado pelo
hipotireoidismo destes animais (Bonomo et al, 2008). Lima et al, (2010)
demonstraram um quadro de hiperfagia, obesidade, aumento de gordura central e

hiperleptinemia nas proles que sofreram desmame precoce. No modelo de
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programacao metabolica determinada por hiperleptinemia neonatal, observou-se nas
proles adultas: hiperfagia, sobrepeso (aumento de massa muscular), hiperleptinemia
com resisténcia hipotalamica a leptina, alteracdo dos parametros cardiovasculares,
além de alteracdo da funcéo tireoideana e adrenal (Toste et al, 2006a; 2006b;
Trevenzoli et al, 2007; Fraga-Marques et al, 2009, Trevenzoli et al, 2010a, 2010b).
No modelo de supernutricdo pds-natal observou-se hiperfagia, com maior
adiposidade visceral, alteracdes cardiovasculares, dislipidemia, hiperinsulinemia,
hiperglicemia, resisténcia central a leptina e a insulina nas proles adultas (Rodrigues
et al, 2009; 2010). No modelo da exposi¢cdo materna a nicotina no periodo neonatal,
observamos sobrepeso, aumento de gordura central, hiperleptinemia e resisténcia
central ao efeito da leptina. (Oliveira et al, 2009; Oliveira et al, 2010; Santos-Silva et
al, 2010). Tais trabalhos deixam clara a associacdo entre imprinting neonatal e
desenvolvimento futuro de alteracdes metabdlicas permanentes, tais como
disfuncbes adrenais e outros disturbios enddcrino-metabdlicos. Até o momento, as
caracteristicas fenotipicas descritas nos diversos modelos de programacdo e

publicadas pelo nosso grupo se referem somente aos machos.

Fumo e periodo critico do desenvolvimento:

O cigarro € a droga de uso mais comum na gestacao (Lambers & Clark,1996).
Nos Estados Unidos, aproximadamente 18% das gestantes fumam (Volkolow, 2006).
No Brasil, na década de 90, do total de gestantes, 33,5% delas eram fumantes
(Horta et al, 1997). O fumo na gestacao esta associado a complicacdes placentarias
e episodios de hemorragia, prematuridade, baixo peso ao nascer, mortalidade
infantil (Einarson & Riordan, 2009). Apds o nascimento, leva a altera¢des no sistema
respiratorio e desenvolvimento neuroldgico da crianga (Muller et al, 2002). Tais
problemas se devem, principalmente, aos efeitos do monéxido de carbono e da
nicotina.

Um unico cigarro fumado pela gestante é capaz de acelerar os batimentos
cardiacos do feto em poucos minutos. Observa-se aumento de frequéncia cardiaca
e pressao arterial, materna e fetal, imediatamente apos o ato de fumar (Muller et al.,
2002). Viver em ambiente poluido pela fumacga do cigarro é um risco para o feto e
para o recém-nato, pois a gestante absorve as substancias toxicas da fumaca do

cigarro, que sao transferidas para o feto. (Mello et al, 2001). Gestantes fumantes ou



14

bY

ndo fumantes que foram expostas a poluicdo tabagica ambiental apresentam
cotinina (o principal metabdlito da nicotina) na urina e no sangue, e seus fetos
possuem cotinina no sangue, fluido amnidtico e fluido celémico (Jauniaux et al,
1999; Braun et al, 2010). Niveis de cotinina no fluido celémico indicam que o
composto genotdxico do tabaco pode reagir com o DNA fetal, causando danos
genéticos e contribuindo para imperfeicdes no desenvolvimento fetoplacental
(Frederik et al,1971).

Um estudo australiano demonstrou que a taxa de desisténcia do fumo no
periodo da gravidez é cada vez mais baixo. Além disso, fumantes pesados
apresentam menor probabilidade de parar de fumar (Mohsin & Bauman, 2005).
Apesar de muitas mulheres pararem de fumar na gestacdo (Giglia et al, 2006),
pouco se sabe sobre o seu comportamento ap6s o parto. Gigila et al, 2006
demonstraram que mulheres que fumam durante o periodo gestacional, amamentam
seus filhos por um menor periodo de tempo. Alguns estudos revelaram que a
maioria das mulheres que interromperam o fumo na gestacao, retomou o habito de
fumar na lactacao (McBride & Pirie, 1990; Hanndver et al, 2008).

Sabe-se que, durante a lactacdo, a nicotina é transferida pelo leite materno
(Narayanan et al, 2002). As concentragdes de nicotina e cotinina na urina do bebé
sdo maiores quando a lactante é tabagista comparada aos niveis encontrados em
maes fumantes passivas (Woodward, 1986). Em nosso laboratério desenvolvemos
um modelo experimental no qual ratas lactantes sdo expostas a nicotina do 2° ao 15°
dia da lactacdo. Verificamos alteracdes no leite materno das ratas expostas a
nicotina, tais como elevadas concentracdes de cotinina, maior contetdo de lactose,
leptina e T3, repercutindo em alteragdes nos filhotes machos que apresentaram aos
15 dias de vida (fim da exposicdo materna a nicotina), maior massa de gordura
visceral, hiperleptinemia e hipotireoidismo primario (Oliveira et al, 2009).

Em filhotes de ratas que foram expostas a nicotina nos 10 primeiros dias da
lactacdo, observou-se menor ganho de peso durante o periodo da exposi¢ao.
Andlises bioguimicas do figado destes neonatos mostraram redu¢do da quantidade
de catalase e superdoxido dismutase, e aumento do aldeido malondialdeido
(Ozokutan et al, 2005), sugerindo que a exposi¢cdo materna a nicotina no inicio da

lactacéo induz ao estresse oxidativo na prole.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=
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Nicotina: principal componente quimico do tabaco

O cigarro contém varias substancias quimicas como nicotina, tiocianato,
monoxido de carbono e outros gases toxicos (Stellman & Djordjevic, 2009). A
nicotina, o principal componente aditivo que causa dependéncia do cigarro, € uma
substancia alcaldide que se liga a receptores colinérgicos (receptor nicotinico de
acetilcolina - nAChR) nos géanglios autbnomos, na medula adrenal, na juncao
neuromuscular e no sistema nervoso central, exercendo um efeito dose-dependente.
Os receptores nicotinicos sdo estruturas pentaméricas que atuam como canais
ibnicos regulados por ligantes. A ACh e seus agonistas, como a nicotina, interagem
com dois sitios de ligagdo no receptor, onde ambos devem ser ocupados para
induzir a abertura do canal (Clarke, 1987).

A nicotina é absorvida pelo trato respiratério, mucosas orais e pele. Sua meia-
vida em seres humanos é de aproximadamente 2 horas (Rang et al, 2004; Jacob et
al, 1988). Em fumantes, seus niveis variam entre 15 a 50 ng/mL (Balfour, 1990). Um
cigarro fumado faz com que a concentracdo plasmatica de nicotina se eleve de 15 a
30 ng/mL, caindo pela metade em 10 minutos. Esse declinio rapido é resultado
principalmente da redistribuicdo entre o sangue e o0s outros tecidos. A seguir, 0
declinio € mais lento, em torno de 1-2 horas seguintes (meia-vida) em funcdo do
metabolismo hepatico, principalmente pela oxidacdo da nicotina em um metabdlito
cetbnico inativo, a cotinina (Rang et al, 2004). A cotinina, principal metabdlito da
nicotina, pode ser medida no sangue, urina, saliva (Nel & Morgan, 1996) e leite
(Luck et al, 1984). Por possuir meia-vida de eliminagéo longa, cerca de 20 horas em
seres humanos (Taylor, 1996) e de 5,2 horas em roedores (Kyerematen & Vesell,
1991), a cotinina € considerada um 6timo parametro para avaliar o indice de
exposicdo ao tabaco, mais eficiente do que a prépria nicotina, que possui meia-vida
relativamente curta (Eskenazi et al, 1995). De acordo com o numero de cigarros
consumidos, classifica-se o fumante em: leve/moderado (<20 cigarros/dia) ou
pesado (=20 cigarros/dia). A concentragdo de nicotina nos cigarros varia entre
paises de procedéncia e marcas (Cavalcante, 2001). Os efeitos agudos do tabaco
podem ser mimetizados pela injecédo de nicotina (Rang et al, 2004). A administragao

cronica de nicotina leva a um aumento substancial do numero de receptores
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nicotinicos, o que pode representar uma resposta adaptativa devido a uma
saturacao prolongada do receptor (Rang et al, 2004).

Programacéo Metabdlica e fumo

O fumo do tabaco afeta diversos processos bioldgicos em homens e mulheres
em diferentes idades, incluindo a secrecdo de varios horménios como o ADH
(Hormdnio antidiurético), GH (Horménio do Crescimento), ACTH (corticotrofina),
cortisol, catecolaminas e leptina (Grassi et al, 1994; Walker et al, 1999; Yeh &
Barbieri, 1989; Reseland et al, 2005), podendo portanto agir como um disruptor
enddocrino ambiental e um fator programador. O fumo materno na gestacao/lactacéao
tem sido associado ao sobrepeso/obesidade na infancia e na vida adulta em ambos
0s sexos (Kries et al, 2002; Toschke et al, 2002, Wideroe et al, 2003; Bergmann et
al, 2003; Goldani et al, 2007). Um estudo realizado com criangas evidenciou que
filhos de méaes fumantes apresentam a medida de dobra cutdnea mais espessa que
os nascidos de mées ndo fumantes (Vik et al, 1996). Independente do género, além
de obesidade, filhos de mées fumantes apresentam maior risco para desenvolver
hipertensdo quando adultos (Morley et al, 1995; Blake et al, 2000; Oken et al, 2005).

Dados experimentais demonstram que o0 peso corporal de ratos machos cujas
maes receberam injecdo de nicotina na gestacdo e lactacdo tornou-se maior aos 70
dias de vida. Aos 180 dias de vida, os valores de peso corporal, peso do ventriculo
esquerdo e da gordura epididimal, mesentérica e peri-renal foi maior no grupo
exposto precocemente a nicotina (Gao et al, 2005). Verificou-se hipoinsulinemia
relacionada com apoptose das células B pancreaticas ao nascimento e intolerancia a
glicose nos machos das proles das mées expostas a nicotina na gestagédo (Holloway
et al, 2005), demonstrando que a exposicdo intrauterina a nicotina resulta em
alteracdes metabdlicas capazes de modificar a homeostase glicémica.

Em nosso modelo experimental os machos adultos (180 dias de idade), cujas
maes foram expostas a nicotina no periodo da lactacdo, apresentaram aumento de
massa corporal e adiposidade central, hiperleptinemia, hipotireodismo secundario

(Oliveira et al, 2009), resisténcia a insulina (Oliveira et al, 2010a) e resisténcia

central ao efeito anorexigénico da leptina (Santos-Silva et al, 2010).
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Funcéo Adrenal

O eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA) modula as respostas fisiologicas
frente uma situacéo de estresse agudo e crénico (Bugajski et al, 1999). As glandulas
adrenais situam-se no retroperitonio, acima dos rins, consistindo de duas partes
embrioldgica e funcionalmente distintas, o cértex (mais externo) e a medula (mais
interna), que produzem hormonios esterdides e hormonios derivados do aminoacido
tirosina, respectivamente. As adrenais sdo ricamente vascularizadas, sendo seu
fluxo sanguineo por unidade de peso, um dos maiores do organismo. O sangue
arterial de capilares do cortex € drenado para vénulas da medula, que €, portanto
exposta a concentracdes altas de esterdides corticais. O cortex, de origem
mesodérmica, apresenta trés zonas distintas: glomerulosa, fasciculada e reticular. A
zona glomerulosa (externa), possui células que secretam o mineralocorticéide
(aldosterona) que controla o equilibrio de Na* e K'. A zona fasciculada
(intermediaria) possui células que secretam os glicocorticéides (cortisol no homem
ou corticosterona em outros mamiferos), que sédo essenciais para a vida, por agirem
sobre o metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios, sobre os ossos, musculos,
sistemas cardiovascular, renal e nervoso, além de desenvolvimento fetal. A zona
reticular (interna) possui células que secretam os andrdgenos, que contribuem para
0 aparecimento dos caracteres sexuais secundarios (Elias et al, 2008).

A secrecdo do cortex adrenal € regulada da seguinte forma: quando o
hipotalamo recebe algum estimulo, como, por exemplo, estresse e/ou nicotina, ele
libera CRH (hormonio liberador de corticotrofina) para o sistema porta-hipofiséario,
que atua nos corticotrofos da adeno-hipofise estimulando a sintese e liberacdo de
ACTH, que liberado na corrente sanguinea age no cortex adrenal estimulando,
principalmente, a secrec¢ao dos glicocorticoides (Targovnik, 1989; Pauly et al,1992).

A medula adrenal, derivada do ectoderma da crista neural, tem a mesma
origem embrionaria do sistema nervoso simpatico (SNS) e por isso, guardam
caracteristicas morfofuncionais similares, formando o sistema simpatoadrenal. E
constituida por células ganglionares de axoénios curtos que sintetizam e secretam as
catecolaminas (dopamina, noradrenalina e adrenalina), que sdo moléculas derivadas
do aminoécido tirosina, produzidas pelas células cromafins por uma seqténcia de
reacbes enzimaticas. As células cromafins podem ser subdivididas em duas

populacdes: células secretoras de noradrenalina (N) e células secretoras de
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adrenalina (A). A maioria das células nesse tecido é do tipo A e por isso a secre¢ao
de catecolaminas pela medula é primordialmente constituida por adrenalina. A
medula tem como principal estimulador fisiolégico a ACh, que ao ser liberada pelas
terminacdes dos neurdnios pré-ganglionares simpaticos estimula a funcéo endocrina
do tecido. A ACh ativa receptores nicotinicos (principalmente) e muscarinicos na
membrana de células cromafins (Zaika et al, 2004).

A primeira etapa da sintese de catecolaminas € a hidroxilagcdo da tirosina,
catalisada pela tirosina hidroxilase (TH), formando a diidroxifenilalanina (DOPA). A
tirosina utilizada na sintese das catecolaminas € principalmente proveniente da
dieta. DOPA, sob acdo da dopa-descarboxilase, é descarboxilada para dopamina,
que sob a acao da dopamina p-hidroxilase (DBH) forma a molécula de
noradrenalina. Nas células A, a enzima feniletanolamina N-metiltransferase (FNMT),
catalisa a metilacdo da noradrenalina, formando a adrenalina. A primeira etapa de
biossintese constitui o0 ponto de controle da velocidade de producdo das
catecolaminas. A TH é inibida pelos produtos finais da via (adrenalina ou
noradrenalina), e também sofre modificacbes alostéricas. Em longo prazo, a
regulacdo da sintese envolve modificagdes da quantidade de enzima disponivel. O
estresse prolongado esta associado a maior expressdo de TH na medula. Fatores
humorais também contribuem para essa resposta, como o aumento de secrecao de
glicorticoides pelo cortex adrenal ou de leptina pelo adipécito (Takekoshi et al, 1999;
Takekoshi et al, 2001b). A atividade TH é regulada por fosforilacdo em residuos de
serina - Ser8, Serl9, Ser31 e Ser40 (Haycock, 1990).

Os glicocorticoides, em altas concentracdes em torno das células
ganglionares da medula, constituem um dos principais estimuladores da sintese da
FNMT e, conseqlientemente, da sintese de adrenalina.

As catecolaminas fazem parte da resposta de luta e fuga. Visto que o0s
eventos envolvidos no processo de lidar com um estresse exigem gasto de energia,
as catecolaminas séo responsaveis por assegurarem a mobilizacdo de substratos do
figado, musculo e gordura, estimulando a glicogendlise e a lipolise. A secrecdo de
catecolaminas ocorre apos estimulo da ACh, que estimula a despolarizacdo da
membrana plasmatica das células cromafins, aumentando a permeabilidade da
célula, o influxo de ions calcio através dos canais de calcio voltagem-dependente e,
consequente, favorecendo a exocitose e secrecao dos granulos de adrenalina e/ou

de noradrenalina (Elias et al,2008). E importante destacar que para a mobilizacdo de
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Ca?" nas células cromafins existe no minimo trés tipos de estoques: 1) o que
responde ao inositol 1,4,5-trifosfato (IP3); 2) o sensivel a cafeina e 3) o que
responde a ambos (McKenzie & Marley, 2002). Inoue et al (2003) relataram que as
células cromafins de ratos tem apenas um estoque de Ca?”, aquele que é sensivel a
ambos, ao IP3 e a cafeina.

Varios neurotransmissores, incluindo ACh, modulam a atividade do eixo HPA
(Whitnall,1993; Rhodes & Rubin,1999; Rhodes et al, 2001). Ja foi demonstrado que
a nicotina, agonista exogeno da ACh, ativa o eixo HPA de maneira dose-dependente
(Rhodes et al, 2001; Porcu et al ,2003; Rhodes et al, 2004; Mendelson et al, 2005).
Em ratos machos, a administragdo crbnica de nicotina aumentou de forma dose
dependente a atividade e os niveis de mRNA para TH (Sun et al, 2002). A infusédo de
nicotina por 14 dias consecutivos eleva os niveis de RNAm para TH na medula
adrenal de ratos em situagOes de estresse por imobilizacdo e exposicao ao frio,
embora tenha sido observado reducdo de corticosterona plasméatica (Cheng et al,
2005). Considerando que a TH é a principal enzima reguladora da via biossintética,
provavelmente esses animais também apresentam maior conteudo de
catecolaminas. Os niveis plasmaticos de adrenalina sdo aumentados em homens

fumantes em relacdo a cada cigarro fumado (Reseland et al, 2005).
Programacéao da funcao adrenal:

Ja foi demonstrado que o eixo HPA (Matthews, 2002) e o sistema
simpatoadrenal podem ser programados por fatores ambientais, nutricionais (Young,
2002; young, 2006) e hormonais (Trevenzoli et al, 2007). Estudos experimentais
mostraram a influéncia de diferentes fatores, como a temperatura do ambiente, o
tamanho da ninhada e a nutricdo materna, sobre modificacées no desenvolvimento
da funcdo simpatoadrenal, com ocorréncia de proles com maior massa corporal,
levantando a possibilidade de que a programacdo do desenvolvimento do sistema
nervoso simpatico (SNS) poderia contribuir para a aquisicdo de um fendtipo de
obesidade (Young, 2006). Ja outro estudo utilizando camundongos fémeas tratadas
na lactacdo com glutamato monosoédico demonstrou a génese de obesidade aos 90
dias de idade relacionada a diminuicdo da expressédo de TH e DBH e da secrec¢éo de
catecolaminas (Martins et al, 2004).
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Recentemente, demonstramos que os machos das proles de maes que
receberam dieta hipoprotéica na lactacdo foi programada para maior contetdo de
catecolaminas adrenais e hipercorticosteronemia na vida adulta (Fagundes et al,
2007). Observamos que administracdo sistémica de leptina em ratos machos
durante os primeiros 10 dias de vida programa para maior contetdo e secrecdo de
catecolaminas adrenais, além de maior expressédo de TH na idade adulta (Trevenzoli
et al, 2007) e maior corticosterona sérica (Fraga-Marques et al, 2009).

Como foi observado o aumento do risco de desenvolvimento de hipertensao
arterial em criancas cujas maes fumaram na gestacéo (Blake et al, 2000) é possivel
que a funcao adrenal deste neonatos também esteja estimulada. Neste sentido, no
modelo de exposi¢cdo materna exclusiva a nicotina e somente na lactacao, também é

possivel que ocorra a programacéao da funcéo adrenal da prole na vida adulta.

Funcéo adrenal e nicotina:

A nicotina afeta a funcéo cardiovascular via estimulacdo do sistema nervoso
autbnomo  simpatico, contribuindo para o0 aparecimento de doencas
cardiovasculares. Ja foi demonstrado um significante efeito da nicotina sobre o tdnus
vascular (Wang & Wang, 2000), no sistema hemostatico (Powell, 1998) e no
endotélio (Mayhan et al, 1999). A nicotina aumenta a expressao da TH e estimula a
liberacdo de catecolaminas pela medula adrenal, contribuindo para os efeitos
cardiovasculares, uma vez que a estimulacdo simpatica resulta em taquicardia,
débito cardiaco e presséo arterial aumentados (Jahng et al, 1997).

O tabagismo materno na gestacao esta relacionado ao aumento dos niveis de
catecolaminas no fluido amniético, sugerindo uma ativagdo adrenérgica fetal a partir
da hipoxia fetal e/ou do efeito direto da nicotina no sistema adrenérgico do feto
(Divers et al, 1981). Além disso, o tabagismo materno na lactagdo causa
transferéncia de nicotina através do leite, o que é responsavel por induzir taquicardia
na prole lactente em resposta a maior a¢ao adrenérgica (Luck & Nau, 1985).

Ratos machos adultos apresentam hipercorticosteronemia apos receberem
injecdo subcutanea de nicotina (Davis et al, 2005). Em contrapartida, a
administragao aguda ou crbnica de corticosterona em camundongos machos reduz
os efeitos da nicotina (Pauly et al, 1990). Foi visto que recém nascidos cujas maes

fumaram no periodo gestacional, apresentaram aumento de ACTH, apesar de
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cortisol sérico normal, em relacdo aos filhos de mées nao-fumantes (Mcdonald et al,
2006).

Funcéao adrenal, tecido adiposo e leptina:

O tecido adiposo constituido primordialmente de adipécitos, que séo células
especializadas no armazenamento de lipidios na forma de triacilglicerol em seu
citoplasma. Os adipdcitos possuem enzimas e proteinas responsaveis por sintetizar
0s acidos graxos e estocar triacilglicerol em periodos em que a oferta de energia é
abundante e para mobiliza-los pela lipélise quando h& déficit caldrico. A regulacao
desses processos ocorre por meio de nutrientes e sinais aferentes dos sistemas
neurais e hormonais e depende das necessidades energéticas do individuo (Ahima
et al, 2000). As catecolaminas adrenais s&do fundamentais no controle do
metabolismo intermediario a fim de regular os estoques de gordura através da
estimulacao da lipdlise.

O sistema nervoso autbnomo tem controle direto sobre o tecido adiposo
através de seus componentes simpatico e parassimpatico. A inervacdo simpatica
relaciona-se principalmente com as ag¢fes catabdlicas, tais como a lipdlise mediada
pelos receptores B-adrenérgicos (ADRB) e por aquelas dependentes da atividade da
enzima lipase horménio-sensivel (Pénicaud et al, 2000). Os ADRBs estdo
associados as proteinas Gas, e sua estimulacéo leva a um aumento de AMPc. Os
receptores B3 adrenérgicos (ADRB3) sdo os que medeiam a termogénese e lipdlise
estimulada pelas catecolaminas (Pénicaud et al, 2000). Por outro lado, o sistema
nervoso parassimpatico esta envolvido com os efeitos anabdlicos sobre os depdsitos
de gordura, como a captacéo de glicose e de acidos graxos estimulada pela insulina
(Kreier et al, 2002).

O adipocito também € responsavel por produzir e secretar as adipocinas,
como a leptina, que é produzida principalmente pelo tecido adiposo, mas também
pelo musculo (Trevenzoli et al, 2010b). No ndcleo arqueado hipotalamico, a leptina
diminui a ingestao calorica e aumenta o dispéndio energético atraves da regulacéao
negativa de peptideos orexigenos como o NPY (Neuropeptideo Y) e AgRP (Agouti
related peptide) e regulacdo positiva de peptideos anorexigenos como POMC (pro-
opiomelanocortina) e CART (cocaine and amphetamine regulated transcript peptide)
presentes no hipotalamo (Sahu, 2004; Valassi et al, 2008).
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A leptinemia esta diretamente relacionada a quantidade de gordura corporal,
quanto maior a quantidade de gordura, maiores serdo 0s niveis séricos de leptina.
Quantidades elevadas de leptina, como ocorrem na obesidade, levam a um quadro
de resisténcia ao seu efeito. Além das funcdes exercidas no controle do apetite, a
leptina desempenha importantes papéis sobre a glandula adrenal onde ja foram
identificados receptores OB-Rb estimulando a sintese e a secre¢cdo de
catecolaminas adrenais (Takekoshi et al, 1999). Trevenzoli et al, (2007)
demonstraram que a hiperleptinemia neonatal programou a funcdo da glandula
adrenal da prole adulta para um maior conteddo de catecolaminas adrenais, maior
conteudo de TH e maior secrecdo in vitro de catecolaminas quando as medulas
adrenais isoladas foram estimuladas com cafeina. Porém, quando as medulas
isoladas foram estimuladas com leptina, observou-se diminuicdo da secrecdo de
catecolaminas in vitro, além de diminuicdo das proteinas da via de sinalizacdo da
leptina na medula adrenal (Trevenzoli et al, 2010a). Esses achados sugerem que a
leptina estimula a funcdo da medula adrenal de forma indireta. Provavelmente
aumentando a atividade do sistema nervoso simpatico. As catecolaminas por sua
vez, diminuem a producédo de leptina caracterizando um feedback negativo entre
esses hormonios (Takekoshi et al, 1999; Del Rio, 2000).

Com relagdo ao cortisol, este parece influenciar a distribuicdo regional de
gordura (Kissebah, 1997). A secrecao urinaria de cortisol é diretamente proporcional
a razao da circunferéncia cintura/quadril, e particularmente com a circunferéncia da
cintura, indicadores de depdsitos de gordura visceral. Sugere-se que mulheres que
apresentam acumulo de gordura visceral demonstram sensibilidade elevada no eixo
HPA, causando maior deposi¢cao de gordura central (Marin et al, 1992). Segundo
Pasquali et al, (1993) mulheres obesas que apresentam distribuicdo de gordura
predominantemente abdominal podem apresentar hiperatividade do eixo HPA,
representando fendbmeno adaptativo secundario a estado de resisténcia funcional ao
cortisol. De acordo com Bjorntorp (1991), a gordura visceral é um tecido-alvo dos
glicocorticéides devido ao elevado numero de seus receptores, que eleva a atividade
das enzimas-chaves para a lipogénese neste tecido. Uma enzima relacionada com a
conversao de glicocorticoides ativos a partir de inativos, a 11 B hidroxiesterdide
desidrogenase-1 (11 B HSD-1) parece estar envolvida na etiologia da obesidade
visceral. Camundongos machos transgénicos que super expressam a 11 B HSD-1

seletivamente no tecido adiposo (numa extensdo similar a encontrada no tecido
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adiposo de pessoas obesas) apresentam niveis elevados de corticosterona no tecido
adiposo, desenvolvendo obesidade visceral. Os animais também desenvolveram
resisténcia a insulina, hiperlipidemia, hiperfagia e hiperleptinemia. Assim, a maior
atividade 11B HSD-1 nos adipécitos pode ser a etiologia molecular comum para a
obesidade visceral e sindrome metabdlica (Masuzaki et al, 2001).

Foi demonstrada uma associacdo entre fumo e leptinemia. Em seres
humanos, fumar no periodo gestacional esta relacionado com baixos niveis de
leptina no corddo umbilical do feto (Mantzoros et al, 1997). Camundongos expostos
a fumaca do cigarro apresentaram hipoleptinemia (Chen et al, 2005). Ratas lactantes
expostas a nicotina do 2° ao 15° dia da lactacdo apresentaram hiperleptinemia no
final da lactacdo (21 dias), ou seja, apos a retirada da nicotina (Oliveira et al, 2010b).
Um estudo realizado com homens adultos fumantes demonstrou reducdo da
concentracdo plasmética de leptina com um concomitante aumento de adrenalina
plasmatica (Reseland et al, 2005). O autor sugere que a reducao da leptinemia foi
dependente do aumento das catecolaminas. Porém, outros autores sugerem que 0
uso crbnico do tabaco leva ao aumento da leptina sérica por dois mecanismos
principais, maior sintese ou menor depuracdo renal. Além disso, a nicotina poderia
induzir em ambos os sexos a liberacdo de corticéides adrenais, influenciando por
sua vez a leptinemia, em um sistema de auto-regulacédo (Eliasson & Smith, 1999;
Nicklas et al, 1999; Perkins & Fonte , 2002).

Dimorfismo sexual e programacao

Véarios estudos indicam que machos e fémeas respondem de maneira
diferente a determinados estimulos e/ou situagcfes similares. Homens e mulheres
expostos precocemente a doencas infecciosas apresentam diferencas na
expectativa de vida relacionadas ao género. As mulheres ndo apresentam efeito na
expectativa de vida, mas apresentaram reducdo na fertilidade. Ja os homens
apresentam maior mortalidade durante a infancia (Stérmer, 2010).

Recentemente demonstramos que os filhotes machos e fémeas de maes que
receberam racao rica em linhagca durante a lactacdo, apresentaram ao desmame,
diminuicdo de triglicerideos séricos e da massa de gordura total, apesar de terem se
tornado hiperleptinemicos (Figueiredo et al, 2009; Troina et al, 2010). Os filhotes

machos apresentaram maior massa corporal (Figueiredo et al, 2009) entretanto as
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fémeas apresentaram menor massa corporal (Troina et al, 2010). Na idade adulta,
ambos os sexos apresentaram maior massa corporal apesar de normoleptinemia
(Figueiredo et al, 2009; Troina et al, 2010). Somente as fémeas apresentaram
aumento de gordura visceral, hipertrigliceridemia e hipercolestrolemia (Troina et al,
2010).

Dimorfismo sexual e fumo

As diferencas entre os géneros em resposta a exposicdo a nicotina séo
importantes para compreensao de diferengas encontradas entre homens e mulheres
fumantes. Em ratos, a exposicdo a nicotina no periodo pré-natal (gestacédo) e
neonatal (nos 10 primeiros dias de vida) aumentou o peso corporal da prole, a partir
dos 35 dias de vida, em ambos os géneros. Entretanto, nos ratos machos esse
aumento foi transitorio, ja nas fémeas, o aumento do peso persistiu até os 90 dias de
idade (Chen & Kelly, 2005). A exposicdo a nicotina no periodo fetal e neonatal
regulou de forma diferente a contratilidade vascular de ratos machos e fémeas na
idade adulta. Nos machos, houve maior contragdo da aorta induzida por KCl e
noradrenalina e menor relaxamento da aorta dependente de endotélio induzido por
ACh. As fémeas exibiram maior relaxamento da aorta induzido por ACh (Xiao et al,
2006).

O eixo HPA também responde de forma género dependente a nicotina. Ratos
machos adultos expostos a nicotina liberam maiores quantidades de ADH
comparado as fémeas. Em contraste, as fémeas secretam mais ACTH e
corticosterona do que machos (Rhodes et al, 2001). Em um sistema de perfuséo in
vitro, também foi comprovada a diferenca relacionada ao sexo sobre o eixo HPA em

resposta a nicotina (Mcklveen et al, 2010).

JUSTIFICATIVA DO PRESENTE ESTUDO

A nicotina, principal componente que causa dependéncia do cigarro, age no
receptor nicotinico modificando a sintese e secrecdo de catecolaminas adrenais.
Além disso, evidéncias mostram que alteracdes SNS estdo relacionadas com a
génese da obesidade e dos distarbios metabdlicos relacionados, tornando-se

importante estudar a nicotina como um fator ambiental capaz de atuar como um
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disruptor enddécrino sobre a funcdo adrenal em modelos experimentais de
obesidade.

A maioria dos estudos a respeito da exposi¢cdo ao fumo ou a nicotina ocorre
na vida adulta e de forma voluntaria. No presente estudo, interessou-nos avaliar
parametros da funcdo adrenal no modelo de programacéo pela exposicdo materna
exclusiva a nicotina e somente na lactacdo, periodo onde o organismo materno sofre
diversas adaptacdes para garantir o desenvolvimento adequado de sua prole, que
involuntariamente sofre a influéncia da nicotina transferida atravées do leite materno.
E também importante ressaltar que muitas mulheres que param de fumar na
gestacdo, retornam ao habito na lactacdo, fumando distante de seus filhos e no
espaco entre as mamadas. Sabe-se também que a exposicdo a poluentes
ambientais, como a fumaca de cigarro, em periodos criticos da vida pode levar a
diversas alteragdes em curto e longo prazos.

Como mencionado, o eixo HPA responde de maneira género dependente a
nicotina. Porém, ha poucos estudos que abordam esta inter-relacdo, sendo por isso
importante uma maior exploracdo a respeito das diferencas entre 0s géneros nesse
modelo de programacdo pela exposicdo a esse importante disruptor enddcrino

ambiental.
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1 OBJETIVOS

1.1 Geral

Estudar os efeitos imediatos e tardios da exposicdo materna a nicotina na

lactacdo sobre a fun¢éo da medula adrenal e dos adipdcitos das proles.

1.2 Especificos

Nas proles lactentes (15 dias de idade) de ambos os sexos, avaliar:
e Evolucdo da massa corporal na lactagéo;
e Massa de gordura visceral,
e Peso da glandula adrenal,
e Expressao da TH nas adrenais
e Conteudo de catecolaminas totais adrenais;

e Corticosteronemia e leptinemia;

Nas proles adultas (180 dias de idade), avaliar:
e Evolucao de ingestédo alimentar e da massa corporal;
e Massa de gordura visceral,
e Peso da glandula adrenal,
e Expressao da TH nas adrenais;
e Conteudo de catecolaminas totais adrenais;
e Secrecao in vitro de catecolaminas;
e Corticosteronemia e leptinemia;
e Expresséao de leptina em adipdcito visceral e subcutaneo, e musculo séleo;
e Expressao do ADRB3 no tecido adiposo visceral,

e Morfologia das glandulas adrenais.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Modelo experimental

Os animais foram mantidos no biotério do Laboratério de Fisiologia Enddcrina
(LFE) do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas (DCF) do Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes (IBRAG) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
sob temperatura (23+£1°C) e ciclo de claro-escuro (7:00 - 19:00 h) controlados, com
livre acesso a agua e racao. Os experimentos descritos a seguir foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do
IBRAG (CEUA/189/2007).

Ratas Wistar nuliparas de 3 meses de idade foram acasaladas por 2 semanas
na proporcéo de 2 fémeas para 1 macho. As fémeas gravidas foram separadas em
gaiolas individuais até o nascimento dos filhotes. Ao nascimento, cada ninhada foi
ajustada para 6 filhotes por rata lactante para maximizar o potencial lactotréfico e as
lactantes foram divididas em 2 grupos:

Nicotina (NIC, n=12) — Ratas lactantes receberam implante subcutaneo de
minibombas osmoticas (Alzet, 2ML2, California, USA), 2 dias ap0s o parto. As
bombas liberavam nicotina (6mg/Kg/dia) por 14 dias.

Controle (C, n=12) — Ratas lactantes foram submetidas aos mesmos
procedimentos descritos para o grupo NIC, porém as minibombas continham
solucéo salina.

Estas lactantes foram divididas de acordo com o sexo das proles:

Fémeas - maes permaneceram com 6 filhotes fémeas (NIC = 6, C = 6)

Machos - mées permaneceram com 6 filhotes machos (NIC =6, C = 6)

Antes da implantagéo, todas as minibombas foram mantidas em solugéo
salina por 24 h para atingir uma liberagdo constante de nicotina. A solucdo de

nicotina foi preparada de acordo com a seguinte formula:

(6mg de nicotina x massa corporal) / (24 x 5ul x 0,001)

Onde:
6mg — Dose desejada de nicotina
Massa corporal — expressa em (Kg)

24 — Numero de horas do dia
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5ul — O volume liberado pela minibomba por hora
0,001 — Constante de corregao

Para a implantacdo das minibombas, as mées foram anestesiadas (tiopental
sédico, 0,6 mg/Kg do PC) seguida de tricotomia e assepsia com alcool etilico (70%).
A introducé@o da minibomba foi feita por uma incisdo longitudinal & medula espinhal
com auxilio de bisturi e tesoura romba e a pele foi suturada ao final do procedimento

utilizando-se fio de sutura (catgut simples 3.0).

2.2 Avaliagédo do estado nutricional

A massa corporal dos filhotes foi diariamente monitorada nos 21 dias da
lactacdo. Apds o desmame, o peso corporal e a ingestdo alimentar foram
monitorados de 4 em 4 dias até os 180 dias de vida.

Para avaliar a adiposidade central, dissecamos e pesamos a massa de
gordura central (MGV), que consiste na soma dos depoésitos de gordura do
retroperitbnio, mesentério e perigonadal (Fagundes et al, 2007).

Uma parte dos filhotes com 15 dias de vida (fim da exposicdo materna a
nicotina, n=12 por grupo) foi anestesiada com tiopental (1,5 mg/kg do PC) e
sacrificada por puncéo cardiaca. As proles aos 180 dias de vida foram sacrificadas
por decapitacdo. O sangue foi coletado, centrifugado (1.500 xg, 4°C por 15 minutos)

e armazenado a -20°C. As glandulas adrenais (esquerda e direita) foram retiradas.

2.3 Avaliacéo do ciclo estral das fémeas programadas

Durante as 3 semanas anteriores ao sacrificio, realizamos a coleta diaria do
esfregaco vaginal das proles fémeas NIC e C, entre 9 e 10 h da manha. Esta coleta
foi feita com auxilio de ponteira plastica com solu¢do de cloreto de sodio 0,9%,
introduzida cuidadosamente na vagina. O fluido vaginal foi rapidamente aspirado e
distribuido em laminas de vidro para analise do material a fresco por meio de
microscopia Optica, utilizando objetivas de 10x e 40x (Olympus, modelo Bx40,
Japéo). Foram selecionadas para o estudo, as ratas que apresentavam ciclos estrais
regulares de 4 a 5 dias, apresentando as seguintes fases: proestro, estro, diestro 1 e
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diestro 2. Observamos que todas as ratas apresentaram ciclos regulares de 4 a 5
dias.

2.4 Determinacao do conteudo de catecolaminas totais adrenais

Para extrair as catecolaminas totais (adrenalina e noradrenalina), as
glandulas direitas foram pesadas em balanca de precisdo e homogeneizadas em
acido acético 10% (150 uL para animais de 15 dias e 500 pL para os animais com
180 dias de vida). Os homogenatos foram centrifugados (1120xg/5min) para a
dosagem de catecolaminas totais no sobrenadante pelo método fluorimétrico do
trinidroxiindol (Trevenzoli et al, 2007).

Para realizacdo do ensaio, utilizamos padrdes de adrenalina (Adren®) diluida
em acido acético 10%. Em 50 yL de cada padréo ou amostra, adicionamos 250 pL
de tampéo fosfato (0,5M - pH 7,0) e 25 pL de ferricianeto de potassio (0,5%). Esta
mistura foi incubada por 20 minutos e paralisada com 500 uL de acido ascoérbico (60
mg/mL) / NaOH (5M), na proporcédo 1:19. Adicionamos 2 mL de agua destilada e a
solucado foi novamente homogeneizada e submetida a leitura em espectrofluorimetro
(Victor3, PerkinElmer do Brasil Ltda). Os comprimentos de onda para a leitura foram
de 420nm de excitacdo e 510nm de emissdo. Todas as dosagens foram feitas em

duplicata, com os tubos de ensaio sob refrigeracdo durante todo o procedimento.
2.5 Secrecdao in vitro de catecolaminas

A secrecdo de catecolaminas basal e estimulada por cafeina em medulas
adrenais esquerdas isoladas foi avaliada somente na prole macho adulta.

As medulas foram dissecadas, com auxilio de pincas, tesoura e lupa.
Posteriormente, mantivemos as medulas em solugéo salina Krebs-Hepes com 0,5%
de albumina, composta por (em mM): Cl" 154,26; Na* 143,4; Ca** 2,5; Mg** 1,18;
S04% 1,2; K* 5,9 e Hepes 25. A glicose foi acrescentada & solucdo na concentracéo
de 85 mg/dL, de acordo com as médias glicémicas dos grupos experimentais de
onde as medulas foram originadas. O pH da solucdo salina foi 7,2. As medulas
foram incubadas por 5 minutos em 200 ul de solucdo Krebs para avaliar a secrecéo
basal. Depois, as medulas foram estimuladas com 25 uM de cafeina por 5 minutos.

Ao final da estimulagédo, as solu¢gbes de incubacédo foram acrescidas de 20 pl de
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acido acético concentrado para conservacao das catecolaminas e armazenadas (-

20°C) para posterior dosagem pelo método fluorimétrico do trihidroxiindol.
2.6 Morfologia e morfometria da glandula adrenal

Anadlise realizada somente nos ratos machos adultos. As adrenais direitas
foram coletadas e fixadas em Bouin por 72 h. Posteriormente, o material foi
desidratado em banhos de imersdo em alcool absoluto e diafanizado em xilol. Em
seguida, as pecas foram impregnadas com parafina liquida (em estufa, 56°C) e
incluidas em blocos de parafina. Os blocos de parafina foram seccionados
utilizando-se o microtomo (Microtec-CUT 4050, SC, USA). As seccdes de 5 um
foram coletadas em laminas e coradas com Hematoxilina-Eosina, segundo técnica
de rotina.

Os cortes histologicos foram analisados por um sistema computadorizado,
composto por um microscopio 6ptico Olympus (BX 40), cuja ocular € acoplada a uma
camera de video (Optronics 1-CCD), que transmite as imagens obtidas a um
microcomputador (Pentium-I11). As imagens visualizadas pelo monitor foram gravadas
para posterior utilizacdo do programa Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij/). O tamanho
das imagens capturadas foi de 1360 x 1024 pixels. Foram examinadas 4 laminas de
cada animal, sendo analisados 4 campos de cada lamina.

A area total adrenal e da medula foi determinada através do delineamento do
contorno, sendo suas mensuracgdes realizadas com o auxilio do programa Image J.

Os valores das areas foram expressos em um?2.
2.7 Radioimunoensaio (RIE)

Amostras de soro foram utilizadas para diferentes dosagens hormonais por
RIE. Cada hormdnio foi analisado em ensaio Unico, dispensando a avaliacdo do

coeficiente de variagéo interensaio.

A corticosteronemia total foi avaliada utilizando o kit especifico para murinos
(ImmuChemTM *2°|, duplo anticorpo, ICN Biomedicals, Inc, USA). O coeficiente de

variacao intra-ensaio foi 4,4%, sendo o limite minimo de deteccéo de 50ng/mL.
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A leptinemia foi quantificada utilizando o kit especifico para camundongo e
ratos murinos (Linco Research). O coeficiente de variagdo intra-ensaio foi 6,9%,

sendo o limite minimo de detecc¢éo de 0,5 ng/ml.
2.8 Andlise da expressao de proteinas por Western Blotting:

Avaliamos o conteudo de leptina no adipdcito visceral, subcutaneo e no
musculo séleo, conteido do ADRB3 no tecido adiposo visceral (somente nas proles

adultas) e o contetdo de TH na adrenal.

2.8.1 Processamento dos tecidos

ADRENAL: as adrenais (15 dias de vida: pool de 2 glandulas em 250 ul de tamp&o;
180 dias de idade: 1 glandula em 500 pl de tampao) foram homogeneizadas em
tampéo fosfato pH 7,4. Foi adicionado ao tamp&o, coquetel de inibidores de
proteases (aprotinina 1mg/mL, leupeptina 1mg/mL e SBTI 1mg/mL). Em seguida, o
homogenato foi centrifugado (10.000 rpm/5 min).

TECIDO ADIPOSO: 100 mg de tecido adiposo foram homogeneizadas em 700 pl de
tampao contendo: 20 mM Tris-HCI (pH 7,4), 10 mM NaF, 150 mM NaCl, 5 mM
EDTA, 1% NP40 e 0,1% SDS, adicionado de coquetel de inibidores de proteases. O
homogenato foi centrifugado (13200 rpm/25 min).

TECIDO MUSCULAR: 100 mg do séleo foi homogeneizado em 2 ml de tampao
contendo: 50 mM HEPES, 1 mM MgCI2, 10 mM EDTA, and 1% Triton X-100 (pH
6,4), adicionado de coquetel de inibidores de proteases. O homogenato foi
centrifugado (13200 rpm/25 min).

Apoés centrifugacdo, as proteinas do sobrenadante foram quantificadas
utilizando o Kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific, Rockford, USA), por
ensaio colorimétrico em Leitor de Elisa (540nm). As amostras foram desnaturadas
(95°C, 5 min) em presenga de B-mercaptoetanol. As proteinas foram separadas em
gel de poliacrilamida (concentracdo de 10%, para TH, ADRB3 e actina, e de 12%
para leptina) (SDS-PAGE). Utilizamos 20 ug de proteinas totais por slot do gel. Em
seguida, as proteinas foram transferidas por eletroforese para membranas de
nitrocelulose (Hybond-P ECL membrane; Amersham Pharmacia Biotech, NJ, USA).

Para inibir ligacfes inespecificas do anticorpo, as membranas foram incubadas (1%
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h) em T-TBS acrescido e leite em pd desnatado (5%, 25°C) sob agitacdo constante.
Posteriormente, as membranas foram lavadas com T-TBS e incubadas com o
anticorpo primério especifico para cada proteina (tabela 1) (overnight, 5°C). Apos
este periodo, as membranas foram lavadas e incubadas com 2° anticorpo conjugado
a biotina por 1 h (25°C) sob agitacdo constante. Apdés mais uma seqiéncia de
lavagens, as membranas foram incubadas com estreptavidina conjugada a
peroxidase, na mesma concentracdo do anticorpo secundario utilizado (1 h, 25°C).
As membranas foram lavadas novamente com T-TBS e tratadas com solugéo 3,3’-
diaminobenzidina (DAB) (5 mg em 15 ml de tampéao Tris 0,1 M pH 7,4) e H,0,
(30%) ou por quimioluminescéncia (ECL, Amersham Biosciences). As imagens das
bandas foram analisadas e quantificadas com auxilio do programa Image J (media

cybernetics). Utilizamos a actina como controle interno.

Quadro 1: Anticorpos especificos

Anticorpo primario Anticorpo secundario

TH anti-TH, mouse (Sigma, 1:1.000) anti-mouse (SANTA CRUZ
BIOTECHNOLOGY, INC., 1:1000)

Leptina anti-Leptina, rabbit (Sigma, 1:1.000) anti-rabbit (SANTA CRUZ
BIOTECHNOLOGY, INC., 1:10000)

ADRB3 anti-ADRB3, rabbit (Santa Cruz anti-rabbit (SANTA CRUZ
Biotechnology,1:1.000) BIOTECHNOLOGY, INC., 1:5000)

Actina anti-actina, goat (Santa Cruz anti-goat (SANTA CRUZ
Biotechnology, 1:200) BIOTECHNOLOGY, INC., 1:5000)

2.9 Andlise estatistica

Os dados foram analisados pelo programa estatistico GraphPad Prism 4 e
expressos como média * erro padrdo da média. A significancia foi testada pelo teste
t-Student ndo-pareado ou por ANOVA bivariada nas andlises de evolugbes de
massa corporal e ingestéo alimentar. Os dados foram considerados estatisticamente

significantes quando p<0,05.
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3 RESULTADOS
3.1Filhotes machos na lactacéo
Massa corporal, gordura central e leptinemia
N&o houve diferenca no ganho de massa corporal entre as proles NIC e C

durante a lactacéao (fig. 1).
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Figura 1- Evolugcdo da massa corporal durante a lactacdo dos filhotes machos cujas méaes foram
expostas a nicotina (NIC) ou salina (C) do 2° ao 15° dia da lactacéo. Valores expressos como média +
EPM (n=12).

Verificamos que os machos da prole NIC apresentaram maior MGV (absoluta:
+72%); fig. 2A e relativa: +73%; fig. 2B; p<0,05) e hiperleptinemia aos 15 dias de vida
(+35%, p<0,05; fig 2C).
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Leptina (ng/mL)

C NIC

Figura 2- MGV absoluta (A), relativa (B) e leptinemia (C) dos machos aos 15 dias de idade cujas
maes foram expostas a nicotina (NIC) ou salina (C) do 2° ao 15° dia da lactag¢éo. Valores expressos
como + EPM (p<0,05; n=12).

Funcéo adrenal aos 15 dias de vida

Ao final da exposicao a nicotina (15 dias de vida), detectamos maior peso da
glandula adrenal direita nos machos da prole NIC (+39%, p<0,05; fig.3A) com
concomitante aumento do conteudo de catecolaminas totais (absoluto: +69%; fig.3B
e relativo: +41%; fig. 3C; p<0,05).

peso (mg)

C NIC
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Figura 3- Peso da adrenal direita (A), conteldo absoluto (B) e relativo ao peso da glandula (C) de
catecolaminas totais dos machos aos 15 dias de idade cujas mées foram expostas a nicotina (NIC) ou

salina (C) do 2° ao 15° dia da lactac&@o. Valores expressos como + EPM (p<0,05; n=12).

Os machos da prole NIC apresentaram menor expressao da TH na adrenal (-
33%, p<0,05; fig. 4) em relagéo ao grupo C.

TH —

Actina —

1004
*
754
501
254
0-
C NIC

Figura 4- Expresséo de TH na adrenal dos machos aos 15 dias de idade cujas mées foram expostas

Contelido de TH
(% do controle)

a nicotina (NIC) ou salina (C) do 2° ao 15° dia da lactagao. Valores expressos como + EPM (p<0,05;
n=6).

Os machos da prole NIC apresentaram hipercorticosteronemia (+67%,
p<0,05; fig 5) em relagéo ao grupo C.
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Figura 5- Corticosteronemia dos machos aos 15 dias de idade cujas mées foram expostas a nicotina

(NIC) ou salina (C) do 2° ao 15° dia da lactac&@o. Valores expressos como + EPM (p<0,05; n=12).
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3.2 Programacao - machos adultos

Evolucédo de ingestdo alimentar, massa corporal e gordura central

N&o houve alteracdo na ingestao alimentar entre as proles NIC e C ao longo
da vida (fig. 6A). Observamos maior massa corporal nos machos da prole NIC entre
75 e 100 dias de vida (~+10%, p<0,05), que reapareceu a partir dos 150 dias,
alcancando 10% (p<0,05) aos 180 dias de idade (fig. 6B). Aos 180 dias de vida,

verificamos maior MGV (absoluta: +47%; fig. 6C e relativa: +33%; fig. 6D; p<0,05).
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Figura 6: Evolucéo de ingestéo alimentar absoluta (A), da massa corporal (B) dos machos da prole
controle (C) e nicotina (NIC) ao desmame até os 180 dias de vida. MGV absoluta (C) e relativa (D)

aos 180 dias de vida. Valores expressos como média + EPM (p<0,05; n=12).

Leptina sérica e conteudo tecidual de leptina

Os machos adultos da prole NIC apresentaram-se hiperleptinémicos (+41%,
p<0,05; fig 7A), com maior conteudo de leptina no adipdcito visceral (+23 %, P<0,05,
fig. 7C), embora sem alteracdo no conteudo de leptina no adipécito subcutaneo (fig.

7B) ou no musculo solear aos 180 dias de idade (fig.7D).
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Figura 7— Leptinemia (A) e expresséo de leptina no tecido adiposo subcutaneo (B), visceral (C) e no
musculo séleo (D) dos filhotes machos programados pela exposicdo materna a nicotina (NIC) ou

salina (C) do 2° ao 15° dia da lactacé@o. Valores expressos como + EPM (p<0,05; n=12).

Funcéo adrenal aos 180 dias de vida

N&o observamos diferenca no peso adrenal nos machos das proles na idade
adulta (fig. 8A), assim como na morfologia adrenal (fig. 8B), na area da adrenal total

(fig. 8C) ou area da medula adrenal (fig. 8D).
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Figura 8 - Peso da adrenal direita (A), fotomicrografia da adrenal (B). A coloracdo foi feita com
hematoxilina-eosina (HE). As imagens foram capturadas utilizando objetivas de 2X5. As regibes do
cortex (C) e da medula (M) estéo identificadas na figura. Area da adrenal (C) e area da medula (D).

Valores expressos como média + EPM (n=5).

Verificamos maior conteldo de catecolaminas adrenais (absoluto:+79%, fig.
9A e relativo: +89%; fig. 9B; p<0,05) assim como maior conteido de TH (+38%,
p<0,05; fig.9C) nas adrenais dos machos das proles NIC aos 180 dias de idade.
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Figura 9 - Conteudo absoluto (A) e relativo ao peso da glandula (B) de catecolaminas totais e
expressdo de TH na adrenal (C) dos machos aos 180 dias de idade cujas maes foram expostas a

nicotina (NIC) ou salina (C) do 2° ao 15° dia da lactacdo. Valores expressos como + EPM (p<0,05;
n=12).

A secrecao basal de catecolaminas ndo se alterou nos machos da prole NIC
(fig. 10A). Entretanto a secrecdo de catecolaminas estimulada pela cafeina

apresentou-se menor nestes animais (-19%, p<0,05; fig10B).
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Figura 10 — Secrecdo basal in vitro de catecolaminas (A) e secre¢do estimulada apés 5 min de
incubacéo com 25 pM de cafeina (B). As medulas adrenais foram isoladas dos machos das proles C

e NIC. Valores expressos como média + EPM (p<0,05; n=12).

Os machos da prole NIC apresentaram maior conteudo do ADRB3 no tecido

adiposo visceral em relagdo ao grupo C (+59%, p<0,05; figl1).
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Figura 11 - Expresséo do ADRB3 no tecido adiposo visceral dos machos aos 180 dias de idade cujas
maes foram expostas a nicotina (NIC) ou salina (C) do 2° ao 15° dia da lactagcdo. Valores expressos
como = EPM (p<0,05; n=6).
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Observamos hipercorticosteronemia (+77%, p<0,05; fig. 12) nos machos da

Corticosterona (ng/ml)
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Figura 12 - Corticosteronemia dos machos aos 180 dias de idade cujas méaes foram expostas a

nicotina (NIC) ou salina (C) do 2° ao 15° dia da lactag¢éo. Valores expressos como + EPM ( p<0,05;

n=12).
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3.3 Filhotes fémeas na lactacéo

Massa corporal, gordura central e leptinemia

Observamos menor ganho de massa corporal das fémeas da prole NIC
durante o periodo de exposi¢cdo materna a nicotina (-6%, p<0,05; fig. 13), que foi

normalizada com a retirada da nicotina.

Massa corporal
(@

Figura 13 - Evolucdo da massa corporal durante a lactagdo das fémeas cujas mées foram expostas a
nicotina (NIC) ou salina (C) do 2° ao 15° dia da lactagcdo. Valores expressos como média + EPM
(p<0,05; n=12).

As fémeas da prole NIC aos 15 dias de vida ndo apresentaram diferenca de
MGV (fig. 14A e B). No entanto, constatamos maior leptinemia nestas ratas (+41%,
p<0,05; fig 14C).
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Figura 14 - MGV absoluta (A) e relativa (B) e leptinemia (C) das fémeas, aos 15 dias de idade, cujas
maes foram expostas a nicotina (NIC) ou salina (C) do 2° ao 15° dia da lactag¢éo. Valores expressos
como média + EPM (p<0,05; n=12).

Funcéo adrenal aos 15 dias de vida

Aos 15 dias, ndo observamos alteracdo no peso adrenal (fig. 15A), no
conteudo de catecolaminas (fig.15B e C) e no conteudo de TH nas fémeas das

proles NIC em relacdo ao grupo C (fig.15D).
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Figura 15 - Peso da adrenal direita (A), contetdo absoluto (B) e relativo ao peso da glandula (C) de
catecolaminas totais e expressé@o de TH na adrenal (D) das fémeas aos 15 dias de idade cujas mées

foram expostas a nicotina (NIC) ou salina (C) do 2° ao 15° dia da lactagao. Valores expressos como
média + EPM (n=12).

Aos 15 dias de idade, as fémeas da prole NIC ndo apresentaram alteracao na
corticosteronemia quando comparada ao grupo C (fig. 16).
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Figura 16 - Corticosteronemia das fémeas da prole NIC aos 15 dias de idade cujas maes foram

expostas a nicotina (NIC) ou salina (C) do 2° ao 15° dia da lactacdo. Valores expressos como + EPM
(n=12).
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3.4 Programacéo - fémeas adultas
Evolucéo de ingestao alimentar, massa corporal e gordura central
Aos 180 dias de idade, as fémeas da prole NIC ndo apresentaram alteracéo

no consumo de racéao (fig.17A), na massa corporal (fig. 17B) e na MGV (fig. 17C e
D).
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Figura 17 - Evolucdo de ingestao alimentar (A), da massa corporal (B), MGV absoluta (C) e relativa

C NIC

(D) das fémeas adultas que foram programadas pela exposicdo neonatal a nicotina. Valores

expressos como média + EPM (n=12).
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Leptina sérica e conteldo tecidual de leptina

Aos 180 dias, as fémeas da prole NIC ndo exibiram diferenca na leptinemia
(fig. 18A). Contudo, detectamos menor conteudo de leptina no adipdcito subcutaneo
(-46 %, p<005, fig. 18B), sem alteracdo no adipdcito visceral (fig. 18C) e maior
conteudo de leptina no musculo séleo (+22%, p<005, fig. 18D).
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Figura 18 - Leptina sérica (A), expressao do contelido de leptina no tecido adiposo subcutaneo (B),
visceral (C) e no musculo séleo (D) das fémeas programadas pela exposicdo neonatal a nicotina.
Valores expressos como + EPM (p<0,05; n=12).

Funcéo adrenal aos 180 dias de vida
N&o verificamos alteracdo significativa no peso da adrenal (fig. 19A),

contetdo de catecolaminas totais (figs. 19B e C) ou conteudo adrenal de TH (fig.
19D) nas fémeas da prole NIC.
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Figura 19 - Peso da adrenal direita (A), contelido absoluto (B) e relativo ao peso glandular (C), de
catecolaminas totais e expressao de TH na adrenal (D) das fémeas aos 180 dias de idade cujas mées
foram expostas a nicotina (NIC) ou salina (C) do 2° ao 15° dia da lactagdo. Valores expressos como
média + EPM (n=12).

Verificamos menor conteltdo do ADRB3 no tecido adiposo visceral nas
fémeas adultas da prole NIC (-39%, p<0,05; fig. 20) em relag&o ao grupo C.
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Figura 20 - Expressédo do ADRB3 no tecido adiposo visceral das fémeas aos 180 dias de idade cujas
maes foram expostas a nicotina (NIC) ou salina (C) do 2° ao 15° dia da lactacdo. Valores expressos
como + EPM (p<0,05; n=12).

Aos 180 dias de vida, ndo detectamos alteracdo da corticosteronemia das
ratas do grupo NIC em relag&o ao grupo C (fig. 21).
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Figura 21 - Corticosteronemia das fémeas aos 180 dias de idade cujas maes foram expostas a
nicotina (NIC) ou salina (C) do 2° ao 15° dia da lactagcdo. Valores expressos como média + EPM
(n=12).



Tabela 1: resumo comparativo

15 dias

Massa Corporal

MGV

Peso da adrenal

Catecolaminas adrenais

TH na medula adrenal

Corticosteronemia

Leptinemia

180 dias

Ingestéo alimentar

Massa Corporal

MGV

Peso da adrenal

Catecolaminas adrenais

TH na adrenal

Corticosteronemia

Secrecao de catecolaminas in vitro

Contetudo do ADRB3 no TAV
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4 DISCUSSAO

O tabagismo materno nos periodos criticos de gestacdo ou lactacdo esta
relacionado a diferentes danos para a prole. Em gestantes, a exposicdo ao fumo
pode ser prejudicial ao feto. Um Unico cigarro fumado pela mée ja € capaz de
acelerar os batimentos cardiacos do feto (Muller et al, 2002). Durante a lactagéo, a
nicotina, o principal componente quimico do cigarro, € transferida através do leite
materno podendo causar taquicardia na prole devido ao aumento da acédo
adrenérgica (Mello et al, 2001). Esse efeito provavelmente ocorre por acdo da
nicotina aumentando a secrecdo de catecolaminas na medula adrenal. O presente
estudo demonstrou que a exposicdo materna exclusiva a nicotina e somente no
periodo da lactacdo causa importantes alterac6es na funcdo da medula adrenal e no
tecido adiposo. Demonstramos que a nicotina atua como disruptor endécrino na

lactacéo e leva a alteragcbes que variam de acordo com o género.

4.1 Machos lactentes — 15 dias de idade

Apesar da conhecida relagdo inversa entre “fumo e massa corporal”’, na
lactacdo, ndo observamos alteracdo na massa corporal dos machos das proles cujas
maes foram expostas a nicotina. Este achado corrobora outros estudos, onde a
exposicao a nicotina ocorreu no periodo pré e pés-natal, ndo alterando o peso
corporal de ratos machos no periodo de exposi¢do (Chen & Kelly, 2005; Gao et al,
2005). Porém, Ozokutan et al (2005) evidenciaram que ratos neonatos cujas maes
receberam nicotina nos 10 primeiros dias da lactagdo, apresentaram redugcédo no
ganho de massa corporal. Tal divergéncia entre os estudos talvez se deva a
diferencas metodoldgicas, como o uso de roedores de linhagens distintas, dose de
nicotina, forma de administracdo (injecdo ou uso de minibombas) ou tempo de
exposicdo. E importante destacar que apesar de ndo termos encontrado alteragéo
da massa corporal, evidenciamos aumento da gordura visceral (tanto absoluto
qguanto relativo ao peso do animal) nos machos da prole NIC aos 15 dias de vida,
coerente com sua hiperleptinemia, uma vez que estudos demonstram uma relagéao
direta entre leptinemia e gordura visceral (Ahima, 2005). Ainda, esta hiperleptinemia
dos machos lactentes da prole NIC também pode se dever a maior passagem de

leptina através do leite materno (Oliveira et al, 2010).
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Ao fim da exposi¢éo a nicotina (15° dia da lactacdo), os machos da prole NIC
apresentaram maior massa adrenal e maior conteldo de catecolaminas. Estes
dados, provavelmente, se devem a acao direta da nicotina na medula adrenal, uma
vez que ja é bem conhecido o fato de que agonistas da ACh, como a nicotina, sao
capazes de estimular a secre¢do e a producdo de catecolaminas por se ligarem a
receptores nicotinicos nas células cromafins adrenais (Sala et al, 2008). A
hiperleptinemia do macho lactente da prole NIC também pode ser responsavel por
estes achados, pois a leptina estimula a sintese e a secrecdo de catecolaminas
(Trevenzoli et al, 2007). Também podemos sugerir que o aumento do contetdo de
catecolaminas seja devido a hipercorticosteronemia, ja que os glicocorticoides, em
altas concentracdes em torno das células ganglionares da medula, constituem um
dos principais estimuladores da sintese da FNMT e, conseqientemente, da sintese
de adrenalina (Elias et al,2008).

Inesperadamente, aos 15 dias de vida, os machos da prole NIC apresentaram
o conteudo adrenal de catecolaminas aumentado apesar de menor expressao da
enzima TH, a principal enzima relacionada com a sintese de catecolaminas. Esse
achado diverge de outros estudos, onde se observa maior expressao e atividade da
TH na medula adrenal de ratos machos adultos expostos aguda (Tank et al, 1998;
Sterling and Tank, 2000) ou cronicamente (Sun et al, 2002) a nicotina. Por outro
lado, Cheng et al. (2005) ndo observaram alteracdo nos niveis de mRNA para TH e
DBH em ratos adultos machos tratados com nicotina cronicamente. E importante
considerar que estudamos o periodo critico da lactacdo quando ocorre maior
plasticidade dos sistemas, que pode ser o motivo da divergéncia dos nossos
achados.

Diante do maior conteldo adrenal de catecolaminas e menor expressao de
TH nos machos lactentes das proles NIC, sugerimos que estes animais tenham um
defict na biossintese de catecolaminas e um bloqueio de secrec¢do. Contudo, é
importante considerar que apesar de termos detectado menor conteudo de TH, néo
sabemos como esta a sua atividade nesses animais, que pode estar elevada. Caso
isto seja verdadeiro, seria compativel com a estimulacdo direta da nicotina sobre a
medula, levando ao maior contetdo de catecolaminas encontrado nesta prole. Outra
possibilidade que explica a menor expressdo de TH é o fato de que esta enzima é
inibida pelo produto, ou seja, pelas catecolaminas (La Gamma & Black 1989). Ainda,

nao podemos descartar que exista uma dessensibilizacdo dos receptores nicotinicos
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pela exposicdo prolongada a nicotina. Com a auséncia do efeito estimulatério da
nicotina sobre esses receptores, o maior conteudo de catecolaminas observado
seria um reflexo de sua menor secrecdo. Como comentamos acima, a
hiperleptinemia do macho lactente da prole NIC também pode ser responsavel por
estes achados, pois a leptina estimula a sintese e a secrecdo de catecolaminas
(Trevenzoli et al, 2007), mas neste nosso modelo ocorre uma resisténcia tireoideana
a leptina (Santos-Silva et al., 2010). Assim, se na medula adrenal tivermos também
resisténcia a leptina € possivel explicar a diminuicdo da expresséo de TH.

A maioria dos estudos da literatura mostra uma relacéo direta entre nicotina e
corticosterona. Portanto, a hipercorticosteronemia observada nos machos da prole
NIC aos 15 de vida pode ser explicado via ativacdo do eixo HPA. Sarasin et al
(2002) demonstraram que ratos machos cujas maes receberam nicotina na
gestacdo, apresentaram hipercorticosteronemia. Além disso, Davis et al (2005)
observaram aumento nos niveis de corticosterona em ratos machos adultos tratados
cronicamente com nicotina. Em camundongos machos adultos, a nicotina ativa o
eixo HPA e consequentemente eleva as concentracdes de corticosterona (Pauly et
al, 1992).

Desta forma, o aumento da adiposidade central dos machos da prole NIC aos
15 dias de idade nao deve se explicar por um efeito direto da nicotina transferido
pelo leite, sobre a secrecdo de catecolaminas, pois estas induzem a lipdlise. Talvez,
esta maior adiposidade visceral seja devido a hipercorticosteronemia dos machos,
uma vez que é conhecido o efeito lipogénico dos glicorticoides sobre o tecido
adiposo visceral (Bjérntorp, 1991). Outra possibilidade é fato dos machos da prole
NIC serem hipotireoideos nessa idade (Oliveira et al, 2009), o que pode resultar em

gueda do metabolismo e acumulo de energia sob a forma de gordura.

4.2 Machos programados — 180 dias de idade

Camundongos machos adultos expostos a fumaga de cigarro por 4 dias
consecutivos apresentaram menor ingestdo alimentar e massa corporal, com
reducdo de tecido adiposo branco retroperitoneal e testicular (Chen et al, 2005),
demonstrando que a exposicdo imediata a nicotina induz a hipofagia e
emagrecimento. Tais efeitos sdo opostos ao que observamos nos machos adultos

da prole NIC. A exposicdo materna a nicotina na lactacdo programou a prole para
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maior massa corporal aos 180 dias de idade sem alteracdo da ingestdo alimentar
sugerindo a génese de um quadro de hipometabolismo nesses animais. Estes dados
corroboram estudos ja publicados pelo nosso grupo, em que constatamos que estes
animais também eram hipotireoideos (Oliveira et al, 2009; Oliveira et al, 2010b;
Santos-Silva et al, 2010).

Ratos machos e fémeas expostas a nicotina na gestacao e apds o nascimento
(até o 10° dia de vida) apresentam aumento de peso corporal, a partir dos 35 dias de
idade, que foi normalizado nos machos, e somente nas fémeas este aumento de
peso persistiu até os 90 dias de vida (Chen & Kelly, 2005). Contudo, em outro
estudo, foi relatado que o peso corporal de ratos machos cujas maes foram injetadas
com nicotina na gestacdo e lactacdo tornou-se maior aos 70 dias de idade,
acompanhado de maiores valores de peso ventricular e das gorduras epididimal,
mesentérica e peri-renal aos 6 meses de vida (Gao et al, 2005). Assim, 0 sobrepeso
e maior TAV dos machos adultos da prole NIC corrobora parte do estudo de Gao et
al (2005). Ressaltamos que algumas diferencas em relacédo aos estudos de Chen &
Kelly (2005) podem ser atribuidas ao periodo (gestacdo+lactacéo vs. sé lactacdo) de
exposicao, dose da nicotina e forma de administracédo (pellets vs. minibomba) e
também ao fato destes autores avaliaram um adulto jovem (até 90 dias de idade),
enquanto nds e Gao et al. (2005) estudamos em uma idade mais avancada (até 180
dias de idade).

O aumento de gordura visceral pode em parte ser explicado pelo efeito
lipogénico dos glicocorticéides sobre o TAV uma vez que observamos
hipercorticosteronemia na prole NIC programada. Concomitantemente ao aumento
de TAV, os machos da prole NIC apresentaram aos 180 dias de vida hiperleptinemia
(Oliveira et al, 2009). Além disto, esses animais apresentam hipertrofia de adipécitos
(Oliveira et al, 2010a) e produzem mais leptina no tecido adiposo visceral. Santos-
Silva et al (2010) demonstraram que esses animais desenvolvem resisténcia central
a leptina compativel com a normofagia observada. Este achado também corrobora
estudos anteriores do nosso grupo em outros modelos de programacao, onde
verificamos hiperleptinemia e resisténcia a sua agcao anorexigénica (Toste et al,
2006a; Bonomo et al, 2007; Lima et al, 2010).

Apesar de néo termos verificado alteragdo da morfologia ou no peso da
glandula adrenal dos ratos NIC machos programados, observamos maior quantidade

de catecolaminas totais adrenais, maior expressao da enzima TH e menor secrecao
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de catecolaminas em medulas isoladas sob estimulo da cafeina. Assim inicialmente,
sugerimos um incremento na sintese de catecolaminas que poderia ser justificada
pela maior corticosteronemia destes animais aos 180 dias de idade. Como a leptina
aumenta a expressao e fosforilacdo da TH em culturas de células da medula adrenal
bovina (Utsunomiya et al. 2001), a hiperleptinemia dos machos adultos poderia ser
responsavel pelo aumento de producdo de catecolaminas. Além disso, ja
demonstramos que a administracdo de leptina no inicio da lactacdo programa os
machos para o aumento de catecolaminas e conteudo de TH na idade adulta
(Trevenzoli et al, 2007). Como os machos lactentes da prole NIC também
apresentaram hiperleptinemia aos 15 dias de vida, este pode ser um dos fatores
programadores da funcdo da medula adrenal nesses animais.

Apesar do aumento de catecolaminas e contetdo de TH nos machos da prole
NIC programada, detectamos menor secrecdo de catecolaminas in vitro quando as
medulas foram estimulados por cafeina, sugerindo que o acumulo de catecolaminas
se deva, em parte, a inibicdo do processo secretério. No entanto, ndo sabemos
como seria a secrecao de catecolaminas frente a outros estimuladores das células
cromafins adrenais, como a acetilcolina, a leptina ou a propria nicotina. N&o
podemos descartar, ainda, que in vivo, a secrecdo de adrenalina para a circulacéo
esteja elevada nos machos adultos da prole NIC e, quando a adrenal é colocada em
um meio livre de reguladores enddgenos, ja ndo tenha um pool de catecolamina
para ser secretado, visto que este pool possa ter sido exaurido in vivo. Por outro
lado, a leptina aumenta a formacéo de IP3 e a concentracdo de Ca?* de maneira
dose-dependente, desencadeando a liberacdo de catecolaminas (Takekoshi et al.
2001). Como nossos animais sao hiperleptinémicos e tém menor secrecdo de
catecolaminas adrenais, € possivel crer que, como observado a nivel central,
também exista uma resisténcia a leptina a nivel de medula adrenal.

O sistema nervoso simpatico contribui para a regulacdo do balanco de
energia aumentando a termogénese através da ativagdo do ADRB3 nos adipdcitos,
resultando na lipélise mediada por catecolaminas. O desenvolvimento da obesidade
pode estar relacionada de alguma forma a defeitos nos niveis de catecolaminas ou
a resposta do tecido adiposo a catecolaminas mediada pelos ADRB3 (Clement et al,
1995; Martins et al, 2004). No presente estudo, observamos nos machos adultos da
prole NIC, um aumento do contetdo do ADRB3 no TAV. Entretanto, a secrecdo de

catecolaminas € provavelmente menor no grupo NIC, face ao resultado in vitro,
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sugerindo uma diminui¢do da lipdlise no tecido adiposo. Uma provavel explicacao
para 0 aumento no conteuddo de ADRB3 seria a presenca de um mecanismo
compensatorio face a reducdo das catecolaminas, ja que é conhecido o efeito de

down-regulation exercido pela adrenalina sobre seu receptor.

4.3 Fémeas lactentes — 15 dias de idade

Observamos menor massa corporal nas fémeas da prole NIC durante os 15
dias da exposi¢cdo materna a nicotina que foi normalizada com a sua retirada. Esse
achado pode se dever ao conhecido efeito anorexigénico da nicotina que levaria a
menor ingestdo de leite reduzindo também o ganho de massa corporal. Estudos
demonstram que a subunidade a7 dos nAChRs esta envolvida com a reducdo do
ganho de peso e ingest&o alimentar (Marrero et al, 2009). E possivel entdo que as
fémeas apresentem maior concentracdo de a7 nAChRs do que machos, o que
justificaria 0 menor peso corporal observado nas fémeas NIC o que ndo ocorreu com
0s machos. Outra possibilidade seria a hiperleptinemia observada nas fémeas da
prole NIC aos 15 dias de vida, uma vez que este € um hormdnio anorexigénico e
tem acdo lipolitica. Diferente dos machos de mesma idade, a leptina sérica nas
fémeas lactentes parece ter seu papel preservado, visto que estas apresentam
hiperleptinemia e menor peso corporal. Como nédo verificamos alteracdo na
adiposidade central nas fémeas da prole NIC aos 15 dias de vida, supomos que a
hiperleptinemia seja devido a uma maior transferéncia de leptina pelo leite materno.
De fato, recentemente demonstramos maior conteddo de leptina no leite das mées
lactantes expostas a nicotina (Oliveira et al, 2010). Esta diferenca no estoque de
tecido adiposo entre filhotes machos e fémeas lactentes pode também ser explicado
pela normocorticosteronemia das fémeas, diferente dos machos lactentes que séo
hipercorticosteronémicos, pois 0 aumento de glicocorticoides possui acdo lipogénica

sobre o adipdcito visceral (Bjorntorp, 1991).

Um estudo demonstrou que ratos Wistar machos (desnutridos ou ndao na
lactacdo) tém maior massa corporal que fémeas na lactacdo (Nunes et al, 2002).
Ratos machos neonatos cujas méaes receberam nicotina por seis semanas antes do
acasalamento até o parto apresentaram diminuicdo da massa corporal ao

nascimento, o que nao foi observado nas fémeas recém-nascidas (Peters & Tang,
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1981). Recentemente nosso grupo demonstrou que filhotes de ambos os sexos de
maes que receberam racéo rica em linhaca na lactacdo, apresentaram diminuigéo
de triglicerideos séricos e da massa de gordura total ao desmame, apesar de terem
se tornado hiperleptinémicos (Figueiredo et al, 2009; Troina et al, 2010). Entretanto
0S machos apresentaram maior massa corporal (Figueiredo et al, 2009) enquanto as
fémeas apresentaram menor massa corporal (Troina et al, 2010). Esses resultados
demonstram a existéncia de diferenca entre géneros ja no inicio da vida, mesmo
guando ainda ndo ha influencia importante dos horménios sexuais.

Diferente dos machos lactentes da prole NIC n&o observamos alteracdo da
corticosteronemia, contetudo de catecolaminas ou expressao de TH nas fémeas da
prole NIC aos 15 dias de vida. Sugerimos que tal diferenca na funcao adrenal entre
0S sexos pode ser por conta da existéncia de diferentes subunidades que compde
0s receptores nicotinicos da medula adrenal de machos e fémeas. Ja foi
demonstrado a existéncia de uma grande heterogeneidade nos receptores
nicotinicos (Clement et al, 2000) bem como a existéncia de dimorfismo em areas
centrais que regula o eixo HPA (Madeira & Lieberman, 1995). Assim, € possivel que
a diferenca da corticosteronemia observada entre os sexos seja devido a diferenca
na estimulagao do eixo HPA, frente ao estimulo da nicotina. Ou ainda, assim como
h& diferenca entre receptores nicotinicos a nivel central, esteja ocorrendo também
na medula adrenal de forma que as subunidades dos receptores nicotinicos das
fémeas sejam menos sensiveis a nicotina do que os dos machos. Sabe-se que no
cérebro, a combinacdo das subunidades a2B2 dos nAChRs é mais sensivel a
nicotina do que a combinagdo das subunidades a3(B2 (Luetje & Patrick, 1991).
Assim, caso as fémeas apresentem mais subunidades a3B2 dos nAChR, isto
ajudaria a justificar as poucas alteracfes observadas nas fémeas cujas mées foram
expostas a nicotina em comparagcdo as alteracbes mais intensas detectadas nos

machos.

4.4 Fémeas programadas — 180 dias de idade

Oposto ao verificado nos machos adultos, as fémeas adultas da prole NIC
nao apresentaram alteracdo na massa corporal, MGV e leptinemia. Nosso resultado
de massa corporal diverge de outros estudos: Holloway et al, (2005) demonstraram

gue ratas Wistar com 180 dias de vida cujas maes receberam injecao subcutéanea de
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nicotina na gestacdo e lactacdo apresentam aumento da massa corporal além de
maior adiposidade; Chen & Kelly, (2005) também verificaram que ratas cujas as
maes receberam implante subcutaneo de pellet contendo nicotina durante a
gestacao, apresentaram aumento de massa corporal dos 35 até os 90 dias de vida.
Entretanto, € importante considerar que esses estudos diferem do nosso tanto em
relacéo ao periodo de exposicdo quanto a forma de administracao da nicotina.

As fémeas da prole NIC aos 180 dias de vida apresentaram aumento do
conteudo de leptina no musculo s6leo e menor contetdo de leptina no TAS o que
pode explicar a normoleptinemia observada nessas proles, uma vez que ja foi
demonstrada uma significativa expressao de leptina pelo mlsculo e que a massa
muscular é até maior que a de tecido adiposo (Trevenzoli et al, 2010).

As fémeas programadas pela nicotina materna apresentaram diminuicdo do
contetdo do ADRB3 no TAV na vida adulta. Essa diminuicdo da expressao desse
receptor ndo parece ter um efeito fisiolégico importante uma vez que estas fémeas
nao apresentam alteracdo neste depdsito de tecido adiposo. Acreditamos que a
sinalizacdo da adrenalina no TAV esteja normal ja que nao verificamos alteracéo na
sua massa, nem na funcdo adrenal das fémeas da prole NIC programadas pela
nicotina materna, apesar nao termos avaliado a secrecéo in vitro.

Martins et al (2004) demonstraram que camundongos fémeas tratadas
precocemente com glutamato monosaédico sdo programadas para a obesidade, além
de apresentarem menor conteldo de catecolaminas adrenais, menor secrecao de
catecolaminas estimulada por K*, menor expressdo de TH e DBH (enzimas
importantes na via de sintese das catecolaminas). Estes autores sugerem que a
obesidade encontrada nesse modelo de programacéo, tenha se desenvolvido pela
menor acao lipolitica das catecolaminas sobre o tecido adiposo. Visto que em nosso
estudo, as fémeas programadas pela nicotina apresentam conteudo de
catecolaminas adrenais e expressao de TH inalterados, é provavel que a secre¢ao
hormonal esteja também normal, uma vez que ndo observamos modificacdo de
massa corporal ou adiposidade visceral.

Como ja foi descrito que o 178 estradiol estimula a atividade da enzima TH, e
consequentemente a sintese de catecolaminas na medula adrenal (Yanagihara et al,
2005), é possivel que o fato do 17p estradiol normalmente ser maior nas fémeas
comparados aos machos adultos atenue a programacao de disfungdes na medula

adrenal nas fémeas.
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De fato, a exposicdo materna a nicotina ndo causou um grande impacto nas
fémeas quando comparadas as alteragdes observadas nos machos. Assim, como as
modificacdes nas fémeas lactentes foram mais amenas, a repercussao em longo
prazo também foi pouco exuberante nesta rata, pelo menos no que diz respeito a
programacdo do peso corporal, gordura central e fungdo adrenal. Nao se pode
deixar de considerar que a suposta menor ingestédo de leite materno pela fémea NIC
pode ter levado menor exposicdo ao principal fator programador, a nicotina atraves
do leite, atenuando assim a programacao das fémeas de mées expostas a nicotina.

Por outro lado, a maior resisténcia a programacao em fémeas se justifica do
ponto de vista evolutivo, visto que as modificagbes ambientais ndo passariam
totalmente para a prole, permitindo que proles que vivessem em ambientes
diferentes sofressem o efeito epigenético programador (imprinting) mais de acordo
com o ambiente externo do que com as condicbes maternas na gestacdo ou
lactacdo. Ja o macho sO ocasionalmente, atraves do imprinting parental, poderia
influenciar na hereditariedade de sua prole. Portanto, a programacao tornaria o
macho mais adaptavel ao ambiente, porém com menos chance de transmisséo para
a prole, ocorrendo o contrario na fémea, que seria menos adaptavel, mas que
transmitiria estes poucos efeitos mais efetivamente para sua prole, porque além do
imprinting parental, influenciaria a epigénese em sua prole durante toda a gestacao
e lactacdo. A diferenca na producao de horménios sexuais entre machos e fémeas,
sugerem que estes possam atuar como atenuadores ou exacerbadores da

programacao.

ANALISE FINAL DOS NOSSOS RESULTADOS

Demonstramos um dimorfismo sexual nas proles de maes expostas a nicotina
na lactacdo. As alteracdes observadas nos machos lactentes das proles NIC foram
mais pronunciadas e, portanto tiveram maior impacto no desenvolvimento de
distarbios em longo prazo estudados no presente trabalho.

Segundo a literatura, um grande numero de mulheres que interrompem o
habito de fumar na gestacéo, retorna ao tabagismo na lactacdo (McBride et al, 1990;
Roske et al, 2006; Thyrian et al, 2006; Hanndver et al, 2008). Erroneamente,
algumas lactantes fumam distante de seus filhos por acreditarem que desta forma os

efeitos deletérios do cigarro sdo evitados. Assim, supomos que a escolha do periodo
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de exposicdo materna a nicotina, isto é a lactacdo, seja 0 mais apropriado para
retratar o que frequentemente ocorre nos seres humanos no periodo neonatal que
sao expostos a poluicéo tabagica. Portanto, a relevancia do nosso estudo é o fato de
que tanto os dados epidemiologicos de exposicdo ao fumo quanto os dados
experimentais de exposi¢cdo ao tabaco/nicotina, avaliam o periodo de gestacdo e/ou
lactacdo simultaneamente, enquanto o nosso é especifico para a lactacdo. Além
disto, na maioria das vezes, os dados experimentais abordam somente o que ocorre
nos machos.

Acreditamos que o principal diferencial do nosso estudo foi o fato de
avaliarmos exclusivamente o periodo da lactacdo e focarmos a possibilidade de
existéncia do dimorfismo sexual. Demonstramos que ambos medula adrenal e tecido
adiposo funcionam de forma género dependente na programacdo pela nicotina,
tanto em curto prazo (na lactacdo, quando a nicotina esta presente no leite materno),
quanto em longo prazo (repercussdes na vida adulta). Portanto, a caracterizacao
das diferencas entre os géneros em nosso modelo experimental é relevante para
compreensao de como a exposicao involuntaria a nicotina e de forma indireta (via
leite materno) poderia repercutir em possiveis diferencas entre homens e mulheres
diante de uma situacdo de estresse e/ou luta e fuga, risco de hipertenséo arterial,

génese de obesidade ou diabetes.
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5 CONCLUSAO

Demonstramos como sdo complexos 0s mecanismos envolvidos na
programacao da funcédo da medula adrenal e dos adipécitos pela exposicdo materna
a nicotina no periodo critico da lactacao, interferindo distintamente em ambos os
sexos, em curto prazo (final da exposicdo) e em longo prazo (idade adulta). Assim
concluimos que:

e Os machos lactentes das proles NIC apresentaram maior adiposidade central,
engquanto as fémeas lactentes apresentaram diminuicdo da massa corporal no
periodo de exposicdo materna a nicotina. Apesar disto, verificamos
hiperleptinemia na prole NIC de ambos os sexos, sugerindo um papel
relevante da hiperleptinemia materna, transferindo mais leptina pelo leite para
suas proles.

e Na vida adulta, os machos programados exibiram maior massa corporal,
adiposidade central e hiperleptinemia, além de maior contetdo de leptina e
ADRB3 no TAV. J4 as fémeas programadas mostraram menor contetudo de
leptina no TAS e maior no musculo, que justifica a normoleptinemia, e menor
conteudo do ADRB3 no TAV, ressaltando o dimorfismo na programacao por
nicotina, que pode se dever ao imprinting da hipercosticosteronemia e da
maior MGV no macho.

e A corticosteronemia foi elevada nos machos das proles NIC em ambos os
periodos estudados. Na lactacao, sugerimos que os machos tenham maior
acumulo de catecolaminas na adrenal, embora menor sintese hormonal, pois
estes apresentaram maior contelddo de catecolaminas, porém menor
expressdo de TH. Quando adultos, os machos programados apresentaram
maiores conteludos de catecolaminas e TH, embora menor secrecdo de
catecolaminas in vitro. Nao observamos alteracbes da funcéo adrenal das
fémeas programadas pela exposi¢cao neonatal a nicotina.

e De uma forma geral, detectamos que as fémeas da prole NIC exibiram
alteracdes de menor magnitude em comparac¢ao aos machos, tanto durante o
periodo de exposi¢do a nicotina como na idade adulta, o que pode se dever a

diferentes processos evolutivos.
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content in adipocytes and muscle of male and female adult
offspring whose mothers were nicotine-treated during lactation. On
the 2nd postnatal day (PMN2), dams were subcutaneously implanted
with osmotic minipumps releasing nicotine (NIC - 6mg/Kg/day) or
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displayed relevant alterations in leptin content.
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5 1 Ab

2 Abstract

5 [ " C " = " [

& 2 Neonate male rats whose mothers were nicotine-treated during lactation have higher adiposity,
7

& 3 hyperleptinemia, hypercorticosteronemia, higher adrenal catecholamines, lower tyrosine hydroxylase
g

:? 4 (TH) and hypothyroidism. At adulthood, they present obesity, hyperleptinemia, leptin and insulin
12

13 5 resistance and hypothyroidism. Here, we evaluated the adrenal function and leptin content in
14

5 & adipocytes and muscle of male and female adult offspring whose mothers were nicotine-treated
1 7 during lactation. On the 2" postnatal day (PN2), dams were subcutaneously implanted with osmotic
20 8 minipumps releasing nicotine (NIC - 6mg/Kg/day) or saline for 14 days. Male and female offspring
were killed on PNIRD. Significant data were p<(.05. Male NIC offspring presented higher adrenal
o5 100 catecholamine content (+89% ) and TH expression (+38%), lower “in vitro™ catecholamine release (-
27 11 199:) and higher adrenergic B3 receptor (ADREB3, +39%) content in visceral adipose tissue (VAT).
Serum corticosterone was higher (+77%) in male NIC group, coherent with the increase of both
32 13 CRH and ACTH immunostaining in hypothalamus and pituitary, respectively. Leptin content was
34 14 higher in VAT (+23%), which may justify the observed hyperleptinemia. Female NIC offspring
57 15 presented lower ADRB3S content in VAT (-39%) and lower leptin content in subcutansous adipose
39 16 tssue (SAT) (-46%) but higher leptin content in soleus muscle (+229%), although leptinemia was
M 17 normal. We evidenced a sex dimorphism in the model of programming by maternal nicoting
44 18 exposure during lactation. The adrenal function in adult offspring was programmed only in male

46 19 offspring while the female offspring displayed relevant alterations in leptin content.

g1 21  Keywords: nicotine, catecholamine, corticosterone, leptin
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Introduction

The risk of developing chronic diseases during adult life may be influenced by exposure 1o
chemical pollutants andfor diets in early life that may interfere with or act as hormones. These
substances are known as endocrine disruptors [1.2]. Smoking during pregnancy is associated with
changes such as prematurity, low birth weight and placental changes, and after birth, alterations of
the respiratory system and neurclogical development of children [3]. We have previously
demonstrated that nicoting exposure during lactation affects the future endocrine-metabolic
development of the offspring [4,5], possibly acting as an endocrine disruptor. This phenomenon
characterized by alterations in early life that result in consequences or diseases at adulthood is known
as metabolic programming [6-8].

Studies with humans show that tobacco smoke affects the secretion of hormones such as
vasopressin, growth hormone, adrenocorticotropic hormone, cortisol, catecholamines and leptin [Y-
11]. Probably, the majority of these effects are mediated by nicotine, which is the main substance of
cigarette that causes dependence. It binds to nicotinic acetylcholine receptors exerting a dose-
dependent effect [12].

Both adrenal cortex and medullary functions may suffer influences of nicotine. It stimulates
the hypothalamic corticotropin-releasing hormone (CRH) secretion to the pituitary portal system
leading to a higher activation of the hypothalamus-pituitary-adrenal axis (HPA) and secretion of
glucocorticoids [13). The adrenal medulla has nicotinic receptors [14] in which acetylcheline and its
agonists, such as nicotine, bind and stimulate catecholamine synthesis and secretion [13,16]. The
synthesis is regulated mainly by the enzyme tyrosine hydroxylase (TH), which is activated by serine
phosphorylation [17].

Leptin is a peptide mainly secreted by white adipocytes but also by other tissues such as
placenta, mammary gland, muscle, and brain [18]). It has a crucial role in the regulation of body

weight, food intake and energetic expenditure [19,20]. Serum leptin may be changed in some
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1

2

3 | physiological states and diseases [21,22). Chronic stress also induces an increase in leptin levels,
5 [ " " " " " "

& 2 since glucocorticoids increase leptin expression and release [23]. Obese humans and animals present
7

& 3 hyperleptinemia caused by the large amount of adipose tissue [24]. But, not always can be
g

10 : . : . . . . . .
1y 4 established a direct relation between leptin content in adipose tissue and serum leptin levels. Leptin
12

13 3 stimulates both catecholamine synthesis and secretion, and catecholamines reduce leptin production,
14

15 g characterizing a negative fesdback betwesn these hormones [25,26]. It has been demonstrated a
1 7 reduction of plasma leptin in mice exposed to cigarette smoke [27], but female lactating rats who

20 8  were nicotine-exposed from the second to the fifteenth day of lactation have hyperleptinemia after

%g 9 nicoting withdrawal (21 days) [28].

24 . o

o5 10 We have demonstrated that suckling male rats whose mothers were nicotine-exposed from the
26

27 11 2 to the 15" day of lactation have increased visceral adipose tissue (VAT) with hyperleptinemia,
higher adrenal catecholamines and lower TH content at the end of maternal exposure [28]. At
32 13 adulthood, these animals present overweight, hyperleptinemia, leptin and insulin resistance and
34 14 hypothyroidism [4,29]. Thus, in the present study, our main objective was to evaluate the long-term
57 15 effects of maternal nicotine exposure exclusively during lactation in the adrenal function and leptin
a9 16 content in adipose tissue and muscle in adult male rat offspring. In addition, as stress hormone
sensitivity to nicoting is influenced by sex hormones [30], we also decided to evaluate those
44 18 parameters in the adult female offspring in order to have some insight on a possible sex dimorphism

46 19 inthis programming model.

47

48 4

49 20

50 .

g4 21 Materials and methods

52

53 22 Animals and treatment

54

gg 23 The use of the animals according to our experimental design was approved by the Animal
57

55 24  Care and Use Commitee of the Biclogy Institute of the State University of Rio de Janeiro
50

80 25 (CEUA/015/2009) that based its analysis on the principles adopted and promulgated by Brazilian
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Law n.® 11.794/2008. Experiments were conducted to minimize the number of animals and the
suffering caused by the procedures following the ethical doctrine of the three “Rs" - reduction,
refinement and replacement [31].

Wistar rats were kept in a temperature-controlled room (23 = 1°C) with artificial light-dark
cyele (lights on 07:00 h, lights off 19:00 h). Three month old, virgin female rats were caged with
male rats at the ratio of 3:1. After mating, each female was placed in an individual cage with free
access to water and food until delivery. On the 2 postnatal day (PN2), 24 lactating rats were
randomly assigned to one of the following groups: nicoting (NIC, n=12) and control (C, n=12). Litter
size was reduced to 6 pups to maximize the lactation potential. These lactating rats were divided into
2 different experiments according to the sex of the progeny. In the 1% experiment, dams were
separated in NIC and C, only with male pups (n=6 per group). In the 2™ experiment, dams were
separated in NIC and C, only with famale pups (n=6 per group). The use of single sex litters is
justified by the fact that in litters that have both sexes, male pups suck more milk than females,
compromising the programming effect. For nicotine or saline treatment, dams were lightly
anssthetized with thiopental, a 3x6 cm area on the back was shaved: and an incision was mads to
permit subcutaneous (s.c) insertion of osmotic minipumps (Alzet, 2ZML2, California, USA).
Minipump implantation occurred on PN2 because according to the manufacturer's recommendation,
it must be filled with the solution of interest and immersed in saline for 24 h to release substances
continuously and homogeneously. Pumps were prepared with nicotine free-base diluted in a saline
solution (NaCl 0.9%) to deliver an initial dose rate of & mg/kg of nicotine per day (during 14 days of
lactation), as previously described [4]. Nicotine exposure through subcutaneous osmotic minipump
infusion was used to aveid the adverse effects of nicotine peaks. Qur protocol produces plasma
nicoting levels of approximately 235 ng/mL, similar to those found in typical smokers [32]. The

incision was closed and mothers were permitted to recover in their home cages. Lactating control rats

()

Georg Thieme Publishers KG, Riidigerstralle 14, 70469 Stuttgart, Germany



Page 7 of 32 Manuscript Submitted to HMR

1

2

3 I were implanted with osmotic minipumps containing only saline solution, released for the same
5

& 2  period as rats in the experimental group.

7

8 3 From PN150 until PN180, the estrous cycle was evaluated in the female offspring of NIC and
g

:? 4 C groups by vaginal smears collected each morning. Only rats that showed a regular 4-3 days estrous
12

13 3 cyele were used in this study. Both C and NIC females were killed in diestrous.

14

:g & The four groups of offspring were killed at PNI80 by rapid decapitation. Blood, visceral
17

1g 7 adipose tissue (VAT), subcutaneous adipose tissue (SAT), soleus muscle and adrenal gland were
20 8  collected. Blood samples were centrifuged ( 1,000z, 4°C, 20 min) and serum was kept individually at
-20°C until leptin and corticosterone quantification assay. VAT was quickly excised and weighed for
o5 10 evaluation of the central adiposity (mesenteric, epidydimal, and retroperitoneal depots), and data
27 11 were expressed as g/100g of body weight [33,34].

Serum hormonal measurenents

a2 13 All measurements were performed by radicimmunoassay (RIA) in one assay; all samples were
34 14 analyzaed in duplicate.

57 13 Serum leptin concentrations were measured by a specific RIA kit (Linco Research Ine., St
39 16 Louis, MO, USA). This kit measures both rat and mouse leptin with an assay sensitivity of 0.5
47 ng/mL, and the intra-assay coefficient of variance was 6.9%.

44 1B Serum corticosterone was measured using a specific commercial RIA kit (ICN Biomedicals

46 19 Ine., Avrora, OH, USA) with an assay sensitivity of 30 ng/mL and an intra assay variation coefficient

4820 of 1%

48 7 ’

g1 21 Tissue catecholamine guantification

52

53 22 Right adrenal glands were homogenized in 10% acetic acid and centdfuged (1120g, 5 min)
54

2223 and supernatants were kept frozen for later amalysis. Total catecholamines (epinephrine and
57

55 24 norepinephrine) were quantified by the wihydroxyindole method [21]. Epinephrine was used as
50

80 25 standard. Briefly, 50 pL of the standard/supernatant were mixed with 250 gL of 0.5M buffer
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phosphate, pH 7.0, and 25 pL of 0.5% potassium ferricyanate, followed by incubation (20 min; ice
bath). The reaction was stopped with 500 pL of 60mg/ml ascorbic acid/ 3N NaOH (1:19 proportion).
Parameters used in the fluorometer ( Victor'; PerkinElmer) were 420 nm to excitation and 510 nm o
emission.
Catecholamine release assay
The “in vitre™ study was performed only in male offspring. Left adrenal glands were
weighed, and fresh isclated adrenal medullae were submitted to stimulus with caffeine. The increase
of cytosolic Ca"isa limiting factor for catecholamine secretion in chromaffin cells and Ca®* stores
mobilization 1s sensitive to caffeine [33). Thus, catecholamine release induced by this secretagozue
was assessed. The experiment was performed in culture cell plaes (96 wells) at 25°C, as described
previously [21,36]. After dissection, medullas were maintained in standard Krebs-HEPES solution,
pH 7.2, for | h. This solution contained (mM): 154.26 CI', 143.4 No™, 2.5 Ca™, 1.18 Mg™, 1.2 S0,
5.9 K7, 25 HEPES, and 0.5% BSA and glucose (85 mg/dL). Medullae were incubated for 5 min in
200 uL of Krebs solution to evaluate basal secretion. Next, medullae were stimulated by 25 puM
caffeine for 3 min (200 pLAwell). At the end of incubations, we added 20 pL of concentrated acetic
acid in the wells for better catecholamine conservation. Medium aliquots were collected and kept at -
20°C until catecholamine measurement by the trihvdroxvindole method as described above.
Adrenal gland morphology
The analysis of the morphology of the adrenal gland was performed only in male offspring.
Right adrenals were fixed in bouin solution for 48h and then, tissue was dehydrated, cleared, and
paraffin-embedded. Five micrometer-thick sections at the same level were obtained and stained with
Hematoxylin/Eosin. The plane of section corresponded with the one of the wider surface. Sections
were observed with an Olympus BX40 light microscope using 2.5x objective and digital images

were captured with an Optronics CCD video camera system. Calibration was checked regularly by
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1

2

3 I using slide micrometer [37]. Evaluations were done by blind experimenters that received adrenal
5

& 2 samples numbered from 1 to 12, without knowing the groups.

7

8 3 Western blotting analysis

g

:? 4 Samples of left adrenal gland, VAT, SAT and soleus muscle were immediately frozen in
12

13 3 liguid nitrogen after killing for western blotting assays [22,37]. We measured TH protein expression
'S & in adrenal, adrenergic B3 receptor (ADRB3) content in VAT as well as leptin protein expression in
1 7 VAT, SAT and muscle.

20 8 We homogenized one adrenal in 1 mL phosphate buffer (pH 7.4), containing | pL protease
inhibitor cocktail (1mg/mL each of aprotinin, leupeptin and trypsin inhibitor) for extracting protein.
o5 10 VAT and SAT (100mg) were homogenized in 700pL ice-cold lyses buffer (20 mM Tris-HCI, pH
27 11 7.4, 10 mM NaF, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% NP40 and (..1% SDS). For extracting protein of
the soleus muscle, 100mg of tissue were homogenized in 2mL of buffer (50 mM HEPES, | mM
a2 13 MgCI2, 10 mM EDTA, and 1% Triton X-100, pH 6.4). Inhibitor cockrail (1mg/mL aprotinin, 1
34 14 mg/mL leupeptin, and 1 mg/mL soybean trypsin inhibitor) was added in the lvses buffer at (. 1%.

g7 13 Adrenal homogenates were centrifuged at 4°C and 1120xg for 5 min; adipose tssues and
39 16 muscle homogenates were centrifuged at 4°C and 13200rpm for 23 min. Protein concentration of the
17 supernatants was determined using the BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific), and samples
44 18 were denatured in sample buffer (30mM Tris-HCL, pH 6.8, 1% SDS, 5% 2-mercaptoethanol, 109
46 19 glycerol, and 0.001% bromophenol blue) and heated at 95°C for 5 min. Supernatants were analyzed
200 by the SDS-PAGE methed. To detect TH, ADRB3 and actin proteins was used a 10%
§1 21 polvacrylamide gel and 10 pg of total proteins in each slot of gel; for the leptin detection, it was
22 used a 12% polyacrylamide gel and 20 pg of total proteins in each slot of gel, electroblotted in a

nitrocellulose membrane (Hybond P ECL membrane, Amersham Biosciences, London, UK.

Y

Membranes were incubated with TBS containing 3% of nonfat dry milk for %0 min to block

R A
th

]
L

nonspecific binding sites. Next, membranes were washed with TBS and incubated overnight with
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the following primary antibodies: anti-TH (Sigma-Aldrich, Saint Lows MO, USA, [:1.000); anti-
leptin (Sigma-Aldrich, Saint Louis MO, USA, 1:1.000); anti-ADRB3J (Santa Cruz Biotechnology,
Inc. Santa Cruz, CA, USA,1:1.000); and anti-actin (Santa Cruz Biotechnology, Ine. Santa Cruz, CA,
USA, 1:1.000). Furthermore, membranes were washed and incubated with appropriate secondary
antibodies conjugated to biotin (0.5% nonfat dry milk TBS diluted: Santa CruzBiotechnology) for 1
h at room temperature. Membranes were washed and incubated for | h at room temperature with
streptavidin horseradish peroxidase (HRP) conjugated (Zymed, San Francisco, CA, USA) in the
same dilution of the secondary antibody. Immunoreactive proteins were visualized by HRP substrate
(ECL-plus; Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA) and then exposed to X-ray film.
Finally, area and density of the protein bands were quantified by Image J 1.34s software (Wayne
Rasband NIH, Boston, MA, USA).

Immunohistochemisiry

The hypothalamic-pituitary axis was analyzed by corticotropin-releasing hormone (CRH) and
adrenccorticotropic hormone (ACTH) immunoreaction only in male offspring Anesthesia was
performed with thiopentobarbital. Animals were intracardially perfused with (.99 saline solution
followed by 4% paraformaldeshyde in 100mM phosphate buffer (pH 7.4) and then by 4%
paraformaldehvde plus 10% sucrose for crvoprotection. After dissection, tissues were immersed in
100mM phosphate buffer containing 209 sucrose, overnight at 4°C. Brains and pituitaries were
sectioned at 20um on a cryotome at -20°C in gelatinized slides. Hypothalamus sections were
collected according to Paxinos and Watson [38].

Sections were treated with a (0.3% PBS-Triton X-100 solution, followed by incubation with a
blocking solution (5% bovine serum albumin) for | h at room temperature. Then, sections were
submitted to immunolabeling with primary antibodies, overnight at 4°C: hypothalamus sections were
incubated with anti-CRH (rabbit polyclonal antibody, diluted 1:100 from Abcam Inc; Cambridge,

MA, USA); and pituitaries with anti-ACTH (mouse moneclonal antibody, diluted 11100 from Santa
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1

2

3 I Cruz Biotechnology Inc: CA, USA). Immunoreaction was visualized by incubation with the
5

& 2 appropriated secondary antibody for 1h at room temperature: donkey anti-rabbit conjugated with
7

& 3 Alexa Fluor 488 or donkey anti-mouse conjugated with Alexa Fluor 555 (Invitrogen, Molecular
g

:? 4 Probes, Oregon USA). After rinses with PBS, sections were counterstained with DAPI (from Sigma,
12

13 5 MO, USA - diluted 1:3000). Slides were rinsed and mounted in ProLong Gold antifading reagent
14

b nvitrogen, Molecular Frobes, Oregon . In control procedures, omission of the primary
56 (lovi Molecular Probes, O Usa). 1 | proced 1881 f the pri
17 . . L . . . .

1 7 antibodies with inclusion of the secondary antibody produced no labeling. Image capturing was
19

20 8  performed with Microscope Confocal LSM 510 META — ZEISS and original color images were
21

%g 9 converted to gray scale images, by using ZEN software from ZEISS microscopy confocal.

24

o5 10 Stavistical analvsis

26

i; 11 Data are expressed as mean = SEM. The programming effect was separately evaluated
233 12 between male and female progeny, and groups were compared using Student’s unpaired t-test. Graph
3

32 13 Pad Prism 4.0 Software (Graph Pad Software, La Jolla, CA, USA) was used to perform the analysis.
33

g‘; 14 Results were considered significant when p<(0.05. We studied 2 offspring from each mother (12 pups
38

57 153 per group). However, for the analyses, litter was used as the experimental unit so that we considered
38

39 16 the average of values from rats of the same litter; except for morphology, western blotting and
40

j; 17 immunohistochemical procedures (only one offspring per group was used).

43

44 18

45

46 19 Results

47

j‘g 20 NIC male offspring showed a higher relative content of catecholamines (+89%, p<(.03, fig
50

51 21 I1B) and TH content in the adrenal medulla (+38%, p<0.03, fig 1C) compared to controls, but without
52

gﬁ 22 changing the adrenal weight (fiz 1A). Concerning female offspring, no change was observed in
55

s 23 adrenal mass, adrenal catecholamine content or expression of TH in adrenal medulla (fig 1D, fig 1E
57

58 24 and fig 1F, respectively).

50

B0
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Since the male offspring exhibited changes in adrenal parameters, we decided to analyse the
“in vitro" catecholamine release in isolated adrenal medulla(fig 2) and the gland morphology (fig 3),
only in NIC and C males. The basal catecholamine secretion was unchanged in the NIC group (fig
2A), however the catecholamine secretion stimulated by caffeine was lower in these animals
compared to controls (-19%, p<0.03, fig 2B). NIC male offspring did not present changes in
morphology of adrenal gland (fig 3A), adrenal total area (fig 3B) and adrenal medullary area (fig
ic).

NIC male offspring showed higher serum corticosterone (+77%, p<0.03) compared 1o
controls as depicted in table 1 while the NIC female offspring did not present changes in
corticosterone levels. Concomitantly with the increase of corticosterone in NIC males, CRH
immunostaining was presented in paraventricular nucleus of hypothalamus, mostly in the dorsal zone
of the medial parvicellular part, according to Simmons and Swanson [39). These animals displayed
higher staining (Fig.4B), and the CRH-positive fibers were apparently thicker but smaller (Fig.4D)
compared to the control group (FigdC). In pititary, apparently, NIC male group had a larger group
of cells with increased immunoreactivity (Fig. 3B and 5D) compared to controls (Fig. 5A and 5C).

NIC male offspring presented higher ADRB3 expression in VAT (+39%, p<0.03, fig 6A)
while the NIC female offspring presented lower expression (-39%, p<(.03, fig 6B) compared to its
respective controls.

The NIC male offspring showed higher content of leptin in VAT (+23%, p<0.03, fig 7A) and
no changes in SAT (fiz 7B) or soleus muscle (fig 7C), while the NIC female offspring showed no
change in leptin content in VAT (fig 7D), lower leptin content in SAT (-46%, p<0.03, fiz. TE) and
higher leptin content in soleus muscle (+22%, p<0.03, fig 7F).

Corroborating our previous data, the NIC male offspring displayed higher VAT mass with

consequent hyperleptinaemia (+33% and +41%, respectively, p<(L03; table 1). However, the NIC
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1

2

3 I female offspring displayed no change in VAT mass and serum leptin compared to control group
5

g 2 (table 1).

7

g 3

g

:? 4 Discussion and conclusions

12

13 3 To our knowledge, there are few experimental studies that focuses on smoking or nicotine
14

15 6 effects exclusively during the lactation period. In fact, it was shown that many women stop smoking
1 7 during pregnancy [40], but most of them returns to smoke during lactation [41,42]. During lactation,
20 8 nicotine is transferred into breast milk and cause tachycardia in the offspring due to increased
adrenergic action [43). The major findings of the present study were the gender-dependent changes
o5 10 in adrenal function and leptin expression during the adult life of the progeny programmed by
27 11 postnatal nicotine exposure.

In adult males, we observed higher “in vivo™ catecholamine content, higher TH content, and
32 13 lower “in vitro” catecholamine secretion after caffeine stimulation. We suggest that higher TH
34 14 content may lead to higher synthesis of catecholamines. TH has a key central role in the
57 13 catecholamine synthesizing pathway. Leptin increases both expression and phosphorylation of this
3y 16 enzyme in cultured bovine adrenal medullary cells [44]. We have already shown that exogenous
administration of leptin during lactation leads to increased catecholamines and TH content in early
44 18 life and programs the offspring for increased catecholamines and adrenal TH content [21].
46 19 Correborating our previeus data [4], male NIC offspring has hyperleptinemia at weaning and
48 39 adulthood, which may be stimulating the expression of TH and consequently the adrenal

g4 21 catecholamine synthesis. We have previously demonstrated that neonate male rats whose mothers

52

. . d = . . . .
53 22 were exposed to nicotine from 2™ to 15" day of lactation have higher serum leptin, catecholamine
54
55 . . .
55 23 content, lower TH expression and higher serum corticosterone at the end of maternal exposure [28],
57 ) ) o ) o ) )
55 24 evidencing an acute effect of nicotine. Thus, this adrenal dysfunction in early life may partly explain
50
80 25 the changes in adrenal function that we detected in the male offspring at adulthood.
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The increase of cytosolic calcium is a determinant factor for catecholamines secretion in
chromaffin cells. It has been reported that both caffeine and inositol-trisphosphate (IP3) are potent
mobilizers of intracellular caleium stores [35]. Despite the higher adrenal catecholamine and TH
content in male offspring, strongly suggesting an increase in the catecholamine synthesis, we
observed lower secretion when isolated medullae were stimulated by caffeine, showing that synthesis
and secretion are events independently regulated in this tissue. It 8 possible that the higher
catecholamine content in the adult male NIC group is a consequence of both higher synthesis and
lower release resulting in accumulation of catecholamines in the gland. However, as serum
adrenaline was not measurad, we cannot discard a possible higher “in vivo” catecholamine secretion,

reducing the secretory “pool™ in the isolated gland. In addition, it should be considered that we have
evaluated only caffeine as a secretagogue and we cannot affirm how the secretion profile would be in
the presence of other stimulators such as acetylcholine or leptin. Leptin increases Ca’* concentration
and IP3 formation in a dose-dependent manner in adrenal medullary cells [45]. In fact, in a
programming model of neonatal hyperleptinemia, it was shown higher basal and caffeine-stimulated
catecholamine release. These adrenal hyperfunction was associated with both higher systolic blood
pressure and heart rate in adult programmed rats [21]. Morsover, in the same moedel, catecholaming
response to leptin stimulation is lower in the programmed animal, which has higher catecholamine
and TH expression, suggesting that the stimulatory programming effect i1s through the central action
of leptin on the autonomeus nervous systam.

Considering the relationship between catecholamines and cardiovascular parameters/function
we can suggest that neonatal exposure to nicotine may partially contribute to the development of
cardiovascular disease in later life through the stimulation of the adrenal medullary function
(although adult progeny presents lower “in vitro” catecholamine release). It has also been shown an

increased risk of hypertension in children whose mothers smoked during pregnancy [46]. Maternal

smoking causes an increase in catecholamines levels in the amniotic fluid, suggesting that fetal
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1

2

3 I adrenergic activation results from fetal hypoxia and/or from a direct effect of nicotine on the fetal
5 " = [ " [ "
& 2 adrenergic system [47]). It was also reported higher plasma adrenaline and lower leptinemia in
7

8 3 smokers after each smoked cigarette [48] and an experimental study showed that chronic
g

:? 4 administration of nicotine increased in a dose-dependent manner the activity and expression for TH
12

13 5 [49,50].

14

:g & The sympathetic nervous system contributes to the regulation of the energy balance by
17

1 7 increasing thermogenesis and reducing far storage through ADRB3 activation, which results in
20 8 lipolysis mediated by catecholamines. Obesity development and/or maintenance are somehow
related to defects in catecholamine levels or catecholamine response in adipose tissue via ADRE3
o5 10 [51,32]. In the present study, we found that ADRE3 content in adipocyies were higher in male
27 11 offspring exposed to nicotine during lactation. However, catecholamine secretion 1s lower in this
group, suggesting a decrease of lipolysis in adipose tissue. On the other hand, the higher ADRE3
32 13 expression would be a compensatory mechanism to the lower catecholamines levels. Supporting our
34 14 argument, in the present study, we confirmed the higher VAT that had already been observed by
57 13 Oliveira er af [4]. Moreover, we observed higher leptin content in VAT probably by increasing leptin

a9 16 expression, which is expected for a hypertrophic adipocyte [29]. These alterations justify, at least in

j;: 17 part, the hyperleptinemia found in our experimental model.

43

44 1B Regarding the HPA axis, corticosterone level was increased in male NIC offspring, which is
45

46 19 consistent with the higher CRH staining in paraventricular nucleus of hypothalamus and higher
48 3)  ACTH staining in pitwitary gland. In fact, individuals with higher wvisceral adiposity showed

g1 21 hypercorticosteronemia due to an increase of HPA axis activation [53,54]. The VAT constitutes an

% 22 important site for glueocorticoid clearance because of the 11-f-hydroxysteroid dehydrogenase type 1
gg 23 that has a lipogenic activity, converting 1l-dehydrocorticosterone into the active hormone
g; 24 corticosterone to supply local demand [55]. This helps to explain the higher VAT observed in adult
50

80 25 male NIC offspring, and also the hypercorticosteronemia.

Georg Thieme Publishers KG, Riidigerstralle 14, 70469 Stuttgart, Germany



[ e R e 5 =S % 5

R A

[

L

93

Manuscript Submitted to HMR Page 16 of 32

Concerning adult female offspring programmed by neonatal nicotine exposure, it is
interesting to note that NIC group had regular 4-5 days estrous cycle as well as the controls female,
suggesting that probably the nicotine programming did not alter the reproductive system. However,
tissue leptin content was programmed by nicotine in females. The increase in leptin content in soleus
muscle and lower leptin content in SAT may explain the normal leptinemia present in NIC females,
since it has been shown a significant production of leptin in muscle [22]), and that could
counterbalance the lowsr in SAT production. Independent of adiposity, clinical studies show that
serum leptin is higher in women than in men [36,57]. Our study corroborates these previous studies,
since the female offspring have higher leptin levels than male offspring, regardless of the males have
a higher visceral fat. Contrary to what was observed in males, the adrenal function was unchanged in
NIC female offspring, evidencing a sex-related difference in our programming model. The ADRE3
expression in VAT was lower in NIC female offspring although the VAT mass was normal. Thus, it
seems that the reduction of ADRB3 has no impact upon lipolysis, at least in the age evaluated in this
study. Compared to the programmed phenotype of adult NIC male offspring, the changes observed in
females seam to be less marked and this could be due to protective effects of endogenous estrogen
[38]. For instance, it has been demonstrated obesity and the emergence of dissases such as
cardiovascular diseases in women during menopause, when estrogen levels decrease significantly
[59].

In summary, we have demonstrated a sex dimorphism in adult progeny whose mothers were
exposed to nicotine during lactation. Only in male offspring, adrenal function was programmed by
postnatal nicotine exposure. The main alteration in female offspring was the leptin production.
Possibly the resistance to the programming effects observed in the female is an evolutionary
advantage because the environmental changes are not fully ransmited to the offspring. We conclude

that, through the effects of nicotine, maternal smoking during lactation can be a risk factor for
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1

2

3 I development of later obesity and cardiovascular dysfunction in the male progeny, which i1s more
5

& 2 sensitive to the imprinting by nicotine.

7

8 3

g

:? 4 List of references

12

13 5 ' Grun F, Blumberg B. Environmental obesogens: organotins and endocrine disruption via nuclear
14

:g 6 receptor signaling, Endocrinelegy 2006; 147: S50-853

17

w7 * Tabb MM, Blumberg B. New modes of action for endoerine-disrupting chemicals, Mol Endocrinol
20 8 2006; 20: 475-482

* Walsh RA. Effects of maternal smoking on adverse pregnancy ocutcomes: examination of the criteria
o5 10 of causation, Human Biology: an International Record of Research 1994; 6: [059-1092

27 11 * Oliveira E, Moura E, Santos-Siiva A, Fagundes AT, Rios AS, Abreu-Villaga Y, Nogueira Neto JF,
Passos MC, Lisboa PC. Short and long-term effects of maternal nicotine exposure during lactation

32 13 on body adiposity, lipid profile and thyroid function of rat offspring, 1 Endocrinol 2009; 202: 397-

3414 405

35

2? 15 ¥ Santes-Silva AP, Mouwra EG, Pinheiro CR, Rios AS, Abreu-Villaga ¥, Passos MC, Qliveira E,
38

a9 16 Lishoa PC. Neonatal nicotine exposure alters leptin signaling in the hypothalamus-pituitary-thyroid
M 17 axis in the late postnatal period and adulthood in rats, Life Sci 2010; 87: 187-195

44 1B ¢ Barker DI. The developmental origins of adult disease, Eur ] Epidemiol 2003; 18: 733-736

46 19 7 Mowra EG, Passos MC. Neonatal programming of body weight regulation and energetic

48 o metabolism, Biosci Rep 2003; 25: 251-269

g? 21 *de Mowra EG, Lishoa PC, Passos MC. Neonatal programming of neuroimmunomodulation role of
E 22 adipocytokines and neuropeptides, Neuroimmunomodulation 2008; 15: 176- 188

g’g 23 % Grassi G, Seravalle G, Calhoun DA, Bolla GB, Giannattasio C, Mara M, Del Bo A, Mancia .
g; 24 Mechanisms responsible for sympathetic activation by cigarette smoking in humans, Circulation
50

60 25 1994; 90: 248-253

Georg Thieme Publishers KG, Riidigerstralle 14, 70469 Stuttgart, Germany



[ e R e 5 =S % 5

R A

[

L

95

Manuscript Submitted to HMR Page 18 of 32

" Walker JE, Colling LC, Rowell PP, Goldsmivh LJ, Moffare RS, Stamford BA. The effect of smoking

on energy expenditure and plasma catecholamine and nicotine levels during light physical activity.
Nicoting Tob Res 1999; 1: 365-370

"' Yeh J, Barbieri RL. Twenty four h urinary free cortisol in premenopausal cigarette smokers and
nonsmokers, Fertl Steril 1989; 52: 1067-1069

12 Breese CR, Marks MJ, Logel J, Adams CE, Sullivan B, Colling AC, Leonard 5. Effect of smoking
history on [3H |nicetine binding in human postmortem brain, J Pharmacol Exp Ther 1997; 282: 7-13
14 FPauly JE, Grun EU, Colling AC. Tolerance to nicotine following chronic treatment by injections: a
potential role for corticosterone, Psychopharmacology 1992; 108: 33-39

' Sala F, Nistri A, Criado M. Nicotinic acetylcholine receptors of adrenal chromaffin cells, Acta
Physiol (Oxf) 2008; 19: 203-212.

13 Hiremagalur B, Nankova B, Nitahara J, Zeman R, Saobban EL. Nicotine increases expression of
tyrosine hydroxylase gene. Involvement of protein kinase A-mediated pathway, I Biol Chem 1993;

268: 23704-23711

' Slotkin TA, Seidler FJ. Acute and chronic effects of nicotine on synthesis and storage of

catecholamings in the rat adrenal medulla, Life Sc 1975; 16: 1613-22

" Hayeock JW. Phosphorylation of tyrosine hydroxylase in situ at serine 8, 19, 31, and 40, 1 Biol
Chem 1990; 265: 11682-11691

' Ahima RS, Saper CB, Flier JS, Elmguist JK. Leptin regulation of neurcendocrine systems. Front
Neurcendocrinol 2000; 21: 263-307

" Friedman JM, Halaas JL. Leptin and the regulation of body weight in mammals, Nature 1998;
395: 763-770

* Sahu A Leptin signaling in the hypothalamus: emphasis on energy homeostasis and leptin

resistance, Front Neurcendocrinol 2003; 24: 225-253

Georg Thieme Publishers KG, Riidigerstralle 14, 70469 Stuttgart, Germany



Page 19 of 32 Manuscript Submitted to HMR

1

2

3 | 2 Trevenzoli {H, Valle MMR, Machade FB, Gareia BRMG, Passos MCF, Lisboa PC, Moura EG.
5

& 2 Neonatal hyperleptinaemia programmes adrenal meduollary function in adult rats: effects on
7

& 3 cardiovascular parameters, ] Physiol 2007; 580: 629-637

g

:? 4 P Trevenzoli IH, Rodrigues AL, Qliveira E Thole AA, Carvalho L, Figueiredo MS Toste FP, Neto
12

13 3 JE Passos MC, Lisboa PC, Moura EG. Leptin treatment during lactation programs leptin synthesis,
14

:g 6 intermediate metabolism, and liver microsteatosis in adult rats, Horm Metab Res 2010b; 42: 483-490
17 .

w7 2 Malendowicz LK, Rucinski M, Belloni AS, Ziolkowska A, Nussdorfer GG, Leptin and the
19

20 8 regulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis, Int Rev Cytol 2007; 263: 63-102

21

%g 9 * Considine RV, Sinha MK, Heiman ML, Kriauciunas A, Stephens TW, Nyce MR, Ohannesian JP,
24

a5 10 Marco CC, MeKee LS, Bawer TL, Carp JF. Serum immunoreactive-leptin concentrations in normal-
26

27 11 weight and obese humans, N Engl J Med 1996; 334: 292-205

28

233 12 *F Takekoshi K, Motooka M, Isobe K, Nomura F, Manmolku T, Ishii K, Nokai T, Leptin directly
3

a2 13 stmulates catecholamine secretion and synthesis in cultured porcine adrenal medullary chromaffin
33

g‘; 14 cells, Biochem Biophys Res Commun 1999; 261: 426-431

2? 15 * Del Rio G. Adrenomedullary function and its regulation in obesity. Int J Obes Relat Metab Disord
38

g 16 2000; 24: S89-591]

40

j}z 17 % Chen H, Vighos R, Bezinovskil 8, Jones J, Anderson GP, Morris MJ. Effect of short-term cigaretie
43

44 18 smoke exposure on  body weight, appetite and brain  newropeptide Y in  mice,
45

46 19 Neuwropsychopharmacology 2004; 30: 713-719

47

j’g 20 ¥ Oliveira E, Pinheiro CR, Santas-Silva AP, Trevenzoli IH, Abreu- Villaga ¥, Nogueira Neto JF, Reis
50

g1 21 AM, Passos MC, Moura EG, Lisboa PC. Nicotine exposure affects mother's and pup's nutritional,
52

53 22 biochemical, and hormonal profiles during lactation in rats. J Endocrinol 2010b; 205: 159-170

54

g’g 23 Oliveira E, Moura E, Santos-Silva A Pinheiro CR, Lima NS, Nogueira Neto JF, Nunes-Freitas AL,
57

g5 24 Abrew-Villaga ¥, Passes MC, Lisboa PC. Neonatal nicotine exposure causes insulin and leptin
50

B0

Georg Thieme Publishers KG, Riidigerstralle 14, 70469 Stuttgart, Germany

96



[ e R e 5 =S % 5

R A

[

L

97

Manuscript Submitted to HMR Page 20 of 32

resistance and inhibits hypothalamie leptin signaling in adult rat offspring, ] Endocrinol 2010a; 206:
53-63

U Faraday MM, Blakeman KH, Grunberg NE. Strain and sex alter effects of stress and nicotine on
feeding, body weight, and HPA axis hormones, Pharmacol Biochem Behav 2005; 80: 577-389
3'Marque.¢ RG, Morales MM, Petroianu A, Brazilian law for scientific use of animals, Acta Cir Bras
2009; 24: 69-74

32 Lichtensteiger W, Ribary U, Schlump FM, Odermatt B, Widmer HR. Prenatal adverse effects of
nicoting on the developing brain. Progr Brain Res 1988; 73: 137-157

F Toste FP, Moura EG, Lisboa PC, Fagundes AT, Oliveira E, Passos MCF. Neonatal leptin
treatment programmes leptin hipothalamic resistance and intermediary metabolic parameters in adult
rats, Br ] Nutr 2006; 95: 83(0-837

M Fagundes AT, Moura EG, Passos MC, Oliveira E, Toste FP, Bonomo [T, Trevenzoli [H, Garcia
M, Lishoa PC. Maternal low-protein diet during lactation programmes body composition and
glucose homeostasis in the adult rat offspring, Br J Nutr 2007; 98: 922-928

4 Inoue M, Sakamote ¥, Fujishiro N, lmanaga [, Ozaki 5, Prestwich GD, Warashing A.
Homogensous Ca2+ stores in rat adrenal chromaffin cells, Cell Caleium 2003; 33: 19-26

e Fagundes AT, Mouwra EG, Passes MC, Santos-Sithva AP, Oliveira ED, Trevenzoli [H, Casimire
Lopes G, Nogueira-Neto JF, Lisboa PC. Temporal evaluation of body composition, glucose
homeostasis and lipid profile of male rats programmed by maternal protein restriction during
lactation, Horm Metab Res 2009; 41: 866-873

T Trevenzoli IH, Pinheiro CR, Conceipdo EP, Oliveira E, Passoy MC, Lisboa PC, Moura EG.
Programming of rat adrenal medulla by neonatal hyperleptinemia: adrenal morphology,
catecholamine secretion, and leptin signaling pathway, Am J Physiol Endocrinol Metab 2010a; 298:

EQ41-949

Georg Thieme Publishers KG, Riidigerstralle 14, 70469 Stuttgart, Germany



Page 21 of 32 Manuscript Submitted to HMR

1

2

3 I * Paxinos (7, Warsen C. The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates. Academic Press, New York.
2 2 1998 4" edition.

E 3 ¥ Simmons DM, Swansen LW. Comparison of the Spatial Distribution of Seven Types of
:? 4 Neurcendocrine Neurons in the Rat Paraventricular Nucleus: Toward a Global 3D Model, 1 Comp
:g 5 Neurol 2009; 516: 423-44]

14

:g 6 Giglia B, Binns CW, Alfonse H. Maternal cigarette smoking and breastfeeding duration, Acta
177 paediarr 2006; 95: 1370-1374

é; 8 Y MeBride CM, Pirie PL. Postpartum smoking relapse, Addict Behav 1990; 15: 165-168

%g 9 * Hanndver W, Thyrian JR, Ebner A, Riiske K, Grempler J, Kithl R, Hapke U, Fusch C, John U.
i‘; 10 Smoking during pregnancy and postpartum: smoking rates and intention to quit smoking or resume
%E 11 after preznancy, | Womens Health (Larchmt) 2008; 17: 631-640

233 12 * Narayvanan U, Birru S, Vaglenova J, Breese CR. Nicotinic receptor expression following nicotine
;; 13 exposure via maternal milk, Neuroreport 2002; 13: 961-963

EE 14 * Utsunomiva K, Yanagihara N, Tachikawa E, Cheah T8, Kajiwara K, Toyvohira ¥, Ueno S, Izini F.
2? 15 Stimulation of catecholamine synthesis in cultured bovine adrenal medullary cells by leptin, 1
gg 16 Neurcochem 2001; 76: 926-934

40

j}z 17 " Takekoshi K, Ishii K, Kawakami Y, Isobe K, Nanmokue T, Nokai T. Ca(2+) mobilization, tyrosine
ﬁ 18 hydroxylase activity, and signaling mechanisms in cultured porcine adrenal medullary chromaffin
EE 19 cells: effects of leptin, Endocrinology 2001; 142: 290-298

j’g 20 % Bigke KV, Gurrin LC, Evans SF, Beilin LJ, Landau LI, Stanley FJ, Newnham JP. Maternal
g? 21 cigarette smoking during pregnancy, low birth weight and subsequent blood pressure in early
E 22 childhood. Early Hum Dev 2000; 57: 137-147

gg 23 Y Divers WA, Wilkes MM, Babaknia A, Yen §5. Maternal smoking and elevation of catecholamines
g; 24 and metabolites in the amniotic fluid. Am J Obstet Gynecol 1981; 141: 625-628

gg

Georg Thieme Publishers KG, Riidigerstralle 14, 70469 Stuttgart, Germany

98



[ e R e 5 =S % 5

R A

[

L

99

Manuscript Submitted to HMR Page 22 of 32

* Reseland JE, Mundal HH, Hollung K, Hawugen F, Zahid N, Anderssen SA, Drevon CA. Cigaretie
smoking may reduce plasma leptin concentration via catecholamines. Prostaglanding Leukot Essent
Fatty Acids 20035; 73: 43-49

*® Sun B, Sterfing RC, Tank WA. Chronic nicotine treatment leads to stimulation of tyrosine
hydroxylase gene transcription rate in rat adrenal medulla, I Pharmacol Exp Ther 2002; 304: 575-
588

A Hiremagalur B, Sabban EL. Nicotine elicits changes in expression of adrenal catecholamine
biosynthetic enzymes, neuropeptide Y and immediate early genes by injection but not continuous
administration, Brain Res Mol Brain Res 1995; 32: 109-115

' Clement K, Vaisse C, Manning 8S, Basdevant A, Guy-Grand B, Ruiz J, Silver DK, Shuldiner RA,
Froguel P, Strosberg DA, Genetic variation in the B3-adrenergic receptor and an increased capacity
to gain weight in patients with morbid obesity, N Engl ] Med 1995; 333: 352-354

2 Marting AC, Souza KL, Shio MT, Mathias PC, Lelkes PI, Garcia RM. Adrenal medullary function
and expression of catecholamine-synthesizing enzymes in mice with hypothalamic obesity, Life Sci
2004; T4: 3211-3222

* Marin P, Darin N, Amemiva T, Andersson B, Jern 5, Bjirntorp P. Cortisol secretion in relation to
body fat distribution in obese premenopausal women, Metabolism 1992; 41: 882-886

* Rosmond B, Dallman MF, Bjérntorp P. Stress-related cortisol secretion in men: relationship with
abdominal obesity and endocrine, metabeolic and hemodynamic abnormalities, 1 Clin
Endocrinol Metab 1998; 83: 1853-1839

35 Livingstone DE, Jones GC, Smith K, Jamieson PM, Andrew K, Kenvon CJ, Walker BR.
Understanding the role of glucocorticoids in obesity: tissue-specific alterations of corticosterone

metabolism in obese Zucker rats, Endocrinology 2000; 141: 560-363

Georg Thieme Publishers KG, Riidigerstralle 14, 70469 Stuttgart, Germany



Page 23 of 32 Manuscript Submitted to HMR

1

2

3 I * Couillard C . Mauriégge P, Prud'homme D, Nodeau A, Tremblay A, Bouchard C,  Després JP.
5

& 2 Plasma leptin concentrations: gender differences and associations with metabolic risk factors for
7

8 3 cardiovascular disease, Diabetologia 1997 40 1178-1184

g

:? 4 1 Hassink §G, Shesiow DV, de Lancey E, Opentanova [, Considine RV, Care JF. Serum leptin in
12

13 3 children with obesity: relationship to gender and development, Pediatrics 1996; 98: 201-203

14

:g 6 ™ Mendelsohn ME, Karas RH. The protective effects of estrogen on the cardiovascular system,
17

g 7 NEnglIMed 1999; 340: 1801-1811

19

20 8 % Lovejoy JC. The menopause and obesity, Primary Care 2003; 30: 317-325

21

22

23 9

24 i

25 100 Legends of tables and Figures

26

27 11 Figure 1: Photomicrographs of adrenal morphology. Sections of adrenals from C and NIC male
28

gg 12 offspring at PNI180. Staining was performed with Hematoxylin-Eosin (HE) and images were
3

32 13 captured at 2.5x objective. Cortex (C) and medullary (M) regions are identified in the pictures (A).
33

g; 14 Total adrenal area (B) and adrenal medullary area (C) are presented graphically. Values expressed as
% -

a7 13 mean =SEM (n=06 per group).

38

3 s

40

41

4» 17 Figure 2: Effect of neonatal nicotine exposure on catecholamine synthesis. Mass of right adrenal
43

44 18 (A), relatve content of total catecholamines (B) and content of TH (C) in adrenals from male
45

j?! 19 offspring at PN 180 whose mothers received nicotine or saline during lactation. Mass of the right
48

40 20 adrenal (D), relative content of total catecholamines (E) and content of TH (F) in adrenals from
50

51 21  female offspring at 180 days old whose mothers received nicotine or saline during lactation. Actin
52

gﬁ 22 content was used as control loading. Values expressed as mean = SEM (n=12 per group). *
55

56 23 Significantly different from C group of the same gender; p<0.03, using student t-test.

57

8 24

50

B0

Georg Thieme Publishers KG, Riidigerstralle 14, 70469 Stuttgart, Germany

100



WD - O R s L3 RO s
[

L

R A
o A

]
L

101

Manuscript Submitted to HMR Page 24 of 32

Figure 3: Effect of neonatal nicotine exposure on adrenal medullary catecholamine in vitro
secretion. Basal catecholamine release (A) and caffeine-stimulated catecholamine release (B) after 3
min of caffeine (25 pM) incubation. Medullae were isolated from male rats at PN180 whose mothers

received nicotine or saling during lactation. Values expressed as mean = SEM i(n=12 per group).

#p<l).03.

Figure 4: CRH immunostaining in paraventricular nucleus of hypothalamus. Confocal
multichannel images of CRH (green) immunoreaction, counterstained with DAPI (blue). Delimitated
area in A and B corresponds to the dorsal zone of the medial parvicellular part of paraventricular
nucleus. A/C — control male offspring:  B/D — NIC male offspring. NIC group showed a higher
staining (in B). In higher resolution, CRH-positive fibers were apparently thicker but smaller {arrows

in D) in comparison to control group (arrows in C); n=06 per group. 3V: Third ventricle. Calibration

bars: A-B = 200um; C-D = S0um.

Figure 5: ACTH immunostaining in pituitary gland. Confocal multichanne! images of ACTH
(red) immunoreaction, counterstained with DAPI (blue). A/C — control male offspring; B/D - NIC
male offspring. In higher resolution, note a larger group of cells with increased immunorsactivity in
NIC group (D) in comparison to control group (C): n=6 per group. Calibration bars: A-B = 200pm;

C-D = 50um.

Figure 6: Effect of neonatal nicotine exposure on ADRB3 expression in visceral adipose tissue.
Content of ADRB3 in the visceral adipose tissue of male (A) and female offspring (B) at PN180
whose mothers received nicotine or saline during lactation. Actin content was used as control
loading. Values expressed as mean =SEM (n=6 per group). * Significantly different from C group of

the same gender; p<0.03, using student t-test.
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Figure 7: Effect of neonatal nicotine exposure on leptin production. Leptin content in visceral
adipose tissue (A), subcutaneous adipose tissue (B) and soleus muscle (C) of male offspring at
PN 180 whose mothers were exposed to nicotine or saline during lactation. Leptin content in visceral
adipose tissue (D), subcutaneous adipose tissue (E) and soleus muscle (F) of female offspring at
PN 180 whose mothers were exposed to nicoting or saline during lactation. Actin content was used as
control loading. Values expressed as mean = SEM (n=6 per group). * Significantly different from C

group of the same gender; p<0.03, using student t-test.
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2 Table 1: Amount of visceral adipose tissue (VAT), serum corticosterone and leptin of male and

3 female adult rats whose mothers received nicotine during lactation

L= o et e o - R SO L T L

MALE FEMALE

13 VAT (g) C 36.622.0 17.7=2.8
NIC 487 5.2% 142x2.6
18 Corticosteronemia (ng/ml) C 230.5 =404 134.4=31.2
51 NIC 408.2 = 57.9* 121.7 £58.1
23 Leptinemia (ng/ml) C 398 = 0.48 29.5z34

2% NIC 3.63 =0.57* 3.5z23

C: Control offspring: NIC: Nicotine offspring

(%)
L

3 6 Values represent mean = SEM of 12 rats per group.

35 9 * Significantly different from C group of the same gender; p<(.03, using student t-test.
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