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RESUMO 

 

PINHEIRO, Cintia Rodrigues. Estudo dos efeitos da exposição materna à nicotina na 
lactação sobre a função da medula adrenal e dos adipócitos de ratos machos e 
fêmeas. 2011. 110 f. Dissertação (Mestrado em Biociências) - Instituto de Biologia 
Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de 
Janeiro, 2011. 

 

 Alterações nutricionais, hormonais e ambientais nos períodos críticos do 
desenvolvimento como a gestação e/ou lactação podem influenciar a estrutura e a 
fisiologia de órgãos e tecidos, predispondo ao aparecimento de doenças na vida 
adulta. Esse fenômeno é conhecido como programação metabólica. O fumo materno 
na gestação/lactação tem sido associado ao sobrepeso/obesidade na infância e na 
vida adulta em ambos os sexos. Porém, estudos evidenciam diferenças entre os 
gêneros em resposta a exposição à nicotina. Já foi demonstrado que muitas 
mulheres param de fumar na gestação, mas a maioria destas volta a fumar na 
lactação. Anteriormente, mostramos que machos adultos cujas mães foram expostas 
à nicotina na lactação, desenvolveram obesidade central, hiperleptinemia e 
hipotireoidismo. Como a nicotina afeta a função adrenal e como catecolaminas e 
glicocorticóides têm efeitos bem conhecidos sobre o tecido adiposo, avaliamos a 
função da medula adrenal e o conteúdo de leptina no tecido adiposo e músculo de 
machos e fêmeas cujas mães foram expostas à nicotina na lactação. Dois dias pós-
parto, implantamos minibombas osmóticas nas ratas lactantes dividas em: NIC– 
infusão de nicotina (6mg/Kg/dia s.c.) por 14 dias, e C– infusão de salina pelo mesmo 
período. Estas lactantes foram divididas de acordo com o sexo das proles. O 
sacrifício das proles de ambos os sexos ocorreu aos 15 (fim da exposição à 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%), 
conteúdo de catecolaminas totais (absoluto: +69% e relativo: +41%), embora 
diminuição 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 conteúdo de leptina no TAV (+23%). Esses animais 
também apresentaram hipercorticosteronemia (+77%), maior conteúdo de 
catecolaminas totais absoluto e relativo (+79% e +89% respectivamente) e de TH 
(+38%) embora tenham menor secreção de catecolaminas in vitro estimulada por 
cafeína (-19%) e maior expressão do ADRB3 no TAV (+59%). Em relação as fêmeas 
da prole NIC aos 15 dias de vida, estas apresentaram menor massa corporal (-6%) e 
hiperleptinemia (+41%) embora sem alteração da MGV. Aos 180 dias, as fêmeas da 
prole NIC apresentaram menor conteúdo de leptina no TAS (-46%) e maior conteúdo 
de leptina no músculo solear (+22%) e diminuição da expressão do ADRB3 no TAV 
(-39%). Concluímos que a nicotina materna afeta ambos, medula adrenal e tecido 
adiposo de forma gênero dependente, tanto em curto prazo (quando a nicotina está 
presente no leite materno), quanto em longo prazo (repercussões na vida adulta). De 
forma geral, as fêmeas da prole NIC apresentam alterações mais discretas do que 
os machos em ambos os períodos estudados. 

Palavras-chave: Lactação. Nicotina. Programação. Função 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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INTRODUÇÃO  

 

Programação metabólica: 

 

 Determinados estímulos em fases críticas do desenvolvimento (gestação e/ou 

lactação) imprimem (imprinting) mudanças permanentes que podem levar a doenças 

na vida adulta. Conceitua-se esse fenômeno como programação metabólica (Lucas, 

1998). Dentre os fatores programadores destacam-se a nutrição, hormônios e 

estímulos ambientais (Moura & Passos, 2005; de Moura et al, 2008).  

 Estudos epidemiológicos e clínicos demonstram uma associação entre 

alterações nutricionais no período perinatal e maior risco de desenvolver doenças 

crônicas na vida adulta, como obesidade e outras doenças metabólicas (Barker et al, 

2003; Sawaya et al, 2003; Florêncio et al, 2001; Hoffman et al, 2000; Sichieri et al, 

2000; Silva et al, 2006). Corroborando estes estudos, modelos experimentais 

demonstram a influência de fatores nutricionais, hormonais e ambientais em fases 

iniciais da vida sobre o aparecimento de doenças 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 há algum tempo vem demonstrando que alterações 

exclusivamente no período crítico da lactação levam ao surgimento de disfunções 

endócrinas na vida adulta. As proles cujas mães sofreram restrição protéica na 

lactação apresentam menor peso corporal na idade adulta além de disfunção 

adrenal (Passos et al, 2000; Fagundes et al, 2009). Porém, filhotes cujas mães 

foram submetidas à restrição calórica no período da lactação, apresentam 

sobrepeso na vida adulta (Passos et al, 2000) sem alteração da leptinemia (Teixeira 

et al, 2002) e resistência central à leptina (Passos et al, 2004). Bonomo et al, (2007) 

demonstraram que as proles adultas de mães que receberam injeção de 

bromocriptina (agonista dopaminérgico, inibidor da produção de PRL (prolactina) nos 

últimos 3 dias da lactação, apresentaram obesidade e hiperleptinemia, com 

resistência ao efeito anorexígeno da leptina, porém sem alteração 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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programação metabólica determinada por hiperleptinemia neonatal, observou-se nas 

proles adultas: hiperfagia, sobrepeso (aumento de massa muscular), hiperleptinemia 

com resistência hipotalâmica à leptina, alteração dos parâmetros cardiovasculares, 

além de alteração da função 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 supernutrição pós-natal observou-se hiperfagia, com maior 

adiposidade visceral, alterações cardiovasculares, dislipidemia, hiperinsulinemia, 

hiperglicemia, resistência central à leptina e à insulina nas proles adultas (Rodrigues 

et al, 2009; 2010). No modelo da exposição materna à nicotina no período neonatal, 

observamos sobrepeso, aumento de gordura central, hiperleptinemia e resistência 

central ao efeito da leptina. (Oliveira et al, 2009; Oliveira et al, 2010; Santos-Silva et 

al, 2010). Tais trabalhos deixam clara a associação entre imprinting neonatal e 

desenvolvimento futuro de alterações metabólicas permanentes, tais como 

disfunções adrenais e outros distúrbios endócrino-metabólicos. Até o momento, as 

características fenotípicas descritas nos diversos modelos de programação e 

publicadas pelo nosso grupo se referem somente aos machos. 

  

Fumo e período crítico do desenvolvimento: 

 

 O cigarro é a droga de uso mais comum na gestação (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 gestação está associado a complicações placentárias 

e episódios de hemorragia, prematuridade, baixo peso ao nascer, mortalidade 

infantil (Einarson & Riordan, 2009). Após o nascimento, leva a alterações no sistema 

respiratório e desenvolvimento neurológico da criança (Muller et al, 2002). Tais 

problemas se devem, principalmente, aos efeitos do monóxido de carbono e da 

nicotina. 

 Um único cigarro fumado pela gestante é capaz de acelerar os batimentos 

cardíacos do feto em poucos minutos. Observa-se aumento de freqüência cardíaca 

e pressão arterial, materna e fetal, imediatamente após o ato de fumar (Muller et al., 

2002). Viver em ambiente poluído pela fumaça do cigarro é um risco para o feto e 

para o recém-nato, pois a gestante absorve as substâncias tóxicas da fumaça do 

cigarro, que são transferidas para o feto. (Mello et al, 2001). Gestantes fumantes ou 
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não fumantes que foram expostas à poluição tabágica ambiental apresentam 

cotinina (o principal metabólito da nicotina) na urina e no sangue, e seus fetos 

possuem cotinina no sangue, fluído amniótico e fluído celômico (Jauniaux et al, 

1999; Braun et al, 2010). Níveis de cotinina no fluído celômico indicam que o 

composto genotóxico do tabaco pode reagir com o DNA fetal, causando danos 

genéticos e contribuindo para imperfeições no desenvolvimento fetoplacental 

(Frederik et al,1971).  

 Um estudo australiano demonstrou que a taxa de desistência do fumo no 

período 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 gestação (Giglia et al, 2006), 

pouco se sabe sobre o seu comportamento após o parto. Gigila et al, 2006 

demonstraram que mulheres que fumam durante o período gestacional, amamentam 

seus filhos por um menor período de tempo. Alguns estudos revelaram que a 

maioria das mulheres que interromperam o fumo na gestação, retomou o hábito de 

fumar na lactação (McBride & Pirie, 1990; Hannöver et al, 2008).  

 Sabe-se que, durante a lactação, a nicotina é transferida pelo leite materno 

(Narayanan et al, 2002). As concentrações de nicotina e cotinina na urina do bebê 

são maiores quando a lactante é tabagista comparada aos níveis encontrados em 

mães fumantes passivas (Woodward, 1986). Em nosso laboratório desenvolvemos 

um modelo experimental no qual ratas lactantes são expostas à nicotina do 2º ao 15º 

dia da lactação. Verificamos alterações no leite materno das ratas expostas a 

nicotina, tais como elevadas concentrações de cotinina, maior conteúdo de lactose, 

leptina e T3, repercutindo em alterações nos filhotes machos que apresentaram aos 

15 dias de vida (fim da exposição materna à nicotina), maior massa de gordura 

visceral, hiperleptinemia e hipotireoidismo primário (Oliveira et al, 2009).  

 Em filhotes de ratas que foram expostas à nicotina nos 10 primeiros dias da 

lactação, observou-se menor ganho de peso durante o período da exposição. 

Análises bioquímicas do fígado destes neonatos mostraram redução da quantidade 

de catalase e superóxido dismutase, e aumento do aldeído malondialdeído 

(Ozokutan et al, 2005), sugerindo que a exposição materna à nicotina no início da 

lactação 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 químico do tabaco 

 

 O cigarro contém várias substâncias químicas como nicotina, tiocianato, 

monóxido de carbono e outros gases tóxicos (Stellman & Djordjevic, 2009).  A 

nicotina, o principal componente aditivo que causa dependência do cigarro, é uma 

substância alcalóide que se liga a receptores colinérgicos (receptor nicotínico de 

acetilcolina - nAChR) nos gânglios autônomos, na medula adrenal, na junção 

neuromuscular e no sistema nervoso central, exercendo um efeito dose-dependente. 

Os receptores nicotínicos são estruturas pentaméricas que atuam como canais 

iônicos regulados por ligantes. A ACh e seus agonistas, como a nicotina, interagem 

com dois sítios de ligação no receptor, onde ambos devem ser ocupados para 

induzir a abertura do canal (Clarke, 1987).   

 A nicotina é absorvida pelo trato respiratório, 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 níveis variam entre 15 a 50 ng/mL (Balfour, 1990). Um 

cigarro fumado faz com que a concentração plasmática de nicotina se eleve de 15 a 

30 ng/mL, caindo pela metade em 10 minutos. Esse declínio rápido é resultado 

principalmente da redistribuição entre o sangue e os outros tecidos. A seguir, o 

declínio é mais lento, em torno de 1-2 horas seguintes (meia-vida) em função do 

metabolismo hepático, principalmente pela oxidação da nicotina em um metabólito 

cetônico inativo, a cotinina (Rang et al, 2004). A cotinina, principal metabólito da 

nicotina, pode ser medida no sangue, urina, saliva (Nel & Morgan, 1996) e leite 

(Luck et al, 1984). Por possuir meia-vida de eliminação longa, cerca de 20 horas em 

seres humanos (Taylor, 1996) e de 5,2 horas em roedores (Kyerematen & Vesell, 

1991), a cotinina é considerada um ótimo parâmetro para avaliar o índice de 

exposição ao tabaco, mais eficiente do que a própria nicotina, que possui meia-vida 

relativamente curta (Eskenazi et al, 1995). De acordo com o número de cigarros 

consumidos, classifica-se o fumante em: leve/moderado (<20 cigarros/dia) ou 

pesado (≥20 cigarros/dia). A concentração de nicotina nos cigarros varia entre 

países de procedência e marcas (Cavalcante, 2001). Os efeitos agudos do tabaco 

podem ser mimetizados pela injeção de nicotina (Rang et al, 2004). A administração 

crônica de nicotina leva a um aumento substancial do número de receptores 
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nicotínicos, o que pode representar uma resposta adaptativa devido a uma 

saturação prolongada do receptor (Rang et al, 2004).  

  

Programação Metabólica e fumo 

 

 O fumo do tabaco afeta diversos processos biológicos em homens e mulheres 

em diferentes idades, incluindo a secreção de vários hormônios como o ADH 

(Hormônio antidiurético), GH (Hormônio 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 

endócrino ambiental e um fator programador. O fumo materno na gestação/lactação 

tem sido associado ao sobrepeso/obesidade na infância e na vida adulta em ambos 

os 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 crianças evidenciou que 

filhos de mães fumantes apresentam a medida de dobra cutânea mais espessa que 

os nascidos de mães não fumantes (Vik et al, 1996). Independente do gênero, além 

de obesidade, filhos de mães fumantes apresentam maior risco para desenvolver 

hipertensão quando adultos (Morley et al, 1995; Blake et al, 2000; Oken et al, 2005).   

 Dados experimentais demonstram que o peso corporal de ratos machos cujas 

mães receberam injeção de nicotina na gestação e lactação tornou-se maior aos 70 

dias de vida. Aos 180 dias de vida, os valores de peso corporal, peso do ventrículo 

esquerdo e da gordura epididimal, mesentérica e peri-renal foi maior no grupo 

exposto precocemente à nicotina (Gao et al, 2005). Verificou-se hipoinsulinemia 

relacionada com apoptose das células β pancreaticas ao nascimento e intolerância a 

glicose nos machos das proles das mães expostas à nicotina na gestação (Holloway 

et al, 2005), demonstrando que a exposição intrauterina à nicotina resulta em 

alterações metabólicas capazes de modificar a homeostase glicêmica.  

 Em nosso modelo experimental os machos adultos (180 dias de idade), cujas 

mães foram expostas à nicotina no período da lactação, apresentaram aumento de 

massa corporal e adiposidade central, hiperleptinemia, hipotireodismo secundário 

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

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

 

 O eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) modula as respostas fisiológicas 

frente uma situação de estresse agudo e crônico (Bugajski et al, 1999). As glândulas 

adrenais situam-se no retroperitônio, acima dos rins, consistindo de duas partes 

embriológica e funcionalmente distintas, o córtex (mais externo) e a medula (mais 

interna), que produzem hormônios esteróides e hormônios derivados do aminoácido 

tirosina, respectivamente. As adrenais são ricamente vascularizadas, sendo seu 

fluxo sanguíneo por unidade de peso, um dos maiores do organismo. O sangue 

arterial de capilares do córtex é drenado para vênulas da medula, que é, portanto 

exposta a concentrações altas de esteróides corticais. O córtex, de origem 

mesodérmica, apresenta três zonas distintas: glomerulosa, fasciculada e reticular.  A 

zona glomerulosa (externa), possui células que secretam o mineralocorticóide 

(aldosterona) que controla o equilíbrio de Na+ e K+. A zona fasciculada 

(intermediária) possui células que secretam os glicocorticóides (cortisol no homem 

ou corticosterona em outros mamíferos), que são essenciais para a vida, por agirem 

sobre o metabolismo de carboidratos, proteínas e lipídios, sobre os ossos, músculos, 

sistemas cardiovascular, renal e nervoso, além de desenvolvimento fetal. A zona 

reticular (interna) possui células que secretam os andrógenos, que contribuem para 

o aparecimento dos caracteres sexuais secundários (Elias et al, 2008).   

 A secreção do córtex adrenal é regulada da seguinte forma: quando o 

hipotálamo recebe algum estímulo, como, por exemplo, estresse e/ou nicotina, ele 

libera CRH (hormônio liberador de corticotrofina) para o sistema porta-hipofisário, 

que atua nos corticotrofos da adeno-hipófise estimulando a síntese e liberação de 

ACTH, que liberado na corrente sanguínea age no córtex adrenal estimulando, 

principalmente, a secreção dos glicocorticóides (Targovnik, 1989; Pauly et al,1992).  

  A medula adrenal, derivada do ectoderma da crista neural, tem a mesma 

origem embrionária do sistema nervoso simpático (SNS) e por isso, guardam 

características morfofuncionais similares, formando o sistema simpatoadrenal. É 

constituída por células ganglionares de axônios curtos que sintetizam e secretam as 

catecolaminas (dopamina, noradrenalina e adrenalina), que são moléculas derivadas 

do aminoácido tirosina, produzidas pelas células cromafins por uma seqüência de 

reações enzimáticas. As células cromafins podem ser subdivididas em duas 

populações: 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 secreção 

de catecolaminas pela medula é primordialmente constituída por adrenalina. A 

medula tem como principal estimulador fisiológico a ACh, que ao ser liberada pelas 

terminações dos neurônios pré-ganglionares simpáticos estimula a função endócrina 

do tecido. A ACh ativa receptores nicotínicos (principalmente) e muscarínicos na 

membrana de células cromafins (Zaika et al, 2004). 

 A primeira etapa da síntese de catecolaminas é a hidroxilação da tirosina, 

catalisada pela tirosina hidroxilase (TH), formando a diidroxifenilalanina (DOPA). A 

tirosina utilizada na síntese das catecolaminas é principalmente proveniente da 

dieta. DOPA, sob ação da dopa-descarboxilase, é descarboxilada para dopamina, 

que sob a ação da dopamina β-hidroxilase (DBH) forma a molécula de 

noradrenalina. Nas células A, a enzima feniletanolamina N-metiltransferase (FNMT), 

catalisa a metilação da noradrenalina, formando a adrenalina. A primeira etapa de 

biossíntese constitui o ponto de controle da velocidade de produção das 

catecolaminas. A TH é inibida pelos produtos finais da via (adrenalina ou 

noradrenalina), e também sofre modificações alostéricas. Em longo prazo, a 

regulação da síntese envolve modificações da quantidade de enzima disponível. O 

estresse prolongado está associado à maior expressão de TH na medula. Fatores 

humorais também contribuem para essa resposta, como o aumento de secreção de 

glicorticóides pelo córtex adrenal ou de leptina pelo adipócito (Takekoshi et al, 1999; 

Takekoshi et al, 2001b). A atividade TH é regulada por fosforilação em resíduos de 

serina - Ser8, Ser19, Ser31 e Ser40 (Haycock, 1990).  

 Os glicocorticóides, em altas concentrações em torno das células 

ganglionares da medula, constituem um dos principais estimuladores da síntese da 

FNMT e, conseqüentemente, da síntese de adrenalina.  

 As catecolaminas fazem parte da resposta de luta e fuga. Visto que os 

eventos envolvidos no processo de lidar com um estresse exigem gasto de energia, 

as catecolaminas são responsáveis por assegurarem a mobilização de substratos do 

fígado, músculo e gordura, estimulando a glicogenólise e a lipólise. A secreção de 

catecolaminas ocorre após estímulo da ACh, que estimula a despolarização da 

membrana plasmática das células cromafins, aumentando a permeabilidade da 

célula, o influxo de íons cálcio através dos canais de cálcio voltagem-dependente e, 

conseqüente, favorecendo a exocitose e secreção dos grânulos de adrenalina e/ou 

de noradrenalina (Elias et al,2008). É importante destacar que para a mobilização de 
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Ca2+ nas células cromafins existe no mínimo três tipos de estoques: 1) o que 

responde ao inositol 1,4,5-trifosfato (IP3); 2) o sensível a cafeína 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 Ca2 +, aquele que é sensível a 

ambos, ao IP3 e a cafeína. 

 Vários neurotransmissores, incluindo ACh, modulam a atividade do eixo HPA 

(Whitnall,1993; Rhodes & Rubin,1999; Rhodes et al, 2001). Já foi demonstrado que 

a nicotina, agonista exógeno 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 administração crônica de nicotina aumentou de forma dose 

dependente a atividade e os níveis de mRNA para TH (Sun et al, 2002). A infusão de 

nicotina por 14 dias consecutivos eleva os níveis de RNAm para TH na medula 

adrenal de ratos em situações de estresse por imobilização e exposição ao frio, 

embora tenha sido observado redução de corticosterona plasmática (Cheng et al, 

2005). Considerando que a TH é a principal enzima reguladora da via biossintética, 

provavelmente esses animais também apresentam maior conteúdo de 

catecolaminas. Os níveis plasmáticos de adrenalina são aumentados em homens 

fumantes em relação a cada cigarro fumado (Reseland et al, 2005). 

 

Programação da função adrenal: 

 

 Já 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 influência de diferentes fatores, como a temperatura do ambiente, o 

tamanho da ninhada e a nutrição materna, sobre modificações no desenvolvimento 

da função simpatoadrenal, com ocorrência de proles com maior massa corporal, 

levantando a possibilidade de que a programação do desenvolvimento do sistema 

nervoso simpático (SNS) poderia contribuir para a aquisição de um fenótipo de 

obesidade (Young, 2006). Já outro estudo utilizando camundongos fêmeas tratadas 

na lactação com glutamato monosódico demonstrou a gênese de obesidade aos 90 

dias de idade relacionada à diminuição da expressão de TH e DBH e da secreção de 

catecolaminas (Martins et al, 2004). 
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 Recentemente, demonstramos que os machos das proles de mães que 

receberam dieta hipoprotéica na lactação foi programada para maior conteúdo de 

catecolaminas adrenais e hipercorticosteronemia na vida adulta (Fagundes et al, 

2007). Observamos que administração sistêmica de leptina em ratos machos 

durante os primeiros 10 dias de vida programa para maior conteúdo e secreção de 

catecolaminas adrenais, além de maior expressão 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 hipertensão 

arterial em crianças cujas mães fumaram na gestação (Blake et al, 2000) é possível 

que a função adrenal deste neonatos também esteja estimulada. Neste sentido, no 

modelo de exposição materna exclusiva à nicotina e somente na lactação, também é 

possível que ocorra a programação da função adrenal da prole na vida adulta.  

 

Função adrenal e nicotina: 

 

 A nicotina afeta a função cardiovascular via estimulação do sistema nervoso 

autônomo simpático, contribuindo para o aparecimento de doenças 

cardiovasculares. Já foi demonstrado um significante efeito da nicotina sobre o tônus 

vascular (Wang & Wang, 2000), no sistema hemostático (Powell, 1998) e no 

endotélio (Mayhan et al, 1999). A nicotina aumenta a expressão da TH e estimula a 

liberação de catecolaminas pela medula adrenal, contribuindo para os efeitos 

cardiovasculares, uma vez que a estimulação simpática resulta em taquicardia, 

débito cardíaco e pressão arterial aumentados (Jahng et al, 1997).   

 O tabagismo materno na gestação está relacionado ao aumento dos níveis de 

catecolaminas no fluido amniótico, sugerindo uma ativação 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 lactação causa 

transferência de nicotina através do leite, o que é responsável por induzir taquicardia 

na prole lactente em resposta à maior ação adrenérgica (Luck & Nau, 1985).  

Ratos machos adultos apresentam hipercorticosteronemia após receberem 

injeção subcutânea de nicotina (Davis et al, 2005). Em contrapartida, a 

administração aguda ou crônica de corticosterona em camundongos machos reduz 

os efeitos da nicotina (Pauly et al, 1990). Foi visto que recém nascidos cujas mães 

fumaram no período gestacional, apresentaram aumento de ACTH, apesar de 
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cortisol sérico normal, em relação aos filhos de mães não-fumantes (Mcdonald et al, 

2006). 

 

Função adrenal, tecido adiposo e leptina: 

 

O tecido adiposo constituído primordialmente de adipócitos, que são células 

especializadas no armazenamento de lipídios na forma de triacilglicerol em seu 

citoplasma. Os adipócitos possuem enzimas e proteínas responsáveis por sintetizar 

os ácidos graxos e estocar triacilglicerol em períodos em que a oferta de energia é 

abundante e para mobilizá-los pela lipólise quando há déficit calórico. A regulação 

desses processos ocorre por meio de nutrientes e sinais aferentes dos sistemas 

neurais e hormonais e depende das necessidades energéticas do indivíduo (Ahima 

et al, 2000). As catecolaminas adrenais são fundamentais no controle do 

metabolismo intermediário a fim de regular os estoques de gordura através da 

estimulação da lipólise.  

 O sistema nervoso autônomo tem controle direto sobre o tecido adiposo 

através de seus componentes simpático e parassimpático. A inervação simpática 

relaciona-se principalmente com as ações catabólicas, tais como a lipólise mediada 

pelos receptores β-adrenérgicos (ADRB) e por aquelas dependentes da atividade da 

enzima lipase hormônio-sensível (Pénicaud et al, 2000). Os ADRBs estão 

associados às proteínas Gαs, e sua estimulação leva a um aumento de AMPc. Os 

receptores β3 adrenérgicos (ADRB3) são os que medeiam a termogênese e lipólise 

estimulada pelas catecolaminas (Pénicaud et al, 2000). Por outro lado, o sistema 

nervoso parassimpático está envolvido com os efeitos anabólicos sobre os depósitos 

de gordura, como a captação de glicose e de ácidos graxos estimulada pela insulina 

(Kreier et al, 2002).  

 O adipócito também é responsável por produzir e secretar as adipocinas, 

como a leptina, que é produzida principalmente pelo tecido adiposo, mas também 

pelo músculo (Trevenzoli et al, 2010b). No núcleo arqueado hipotalâmico, a leptina 

diminui a ingestão calórica e aumenta o dispêndio energético através da regulação 

negativa de peptídeos orexígenos como o NPY (Neuropeptídeo Y) e AgRP (Agouti 

related peptide) e regulação positiva de peptídeos anorexígenos como POMC (pró-

opiomelanocortina) e CART (cocaine and amphetamine regulated transcript peptide) 

presentes no hipotálamo (Sahu, 2004; Valassi et al, 2008). 
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 A leptinemia esta diretamente relacionada à quantidade de gordura corporal, 

quanto maior a quantidade de gordura, maiores serão os níveis séricos de leptina. 

Quantidades elevadas de leptina, como ocorrem na obesidade, levam a um quadro 

de resistência ao seu efeito. Além das funções exercidas no controle do apetite, a 

leptina desempenha importantes papéis sobre a glândula adrenal onde já foram 

identificados receptores OB-Rb estimulando a síntese e a secreção de 

catecolaminas adrenais (Takekoshi et al, 1999). Trevenzoli et al, (2007) 

demonstraram que a hiperleptinemia neonatal programou a função da glândula 

adrenal da prole adulta para um maior conteúdo de catecolaminas adrenais, maior 

conteúdo de TH e maior secreção in vitro de catecolaminas quando as medulas 

adrenais isoladas foram estimuladas com cafeína. Porém, quando as medulas 

isoladas foram estimuladas com leptina, observou-se diminuição da secreção de 

catecolaminas in vitro, além de diminuição das proteínas da via de sinalização da 

leptina na medula adrenal (Trevenzoli et al, 2010a). Esses achados sugerem que a 

leptina estimula a função da medula adrenal de forma indireta. Provavelmente 

aumentando a atividade do sistema nervoso simpático. As catecolaminas por sua 

vez, diminuem a produção de leptina caracterizando um feedback negativo entre 

esses hormônios (Takekoshi et al, 1999; Del Rio, 2000).  

 Com relação ao cortisol, este parece influenciar a distribuição regional de 

gordura (Kissebah, 1997). A secreção urinária de cortisol é diretamente proporcional 

à razão da circunferência cintura/quadril, e particularmente com a circunferência da 

cintura, indicadores de depósitos de gordura visceral. Sugere-se que mulheres que 

apresentam acúmulo de gordura visceral demonstram sensibilidade elevada no eixo 

HPA, causando maior deposição de gordura central (Marin et al, 1992). Segundo 

Pasquali et al, (1993) mulheres obesas que apresentam distribuição de gordura 

predominantemente abdominal podem apresentar hiperatividade do eixo HPA, 

representando fenômeno adaptativo secundário a estado de resistência funcional ao 

cortisol. De acordo com Björntorp (1991), a gordura visceral é um tecido-alvo dos 

glicocorticóides devido ao elevado número de seus receptores, que eleva a atividade 

das enzimas-chaves para a lipogênese neste tecido. Uma enzima relacionada com a 

conversão de glicocorticóides ativos a partir de inativos, a 11 β hidroxiesteróide 

desidrogenase-1 (11 B HSD-1) parece estar envolvida na etiologia da obesidade 

visceral. Camundongos machos transgênicos que super expressam a 11 B HSD-1 

seletivamente no tecido adiposo (numa extensão similar à encontrada no tecido 
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adiposo de pessoas obesas) apresentam níveis elevados de corticosterona no tecido 

adiposo, desenvolvendo obesidade visceral. Os animais também desenvolveram 

resistência à insulina, hiperlipidemia, hiperfagia e hiperleptinemia. Assim, a maior 

atividade 11B HSD-1 nos adipócitos pode ser a etiologia molecular comum para a 

obesidade visceral e síndrome metabólica (Masuzaki et al, 2001).  

Foi demonstrada uma associação entre fumo e leptinemia. Em seres 

humanos, fumar no período gestacional está relacionado com baixos níveis de 

leptina no cordão umbilical do feto (Mantzoros et al, 1997). Camundongos expostos 

à fumaça do cigarro apresentaram hipoleptinemia (Chen et al, 2005). Ratas lactantes 

expostas à nicotina do 2º ao 15º dia da lactação apresentaram hiperleptinemia no 

final da lactação (21 dias), ou seja, após a retirada da nicotina (Oliveira et al, 2010b).  

Um estudo realizado com homens adultos fumantes demonstrou redução da 

concentração plasmática de leptina com um concomitante aumento de adrenalina 

plasmática (Reseland et al, 2005). O autor sugere que a redução da leptinemia foi 

dependente do aumento das catecolaminas. Porém, outros autores sugerem que o 

uso crônico do tabaco leva ao aumento da leptina sérica por dois mecanismos 

principais, maior síntese ou menor depuração renal. Além disso, a nicotina poderia 

induzir em ambos os sexos à liberação de corticóides adrenais, influenciando por 

sua vez a leptinemia, em um sistema de auto-regulação (Eliasson & Smith, 1999; 

Nicklas et al, 1999; Perkins & Fonte , 2002). 

 

Dimorfismo sexual e programação   

 

 Vários estudos indicam que machos e fêmeas respondem de maneira 

diferente a determinados estímulos e/ou situações similares. Homens e mulheres 

expostos precocemente a doenças infecciosas apresentam diferenças na 

expectativa de vida relacionadas ao gênero.  As mulheres não apresentam efeito na 

expectativa de vida, mas apresentaram redução na fertilidade. Já os homens 

apresentam maior mortalidade durante a infância (Störmer, 2010). 

 Recentemente demonstramos que os filhotes machos e fêmeas de mães que 

receberam ração rica em linhaça durante a lactação, apresentaram ao desmame, 

diminuição de triglicerídeos 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 



 24 

fêmeas 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 fêmeas apresentaram 

aumento de gordura visceral, hipertrigliceridemia e hipercolestrolemia (Troina et al, 

2010).   

 

Dimorfismo sexual e fumo 

 

 As diferenças entre os gêneros em resposta a exposição à nicotina são 

importantes para compreensão de diferenças encontradas entre homens e mulheres 

fumantes. Em ratos, a exposição à nicotina no período pré-natal (gestação) e 

neonatal (nos 10 primeiros dias de vida) aumentou o peso corporal da prole, a partir 

dos 35 dias de vida, em ambos os gêneros. Entretanto, nos ratos machos esse 

aumento foi transitório, já nas fêmeas, o aumento do peso persistiu até os 90 dias de 

idade (Chen & Kelly, 2005). A exposição à nicotina no período fetal e neonatal 

regulou de forma diferente a contratilidade vascular de ratos machos e fêmeas na 

idade adulta. Nos machos, houve maior contração da aorta induzida por KCl e 

noradrenalina e menor relaxamento da aorta dependente de endotélio induzido por 

ACh. As fêmeas exibiram maior relaxamento da aorta induzido por ACh (Xiao et al, 

2006).  

 O eixo HPA também responde de forma gênero dependente à nicotina. Ratos 

machos adultos expostos à nicotina liberam maiores quantidades de ADH 

comparado as fêmeas. Em contraste, as fêmeas secretam mais ACTH e 

corticosterona do que machos (Rhodes et al, 2001). Em um sistema de perfusão in 

vitro, também foi comprovada a diferença relacionada ao sexo sobre o eixo HPA em 

resposta à nicotina (Mcklveen et al, 2010). 

 

JUSTIFICATIVA DO PRESENTE ESTUDO 

 

A nicotina, principal componente que causa dependência do cigarro, age no 

receptor nicotínico modificando a síntese e secreção de catecolaminas adrenais. 

Além disso, evidências mostram que alterações SNS estão relacionadas com a 

gênese da obesidade e dos distúrbios metabólicos relacionados, tornando-se 

importante estudar a nicotina como um fator ambiental capaz de atuar como um 
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disruptor endócrino sobre a função adrenal em modelos experimentais de 

obesidade. 

A maioria dos estudos a respeito da exposição ao fumo ou à nicotina ocorre 

na vida adulta e de forma voluntária. No presente estudo, interessou-nos avaliar 

parâmetros da função adrenal no modelo de programação pela exposição materna 

exclusiva à nicotina e somente na lactação, período onde o organismo materno sofre 

diversas adaptações para garantir o desenvolvimento adequado de sua prole, que 

involuntariamente sofre a influência da nicotina transferida através do leite materno. 

É também importante ressaltar que muitas mulheres que param de fumar na 

gestação, retornam ao hábito na lactação, fumando distante de seus filhos e no 

espaço entre as mamadas. Sabe-se também que a exposição a poluentes 

ambientais, como a fumaça de cigarro, em períodos críticos da vida pode levar a 

diversas alterações em curto e longo prazos.  

 Como mencionado, o eixo HPA responde de maneira gênero dependente à 

nicotina. Porém, há poucos estudos que abordam esta inter-relação, sendo por isso 

importante uma maior exploração a respeito das diferenças entre os gêneros nesse 

modelo de programação pela exposição a esse importante disruptor endócrino 

ambiental.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 



 26 

1 OBJETIVOS  

 

1.1 Geral 

 Estudar os efeitos imediatos e tardios da exposição materna à nicotina na 

lactação sobre a função da medula adrenal e dos adipócitos das proles. 

 

1.2 Específicos    

 

Nas proles lactentes (15 dias de idade) de ambos os sexos, avaliar: 

 Evolução da massa corporal na lactação;  

 Massa de gordura visceral; 

 Peso da glândula adrenal; 

 Expressão da TH nas adrenais 

 Conteúdo de catecolaminas totais adrenais; 

 Corticosteronemia e leptinemia; 

 

Nas proles adultas (180 dias de idade), avaliar: 

 Evolução de ingestão alimentar e da massa corporal;  

 Massa de gordura visceral; 

 Peso da glândula adrenal; 

 Expressão da TH nas adrenais; 

 Conteúdo de catecolaminas totais adrenais; 

 Secreção in vitro de catecolaminas; 

 Corticosteronemia e leptinemia; 

 Expressão de leptina em adipócito visceral e subcutâneo, e músculo sóleo; 

 Expressão do ADRB3 no tecido adiposo visceral; 

 Morfologia das glândulas adrenais. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

2.1 Modelo experimental 

 

Os animais foram mantidos no biotério do Laboratório de Fisiologia Endócrina 

(LFE) do Departamento de Ciências Fisiológicas (DCF) do Instituto de Biologia 

Roberto Alcantara Gomes (IBRAG) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro 

sob temperatura (23±1ºC) e ciclo de claro-escuro (7:00 - 19:00 h) controlados, com 

livre acesso à água e ração. Os experimentos descritos a seguir foram previamente 

aprovados pelo Comitê de Ética para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do 

IBRAG (CEUA/189/2007).  

Ratas Wistar nulíparas de 3 meses de idade foram acasaladas por 2 semanas 

na proporção de 2 fêmeas para 1 macho. As fêmeas grávidas foram separadas em 

gaiolas individuais até o nascimento dos filhotes.  Ao nascimento, cada ninhada foi 

ajustada para 6 filhotes por rata lactante para maximizar o potencial lactotrófico e as 

lactantes foram divididas em 2 grupos: 

Nicotina (NIC, n=12) – Ratas lactantes receberam implante subcutâneo de 

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

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

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

procedimentos descritos para o grupo NIC, porém as minibombas continham 

solução salina. 

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

 Fêmeas - mães permaneceram com 6 filhotes fêmeas (NIC = 6, C = 6) 

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

Antes da implantação, todas as minibombas foram mantidas em solução 

salina por 24 h para atingir uma liberação constante de nicotina. A solução de 

nicotina foi preparada de acordo com a seguinte formula: 

 

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

Onde: 

6mg – Dose desejada de nicotina 

Massa corporal – expressa em (Kg) 

24 – Número de horas do dia  
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5µl – O volume liberado pela minibomba por hora  

0,001 – Constante de correção   

  

 Para a implantação das minibombas, as mães foram anestesiadas (tiopental 

sódico, 0,6 mg/Kg do PC) seguida de tricotomia e assepsia com álcool etílico (70%). 

A introdução da minibomba foi feita por uma incisão longitudinal à medula espinhal 

com auxílio de bisturi e tesoura romba e a pele foi suturada ao final do procedimento 

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

 

2.2 Avaliação do estado nutricional 

 

A massa corporal dos filhotes foi diariamente monitorada nos 21 dias da 

lactação. Após o desmame, o peso corporal e a ingestão 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 depósitos de gordura do 

retroperitônio, mesentério e perigonadal (Fagundes et al, 2007). 

Uma parte dos filhotes com 15 dias de vida (fim da exposição materna à 

nicotina, n=12 por grupo) foi anestesiada com tiopental (1,5 mg/kg do PC) e 

sacrificada por punção cardíaca. As proles aos 180 dias de vida foram sacrificadas 

por decapitação. O sangue foi coletado, centrifugado (1.500 xg, 4ºC por 15 minutos) 

e armazenado a -20ºC. As glândulas adrenais (esquerda e direita) foram retiradas.  

 

2.3 Avaliação do ciclo estral das fêmeas programadas 

 

 Durante as 3 semanas anteriores ao sacrifício, realizamos a coleta diária do 

esfregaço vaginal das proles fêmeas NIC e C, entre 9 e 10 h da manhã. Esta coleta 

foi feita com auxílio de ponteira plástica com solução de cloreto de sódio 0,9%, 

introduzida cuidadosamente na vagina. O fluído vaginal foi rapidamente aspirado e 

distribuído em lâminas de vidro para análise do material à fresco por meio de 

microscopia óptica, utilizando objetivas de 10x e 40x (Olympus, modelo Bx40, 

Japão). 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 Determinação do conteúdo de catecolaminas totais adrenais  

 

Para extrair as catecolaminas totais (adrenalina e noradrenalina), as 

glândulas direitas foram pesadas em balança de precisão e homogeneizadas em 

ácido acético 10% (150 µL para animais de 15 dias e 500 µL 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 

trihidroxiindol (Trevenzoli et al, 2007). 

 Para realização do ensaio, utilizamos padrões de adrenalina (Adren®) diluída 

em ácido acético 10%. Em 50 μL de cada padrão ou amostra, adicionamos 250 μL 

de tampão fosfato (0,5M - pH 7,0) e 25 μL de ferricianeto de potássio (0,5%). Esta 

mistura foi incubada por 20 minutos e paralisada com 500 μL de ácido ascórbico (60 

mg/mL) / NaOH (5M), na proporção 1:19. Adicionamos 2 mL de água destilada e a 

solução foi novamente homogeneizada e submetida à leitura em espectrofluorímetro 

(Victor3, PerkinElmer do Brasil Ltda). Os comprimentos de onda para a leitura foram 

de 420nm de excitação e 510nm de emissão. Todas as dosagens foram feitas em 

duplicata, com os tubos de ensaio sob refrigeração durante todo o procedimento. 

 

2.5 Secreção in vitro de catecolaminas 

 

A secreção de catecolaminas basal e estimulada por cafeína em medulas 

adrenais esquerdas isoladas foi avaliada somente na prole macho adulta. 

As medulas foram dissecadas, com auxílio de pinças, tesoura e lupa. 

Posteriormente, mantivemos as medulas em solução salina Krebs-Hepes com 0,5% 

de albumina, composta por (em mM): Cl- 154,26; Na+ 143,4; Ca2+ 2,5; Mg2+ 1,18; 

SO42- 1,2; K+ 5,9 e Hepes 25. A glicose foi acrescentada à solução na concentração 

de 85 mg/dL, de acordo com as médias glicêmicas dos grupos experimentais de 

onde as medulas foram originadas. O pH da solução salina foi 7,2. As medulas 

foram incubadas por 5 minutos em 200 μl de solução Krebs para avaliar a secreção 

basal. Depois, as medulas foram estimuladas com 25 μM de cafeína por 5 minutos. 

Ao final da estimulação, as soluções de incubação foram acrescidas de 20 µl de 
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ácido acético concentrado para conservação das catecolaminas e armazenadas (-

20ºC) para posterior dosagem pelo método fluorimétrico do trihidroxiindol. 

 

2.6 Morfologia e morfometria da glândula adrenal 

 

Análise 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 imersão em álcool absoluto e diafanizado em xilol. Em 

seguida, as peças foram impregnadas com parafina líquida (em estufa, 56ºC) e 

incluídas em blocos de parafina. Os blocos de parafina foram seccionados 

utilizando-se o micrótomo (Microtec-CUT 4050, SC, USA). As secções de 5 µm 

foram coletadas em lâminas e coradas com Hematoxilina-Eosina, segundo técnica 

de rotina.  

Os cortes histológicos foram analisados por um sistema computadorizado, 

composto por um microscópio óptico Olympus (BX 40), cuja ocular é acoplada a uma 

câmera de vídeo (Optronics 1-CCD), que transmite as imagens obtidas a um 

microcomputador (Pentium-II). As imagens visualizadas pelo monitor foram gravadas 

para posterior utilização do programa Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij/). O tamanho 

das imagens capturadas foi de 1360 x 1024 pixels. Foram examinadas 4 lâminas de 

cada animal, sendo analisados 4 campos de cada lâmina.  

A área total adrenal e da medula foi determinada através do delineamento do 

contorno, sendo suas mensurações realizadas com o auxílio do programa Image J. 

Os valores das áreas foram expressos em μm².  

 

2.7 Radioimunoensaio (RIE) 

 

 Amostras de soro foram utilizadas para diferentes dosagens hormonais por 

RIE. Cada hormônio foi analisado em ensaio único, dispensando a avaliação do 

coeficiente de variação interensaio. 

  A corticosteronemia total foi avaliada utilizando o kit específico para murinos 

(ImmuChemTM 125I, duplo anticorpo, ICN Biomedicals, Inc, USA). O coeficiente de 

variação intra-ensaio foi 4,4%, sendo o limite mínimo de detecção de 50ng/mL.  
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A leptinemia foi quantificada utilizando o kit específico para camundongo e 

ratos murinos (Linco Research). O coeficiente de variação intra-ensaio foi 6,9%, 

sendo o limite mínimo de detecção de 0,5 ng/ml.   

  

2.8 Análise da expressão de proteínas por Western Blotting:  

 

Avaliamos o conteúdo de leptina no adipócito visceral, subcutâneo e no 

músculo sóleo, conteúdo do ADRB3 no tecido adiposo visceral (somente nas proles 

adultas) e o conteúdo de TH na adrenal. 

 

2.8.1 Processamento dos tecidos 

 

ADRENAL: as adrenais (15 dias de vida: pool de 2 glândulas em 250 μl de tampão; 

180 dias de idade: 1 glândula em 500 μl de tampão) foram homogeneizadas em 

tampão fosfato pH 7,4. Foi adicionado ao tampão, 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 μl de 

tampão contendo: 20 mM Tris-HCl (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 sóleo foi homogeneizado em 2 ml de tampão 

contendo: 50 mM HEPES, 1 mM MgCl2, 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). 

Após centrifugação, as proteínas 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 

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

gel de poliacrilamida (concentração de 10%, para TH, ADRB3 e actina, e de 12% 

para leptina) (SDS-PAGE). Utilizamos 20 μg de proteínas totais por slot do gel. Em 

seguida, as proteínas foram transferidas por eletroforese para membranas de 

nitrocelulose (Hybond-P ECL membrane; Amersham Pharmacia Biotech, NJ, USA). 

Para inibir ligações inespecíficas do anticorpo, as membranas foram incubadas (1½ 
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h) em T-TBS acrescido e leite em pó desnatado (5%, 25ºC) sob agitação constante. 

Posteriormente, as membranas foram lavadas com T-TBS e incubadas com o 

anticorpo primário específico para cada proteína (tabela 1) (overnight, 5ºC). Após 

este período, as membranas foram lavadas e incubadas com 2º anticorpo conjugado 

à biotina por 1 h (25ºC) sob agitação constante. Após mais uma seqüência de 

lavagens, as membranas foram incubadas com estreptavidina conjugada à 

peroxidase, na mesma concentração do anticorpo secundário utilizado (1 h, 25ºC). 

As membranas foram lavadas novamente com T-TBS e tratadas com solução 3,3‘-

diaminobenzidina (DAB) (5 mg em 15 ml de tampão Tris 0,1 M pH 7,4) e H2O2 

(30%) ou por quimioluminescência (ECL, Amersham Biosciences). As imagens das 

bandas foram analisadas e quantificadas com auxílio do programa Image J (media 

cybernetics). Utilizamos a actina como controle interno. 

 

Quadro 1: Anticorpos específicos 

 Anticorpo primário Anticorpo secundário 

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 

Biotechnology,1:1.000) 

anti-rabbit (SANTA CRUZ 

BIOTECHNOLOGY, INC., 1:5000) 

Actina anti-actina, goat (Santa Cruz 

Biotechnology, 1:200) 

anti-goat (SANTA CRUZ 

BIOTECHNOLOGY, INC., 1:5000) 

 

 

2.9 Análise estatística 

 

 Os dados foram analisados pelo programa estatístico GraphPad Prism 4 e 

expressos como média ± erro padrão da média. A significância foi testada pelo teste 

t-Student não-pareado ou por ANOVA bivariada nas análises de evoluções de 

massa corporal e ingestão alimentar. Os dados foram considerados estatisticamente 

significantes quando p<0,05. 
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3 RESULTADOS 
 
3.1Filhotes machos na lactação 

 
 Massa corporal, gordura central e leptinemia  
 
 Não houve diferença no ganho de massa corporal entre as proles NIC e C 

durante a lactação (fig. 1). 

                                                                                                   

 

 

 

 

 

 

Figura 1- Evolução da massa corporal durante a lactação dos filhotes machos cujas mães foram 

expostas à nicotina (NIC) ou salina (C) do 2º ao 15º dia da lactação. 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).  

 

                                     A                                                                        B 

 

 

 

 

                                                                                  

                                                                                       

 

 

 

 

C NIC

0.00

0.05

0.10

0.15

*

M
G

V
 (

g
)

C NIC

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8 *

M
G

V
(g

)/
g

 d
e

 P
C

0 3 6 9 12 15 18 21
0

10

20

30

40

C

NIC

dias

M
a
s
s
a
 C

o
rp

o
ra

l 
(g

)



 34 

C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2- MGV absoluta (A), relativa (B) e leptinemia (C) dos machos aos 15 dias de idade cujas 

mães foram expostas à nicotina (NIC) ou salina (C) do 2º ao 15º dia da lactação. Valores expressos 

como  EPM (p<0,05; n=12).  

 

 Função adrenal aos 15 dias de vida  

 

Ao final da exposição à nicotina (15 dias de vida), detectamos maior peso da 

glândula adrenal direita nos machos da prole NIC (+39%, p<0,05; fig.3A) com 

concomitante aumento do conteúdo de catecolaminas totais (absoluto: +69%; fig.3B 

e relativo: +41%; fig. 3C; p<0,05).  
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B                                                                                            C         

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3- Peso da adrenal direita (A), conteúdo absoluto (B) e relativo ao peso da glândula (C) de 

catecolaminas totais dos machos aos 15 dias de idade cujas mães foram expostas à nicotina (NIC) ou 

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

 

Os machos da prole NIC apresentaram menor expressão da TH na adrenal (-

33%, p<0,05; fig. 4) em relação ao grupo C.   

 

                                                                                          

 

 

 

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

à nicotina (NIC) ou salina (C) do 2º ao 15º dia da lactação. Valores expressos como  EPM (p<0,05; 

n=6). 

 

 Os machos da prole NIC apresentaram hipercorticosteronemia (+67%, 

p<0,05; fig 5) em relação ao grupo C. 
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Figura 5- Corticosteronemia dos machos aos 15 dias de idade cujas mães foram expostas à nicotina 

(NIC) ou salina (C) do 2º ao 15º dia da lactação. Valores expressos como  EPM (p<0,05; n=12). 
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3.2 Programação - machos adultos 

 

Evolução de ingestão alimentar, massa corporal e gordura central  

 

 Não houve alteração na ingestão 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, 

alcançando 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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                                                     C                                                                  D 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Evolução de ingestão 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 conteúdo tecidual de leptina  

 

Os machos adultos da prole NIC apresentaram-se hiperleptinêmicos (+41%, 

p<0,05; fig 7A), com maior conteúdo de leptina no adipócito visceral (+23 %, P<0,05, 

fig. 7C), embora sem alteração no conteúdo de leptina no adipócito subcutâneo (fig. 

7B) ou no músculo solear aos 180 dias de idade (fig.7D). 
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                                                                                         D 

                                                                                          

                                                                               

                                                                                          

 

 

 

 

 

 

Figura 7– Leptinemia (A) e expressão de leptina no tecido adiposo subcutâneo (B), visceral (C) e no 

músculo sóleo (D) dos filhotes machos programados pela exposição materna à nicotina (NIC) ou 

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

 

 

 Função adrenal aos 180 dias de vida  

 

 Não observamos diferença no peso adrenal nos machos das proles na idade 

adulta (fig. 8A), assim como na morfologia adrenal (fig. 8B), na área da adrenal total 

(fig. 8C) ou área da medula adrenal (fig. 8D). 
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   C                                                                                                                      D 

 

 

Figura 8 - Peso da adrenal direita (A), fotomicrografia da adrenal (B). A coloração foi feita com 

hematoxilina-eosina (HE). As imagens foram capturadas utilizando objetivas de 2X5. As regiões do 

córtex (C) e da medula (M) estão identificadas na figura. Área da adrenal (C) e área da medula (D). 

Valores expressos como média  EPM (n=5). 

 

 Verificamos maior conteúdo de catecolaminas adrenais (absoluto:+79%, fig. 

9A e relativo: +89%; fig. 9B; p<0,05) assim como maior conteúdo 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 - Conteúdo absoluto (A) e relativo ao peso da glândula (B) de catecolaminas totais e 

expressão de TH na adrenal (C) dos machos aos 180 dias de idade cujas mães foram expostas à 

nicotina (NIC) ou salina (C) do 2º ao 15º dia da lactação. Valores expressos como  EPM (p<0,05; 

n=12).  

 

A secreção basal de catecolaminas não se alterou nos machos da prole NIC 

(fig. 10A). Entretanto a secreção de catecolaminas estimulada pela cafeína 

apresentou-se menor nestes animais (-19%, p<0,05; fig10B).  

 

                                              A                                                                     B 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10 – Secreção basal in vitro de catecolaminas (A) e secreção estimulada após 5 min de 

incubação com 25 µM de cafeína (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 conteúdo do ADRB3 no tecido 

adiposo visceral em relação ao grupo C (+59%, p<0,05; fig11).  

 

                                                                                 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 - Expressão do ADRB3 no tecido adiposo visceral dos machos aos 180 dias de idade cujas 

mães foram expostas à nicotina (NIC) ou salina (C) do 2º ao 15º dia da lactação. Valores expressos 

como  EPM (p<0,05; n=6).  
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Observamos hipercorticosteronemia (+77%, p<0,05; fig. 12) nos machos da 

prole NIC em relação ao grupo C.  

                                                                                      

 

 

 

 

 

 

Figura 12 - Corticosteronemia dos machos aos 180 dias de idade cujas mães foram expostas à 

nicotina (NIC) ou salina (C) do 2º ao 15º dia da lactação. Valores expressos como  EPM ( p<0,05; 

n=12). 
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3.3 Filhotes fêmeas na lactação 

 

Massa corporal, gordura central e leptinemia 

 

Observamos menor ganho de massa corporal das fêmeas da prole NIC 

durante o período de exposição materna à nicotina (-6%, p<0,05; fig. 13), que foi 

normalizada com a retirada da nicotina.  

                                                                                                

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 - Evolução da massa corporal durante a lactação das fêmeas cujas mães foram expostas à 

nicotina (NIC) ou salina (C) do 2º ao 15º dia da lactação. Valores expressos como média  EPM 

(p<0,05; n=12).   

 

As fêmeas da prole NIC aos 15 dias de vida não apresentaram diferença de 

MGV (fig. 14A e B). No entanto, constatamos maior leptinemia nestas ratas (+41%, 

p<0,05; fig 14C). 
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                                                                                         C 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 - MGV absoluta (A) e relativa (B) e leptinemia (C) das fêmeas, aos 15 dias de idade, cujas 

mães foram expostas à nicotina (NIC) ou salina (C) do 2º ao 15º dia da lactação. Valores expressos 

como média  EPM (p<0,05; n=12).  

 

Função adrenal aos 15 dias de vida 

 

Aos 15 dias, não observamos alteração no peso adrenal (fig. 15A), no 

conteúdo de catecolaminas (fig.15B e C) e no conteúdo de TH nas fêmeas das 

proles NIC em relação ao grupo C (fig.15D). 
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Figura 15 - Peso da adrenal direita (A), conteúdo absoluto (B) e relativo ao peso da glândula (C) de 

catecolaminas totais e expressão de TH na adrenal (D) das fêmeas aos 15 dias de idade cujas mães 

foram expostas à nicotina (NIC) ou salina (C) do 2º ao 15º dia da lactação. Valores expressos como 

média  EPM (n=12).  

 

 Aos 15 dias de idade, as fêmeas da prole NIC não apresentaram alteração na 

corticosteronemia quando comparada ao grupo C (fig. 16). 

 

 

                                                                                                  

 

 

 

 

 

 

Figura 16 - Corticosteronemia das fêmeas da prole NIC aos 15 dias de idade cujas mães foram 

expostas à nicotina (NIC) ou salina (C) do 2º ao 15º dia da lactação. Valores expressos como  EPM 

(n=12). 
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3.4 Programação -  fêmeas adultas 

 

Evolução de ingestão alimentar, massa corporal e gordura central  

 

Aos 180 dias de idade, as fêmeas da prole NIC não apresentaram alteração 

no consumo de ração (fig.17A), na massa corporal (fig. 17B) e na MGV (fig. 17C e 

D).   
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Figura 17 - Evolução de ingestão alimentar (A), da massa corporal (B), MGV absoluta (C) e relativa 

(D) das fêmeas adultas que foram programadas pela exposição neonatal a nicotina. Valores 

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

 

 Aos 180 dias, as fêmeas da prole NIC não exibiram diferença na leptinemia 

(fig. 18A). Contudo, detectamos menor conteúdo de leptina no adipócito subcutâneo 

(-46 %, p<005, fig. 18B), sem alteração no adipócito visceral (fig. 18C) e maior 

conteúdo de leptina no músculo sóleo (+22%, p<005, fig. 18D).  
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Figura 18 - Leptina sérica (A), expressão do conteúdo de leptina no tecido adiposo subcutâneo (B), 

visceral (C) e no músculo sóleo (D) das fêmeas programadas pela exposição neonatal à nicotina. 

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

 

Função adrenal aos 180 dias de vida 

 

 Não verificamos alteração significativa no peso da adrenal (fig. 19A), 

conteúdo de catecolaminas totais (figs. 19B e C) ou conteúdo adrenal de TH (fig. 

19D) nas fêmeas da prole NIC.  
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Figura 19 - Peso da adrenal direita (A), conteúdo absoluto (B) e relativo ao peso glandular (C), de 

catecolaminas totais e expressão de TH na adrenal (D) das fêmeas aos 180 dias de idade cujas mães 

foram expostas à nicotina (NIC) ou salina (C) do 2º ao 15º dia da lactação. Valores expressos como 

média  EPM (n=12).  

 

Verificamos menor conteúdo do ADRB3 no tecido adiposo visceral nas 

fêmeas adultas da prole NIC (-39%, p<0,05; fig. 20) em relação ao grupo C. 

 

 

                                                                                             
                                                                                                
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 20 - Expressão do ADRB3 no tecido adiposo visceral das fêmeas aos 180 dias de idade cujas 

mães foram expostas à nicotina (NIC) ou salina (C) do 2º ao 15º dia da lactação. Valores expressos 

como  EPM (p<0,05; n=12). 

 

Aos 180 dias de vida, não detectamos alteração da corticosteronemia das 

ratas do grupo NIC em relação ao grupo C (fig. 21). 

                                                                                                 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21 - Corticosteronemia das fêmeas aos 180 dias de idade cujas mães foram expostas à 

nicotina (NIC) ou salina (C) do 2º ao 15º dia da lactação. Valores expressos como média  EPM 

(n=12). 
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Tabela 1: resumo comparativo 

 

 ♂ ♀ 

15 dias   

Massa Corporal N  

MGV  N 

Peso da adrenal  N 

Catecolaminas adrenais  N 

TH na medula adrenal  N 

Corticosteronemia  N 

Leptinemia   

180 dias   

Ingestão alimentar N N 

Massa Corporal  N 

MGV  N 

Peso da adrenal N N 

Catecolaminas adrenais  N 

TH na adrenal  N 

Corticosteronemia  N 

Secreção de catecolaminas in vitro  - 

Conteúdo do ADRB3 no TAV   

Conteúdo de leptina no TAS N  

Conteúdo de leptina no TAV  N 

Conteúdo de leptina no músculo sóleo N  

Leptinemia  N 
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4 DISCUSSÃO 

 

O tabagismo materno nos períodos críticos de gestação ou lactação está 

relacionado a diferentes danos para a prole. Em gestantes, a exposição ao fumo 

pode ser prejudicial ao feto. Um único cigarro fumado pela mãe já é capaz de 

acelerar os batimentos cardíacos do feto (Muller et al, 2002). Durante a lactação, a 

nicotina, o principal componente químico do cigarro, é transferida através do leite 

materno podendo causar taquicardia na prole devido ao aumento da ação 

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

nicotina aumentando a secreção de catecolaminas na medula adrenal. O presente 

estudo demonstrou que a exposição materna exclusiva à nicotina e somente no 

período da lactação causa importantes alterações na função da medula adrenal e no 

tecido adiposo. Demonstramos que a nicotina atua como disruptor endócrino na 

lactação e leva a alterações que variam de acordo com o gênero.  

 

4.1 Machos lactentes – 15 dias de idade 

 

Apesar da conhecida relação inversa entre ―fumo e massa corporal‖, na 

lactação, não observamos alteração na massa corporal dos machos das proles cujas 

mães foram expostas à nicotina. Este achado corrobora outros estudos, onde a 

exposição à nicotina ocorreu no período pré e pós-natal, não alterando o peso 

corporal de ratos machos no período de exposição (Chen & Kelly, 2005; Gao et al, 

2005). Porém, Ozokutan et al (2005) evidenciaram que ratos neonatos cujas mães 

receberam nicotina nos 10 primeiros dias da lactação, apresentaram redução no 

ganho de massa corporal.  Tal divergência entre os estudos talvez se deva a 

diferenças metodológicas, como o uso de roedores de linhagens distintas, dose de 

nicotina, forma de administração (injeção ou uso de minibombas) ou tempo de 

exposição. É importante destacar que apesar de não termos encontrado alteração 

da massa corporal, evidenciamos aumento da gordura visceral (tanto absoluto 

quanto 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 relação 

direta entre leptinemia e gordura visceral (Ahima, 2005). Ainda, esta hiperleptinemia 

dos machos lactentes da prole NIC também pode se dever à maior passagem de 

leptina através do leite materno (Oliveira et al, 2010).  



 52 

Ao fim da exposição à nicotina (15º dia da lactação), os machos da prole NIC 

apresentaram maior massa adrenal e maior conteúdo de catecolaminas. Estes 

dados, provavelmente, se devem à ação direta da nicotina na medula adrenal, uma 

vez que já é bem conhecido o fato de que agonistas da ACh, como a nicotina, são 

capazes de estimular a secreção e a produção de catecolaminas por se ligarem a 

receptores nicotínicos nas células cromafins adrenais (Sala et al, 2008). A 

hiperleptinemia do macho lactente da prole NIC também pode ser responsável por 

estes achados, pois a leptina estimula a síntese e a secreção de catecolaminas 

(Trevenzoli et al, 2007). Também podemos sugerir que o aumento do conteúdo de 

catecolaminas seja devido a hipercorticosteronemia, já que os glicocorticóides, em 

altas concentrações em torno das células ganglionares da medula, constituem um 

dos principais estimuladores da síntese da FNMT e, conseqüentemente, da síntese 

de adrenalina (Elias et al,2008). 

 Inesperadamente, aos 15 dias de vida, os machos da prole NIC apresentaram 

o conteúdo adrenal de catecolaminas aumentado apesar de menor expressão da 

enzima TH, a principal enzima relacionada com a síntese de catecolaminas. Esse 

achado diverge de outros estudos, onde se observa maior expressão 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) à nicotina. Por outro 

lado, Cheng et al. (2005) não observaram alteração nos níveis de mRNA para TH e 

DBH em ratos adultos machos tratados com nicotina cronicamente. É importante 

considerar que estudamos o período crítico da lactação quando ocorre maior 

plasticidade dos sistemas, que pode ser o motivo da divergência dos nossos 

achados.   

Diante do maior conteúdo adrenal de catecolaminas e menor expressão de 

TH nos machos lactentes das proles NIC, sugerimos que estes animais tenham um 

defict na biossíntese de catecolaminas e um bloqueio de secreção. Contudo, é 

importante considerar que apesar de termos detectado menor conteúdo de TH, não 

sabemos como está a sua atividade nesses animais, que pode estar elevada. Caso 

isto seja verdadeiro, seria compatível com a estimulação direta da nicotina sobre a 

medula, levando ao maior conteúdo de catecolaminas encontrado nesta prole. Outra 

possibilidade que explica a menor expressão de TH é o fato de que esta enzima é 

inibida pelo produto, ou seja, pelas catecolaminas (La Gamma & Black 1989). Ainda, 

não podemos descartar que exista uma dessensibilização dos receptores nicotínicos 
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pela exposição prolongada à nicotina. Com a ausência do efeito estimulatório da 

nicotina sobre esses receptores, o maior conteúdo de catecolaminas observado 

seria um reflexo de sua menor secreção. Como comentamos acima, a 

hiperleptinemia do macho lactente da prole NIC também pode ser responsável por 

estes achados, pois a leptina estimula a síntese e a secreção de catecolaminas 

(Trevenzoli et al, 2007), mas neste nosso modelo ocorre uma resistência tireoideana 

a leptina (Santos-Silva et al., 2010). Assim, se na medula adrenal tivermos também 

resistência a leptina é possível explicar a diminuição da expressão de TH. 

A maioria dos estudos da literatura mostra uma relação direta entre nicotina e 

corticosterona. Portanto, a hipercorticosteronemia observada nos machos da prole 

NIC aos 15 de vida pode ser explicado via ativação do eixo HPA. Sarasin et al 

(2002) demonstraram que ratos machos cujas mães receberam nicotina na 

gestação, apresentaram hipercorticosteronemia. Além disso, Davis et al (2005) 

observaram aumento nos níveis de corticosterona em ratos machos adultos tratados 

cronicamente com nicotina. Em camundongos machos adultos, a nicotina ativa o 

eixo HPA e consequentemente eleva as concentrações de corticosterona (Pauly et 

al, 1992).  

Desta forma, o aumento da adiposidade central dos machos da prole NIC aos 

15 dias de idade não deve se explicar por um efeito direto da nicotina transferido 

pelo leite, sobre a secreção de catecolaminas, pois estas induzem a lipólise. Talvez, 

esta maior adiposidade visceral seja devido a hipercorticosteronemia dos machos, 

uma vez que é conhecido o efeito lipogênico dos glicorticóides sobre o tecido 

adiposo visceral (Björntorp, 1991). Outra possibilidade é fato dos machos da prole 

NIC serem hipotireoideos nessa idade (Oliveira et al, 2009), o que pode resultar em 

queda do metabolismo e acúmulo de energia sob a forma de gordura.  

  

4.2 Machos programados – 180 dias de idade 

 

Camundongos machos adultos expostos à fumaça de cigarro por 4 dias 

consecutivos apresentaram menor ingestão alimentar e massa corporal, com 

redução de tecido adiposo branco retroperitoneal e testicular (Chen et al, 2005), 

demonstrando que a exposição imediata à nicotina induz a hipofagia e 

emagrecimento. Tais efeitos são opostos ao que observamos nos machos adultos 

da prole NIC. A exposição materna à nicotina na lactação programou a prole para 
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maior massa corporal aos 180 dias de idade sem alteração da ingestão alimentar 

sugerindo a gênese de um quadro de hipometabolismo nesses animais. Estes dados 

corroboram estudos já 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 fêmeas expostas à nicotina na gestação e após o nascimento 

(até o 10º dia de vida) apresentam aumento de peso corporal, a partir dos 35 dias de 

idade, que foi normalizado nos machos, e somente nas fêmeas 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 mães foram injetadas 

com nicotina na gestação e lactação 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, o sobrepeso 

e maior TAV dos machos adultos da prole NIC corrobora parte do estudo de Gao et 

al (2005). Ressaltamos que algumas diferenças em relação aos estudos de Chen & 

Kelly (2005) podem ser atribuídas ao período (gestação+lactação vs. só lactação) de 

exposição, dose da nicotina e forma de administração (pellets vs. minibomba) e 

também ao fato destes autores avaliaram um adulto jovem (até 90 dias de idade), 

enquanto nós e Gao et al. (2005) estudamos em uma idade mais avançada (até 180 

dias de idade).  

O aumento de gordura visceral pode em parte ser explicado pelo efeito 

lipogênico dos glicocorticóides 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 adipócitos 

(Oliveira et al, 2010a) e produzem mais leptina no tecido adiposo visceral.  Santos-

Silva et al (2010) demonstraram que esses animais desenvolvem resistência central 

à leptina compatível com a normofagia observada. Este achado também corrobora 

estudos anteriores do nosso grupo em outros modelos de programação, onde 

verificamos hiperleptinemia e resistência a sua ação anorexigênica (Toste et al, 

2006a; Bonomo et al, 2007; Lima et al, 2010).  

Apesar de não termos verificado alteração da morfologia ou no peso da 

glândula adrenal dos ratos NIC machos programados, observamos maior quantidade 

de catecolaminas totais adrenais, maior expressão da enzima TH e menor secreção 
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de catecolaminas em medulas isoladas sob estímulo da cafeína. Assim inicialmente, 

sugerimos um incremento na síntese de catecolaminas que poderia ser justificada 

pela maior corticosteronemia destes animais aos 180 dias de idade. Como a leptina 

aumenta a expressão e fosforilação da TH em culturas de células da medula adrenal 

bovina (Utsunomiya et al. 2001), a hiperleptinemia dos machos adultos poderia ser 

responsável pelo aumento de produção de catecolaminas. Além disso, já 

demonstramos que a administração de leptina no início da lactação programa os 

machos para o aumento de catecolaminas e conteúdo 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 função da medula adrenal nesses animais.    

Apesar do aumento de catecolaminas e conteúdo de TH nos machos da prole 

NIC programada, detectamos menor secreção de catecolaminas in vitro quando as 

medulas foram estimulados por cafeína, sugerindo que o acúmulo de catecolaminas 

se deva, em parte,  a inibição do processo secretório. No entanto, não sabemos 

como seria a secreção de catecolaminas frente a outros estimuladores das células 

cromafins adrenais, como a acetilcolina, a leptina ou a própria nicotina. Não 

podemos descartar, ainda, que in vivo, a secreção de adrenalina para a circulação 

esteja elevada nos machos adultos da prole NIC e, quando a adrenal é colocada em 

um meio livre de reguladores endógenos, já não 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 formação de IP3 e a concentração de Ca2+ de maneira 

dose-dependente, desencadeando a liberação de catecolaminas (Takekoshi et al. 

2001). Como nossos animais são hiperleptinêmicos e têm menor secreção de 

catecolaminas adrenais, é possível crer que, como observado a nível central, 

também exista uma resistência à leptina a nível de medula adrenal.  

O sistema nervoso simpático contribui para a regulação do balanço de 

energia aumentando a termogênese através da ativação do ADRB3 nos adipócitos, 

resultando na lipólise mediada por catecolaminas. O desenvolvimento da obesidade 

pode estar  relacionada de alguma forma a defeitos nos níveis 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 conteúdo do ADRB3 no TAV. Entretanto, a secreção de 

catecolaminas é provavelmente menor no grupo NIC, face ao resultado in vitro,  
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sugerindo uma diminuição da lipólise no tecido adiposo. Uma provavel explicação 

para o aumento no conteúdo de ADRB3 seria a presença de um mecanismo 

compensatório face a redução das catecolaminas, já que é conhecido o efeito de 

down-regulation exercido pela adrenalina sobre seu receptor. 

 

4.3 Fêmeas lactentes – 15 dias de idade 

 

Observamos menor massa corporal nas fêmeas da prole NIC durante os 15 

dias da exposição materna à nicotina que foi normalizada com a sua retirada. Esse 

achado pode se dever ao conhecido efeito anorexigênico da nicotina que levaria a 

menor ingestão de leite reduzindo também o ganho de massa corporal. Estudos 

demonstram que a subunidade α7 dos nAChRs está envolvida com a redução do 

ganho de peso e ingestão alimentar (Marrero et al, 2009). É possível então que as 

fêmeas apresentem maior concentração de α7 nAChRs do que machos, o que 

justificaria o menor peso corporal observado nas fêmeas NIC o que não ocorreu com 

os machos. Outra possibilidade seria a hiperleptinemia observada nas fêmeas da 

prole NIC aos 15 dias de vida, uma vez que este é um hormônio anorexigênico e 

tem ação lipolítica. Diferente dos machos de mesma idade, a leptina sérica nas 

fêmeas lactentes parece ter seu papel preservado, visto que estas apresentam 

hiperleptinemia e menor peso corporal. Como não verificamos alteração na 

adiposidade central nas fêmeas da prole NIC aos 15 dias de vida, supomos que a 

hiperleptinemia seja devido a uma maior transferência de leptina pelo leite materno. 

De fato, recentemente demonstramos maior conteúdo de leptina no leite das mães 

lactantes expostas à nicotina (Oliveira et al, 2010). Esta diferença no estoque de 

tecido adiposo entre filhotes machos e fêmeas lactentes pode também ser explicado 

pela normocorticosteronemia das fêmeas, diferente dos machos lactentes que são 

hipercorticosteronêmicos, pois o aumento de glicocorticóides possui ação lipogênica 

sobre o adipócito visceral (Björntorp, 1991).  

Um estudo demonstrou que ratos Wistar machos (desnutridos ou não na 

lactação) têm maior massa corporal que fêmeas na lactação (Nunes et al, 2002). 

Ratos machos neonatos cujas mães receberam nicotina por seis semanas antes do 

acasalamento até o parto apresentaram diminuição da massa corporal ao 

nascimento, o que não foi observado nas fêmeas recém-nascidas (Peters & Tang, 
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1981). Recentemente nosso grupo demonstrou que filhotes de ambos os sexos de 

mães que receberam ração rica em linhaça na lactação, apresentaram diminuição 

de triglicerídeos séricos e da massa de gordura total ao desmame, apesar de terem 

se tornado hiperleptinêmicos (Figueiredo et al, 2009; Troina et al, 2010). Entretanto 

os machos apresentaram maior massa corporal (Figueiredo et al, 2009) enquanto as 

fêmeas apresentaram menor massa corporal (Troina et al, 2010). Esses resultados 

demonstram a existência de diferença entre gêneros já no início da vida, mesmo 

quando ainda não há influencia importante dos hormônios sexuais.  

Diferente dos machos lactentes da prole NIC não observamos alteração da 

corticosteronemia, conteúdo de catecolaminas ou expressão de TH nas fêmeas da 

prole NIC aos 15 dias de vida. Sugerimos que tal diferença na função adrenal entre 

os sexos pode ser por conta da existência de diferentes subunidades que compõe 

os receptores nicotínicos da medula adrenal de machos e fêmeas. Já foi 

demonstrado a existência de uma grande heterogeneidade nos receptores 

nicotínicos (Clement et al, 2000) bem como a existência de dimorfismo em áreas 

centrais que regula o eixo HPA (Madeira & Lieberman, 1995). Assim, é possível que 

a diferença da corticosteronemia observada entre os sexos seja devido à diferença 

na estimulação do eixo HPA, frente ao estimulo da nicotina. Ou ainda, assim como 

há diferença entre receptores nicotínicos a nível central, esteja ocorrendo também 

na medula adrenal de forma que as subunidades dos receptores nicotínicos das 

fêmeas sejam menos sensíveis à nicotina do que os dos machos. Sabe-se que no 

cérebro, a combinação das subunidades α2β2 dos nAChRs é  mais sensível à 

nicotina do que a combinação das subunidades α3β2 (Luetje & Patrick, 1991). 

Assim, caso as fêmeas apresentem mais subunidades α3β2 dos nAChR, isto 

ajudaria a justificar as poucas alterações observadas nas fêmeas cujas mães foram 

expostas à nicotina em comparação as alterações mais intensas detectadas nos 

machos.  

 
4.4 Fêmeas programadas – 180 dias de idade 

 

Oposto ao verificado nos machos adultos, as fêmeas adultas da prole NIC 

não apresentaram alteração na massa corporal, MGV e leptinemia. Nosso resultado 

de massa corporal diverge de outros estudos: Holloway et al, (2005) demonstraram 

que ratas Wistar com 180 dias de vida cujas mães receberam injeção subcutânea de 
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nicotina na gestação e lactação apresentam aumento da massa corporal além de 

maior adiposidade; Chen & Kelly, (2005) também verificaram que ratas cujas as 

mães receberam implante subcutâneo de pellet contendo nicotina durante a 

gestação, apresentaram aumento de massa corporal dos 35 até os 90 dias de vida. 

Entretanto, é importante considerar que esses estudos diferem do nosso tanto em 

relação ao período de exposição quanto à forma de administração da nicotina. 

As fêmeas da prole NIC aos 180 dias de vida apresentaram aumento do 

conteúdo de leptina no músculo sóleo e menor conteúdo de leptina no TAS o que 

pode explicar a normoleptinemia observada nessas proles, uma vez que já foi 

demonstrada uma significativa expressão de leptina pelo músculo e que a massa 

muscular é até maior que a de tecido adiposo (Trevenzoli et al, 2010).   

As fêmeas programadas pela nicotina materna apresentaram diminuição do 

conteúdo do ADRB3 no TAV na vida adulta. Essa diminuição da expressão desse 

receptor não parece ter um efeito fisiológico importante uma vez que estas fêmeas 

não apresentam alteração neste depósito de tecido adiposo. Acreditamos que a 

sinalização da adrenalina no TAV esteja normal já que não verificamos alteração na 

sua massa, nem na função adrenal das fêmeas da prole NIC programadas pela 

nicotina materna, apesar não termos avaliado a secreção in vitro.  

Martins et al (2004) demonstraram que camundongos fêmeas tratadas 

precocemente com glutamato monosódico são programadas para a obesidade, além 

de apresentarem menor conteúdo de catecolaminas adrenais, menor secreção de 

catecolaminas estimulada por K+, menor expressão de TH e DBH (enzimas 

importantes na via de síntese das catecolaminas). Estes autores sugerem que a 

obesidade encontrada nesse modelo de programação, tenha se desenvolvido pela 

menor ação lipolítica das catecolaminas sobre o tecido adiposo. Visto que em nosso 

estudo, as fêmeas programadas pela nicotina apresentam conteúdo de 

catecolaminas adrenais e expressão de TH inalterados, é provável que a secreção 

hormonal esteja também normal, uma vez que não observamos modificação de 

massa corporal ou adiposidade visceral.   

Como já foi descrito que o 17β estradiol estimula a atividade da enzima TH, e 

consequentemente a síntese de catecolaminas na medula adrenal (Yanagihara et al, 

2005), é possível que o fato do 17β estradiol normalmente ser maior nas fêmeas 

comparados aos machos adultos atenue a programação de disfunções na medula 

adrenal nas fêmeas.    
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De fato, a exposição materna à nicotina não causou um grande impacto nas 

fêmeas quando comparadas as alterações observadas nos machos. Assim, como as 

modificações nas fêmeas lactentes foram mais amenas, a repercussão em longo 

prazo também foi pouco exuberante nesta rata, pelo menos no que diz respeito a 

programação do peso corporal, gordura central e função adrenal. Não se pode 

deixar de considerar que a suposta menor ingestão de leite materno pela fêmea NIC 

pode ter levado menor exposição ao principal fator programador, a nicotina através 

do leite, atenuando assim a programação das fêmeas de mães expostas à nicotina. 

Por outro lado, a maior resistência a programação em fêmeas se justifica do 

ponto de vista evolutivo, visto que as modificações ambientais não 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 condições maternas na gestação ou 

lactação. Já o macho só ocasionalmente, através do imprinting parental, poderia 

influenciar na hereditariedade de sua prole. Portanto, a programação tornaria o 

macho mais adaptável ao ambiente, porém com menos chance de transmissão para 

a prole, ocorrendo o contrário na fêmea, que seria menos adaptável, mas que 

transmitiria estes poucos efeitos mais efetivamente para sua prole, porque além do 

imprinting parental, influenciaria a epigênese em sua prole durante toda a gestação 

e lactação. A diferença na produção de hormônios sexuais entre machos e fêmeas, 

sugerem que estes possam atuar como atenuadores ou exacerbadores da 

programação.  

 

ANÁLISE FINAL DOS NOSSOS RESULTADOS 

 

           Demonstramos um dimorfismo sexual nas proles de mães expostas à nicotina 

na lactação. As alterações observadas nos machos lactentes das proles NIC foram 

mais pronunciadas e, portanto tiveram maior impacto no desenvolvimento de 

distúrbios em longo prazo estudados no presente trabalho.  

Segundo a literatura, um grande número de mulheres que interrompem o 

hábito de fumar na gestação, retorna ao tabagismo na lactação (McBride et al, 1990; 

Röske et al, 2006; Thyrian et al, 2006; Hannöver et al, 2008). Erroneamente, 

algumas lactantes fumam distante de seus filhos por acreditarem que desta forma os 

efeitos deletérios do cigarro são evitados. Assim, supomos que a escolha do período 
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de exposição materna à nicotina, isto é a lactação, seja o mais apropriado para 

retratar o que freqüentemente ocorre nos seres humanos no período neonatal que 

são expostos a poluição tabágica. Portanto, a relevância do nosso estudo é o fato de 

que tanto os dados epidemiológicos de exposição ao fumo quanto os dados 

experimentais de exposição ao tabaco/nicotina, avaliam o período de gestação e/ou 

lactação simultaneamente, enquanto o nosso é específico para a lactação. 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 período da lactação e focarmos a possibilidade de 

existência do dimorfismo sexual. Demonstramos que ambos medula adrenal e tecido 

adiposo funcionam de forma gênero dependente na programação pela nicotina, 

tanto em curto prazo (na lactação, quando a nicotina está presente no leite materno), 

quanto em longo prazo (repercussões na vida adulta). Portanto, a caracterização 

das diferenças entre os gêneros em nosso modelo experimental é relevante para 

compreensão de como a exposição involuntária a nicotina e de forma indireta (via 

leite materno) poderia repercutir em possíveis diferenças entre homens e mulheres 

diante de uma situação de estresse e/ou luta e fuga, risco de hipertensão arterial, 

gênese de obesidade ou diabetes.  
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5 CONCLUSÃO 
 
 
 Demonstramos como são complexos os mecanismos envolvidos na 

programação da função da medula adrenal e dos adipócitos pela exposição materna 

a nicotina no período crítico da lactação, interferindo distintamente em ambos os 

sexos, em curto prazo (final da exposição) e em longo prazo (idade adulta). Assim 

concluímos que: 

 Os machos lactentes das proles NIC apresentaram maior adiposidade central, 

enquanto as fêmeas lactentes apresentaram diminuição da massa corporal no 

período de exposição materna à 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.   

 Na vida adulta, os machos programados exibiram maior massa corporal, 

adiposidade central e hiperleptinemia, além de maior conteúdo de leptina e 

ADRB3 no TAV. Já as fêmeas programadas mostraram menor conteúdo de 

leptina no TAS e maior no músculo, que justifica a normoleptinemia, e menor 

conteúdo do ADRB3 no TAV, ressaltando o dimorfismo na programação por 

nicotina, que pode se dever ao imprinting da hipercosticosteronemia e da 

maior MGV no macho. 

 A corticosteronemia foi elevada nos machos das proles NIC em ambos os 

períodos estudados. Na lactação, sugerimos que os machos tenham maior 

acúmulo de catecolaminas na adrenal, embora menor síntese hormonal, pois 

estes apresentaram maior conteúdo de catecolaminas, porém menor 

expressão de TH. Quando adultos, os machos programados apresentaram 

maiores conteúdos de catecolaminas e TH, embora menor secreção de 

catecolaminas in vitro. Não observamos alterações da função adrenal das 

fêmeas programadas pela exposição neonatal à nicotina.   

 De uma forma geral, detectamos que as fêmeas da prole NIC exibiram 

alterações de menor magnitude em comparação aos machos, tanto durante o 

período de exposição à nicotina como na idade adulta, o que pode se dever a 

diferentes processos evolutivos.  
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