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The effects of exposing rats to cigarette smoke onmilk

production and growth of offspring

Efeitos da exposição à fumaça do cigarro sobre a produção láctea
e o crescimento de filhotes de ratas

Paulo R. B. Mello1, Thelma S. Okay2, Clovis Botelho3

Resumo

Objetivos: Analisar o efeito da exposição à fumaça do cigarro na

gestação e lactação sobre a produção láctea de ratas, ganho ponderal e

crescimento linear dos filhotes.

Métodos: Três grupos de ratas foram estudados na gestação e

lactação: 15 ratas expostas à fumaça do cigarromais fluxo de ar, 18 ratas

manipuladas, isto é, expostas ao fluxo de ar comprimido e 18 ratas

controle. Os filhotes forammedidos e pesados a cada 5 dias, do primeiro

ao 15º dia. A produção láctea foi estimada pelos métodos de captação de

leite em 1 hora e ganho ponderal dos filhotes.

Resultados: Os filhotes das ratas expostos à fumaça do cigarro

apresentarammenor peso e comprimento ao nascer. Durante a lactação,

os filhotes das ratas expostas à fumaça e das apenas manipuladas

ganharam menos peso que o grupo controle. A produção láctea pelo

método de captação de leite em 1 hora foi reduzida no grupo exposto à

fumaça e, em menor proporção, nas ratas do grupo manipulado. Pelo

método do ganho ponderal dos filhotes, a produção láctea reduziu-se

igualmente nos grupos exposto à fumaça e manipulado, comparados ao

grupo controle.

Conclusões:Aexposiçãoà fumaçado cigarro comprometeuopesoe

o comprimento ao nascer, mas, durante a lactação, também a

manipulação comprometeu o ganho de peso dos filhotes. A manipulação

e,mais acentuadamente, a exposição ao tabacoprejudicaramaprodução

de leite.
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Abstract

Objectives: To analyze the effects of exposure to cigarette smoke

during gestation and lactation on the milk production of rats and on the

weight gain and linear growth of their offspring.

Methods: Three groups of female rats were studied during gestation

and lactation: 15 rats were exposed to cigarette smoke and air flow, 18

rats were handled, i.e., exposed to compressed air flow, and 18 rats were

usedas controls.Newborn ratsweremeasuredandweighedevery5days,

from the first to the 15th day. Milk production was estimated by 1-hour

milk extraction and weight gained by litters.

Results: The offspring of rats exposed to cigarette smoke weighed

less and were shorter at birth. During lactation, the offspring of rats

exposed to smoke and also of rats that had merely been handled gained

less weight than the control group. Milk production gauged by the 1-hour

extraction method was reduced in the group exposed to smoke and, to a

lesser extent, also in the group that had been handled. Milk production

estimated according to the pups’ weight gain was reduced equally in the

groups exposed to smoke and merely handled, when compared to the

control group.

Conclusions: Exposure to cigarette smoke compromised the birth

weight and birth length, but during lactation, handling also compromised

weight gain of offspring. Handling and, to a greater extent, exposure to

tobacco, were prejudicial to milk production.
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Introdução

O tabagismo pode afetar diferentes fases da reprodução

humana, inclusive a lactação1. Filhos de mães fumantes ga-

nhampeso numavelocidademenor que filhos de não-fuman-

tes, sugerindo que o tabagismo possa afetar a produção de

leite2. Estudos da produção diária de leite, entre 1 e 3 meses

de lactação,mostraramprodução diária de leite significativa-

mente menor emmães fumantes. Ao medir o ganho de peso

em um período de 14 dias, foi observado que os filhos de fu-

mantes apresentavam ganho ponderal médio 40% menor

que os filhos de não-fumantes3.

O tabagismo ativo materno tem sido relacionado à falha

no aleitamento, reduzindo a produção de leite e a duração do

aleitamento4,5, tanto exclusivo quanto misto2, sendo a dimi-

nuição do tempo de aleitamento proporcional à intensidade

do tabagismo materno6-8.

Embora os efeitos nocivos do tabagismo ativo sejam re-

conhecidos em diferentes fases do processo reprodutivo fe-

minino, cada vez mais estudos fazem referência a efeitos

semelhantes do tabagismo passivo. O risco relativo (RR) de

uma mãe exposta ao tabagismo passivo ter uma criança de

baixo peso ao nascimento foi de 2,17 (IC95% 1,05-4,50)

quando comparada amães que não tiveram nenhum contato

com cigarro9. Dentre os expostos de maneira passiva, aque-

les que apresentam maior risco parecem ser os fetos10, re-

cém-nascidos e lactentes jovens11.

Muito embora estudos experimentais tenhamanalisado o

efeito do tabagismo sobre a lactação12, existemdivergências

nos resultados obtidos. Tendo como hipótese que o taba-

gismo influencia o ganho ponderal e o crescimento pós-natal

dos filhotes, este estudo experimental desenvolvido em ratas

teve como objetivos analisar o efeito da fumaça do cigarro na

produção láctea de ratas, no ganho ponderal e no cresci-

mento linear de seus filhotes.

Métodos

Este estudo utilizou modelo experimental de exposição à

fumaça do tabaco desenvolvido em ratas nas quais vários pa-

râmetros foram analisados13, incluindo crescimento linear,

ganho ponderal dos filhotes e produção láctea.

O cálculo amostral tomou como nível de significância 5%

(p < 0,05) e erro beta de 0,1. Foi utilizada a fórmula

N = [(za-zb) teta]2/delta, onde za e zb representam os esco-

res z de uma curva normal associada aos valores de alfa e

beta, sendo teta o desvio padrão e delta a diferença conside-

rada significativa, determinando um número mínimo de 15

animais por grupo.

Foram estudadas 51 ratas virgens de 4 meses de idade

(Ratus norvegicus) da cepa Wistar fornecidas pelo Biotério

Central da Universidade Federal de Mato Grosso, mantidas

em temperatura controlada (22±2°C), umidadede40a60%

e ciclo de luz/escuridão de 12 horas cada. Foram aceitos ani-

mais compeso entre 230 e 260 g, alimentados com raçãoNu-

vilab (Nuvital, Curitiba, PR) e água ad libitum.

Os animais foram divididos em três grupos:

- Grupo F: animais expostos à fumaça de cigarro, sob fluxo

de ar comprimido, durante 15 min duas vezes ao dia, du-

rante a gestação e a lactação (n = 15);

- Grupo Ar: animais manipulados expostos a fluxo de ar

comprimido, durante 15min duas vezes ao dia, durante a

gestação e a lactação (n = 18);

- Grupo C (controle): animais que não sofrerammanipula-

ção, exceto aquelas necessárias à pesagem (n = 18).

Foram utilizados, para os animais do grupo F, cigarros da

marca Marlboro® (Philip Morris), cada cigarro contendo

0,8 mg de nicotina, 10 mg de alcatrão e 10 mg de monóxido

de carbono (aferição por amostragem, Laboratório Labstat

do Canadá).

O sistema de exposição utilizado e a avaliação da funcio-

nalidade do sistema e dos marcadores de exposição utiliza-

dos – cotinina e carboxiemoglobina – foram anteriormente

descritos14,15. Consistiu de duas câmaras de madeira sepa-

radas por uma parede fenestrada. Na primeira câmara (de

combustão), os cigarros eramqueimadosde formapassiva e,

na segunda câmara (de inalação), eram colocados os ani-

mais. Durante a exposição, um fluxo de ar comprimido ali-

mentava a combustão e dirigia o fluxo da fumaça para a

câmara de inalação e daí para uma saída externa.

Os animais dos grupos F eAr foramsubmetidos a inalação

por15min, duasvezesaodia, com intervalode12horas, uma

vez confirmada a gestação pelo esfregaço vaginal até o 17º

dia de lactação. Durante a exposição, os animais do grupo F

inalaram fumaça de cigarros queimados completamente e

ventilados por fluxo de ar comprimido (10 L/min). Foram uti-

lizados 10 cigarros por dia (cinco cigarros por exposição), ou

seja, dois cigarros/animal/dia. Os animais do grupo Ar utili-

zaram sistema de exposição exclusivo para este grupo, com

fluxo de ar comprimido semelhante, na mesma freqüência e

duração e nos mesmos horários que o grupo F.

As ninhadas foram reduzidas para oito filhotes, eliminan-

do-se os excedentes demaneira aleatória. Foi tolerada redu-

ção no decorrer do experimento para um mínimo de sete

filhotes por ninhada. Os filhotes foram numerados entre 12 e

24 horas de vida, e novamente no 10º dia de vida. O peso e o

comprimento linear (medida nariz-extremidade da cauda do

filhote estendido sobre uma superfície plana) foram obtidos

de acordo com protocolo de Silva et al.14. O peso e o compri-

mento dos filhotes forammedidos no primeiro, quinto, 10º e

15º dias de vida, sempre nos mesmos horários, e o peso foi

obtido isoladamentenamanhãdo12ºdia devida.Oganhode

peso na lactação foi medido pelo peso acumulado ou pela di-

ferença entre o peso ao nascimento e o peso aferido no dias

de vida referidos.
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A produção láctea foi avaliada segundo Morag16 e Samp-

son & Jansen17. Segundo Morag16, obteve-se a diferença de

peso dos filhotes pré e pós-mamada (medida da captação de

leite). No 12º dia de lactação, os filhotes foram separados de

suas mães por 12 horas e, ao final deste período, foram pe-

sados (peso inicial). A seguir e imediatamente após a exposi-

ção materna (grupos F e Ar), foram colocados para mamar

por 1 hora e novamente pesados (peso final). A produção lác-

tea em g/criança foi representada pela média de ganho de

peso em 1 hora de todos os filhotes da ninhada.

De acordo com Sampson & Jansen17, foi estudado o perí-

odo compreendidoentreoquintoeo12ºdiaapósopartoapli-

cando-se a seguinte equação: produção láctea (g/criança/

dia) = 0,0332 + 0,667 (peso) + 0,877 (ganho de peso), na

qual o peso é igual ao peso do último dia do período e o ganho

depeso é igual à diferença entre o peso inicial e o peso no final

do período.

A tabulação dos dados foi feita no programa Excel, e as

análises estatísticas com o programa SPSS versão 9.0. O

teste de Lavene foi utilizado para verificação do comporta-

mento das variáveis numéricas. Para análises paramétricas,

utilizou-se ANOVA e teste t de Student, conforme o caso. O

nível de significância adotado foi p < 0,05.

O projeto de pesquisa foi aprovado pela comissão de ética

para análise de projetos de pesquisa (CAPPesq) da diretoria

clínica do Hospital das Clínicas e da Faculdade de Medicina da

Universidade de São Paulo sob nº 777/01 em 25/10/2001.

Resultados

Os valores de peso dos filhotes do nascimento até o 15º

dia de vida encontram-se na Tabela 1. Observou-se que os

filhotes de ratas do grupo F apresentam menor peso ao nas-

cimento em relação aos animais controle, e que essa dife-

rença se manteve durante toda a lactação. Os filhotes do

grupoAr nasceramcompesomaior queos filhotes dogrupo F,

mas essa diferença não émais significativa a partir do 10º dia

de lactação. No 15º dia de lactação, os animais do grupo Ar

têm filhotes com peso comparável ao grupo F e com peso in-

ferior ao grupo controle.

O comprimento dos filhotes do grupo F foi menor que os

animais do grupo C ao nascer e ao longo da lactação (Tabela

2).Os filhotes de ratas dogrupoArnascemcomcomprimento

linear maior que os filhotes do grupo F, porém esta diferença

não é mais significativa a partir do 10º dia de lactação. Com-

parandoosdois gruposnãoexpostos à fumaçade cigarros (ar

comprimido e controle), não foi observada diferença no com-

primento linear dos filhotes em nenhum dos tempos

estudados.

A comparação do peso acumulado dos filhotes ao longo

dos 15primeiros dias de vidamostra queoganhoponderal foi

Tabela 1 - Médias de peso (g) e desvio padrão ao nascer, no quinto, 10º e 15º dias de vida de filhotes de ratas expostas à
fumaça do cigarro e ao ar comprimido, comparadas aos controles

n Nascimento 5º dia 10º dia 15º dia

Grupo

F 15 5,50 (0,28) 9,46 (0,76) 17,57 (1,19) 22,42 (1,86)

Ar 18 5,89 (0,47) 10,45 (1,06) 18,19 (1,51) 22,93 (1,87)

C 18 5,87 (0,36) 10,62 (1,16) 19,23 (1,99) 24,73 (2,45)

Teste

ANOVA p < 0,01 p < 0,01 p < 0,05 p < 0,01

Teste t

C x F p < 0,01 p < 0,01 p < 0,01 p < 0,01

C x Ar NS NS NS p < 0,01

F x Ar p < 0,01 p < 0,01 NS NS

Ar = ar comprimido; C = controles; F = cigarro; NS = não-significante.
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maior no grupo controle em relação ao grupo F ao longo do

período de lactação estudado. Já os filhotes do grupo Ar ga-

nharampeso de forma semelhante aos filhotes do grupo con-

trole no início da lactação. No entanto, este ganho diminuiu

de forma significativa ao longo da lactação, o que foi detec-

tado no 15º dia de vida e fez com que, na comparação com o

grupo F, o grupo Ar não tenhamostrado diferenças quanto ao

ganho de peso durante a lactação. F = 16,91 g (±1,91);

Ar = 17,26 g (±2,09); C = 18,81 g (±2,26) (F versus C;

p < 0,05).

A produção láctea (Figura 1) avaliada no 12º dia de lacta-

ção, segundo Morag9, mostrou que a captação de leite dos

filhotesdogrupoF foimenor queados filhotesdosoutrosdois

grupos; entre estes últimos, os filhotes do grupo Ar captaram

menos leite que os controles. (Figura 1, gráfico superior).

A produção láctea avaliada entre o quinto e o 12º dia de

lactação, segundo Sampson & Jansen17, mostrou que as ra-

tas dos grupos expostos ao cigarro e ao ar comprimido não

apresentaram diferença de produção láctea entre si, e que

estes dois grupos produziram menos leite que as ratas do

grupo controle. (Figura 1, gráfico inferior).

Discussão

A avaliação do ganho ponderal e do comprimento dos fi-

lhotes ao longo da lactação mostrou que a diferença de peso

dos filhotes entre os grupos expostos à fumaça do cigarro e o

controle persistiu, mesmo quando se descontou o peso de

nascimento do ganho ponderal por meio de análise do ganho

de peso acumulado. Quando se comparou o ganho de peso

acumulado ao longo da lactação entre os grupos exposto à

fumaça do cigarro e ar comprimido, não foi observada dife-

rença estatisticamente significante entre as médias. Esses

dados sugerem que, quando se procurou retirar o efeito da

manipulação (exposição dos animais ao fluxo de ar compri-

mido), o prejuízo da perda ponderal observada ao nasci-

mento no grupo de filhotes demães fumantes desaparece na

lactação.

Neste estudo, o ganho ponderal da prole foi avaliado em

filhotes de ratas expostas ao tabaco durante toda a gestação

e praticamente todo o período de lactação, procurando mi-

metizar a condição de tabagismo humano. Como não foi es-

tudado isoladamente cada um destes períodos reprodutivos,

os efeitos observados na lactação podem refletir alterações

maternas e fetais decorrentes da exposição que ocorreu na

gestação. Sabe-se que a nicotina interfere no acúmulo lipí-

dico na gestação, podendo reduzir a capacidade da mãe de

suprir as demandas energéticas próprias da lactação, parti-

cularmente quando a ingestão alimentar for restrita18. Da

mesma forma, a ingestão materna analisada sob forma qua-

litativa e quantitativa é de grande importância no período de

Tabela 2 - Valores médios (cm) e desvio padrão do comprimento ao nascer, no quinto, 10º e 15º dias de vida de filhotes de
ratas expostas à fumaça do cigarro e ao ar comprimido, comparados aos controles

n Nascimento 5º dia 10º dia 15º dia

Grupo

F 15 6,78 (0,28) 8,80 (0,76) 11,60 (1,19) 13,96 (1,86)

Ar 18 6,94 (0,18) 9,26 (0,38) 11,83 (0,38) 14,20 (0,51)

C 18 6,92 (0,11) 9,20 (0,32) 11,94 (0,45) 14,49 (0,61)

Teste

ANOVA p < 0,05 p < 0,05 NS p < 0,05

Teste t

C x F p < 0,01 p < 0,05 p < 0,05 p < 0,05

C x Ar NS NS NS NS

F x Ar p < 0,05 p < 0,05 NS NS

Ar = ar comprimido; C = controles; F = cigarro; NS = não-significante.
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lactação, tanto para a saúde da mãe quanto para o seu su-

cesso na lactação, além de ser essencial ao crescimento dos

filhotes19.

Filhotes de ratas que receberam injeções de nicotina na

gestação e na lactação apresentaramprejuízo no ganho pon-

deral e no crescimento linear no final da primeira metade da

lactação20. Por outro lado, filhotes de ratas que receberam

nicotina na gestação e não na lactação apresentaram redu-

ção de peso ao nascimento, mas sem diferença significativa

de peso ao desmame com 21 dias21.

Estudos em humanos mostraram que, embora o taba-

gismo durante a gestação esteja associado com recém-nas-

cidos de peso mais baixo no momento do parto, depois do

nascimentoestas crianças tendemaalcançar a curvade cres-

cimento ideal22. Aparentemente, a ação do tabagismo esta-

riamais associadaàexposição intra-útero doqueàexposição

pós-natal (tabagismo passivo) durante o início da infância23.

Os dados aqui analisadosmostramque os animais expos-

tos ao ar comprimido nascem com peso semelhante aos con-

troles. Todavia, ao longo da lactação ganhammenos peso em

relação aos controles, de forma semelhante aos filhotes do

grupo exposto à fumaça de cigarros. Assim, tem-se a hipó-

tese de que o menor ganho ponderal corrigido, nos dois gru-

pos de animais expostos em relação aos animais não

manipulados (controles), não seja devido a eventos gestaci-

onais, e sim a fatores que agem no período de lactação, tais

como o estresse.

Os valores médios de captação de leite obtidos para os

animais do grupo controle foram de 1,18 g/criança, superio-

res aos relatados por Morag16, que foram de 0,9 g/criança,

porém inferiores aos descritos por Lau24, que foram de

1,35 g/criança. Esses valores, 15%mais elevados, poderiam

ser justificados por diferenças de linhagem animal, dieta e

acomodação. Ao comparar os resultados nos três grupos

analisados, observou-se que os filhotes do grupo controle

captaram volume maior de leite em relação aos do grupo ar

comprimido, e estes captaram volumes maiores de leite que

os filhotes do grupo exposto à fumaça do cigarro. Por este

metodo, embora a produção láctea nos grupos expostos à fu-

maça do cigarro e ar comprimido tenha sido menor que a do

grupo controle, ela foi maior no grupomanipulado exclusiva-

mente comar comprimido em relação aos expostos à fumaça

de cigarros.

Analisando a produção láctea pelo método proposto por

Sampson& Jansen17, foi observado que as ratas dos grupos F

e Ar produzirammenos leite que aquelas do grupo controle e

não apresentaram diferenças entre si. Grigor25 estimou a

produção láctea indiretamentepormeiodasomadoganhode

peso dos animais nas 24 horas, descontadas as perdas insen-

síveis estimadas pela perda ponderal de outros filhotes em

igual período de jejum. Seus resultados mostraram valores

de produção láctea que foram de 46 g ao dia em ninhadas re-

duzidas para 10 filhotes. Já aplicando amesma equação des-

crita por Sampson & Jansen17, Grigor25 encontrou uma

estimativa de produção láctea 10%menor. Esses valores são

semelhantes aos encontrados no presente estudo, que foram

medidos pela mesma equação, porém corrigidos para uma

ninhada reduzida para oito filhotes.

Sabe-se que ométodo proposto por Sampson & Jansen17

é uma medida indireta de produção láctea, estimada a partir

do ganhomédio de peso diário da ninhada. O cálculo leva em

consideração a interferência provocada pelas perdas insensí-

veis (perspiração e excreções) e consideram constante o

ganho de peso entre o quinto e o 15º dias de vida.

Embora o ganho de peso de uma ninhada padronizada

possa ser usado como índice qualitativo da produção láctea,

Ar = ar comprimido; C = controles; F = cigarro; NS = não-significante.

Figura 1 - Valores médios e desvios padrão de produção láctea
em g/criança pelo método de captação de leite em 1
hora (gráfico superior) e emg/criança/dia (Sampson &
Jansen, 1984) medida entre o quinto e o 12º dia de
lactação (gráfico inferior), de ratas expostas à fumaça
do cigarro e ao ar comprimido, comparadas aos contro-
les
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nãopode ser usadoparamedir, de formaacurada, a produção

de leite, visto que não são levados emconsideração os reque-

rimentos de manutenção da ninhada, nem possíveis varia-

ções no suprimento de nutrientes que possam resultar de

alterações na composição do leite19.

A comparação dos resultados das diferenças das duas

medidas de produção láctea mostrou que, enquanto a me-

dida feita ao longo da lactação não evidenciou diferenças en-

tre o grupo exposto à fumaça do cigarro e ar comprimido, a

medida realizada pelo método de Morag16mostrou efeito in-

dependente do cigarro. Como estamedida reflete a produção

de leite das últimas 12 horas, a produção láctea durante o pe-

ríodo de afastamento dos filhotes poderia ter sido influenci-

ada pelas duas exposições ocorridas neste intervalo.

Contudo, na medida de longo prazo não foi observada dife-

rença entre os grupos F e Ar, o que sugere que os animais ex-

postos ao tabaco tenham mantido a produção de leite no

intervalo das exposições ao cigarro. Este achado está, em

parte, de acordo com os resultados da avaliação hormonal,

na qual os animais expostos à fumaça do cigarro nãomostra-

ram diferenças na liberação de prolactina13. Portanto, o me-

norganhodepesodos filhotesdogrupo fumanteem1horade

sucção pode ser justificado por redução da ejeção de leite

pelo animal.

É conhecido que a ejeção de leite pode estar comprome-

tida devido a estímulos que causem estresse. A liberação de

leite diminuiu em ratas submetidas a estímulos visuais, olfa-

tórios, auditivos ou restrição física26. Os mecanismos envol-

vidos seriam decorrentes de ativação do sistema simpático

adrenal periférico e redução do número de pulsos de oxito-

cina. A ativação simpática causa vasoconstricção nas glându-

las mamárias dificultando o acesso da oxitocina à célula

mioepitelial, provocandoaumentodo tônusductalmamário e

influenciando a dinâmica das pressões intramamárias27,28.

Além disso, deste processo de estimulação simpática, parti-

cipa um componente cerebral que inibe o estímulo oxitócito

responsável pela ejeção de leite29.

Contudo, o efeito do estresse na lactação é complexo.De-

pendendo da duração do estresse e do(s) seu(s) sítio(s) de

ação, a supressão da lactação pode resultar de uma diminui-

ção da síntese ou ejeção do leite. O tempo de ocorrência dos

efeitos observados pode variar, se o estresse ocorre de forma

aguda ou prolongada, sobre a ação da prolactina – síntese ou

sobre a ação da oxitocina – ejeção de leite30.

Contrariamente aos resultados obtidos na lactação, os

grupos de animais não expostos à fumaça do cigarro não di-

feriram entre si quanto ao peso de nascimento, denotando

um efeito exclusivo da exposição tabágica ao longo da gesta-

ção. Contudo, os dados ponderais e de produção láctea suge-

rem que o efeito do estresse animal decorrente da

manipulação experimental sobre a lactação foi semelhante

ao da exposição tabágica adotada, e que o efeito observado

do cigarro sobre a captação de leite possa ser superado pelos

filhotes nos intervalos das exposições. Para o modelo ado-

tado, a lactação mostrou-se sensível ao estresse animal, ao

contrário da gestação, que se mostrou sensível apenas aos

efeitos da exposição à fumaça de cigarros.

Neste estudo, a exposição à fumaça do cigarro reduziu o

peso e o comprimento ao nascer. Este efeito foi indepen-

dente, atribuível ao tabaco. Durante a lactação, as ratas do

grupoexposto à fumaçado tabacoproduzirammenor volume

de leite, seus filhotes captaram menos leite e apresentaram

menor ganho ponderal e menor crescimento linear pós-natal

em relação ao grupo controle. Durante a lactação, a manipu-

lação pela exposição ao ar comprimido comprometeu o

ganhodepesodos filhotes.A captaçãode leite foi prejudicada

pelamanipulação e, mais acentuadamente, pela exposição à

fumaça do cigarro,mas ao longo da lactação, o efeito redutor

da fumaça do cigarro sobre a produção de leite não diferiu da

manipulação.
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