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Resumo

Avaliou-se, experimentalmente, ainfluénciadanicotinano
ganhode peso durante a gestagio, nopesodaplacenta, nofigado
enos pulmdes,em 80ratas “Wistar EPM-1", que foram desnutri-
das e submetidas ao estresse cronico de nicotina, e no peso dos
pulmdes e do figado em seus recém-nascidos, assim como no
aparecimentode alteragdes histoldgicas nesses rgaos.

Observou-se diminui¢do daingestaderacdoediminui¢dodo
pesocorporal, pulmonarehepaticonasratas nicotizadas (também
nos seus recém-nascidos), sem alteragdo no peso placentdrio.
Necrose dedeciduaecongestiohepaticaforamachados freqiien-
tes. Nosrecém-nascidos, oencontrode dreas de enfisema pulmo-
nar, em elevada freqiiéncia, é o achado mais significativo, a
microscopiadpticacomum.

Concluiu-se que ousodenicotina pelarata gravida, emaltas
doses, promove desnutri¢do materno-fetal, repercutindo histolo-
gicamente sobre sua placenta e seu figado e, no seu recém-
nascido, sobre seu pulmao.

J. pediatr. (Rio J.). 1995; 71(3):145-150: nicotina, desnutri-
¢do, rata gestante, rato recém-nascido.

Introducao

Pesquisas tém procurado esclarecer dividas acerca dos
efeitos da nicotina, utilizando animais de experimentagio
no periodo gravidico e sobre o seu feto!™. Assim também
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Abstract

Theeffects of a gestational exposure of 80 rats Wistar EPM-
1 tonicotine and undernutrition was examined. The weight and
hystological alterations on the liver and lungs was evaluated on
therats and their offspring.

Assignificantly lower weight gain, including liver and lung
weight, was observed innicotinized groups. There wasno alter-
ations on the placental weight.

Decidual necrosis and hepatic congestion was frequentin the
rats. Lungemphysema was found in the neonates.

J.pediatr. (Rio J.). 1995; 71(3):145-150: nicotine, desnutri-
tion, pregnant rat, neonate rat.

tem sido quanto ao estudo da desnutricio materna e fetal.
Trabalhos nesse sentido tém sido realizados tentando escla-
recer sobre as alteracdes observadas durante a gravidez de
desnutridas>”.

Com propdsito de estudar a influéncia do uso da nicotina
pela rata gestante desnutrida e o efeito desse alcal6ide sobre
si mesma e seu concepto, foram avaliados o seu peso
corporal, placentdrio, hepatico e pulmonar e os achados
histologicos nesses 6rgéos, e, nos seus recém-nascidos, o
peso corporal e tecidual hepético e pulmonar e seus achados
histolégicos.
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Material e Métodos

Oitenta ratas “Wistar EPM-1", em idade reprodutiva (90
dias), com peso entre 180 e 220g, foram escolhidas utilizan-
do-se o procedimento de numeragdo dos animais e posterior
randomizagdo com a tdbua de nimeros aleatérios, para
formacao de grupos de estudo. Foram acasaladas no periodo
noturno, por 12 horas, sendo consideradas fecundadas aque-
las que, comprovadamente, por visualizacdo, demonstra-
vam presenca de espermatozéides no esfregaco vaginal. O
dia da fecundagio foi considerado o dia @ (zero) do periodo
gestacional.

Nos grupos em que houve aplicagdo de nicotina ou
solugdo fisiolGgica (injetadas desde o dia @ até 24 horas
antes da cesareana e divididas em 2 doses diarias), a via
utilizada foi a subcutinea (regido dorsal), e o local da
aplicagdo sofreu rodizio constante a fim de se evitar proces-
so ulcerativo local.

Os animais foram divididos em dois grupos principais
apos a fecundagdo: A) Grupo Gestante Controle (GGC), que
recebeu racdo comercial Labina-Purina® e dgua “ad libi-
tum” e B) Grupo Gestante Desnutrida (GD), que recebeu
13g/dia da mesma ragdo, que corresponde a 50% da ingesta
didria da rata gestante controle’, e d4gua “ad libitum”. O GGC
foi subdividido em quatro grupos de 10 animais: 1 - gestante
controle (GC); 2 - gestante controle solucdo fisiolégica
(GCSF): recebeu infusdo didria de 0,15 ml de solucdo
fisioldgica a 0,9%; 3 - gestante controle nicotina 1 (GCN1):
recebeu infusdo diaria de 900 pg/kg de peso de bitartarato de
nicotina a 95%, equivalente a 10 cigarros®; 4 - gestante
controle nicotina 2: recebeu infusdo didria de 2.700 ug/kg de
peso de bitartarato de nicotina a 95%, equivalente a 30
cigarros8. O GGD também foi subdividido em quatro grupos
de 10 animais, que receberam os mesmos tratamentos do
grupo GGC: 1 - gestante desnutrida; 2 - gestante desnutrida
solucdo fisioldgica; 3 - gestante desnutrida nicotina 1; e 4 -
gestante desnutrida nicotina 2.

Os recém-nascidos foram divididos em 8 grupos, respei-
tando-se a procedéncia em relacdo aos grupos das ratas
gestantes: 1 - controle (RNC); 2 - controle solucdo fisiold-
gica (RNCSF); 3 - controle nicotina 1 (RNCN1); 4 - controle
nicotina 2 (RNCN?2); 5 - desnutrido (RND); 6 - desnutrido
solucdo fisiologica (RNDSF); 7 - desnutrido nicotina 1
(RNDNT1); e 8 - desnutrido nicotina 2 (RNDN?2).

Todas as ratas do estudo foram pesadas aos 90 dias de
vida e diariamente, a partir do dia da fecundagao até o dia da
cesareana.

Em todos os grupos de gestantes houve pesagem didria
(desde o dia @ até o dia da cesareana) da quantidade de
alimento inicialmente oferecida e da quantidade de alimento
que ndo tenha sido ingerida, verificando-se assim a ingesta
diaria da rag@o.

A cesareana foi realizada em todas as ratas no 210 dia de
gestacdo, para a coleta das amostras. Os filhotes, retirados
individualmente, foram limpos das membranas e separados
da placenta por pincamento e sec¢do do corddo umbilical,
pesados e sacrificados por decapitagdo.
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Os ¢6rgdos dos animais adultos (placenta, figado e pul-
mdes) e dos recém-nascidos (figado e pulmdes), retirados no
momento da cesareana, foram enxutos, pesados e fixados
em formol tamponado a 10%, para estudo histolégico.

Os dados foram analisados comparando-se as médias
aritméticas dos grupos, utilizando-se um delineamento ex-
perimental, inteiramente casualizado, com andlise de vari-
ancia, e aplicando-se a estatistica paramétrica através do
Teste F de Brieger: quando significativo, empregou-se o
Teste de Tukey para que fossem verificados os contrastes
significativos, adotando-se um nivel de significincia de 5%
de probabilidade, de acordo com Pimentel Gomes, 1990°.
Tal procedimento atende aos objetivos do trabalho, conside-
rando-se que os dados ndo apresentavam acentuada varia-
¢do, sendo vélido o uso dessa estatistica.

Dado o pequeno nimero de elementos em cada grupo,
optou-se por apresentar os resultados dos dados histologicos
e proceder-se a andlise descritiva.

Resultados

Os resultados podem ser observados nos Quadros 1 e 2.

Quarenta por cento das ratas do grupo GDN2 apresenta-
ram tremores, ataxia e letargia e convulsdes logo apds a
primeira aplica¢@o subcutanea de nicotina, que cessaram em
alguns minutos e que ndo se repetiram nas doses subseqiien-
tes.

As ratas do grupo GCN2 apresentaram, em média,
menor peso no final da gestacdo quando comparadas as
outras GGC (p<0,05), ndo havendo diferenca significativa
entre as outras controles entre si. Quando as do GCN2 foram
comparadas as do GGD, ndo ocorreu diferenca de peso
estatisticamente significativa. Entre os animais do GGD,
ndo foram observadas diferencas significativas nas médias
de peso ao final da gestacdo.

Os ratos do grupo RNCN2 e desnutridos apresentaram
menor média de peso do que os outros controles e, entre 0s
grupos de recém-nascidos desnutridos, aqueles que sofre-
ram agdo da nicotina (RNDNI1 e RNDN2) apresentaram
média de peso menor em relagdo ao grupo RND, nio
havendo diferenca quando se variaram as doses.

Dentre as ratas do GGC, aquelas dos grupos GCSF,
GCNI1 e GCN2, consumiram, respectivamente, 78%, 75% e
58% da quantidade de alimento oferecida as do GC (p<0,05).
Dentre as do GGD , as do grupo GDN2 consumiram 4%
menos alimento que as demais (p<0,05). Nao ocorreu dife-
rencga significativa entre a quantidade de ragcdo ingerida
pelos grupos GDSF e GDNI.

As médias dos pesos das placentas do GGD quando
comparadas as do GGC mostraram ser significativamente
menores (p<0,01). As médias dos pesos das placentas das
ratas do GGC ndo mostraram diferenca significativa entre si,
o mesmo ocorrendo quando comparadas as médias dos
pesos das placentas das ratas do GGD.

No estudo histolégico, a microscopia dtica, a ocorréncia
de dreas de necrose de decidua variou entre 40 e 50% das
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Quadro 1 - Consumo de ragdo, peso corporal e dos 6rgaos da rata gestante (médias em g)

Grupos Consumo D.P(¢) Ganho D.P(¢) Peso da D.P(¢) Peso do D.P(%) Peso dos D.P(¥)
de Racdo *** de Peso®** Placenta®*** Figado*###** Pulmes**##*
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
GC 575,991 34,01 251,8 32,1 0,68 0,11 11,02 0,71 1,79 0,49
GCSF 449,591 42,66 247,64 30,13 0,58 0,1 10,8 1,26 1,52 0,13
GCN1 430,971 32,28 233,06 27,22 0,54 0,21 10,15 0,99 1,39 0,28
GCN2 335,151 35,46 217,37 20,07 0,54 0,16 8,87 1,31 1,38 0,23
GD 286,00 2 0,3 226,3 19,65 041 0,07 8,99 0,83 1,24 0,06
GDSF 284,952 2,28 223,13 15,81 0,51 0,09 8,1 1,06 1,36 041
GDNI1 285,732 0,79 218,52 13,21 043 0,07 791 0,99 1,2 0,17
GDN2 275,412 11,16 213,91 14,19 0,44 0,06 8,02 1,59 1,15 0,09
F=74321p<0,01 |F=8,59p<0,01 F=5,81p<0,01 F=12,66 p<0,01 F=5,73p<0,01
F=7932p<0,01

n= nimero de casos em cada grupo

D.P = desvio padrao

GC = gestante controle

GCSF = gestante controle solugdo fisiolégica
GCN1 = gestante controle nicotina 1

GCN2 = gestante controle nicotina 2

GD =  gestante desnutrido

GDSF = gestante desnutrido solugédo fisiolégica
GDN1 = gestante desnutrido nicotina 1

GDN2 = gestante desnutrido nicotina 2

Teste de Tukey: As comparacdes ndo efetuadas nao foram significativas. As comparagdes efetuadas: p < 0,05

* GC > GCSF,GCN1,GCN2; GCSF > GCN2; GCN1 > GCN2
** GDN2 < GD,GDSF,GDN1

GC,GCSF > GCN2,GD,GDSF,GDN1,GDN2

GC > GD,GDSF,GDN1,GDN2

GC > GCN2,GD,GDSF,GDN1,GDN2

GC,GCSF > GCN1,GCN2,GD,GDSF,GDN2
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ratas gestantes controles que foram nicotizadas e, entre 30 a
50% das ratas gestantes desnutridas nicotizadas (fig.1). Nos
grupos controles e desnutridas, que ndo receberam nicotina,
ndo foram observados quaisquer achados importantes.

O peso do figado das ratas do grupo GCN2 mostrou uma
menor média quando comparado aos demais grupos contro-
les. Com relacdo aos pesos dos figados das ratas do GGD,
ndo foram observadas diferencas nas médias. Quando com-
paradas as médias dos pesos dos figados das ratas gestantes
GCN2 com as do GGD, ndo se observou diferenca significa-
tiva.

Nas ratas dos grupos nicotizados, ocorreu congestao
hepatica em 40 a 100% dos casos (fig. 2).

Embora os pesos dos pulmdes dos grupos GC e GCSF
ndo tenham sido diferentes, mostraram-se maiores quando
comparados aos dos demais grupos. O peso pulmonar das
gestantes dos grupos GCN1 e GCN2 ndo mostrou diferenca
significativa quando comparado aquele encontrado nas do
GGD. Entre as do GGD, ndo ocorreu diferenca significativa
de peso pulmonar.

Nos pulmdes das ratas gestantes dos grupos nao nicoti-
zados, ndo foram encontrados achados patoldgicos; no en-
tanto, naqueles grupos em que houve inje¢do de nicotina,
foram observadas dreas de enfisema e dreas de atelectasia
(fig.3 e 4), independentes do regime alimentar instituido ou

da dose de nicotina utilizada, que incidiram em 10% dos
casos.

Os RNCN2 apresentaram uma menor média de peso
corporal, quando comparada a dos outros controles (p<0,05).

Quando comparadas as médias de peso dos figados dos
grupos RNDN1, RNDN2 e RNDSF com a do grupo RNCN2,
ndo se observou diferenca significativa mas, quando compa-
radas com a do grupo controle (RNC), observou-se maior

Figura 1 - Deciduite supurativa aguda em rata do grupo GDN1
(HE 4X)
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Quadro 2 - Peso corporal e dos 6rgéos dos ratos recém-nascidos (médias em g)

Grupos Peso D.P(%) Peso do D.P(x) Peso dos D.P(x)
recém-nascidos | Corporal! do Figado? Pulmées?
n=10 n=10 n=10
RNC 5,23 0,24 0,39 0,14 0,21 0,05
RNCSF 5,11 0,46 0,29 0,1 0,15 0,03
RNCNI1 5,06 0,55 0,28 0,1 0,12 0,03
RNCN2 4,51 0,58 0,22 0,08 0,14 0,05
RND 3,95 0,31 0,28 0,06 0,12 0,05
RNDSF 4,05 0,43 0,23 0,09 0,11 0,04
RNDNI1 3,6 0,49 0,25 0,05 0,12 0,02
RNDN2 3,42 0,66 0,19 0,04 0,11 0,01
F=24,13p<0,01 F=446p<0,01 F=3,54p<0,01

0,05

2 RNC > RNCN2,RND,RNDSF,RNDN1,RNDN2

n = nimero de casos em cada grupo
D.P = desvio padrdo
RNC = recém-nascido controle

RNCN1 = recém-nascido controle nicotina 1
RNCN2 = recém-nascido controle nicotina 2

Teste de Tukey: As comparagdes ndo efetuadas nao foram significativas. As comparagdes efetuadas: p <
T RNC,RNCSF,RNCN1 > RNCN2,RND,RNDSF,RNDN2; RND > RNDN1,RNDN2

3 RNC > RNCSF,RNCN1,RNCN2,RND,RNDSF,RNDN1,RNDN2

RND = recém-nascido desnutrido
RNDSF = recém-nascido desnutrido solugédo fisiolégica
RNDN?1

RNCSF = recém-nascido controle solugédo fisiolégica RNDN2

recém-nascido desnutrido nicotina 1
recém-nascido desnutrido nicotina 2

média neste ultimo (p<0,05). Nao foram encontradas altera-
¢oes histoldgicas em nenhuma das pegas dos figados exami-
nados.

Foi significativamente maior o peso dos pulmdes dos
ratos recém-nascidos pertencentes ao grupo controle (RNC)
quando comparado ao dos demais grupos (p<0,05), os quais
ndo mostraram diferenca das médias dos pesos dos pulmdes
entre si.

Com relag@o aos achados histolégicos pulmonares dos
recém-nascidos, foram encontradas dreas de atelectasia ape-
nas nos RNDNI1, em 10% das pecas examinadas. Areas

Figura 2 - Congestdo hepaticaemratado grupo GCN2 (HE 10X)

focais de enfisema foram observadas somente nos grupos
nicotizados: 10% no grupo RNCN1, 20% no grupo RNCN2,
10% no grupo RNDNI1 e 70% no grupo RNDN?2 (fig.5).

Discussao

A ocorréncia de tremores, ataxia, letargia e convulsdes,
observada em 40% das ratas do grupo GDN2, que néo se
repetiu apés a aplicacdo da primeira dose de nicotina,
demonstra o desenvolvimento rdpido da tolerancia a subs-
tancia e tem sido descrita nos estudos envolvendo a utiliza-
¢do de nicotina em ratos'%. Entretanto, a correlacio neuro-
anatdmica desses achados ainda ndo foi determinada, mas
areas do cortex cerebral, da substincia reticular e do hipo-
campo tém sido implicadas!!.

Verificamos que ratas gestantes submetidas ao estresse
crOnico de nicotina ingerem menos ragdo, devido ao efeito
anoréxico desse alcaldide, e alcancam menor peso ao final
da gravidez, sendo esses achados dose dependente. Resulta-
dos semelhantes, observados em outras pesquisas, sugerem
que redugdo na eficiéncia de utilizacdo de energial?, expo-
sicdo cronica a hipoxia (gerando diminui¢do do enchimento
gastrico) e inibicdo da sintese de proteinas em varios teci-
dos!3, provocadas pelo estresse nicotinico, sejam também
fatores que promovam perda de peso semelhante aquela
encontrada nas ratas desnutridas por restricdo alimentar.

Como conseqiiéncia desse quadro de desnutri¢do que se
instala, também o figado e os pulmdes mostram diminui¢do
de peso, talvez por diminui¢cdo do tamanho da célula, sem
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Figura 3 - Enfisema focal em rata do grupo GCN1 (HE 10X)

alteracdo do seu nimero, como ocorre nos casos de desnu-
trigdo por diminuicdo de ingesta!?.

A presenca de congestdo hepdtica,observada nas ratas
nicotizadas, que parece refletir a metabolizacdo de nicotina
pelo 6rgdo, independe da restricdo de ragdo.

Nos pulmdes, apesar da desnutri¢do ser uma situacdo
que facilita o aparecimento de dreas de atelectasial®, a
nicotina parece exercer papel semelhante, talvez por alterar
0s mecanismos que impedem o colapso alveolar. Também
areas de enfisema foram observadas nas nicotizadas. Tem
sido sugerido que pulmdes de ratas desnutridas aceitam um
volume de ar maior por grama de tecido pulmonar, que pode
ser interpretado como decorrente de possiveis redugdes das
forgas de recolhimento eldstico dos pulmdes, atribuida a
reducdo do contetido de hidroxiprolina, elastina e proteina
do tecido conjuntivo pulmonar!®, entretanto, dreas de enfi-
sema também foram observadas nos pulmdes das ratas
gestantes controles nicotizadas, refletindo a atuag@o da
nicotina no desenvolvimento de alteracdes histologicas que
promovem hiperinsuflagdo alveolar, possivelmente através
dos mesmos mecanismos observados na desnutri¢do.

Nao parece que a nicotina influencie o retardo de cresci-
mento placentdrio, pelo menos nas doses utilizadas nessas
ratas gestantes. A nicotina parece ter seu principal efeito
sobre o fluxo sanguineo local causando vasoconstri¢do, ou
através de sua agdo sobre o sistema nervoso central que
resulta na liberacdo de ocitocina, que causa contracdes
uterinas produzindo essa alteracdo vascular, observacgio
descrita por Mau!’, ou através do estimulo na liberacdo de
catecolaminas pela adrenal materna, que age sobre a muscu-
latura vascular placentdria causando acentuada retragdo de
seu calibre com conseqiiente diminui¢do do aporte de oxigé-
nio e restri¢cdo de nutrientes ao feto, conforme estudo efetu-
ado por Armitage e col!0. Como os casos de necrose de
decidua foram encontrados apenas em placentas de ratas
nicotizadas, uma alteracdo na irrigagdo no 6rgdo talvez
possa ser a causa desse achado. Nas desnutridas nicotizadas,
a maior incidéncia dessa alteracdo histolégica pode estar
relacionada a uma acdo mais intensa da nicotina sobre a
vascularizacdo de um 6rgdo ja comprometido estrutural-
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mente pela desnutrigdo.

Do mesmo modo que na rata gravida, também os pesos
corporal e de 6rgdos (figado e pulmdes) de seus recém-
nascidos mostram-se diminuidos, refletindo a influéncia da
nicotina administrada & mae. Nos recém-nascidos de ratas
desnutridas por restricdo de racdo, essa diminui¢do dos
pesos tem sido verificada como conseqiiéncia de retardo da
divisdo celular, que tem sido evidenciado pelo menor con-
teddo de DNA, RNA e protel’naslg. Possivelmente essas
alteracdes também ocorram sob a influéncia da nicotina,
resultando em redugdo ponderal.

No figado dos recém-nascidos ndo parece haver indicio
de metabolizagdo de nicotina, ja que o efeito dessa substan-
cia no feto é mediada através da circulagio materna!® e
assim, ndo ocorram alteragdes histoldgicas hepdticas, pelo
menos a microscopia Otica comum.

Nos pulmdes dos recém-nascidos, encontramos dreas de
enfisema e atelectasia. A elevada freqiiéncia de areas de
enfisema pulmonar nos RNDN2 parece espelhar a maior
vulnerabilidade do pulmio desnutrido fetal a acdo da nico-
tina, em altas doses, utilizada pela rata gestante. E possivel
que alteracdes teciduais, entre elas a reducdo das forcas de
recolhimento eldstico??, estejam presentes e se tornem mais
pronunciadas pela influéncia desse alcal6ide e favore¢am os
mecanismos de hiperinsuflacdo alveolar. Nos grupos de
recém-nascidos de ratas controles, em que a presenca de
areas de enfisema ocorreu em menor proporcdo, corrobora
o fato de que a nicotina nesses pulmdes pode ndo modificar
a estrutura eldstica a ponto de promover hiperinsuflacdo. A
dose utilizada parece influir na incidéncia do aparecimento
dessa lesdo histoldgica, visto que, no grupo de recém-
nascidos desnutridos oriundos de gestantes que utilizaram
nicotina em dose menor (RNDN1), a presenca de enfisema
foi percentualmente inferior. Areas de atelectasia, presentes
em pequena percentagem, foram encontradas apenas nos
ratos recém-nascidos de desnutridas que utilizaram nicoti-
na. A ocorréncia de atelectasia causada pela desnutricao tem
sido verificada?!, mas ¢ possivel que a nicotina aja como um
fator capaz de favorecer o desenvolvimento desse achado
num pulmio j4 estruturalmente comprometido.

Figura 4 - Atelectasias focais em rata do grupo GCN2 (HE 10X)



Figura 5 - Enfisema focal em rato do grupo RNDN2 (HE 10X)

Enfim, concluimos que a nicotina utilizada pela rata
diminui a ingesta de racdo durante a gravidez e que, se
utilizada em altas doses, assim como a desnutri¢do por
restricdo de racdo, produz desnutricdo materna, reduzindo o
peso pulmonar e hepatico, o mesmo ocorrendo no seu
recém-nascido.

Embora histologicamente seja observado um aumento
de freqiiéncia de necrose de decidua, ndo influencia o peso
placentario. Além disso, favorece o aparecimento de areas
de atelectasia e enfisema pulmonar em baixa freqiiéncia, e
de congestio hepatica na maioria dos casos.

Os recém-nascidos de ratas nicotizadas apresentam uma
freqiiéncia bastante elevada de 4reas de enfisema pulmonar
ao exame histolégico, entretanto, estudos deverdo ser reali-
zados objetivando esclarecer outros possiveis mecanismos
envolvidos na sua génese.
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