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ARTIGO ORIGINAL

Efeito da desnutricdo e do uso cronico
de nicotina durante a gestacao sobre a concentragao
de fosfolipidios pulmonares em ratos recém-nascidos

Effect of malnutrition and chronic use of nicotine during pregnancy
on lung phospholipid concentration in neonate rats

Adauto D.M. Barbosal, Benjamin I. Kopelmanz, Olga M..S. Amancio3, Francy R. Patricio?

Resumo

Objetivo: Avaliar se o uso cronico de nicotina, imposto a rata
gestante, independentemente de seu estado nutricional, influencia
a concentragio de fosfolipidios pulmonares de seus recém-nasci-
dos.

Métodos: Oitenta ratas “Wistar EPM-1”, apds fecundagdo, e
aleatoriamente, foram divididas em 4 grupos controles, que rece-
beram ragdo normal e 4gua ad libitum e sofreram injecao didria de
nenhuma substancia, 0,15 ml de solucdo fisioldgica, 900 Og/kg de
bitartarato de nicotina a 95% e 2.700 Og/kg de bitartarato de
nicotina a 95 %, respectivamente, e em 4 grupos desnutridas, que
receberam 13g/dia de racdo e agua ad libitum e o mesmo tipo de
tratamento. No 21° dia de gestagdo procedeu-se a cesariana, e
oitenta recém-nascidos foram selecionados e divididos em 8 grupos
de 10 cada, respeitando-se a procedéncia dos mesmos. Dois pares
de pulmdes foram extraidos, de cada grupo, para dosagem dos
fosfolipidios pulmonares, realizada pelo método de Bartlett.

Resultados: Observou-se aumento na concentracio de fosfoli-
pidios pulmonares dos recém-nascidos das ratas que ndo sofreram
desnutricdo e receberam nicotina, quando comparada com a dos
outros grupos.

Conclusées: O uso cronico de nicotina, imposto a rata gestante,
aumenta a concentracdo dos fosfolipidios pulmonares nos seus
recém-nascidos, e a desnutricdo influencia esta concentracio.
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Introducao

Efeitos adversos sobre o recém-nascido de ratas sub-
metidas ao uso de nicotina, durante a gravidez, tém sido
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Abstract

Objective: The aim of the present study was to determine
whether lung phospholipid concentration is affected in neonate rats
“Wistar EPM-1” following a continuous 21-day gestational expo-
sure to nicotine.

Methods: Eighty rats “Wistar EPM-1” were randomly divided
in four control (diet free and water “ad libitum”) groups (10 rats
each): 1 - Control, 2 - Physiologic Solution (infused with 0.15ml of
NaCl10.9%), 3 - Nicotine 1 (infused with 900 Og/kg/day of nicotine
bitartrate 95%), and 4 - Nicotine 2 (infused with 2.700 Og/kg/day
of nicotine bitartrate 95 %), and four undernourished (diet 13g/day
and water ad libitum) groups (10 rats each), that received the same
kind of treatment as the control groups. The infusion of nicotine was
subcutaneous. The offspring were divided in eight groups accord-
ing to their origin.

Results: A significant high lung phospholipid concentration
was observed in the non-undernourished nicotized group which was
injected with a high dose of nicotine. In the other groups, there was
no alteration in that concentration.

Conclusion: We conclude that gestational exposure to nicotine
increases lung phospholipid concentration in neonate rats, and that
the nutritional state also influences this lung phospholipid concen-
tration.

J. pediatr. (Rio J.). 1999; 75(4):267-270: malnutrition, nico-
tine, lung phospholipids.

descritos!®, assim como também o impacto da desnutri-
¢do da rata gravida sobre seu feto’"10.

Diminuicido na concentracdo de fosfolipidios surfac-
tante tem sido verificada em seres humanos fumantes!!,
mas experimentalmente, em animais, no periodo gestacio-
nal, a acdo da nicotina sobre a concentracio dos fosfolipi-
dios pulmonares de seus fetos!2:13 nio estd ainda bem
esclarecida. Assim, este estudo teve o objetivo de avaliar
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se 0 uso cronico de nicotina, imposto a rata gestante,
independentemente de seu estado nutricional, influenciava
aconcentracdo de fosfolipidios pulmonares de seus recém-
nascidos.

Material e Métodos

Animais

Oitenta ratas “Wistar EPM-1” que pesavam entre 180
e 220g e estavam em idade reprodutiva (90 dias), escolhi-
das através do procedimento de numeracao dos animais e
posterior randomizacdo, com a tdbua de nimeros aleat6-
rios, foram aceitas no estudo.

Formagado dos grupos e procedimentos

As ratas foram consideradas fecundadas quando, com-
provadamente, por visualiza¢do, demonstravam presenga
de espermatozoides no esfregago vaginal. O dia da fecun-
dagao foi considerado o dia & (zero) do periodo gestacio-
nal. Foram divididas, ap6s fecundagao, em quatro Grupos
Controles, que receberam ragao comercial Labina-Puri-
na®, dgua “ad libitum” e receberam: 1 - Nenhuma subs-
tancia [Gestante Controle (GC)]; 2 - Injecdo diaria de 0,15
ml de solucdo fisiolégica a 0,9% [Gestante Controle
Solucao Fisiolégica (GCSF)]; 3 - Injecdo diaria de 900 Og/
kg de peso de bitartarato de nicotina a 95%, equivalente
a 10 cigarros!? [Gestante Controle Nicotinal (GCN1)]; 4
- Injecao didria de 2.700 Og/kg de peso de bitartarato de
nicotina a 95%, equivalente a 30 cigarros!® [Gestante
Controle Nicotina2 (GCN2)], e em quatro Grupos Desnu-
tridos, que receberam 13 g/dia da mesma ragdo e que
corresponde a 50% da ingesta didria da rata gestante
controle!4, 4gua “ad libitum”, e que receberam os mesmos
tratamentos: 1 - Gestante Desnutrida (GD); 2 - Gestante
Desnutrida Solucido Fisiolégica (GDSF); 3 - Gestante
Desnutrida Nicotinal (GDN1); e 4 - Gestante Desnutrida
Nicotina2 (GDN2).

Nos grupos de ratas em que houve aplicagdo de
nicotina ou solugao fisioldgica (injetadas desde o dia & até
24 horas antes da cesariana e divididas em 2 doses didrias),
a via utilizada foi a subcutanea (regido dorsal), e o local da
aplicacdo sofreu rodizio constante a fim de se evitar
processo ulcerativo local.

Um total de 80 recém-nascidos foi dividido em 8
grupos (10 em cada grupo), respeitando-se a procedéncia
em relacdo aos grupos das ratas gestantes: 1 - Controle
(RNC); 2 - Controle Solucdo Fisiologica (RNCSF), 3 -
Controle Nicotinal (RNCNI); 4 - Controle Nicotina2
(RNCN2); 5 - Desnutrido (RND); 6 - Desnutrido Solucdo
Fisiologica (RNDSF); 7 - Desnutrido Nicotinal (RNDN1);
e 8 - Gestante Desnutrido Nicotina2 (RNDN?2).

A cesariana foi realizada em todas as ratas no 212 dia
de gestacdo, para a coleta das amostras. Os filhotes,
retirados individualmente, foram limpos das membranas e
separados da placenta por pincamento e seccio do cordido
umbilical, pesados e sacrificados por decapitacao.
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A solucido de bitartarato de nicotina a 95% foi prepa-
rada pelo Servico de Psicofarmacologia da Escola Paulista
de Medicina.

Coleta de Amostras

De cada grupo de recém-nascidos, foram retirados
dois pares de pulmdes colocados imediatamente em N,
liquido e guardados a -18°C, até que fossem requisitados
para dosagem de fosfolipidios, pelo cldssico método de
Bartlett!. A concentracio destes fosfolipidios foi expressa
em [Og.fosfato/grama de tecido seco.

Estudo Estatistico

Os dados foram analisados comparando-se as médias
aritméticas dos grupos, utilizando-se um delineamento
experimental, inteiramente casualizado, com andlise de
variancia, e aplicando-se a estatistica paramétrica através
do teste F de Brieger: quando significativo, empregou-se
o teste de Tukey-Kramer para que fossem verificados os
contrastes significativos, adotando-se um nivel de signifi-
cancia de 5% de probabilidade, de acordo com Munro e
Page, 199317, Utilizou-se o programa SPSS 6.1 (SPSS
Inc., Chicago, II, USA), na computacio das andlises
estatisticas.

Resultados

Os resultados podem ser observados no Quadro 1.

O grupo RNCN2 apresentou maior média de concen-
tracdo de fosfolipidios pulmonares em relacio aos demais
grupos (p<0,001), que n3o mostraram diferenca de
concentracao entre si, com excegdo do grupo RNCN1 que
mostrou aumento daquela concentracdo quando compara-
do aos grupos RNC (p<0,01) e RND (p<0,01).

Discussao

Tem sido observado que, em recém-nascidos pré-
termo, humanos, oriundos de maes que utilizam drogas
abusivamente, entre as quais nicotina, ocorre diminui¢ao
de incidéncia de sindrome de desconforto respiratério. O
mecanismo responsavel por isso ndo esta claro. Como o
uso crdnico de nicotina sobre a supra-renal se faz as custas
principalmente da liberacdo de catecolaminas!®, promo-
vendo aumento de cortisol, esse mecanismo, possivelmen-
te, exerca um efeito importante no aumento de concentra-
¢do de fosfolipidios pulmonares!®20, contribuindo, desse
modo, na maturagao do pulmao fetal. Entretanto, estudos
em humanos, envolvendo o uso de nicotina, nio mostram
diferenc¢a do nivel de cortisol no sangue do cordao, quando
comparadas mies fumantes e no fumantes2!-22. Nestes
trabalhos, os niveis de cortisol foram obtidos ao nascer e
podem ndo refletir possiveis elevagdes transitorias no feto,
intra-utero, logo apds cada momento de utilizagdo do



Efeito da desnutricdo e do uso crénico de nicotina... - Barbosa ADM et alii

Quadro 1 - Médias de concentracio de fosfolipidios pulmona-
res dos ratos recém-nascidos (em microg.fosf/g tec.

seco)
Grupos Médias D.P (4)
RNC 284,15 58,31
RNCSF 304,20 36,47
RNCN1 397,97 43,87
RNCN2 547,43 85,97
RND 288,88 66,20
RNDSF 324,63 61,68
RNDNI1 304,80 79,32
RNDN2 331,33 78,97

F =16,738 p < 0,0001 DP = desvio padréao

Teste de Tukey-Kramer:
Quando q > 4,428, entdo p < 0,05.

(As comparagdes nio efetuadas ndo foram significa-
tivas).

RNCN1 > RNC, RND

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

RNC = recém-nascido controle

RNCSF = recém-nascido controle solugéo fisiologica
RNCN1 = recém-nascido controle nicotina 1

RNCN2 = recém-nascido controle nicotina 2

RND = recém-nascido desnutrido

RNDSF = recém-nascido desnutrido solugéo fisiolégica
RNDN1 = recém-nascido desnutrido nicotina 1

RNDN2 = recém-nascido desnutrido nicotina 2

alcaldide pela mie, e assim explicar a influéncia da
nicotina em baixa e alta dose e/ou pequena e grande
freqiiéncia de utilizacdo, na concentracdo dos fosfolipidi-
os pulmonares. Ainda assim, sdo controversos os meca-
nismos que poderiam explicar o modo pelo qual o abuso
materno da nicotina influencia a concentracdo pulmonar
de surfactante.

Nos grupos de ratas deste estudo submetidas a desnu-
tricdo, era de se esperar que o estresse aumentasse a
concentracao dos fosfolipidios pulmonares e que a aplica-
¢ao de nicotina contribuisse na sua elevacio. Entretanto,
isso no foi verificado, em parte. Ao que parece, tanto a
presenca de alteracdes estruturais teciduais2>, promovidas
pela desnutri¢do, quanto a dose de nicotina injetada na rata
gestante influenciam a elevagdo de concentragao.

Em trabalho anterior23, 0s autores observaram que a
presenca de alteracdes pulmonares tais como enfisema e
atelectasia era mais freqliente em recém-nascidos oriun-
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dos de ratas gestantes desnutridas que receberam altas
doses de nicotina, e parecia espelhar a maior vulnerabili-
dade da estrutura do pulmio desnutrido fetal a acdo do
alcaléide. Entretanto, neste estudo verificaram que o
aumento de concentragdo de fosfolipidios pulmonares
ocorreu naqueles recém-nascidos cujas maes nao eram
desnutridas e receberam altas doses de nicotina. Algumas
hipéteses parecem explicar tal fato. Receptores de glico-
corticdides tém sido detectados em todas as espécies de
animais, incluindo coelho, rato, camundongo, hamster,
ovelha, macaco e, também, no homem?4. Sua presenga
nas células responsdveis pela sintese e estocagem de
fosfolipidio surfactante (células tipo II) parece ser neces-
sdria 2 resposta hormonal?327. Além disso, tem sido
proposto que os glicocorticéides intensificariam o desen-
volvimento pulmonar?? ou pela inducio de enzimas envol-
vidas na biossintese de fosfolipidios tenso-ativos8, ou
através do aumento da biossintese de lecitina ou de seus
precursores29’30. Assim, embora acelerem a diferencia-
¢do pulmonar, prejudicam a taxa mitética3!, inibindo a
sintese de DNA32, reduzindo o nimero de células. Entre
as alteracdes teciduais®-% 15 observadas no desnutrido, que
promovem retardo de desenvolvimento pulmonar33 e
diminuicdo da percentagem de fosfolipidios pulmona-
res34, possivelmente, resulte também a presenca de um
menor nimero de receptores de glicocorticéides3>, atuan-
do como fator limitante no processo3®. Outras observa-
¢odes, no entanto, levantam a hipdtese, em animais com
restricdo de dieta, que a presenga do estresse devido a
desnutricdo seria capaz de promover aumento de corticdi-
de circulante, elevando a concentracdo de fosfolipidios
surfactante3”, através da reutilizacio de seus componen-
tes, conseqiientemente diminuindo a necessidade de sinte-
se de novas moléculas38. Ao que parece, o uso cronico de
nicotina influencia o aumento da concentracio de fosfoli-
pidios pulmonares nestes desnutridos. E é possivel que
aquelas alteracdes pulmonares se tornem mais pronunci-
adas por acio direta da nicotina?3, interferindo na sintese
e/ou estocagem de fosfolipidios surfactante e, conseqiien-
temente, na sua concentragdo, tornando indisponiveis os
substratos necessarios a sintese destes fosfolipidios. Além
disso, em um pulmao estruturalmente comprometido pela
desnutricio e pela nicotina, a resposta ao uso nicotinico
talvez ndo seja suficiente para influenciar o aumento de
cortisol e estimular a secre¢ao e/ou producao de fosfolipi-
dios pulmonares, ou talvez a acdo do glicocorticoide
torne-se incipiente por alteracdo estrutural e/ou redugdo
do niimero de células que contém o0s receptores necessa-
rios a resposta, ou ambos. Por fim, baseados nestes
argumentos, € possivel aceitarmos em parte que o uso de
nicotina, em dose elevada, pela rata gestante aumenta,
significativamente, a concentracdo de fosfolipidios pul-
monares de seus recém-nascidos. No entanto, nos recém-
nascidos de desnutridas, é provavel que outros mecanis-
mos, além dos acima propostos, possam interferir no
aumento da concentracdo dos fosfolipidios, como obser-
vamos nos do grupo RNDN2.
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