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RESUMO

Introducdo: Muitos estudos relacionam o tabagisnatemo durante a gestacdo com o
aumento do risco de desfechos adversos para cctete o baixo peso ao nascer e restricao
de crescimento intrauterino. Os objetivos destbatheo foram: estabelecer um modelo
animal de exposicdo ao tabaco durante a prenhaadoscomo marcador de exposicao a
cotinina e a carboxihemoglobina; investigar ostefeda exposicdo pré-natal ao tabaco
sobre a biometria fetal e pardmetros bioquimicosivestigar a programacéo fetal e suas
repercussfes na vida adulta. Métodos: Ratas Watam randomicamente divididas em 3
grupos de exposi¢ao ao tabaco durante a gesta@ole (C), controle manipulado (CM) e
tabaco (T). No grupo T as ratas foram expostasma¢a deum cigarro 2x/dia, durante 21
dias. O grupo CM passou pela mesma intervencasupm g, porém sem sofrer exposicao
a fumaca do cigarro. O grupo C permaneceu ha caofadia sem qualquer tipo de
interferéncia. O protocolo do presente estudo ifadaio em 2 experimentos. Experimento
1: no 22° dia de gestacdo um grupo de ratas gasitor submetida a cirurgia cesariana para
a retirada dos filhotes. O sangue do tronco dagagas foi coletado e o peso da placenta,
bem como o comprimento e o peso dos filhotes fareedidos. Experimento 2: no 22° dia
de gestacédo, um outro grupo de genitoras tiverais fibotes nascidos de parto normal e as
ninhadas foram padronizadas em 8 filhotes. O pesdilthotes foi aferido semanalmente até
a vida adulta, quando foram realizados o teste dlerancia a glicose, o teste de
corticosterona em resposta ao estresse e a magligardura abdominal. Para a medida da
carboxihemoglobina (COHb) nas genitoras o sanguedtetado imediatamente apos a
exposicao a fumaca do cigarro. Resultados: O gaxpmsto ao tabaco de forma aguda
apresentou niveis mais elevados de COHb que o §2lvpA exposicao repetida ao tabaco
aumentou substancialmente os niveis de cotinirguaaTio os grupos CM e C apresentaram

niveis de cotinina abaixo do limite de deteccaardodo. Foi observado que os filhotes



expostos ao tabaco no periodo intrauterino nasceceimmenor peso e menores niveis de
insulina e glicemiaEm relacdo ao experimento &,acompanhamento do ganho de peso até
a vida adulta ndo diferiu entre os grupos, somenies 0s sexos, assim como a adiposidade.
O teste de tolerancia a glicasa vida adulta mostrou que o grupo exposto ao tathaante

0 periodo intrauterino apresentou resisténcia @ alg insulina. Conclusdo: O modelo
animal utilizado para expor ao tabaco durante ah@z foi capaz de induzir a restricdo do
crescimento intrauterino (RCIU) e de programar d¢alm@ismo na vida adulta. Este modelo
animal mostra-se util na investigacdo de outrogedhes e mecanismos relacionados a
exposicao tabagica durante a gestacéao.

Palavras-chave: Poluicdo por Fumaca de TabacmiGatiMetabolismo.



ABSTRACT

Introduction: Many studies have linked maternal kmg during pregnancy with
increased risk of adverse outcomes. The objedtivhis study was to establish an animal
model of tobacco exposure during pregnancy, ussng marker of exposure to cotinine and
carboxyhemoglobin. Also, investigate the effectp@natal exposure to tobacco smoke on
fetal biometry and biochemical parameters. It alined to investigate the fetal
programming and its repercussions in adulthood. hbitlogy: Repeated exposure to
tobacco smoke during pregnancy: The animals wandoraly assigned to three groups:
control (C), manipulated control (MC) and tobac@(. (The animals were exposed to a one
cigarette twice a day for 21 days. The manipulatedtrol group went through the same
intervention group T, without suffering smoke exyp@s The group C remained intact in the
home cage. Experiment 1: on"22lay of pregnancy was performed a cesasemtion. The
trunk blood was collected of the pregnant rats f@tal biometry measured. Experiment 2:
on the 29° day of pregnancy the pups were born by natur@ety and the litters were
standardized to eight pups per litter. The weighoftspring was measured weekly until
adulthood. At this stage we evaluated the glucogance test and, at the time of sacrifice,
the adiposity. Immediately after the interventiahe trunk blood was collected for
carboxyhemoglobin (COHb) measurement. Resultsattimals exposed to tobacco acutely
showed higher levels of COHb that the MC group. d2&pd exposure to tobacco increased
substantially cotinine levels, whereas in MC an@rGups cotinine levels were below the
limit of detection. It was observed that pups exgb$o tobacco intrauterine period were
born with lower weight and lower levels of insulamd glucose. Regarding the second
experiment, monitoring of weight gain until adultiibdid not differ between groups, only
gender, and adiposity. The glucose tolerance nemstluilt life showed that the group exposed

to tobacco during the intrauterine period showesistance to insulin action. Conclusion:



The animal model used to expose the tobacco dysmegnancy was able to induce
intrauterine growth restriction and programming abedism in later life. This animal model
shown to be useful for studies on other outcomed,naechanisms related to tobacco smoke
exposure during pregnancy.

Key words: Tobacco Smoke Pollution, Cotinine, Metabolism
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1 INTRODUCAO

O tabagismo € um dos fatores de risco modificavesss importantes para o0s
desfechos adversos de saude e uma das principssascae morbidade e mortalidade
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010).

O habito tabagico € amplamente disseminado ao moanundo. Sua utilizagcéo
varia substancialmente entre nacles, etnias e @Eer{&NGER et al, 2003). Existem
atualmente cerca de 1 bilhdo de fumantes no mukgoevaléncia de tabagismo diario de
cigarros na populacdo acima de 15 anos para andeexns € de 26 % na Alemanha,
26,9% na Franca, 27,2% na Espanha e de 15,8% madoEdJnidos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010).

Um estudo realizado no Camboja demonstrou que epaotamente 30% das
gestantes sao expostas ao tabaco de maneira ithridyirou passivamente, tanto em suas
casas, como no trabalho ou em lugares publicos @&RIEKIRA et al, 2008). Dados
relativos ao Reino Unido apontaram uma exposic&siya ao tabaco de 13% (WARE
al., 2007). Os fetos dessas gestantes também sade@uks fumantes involuntarios, sob o
ponto de vista da exposi¢cao ao tabaco.

Segundo as estatisticas do Instituto Nacional doc€a no Brasil, um terco da
populacdo adulta é fumante e ocorrem aproximadan#&tt mil 6bitos anuais relacionados
ao fumo no pais (ARAUJ@t al, 2004). A exposicdo de pessoas fumantes e nacmfama
fumaca de produtos de tabaco € uma questéo retepard as politicas publicde saude

(BRASIL, 2010).
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No Brasil, em Rio Grande (RS), a prevaléncia dag&mo materno na gestacéao foi
de 23,3% e quase um terco das mulheres estevetaxjgm®rma passiva ao fumo durante a
gestacao (ZHANGt al, 2011).

A fumaca do cigarro é composta por mais de quattrsubstancias quimicas entre
elas, monodxido de carbono (CO), nicotina, toluebenzeno, metais pesados e outras
substancias (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1986; U.DEPARTMENT OF
HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2006; CHAOUACHI, 2009; GMMITTEE ON
SECONDHAND SMOKE EXPOSUREet al, 2010). A fumaca do tabaco pode ser
classificada em principal e secundaria. A fumagacjpal provém da fumaca exalada pelo
fumante, enquanto que a secundaria, também dendandiealateral, se origina da queima da
ponta do cigarro. A exposicado passiva ao tabaamascteriza por uma complexa mistura
que € composta por ambas as fumacas e € inaladingieiduos ndo fumantes que
convivem com fumantes em ambientes fechados (INSTOr NACIONAL DO CANCER,
2012).

Dentre os compostos quimicos presentes na fumatabdoo, podem-se destacar a
nicotina e o monoéxido de carbono (CO) como os messjuisados. Em gestantes, a nicotina
age, possivelmente, através do aumento da prodagiocatecolaminas maternas,
responsaveis por vasoconstricdo e diminuicdo dag#er uterina, o que poderia explicar o
aumento da frequéncia cardiaca fetal que ocorres apd@iso do cigarro pela gestante
(QUIGLEY et al, 1979; MADI et al, 1984; ALEIXO NETO, 1990; MELLGCet al, 2001).
Além disso, a exposi¢cdo perinatal a nicotina teto selacionada a altera¢des na cognigado
(CUTLER et al, 1996) e no desenvolvimento psicomotor (SCHLUMRFRI, 1988).Por
outro lado, o CO é causador de hipoxia maternaa¢ de combinar-se com a hemoglobina
tanto da mée quanto do bebé (PINTO e BOTELHO, 20@&LLO et al, 2001;

LEOPERCIO e GIGLIOTTI, 2004). A permanéncia debtpdxia pode ser um fator



19
relevante no retardo do crescimento fetal (PINTBGTELHO, 2000; KUCZKOWSKI,
2004).

Muitos estudos relacionam o tabagismo materno tirangestacdo com o
aumento do risco de desfechos materno-fetais am/exomo baixo peso ao nascer,
restricdo de crescimento intrauterino (RCIU), ab@spontaneo, descolamento prematuro
da placenta e placenta prévia (ALEIXO NETO, 199&TSUKAMI et al, 2003; US
DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2004; BESP009; ROGERS,
2009). Também héa relatos de alteragcbes no cresmm@ERNSTEIN et al, 2000;
PRINGLE et al, 2005; VIELWERTHet al, 2007), no sistema respiratério (BILLAUD e
LEMARIE, 2001) e circulatorio (BLAKEet al, 2000) e no metabolismo (PRINGLEE al,
2005; RODRIGUEZ-MORANEet al, 2007). Entretanto, estudos envolvendo a exposi¢cao
passiva ao tabaco de mulheres durante a gestacitcaram que essa forma de exposicao
também pode causar repercussfes como baixo paesseer e parto prematuro (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2009; BARRADAS, 2011). A ocoéncia de restricao
crescimento intrauterino, aborto espontaneo eatragsiesenvolvimento pulmonar em razéo

da exposicao passiva ao tabaco ainda séo contassy@ARRADAS, 2011).

O estudo dos mecanismos bioquimicos e moleculanssiyelmente envolvidos
nesses desfechos ainda ndo foram totalmente allosd®essa forma, a utilizagdo de um
modelo animal adequado permite essa abordagengésatdov maior controle sobre fatores
confundidores, com a obtencdo de material biolégicom custo relativamente baixo.

Em vista do exposto acima, esse projeto teve petiob validar um modelo animal
de exposi¢cdo passiva ao tabaco durante o pericgtacgmnal que possibilitara estudar os

mecanismos bioquimicos e moleculares envolvidosieeechos adversos dessa exposicao.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 MODELOS DE EXPOSICAO

Os modelos experimentais possibilitam investigataasalidade das associagdes
observadas e os mecanismos subjacentes. Aléem digtibzacdo do modelo animal permite
0 maior controle sobre fatores ambientais e gewgtidoem como possibilita o
acompanhamento dos animais ao longo da vida emuatm geriodo de tempo, sendo seu
custo relativamente baixo. (MCMULLEN e MOSTYN, 2)0Ainda, o estabelecimento de
um modelo animal permite a obtencdo de materidb@ico em menor periodo de tempo.

Héa varios modelos animais desenvolvidos para odestios efeitos do tabaco.
Dentre eles, pode-se destacar a administracaa@enaicotina como substituta da fumaca do
cigarro (SLOTKIN, 1998; WICKSTROM, 2007) e a expg@ passiva a fumaca do cigarro
(GONCALVES-SILVA et al, 1997; MELLO et al, 2005; FARKAS et al, 2006;
CARMINES e RAJENDRAN, 2008; ESPOSIT& al, 2008). O primeiro tem a vantagem
de avaliar os efeitos de um metabdlito especifide &cil realizagdo. No entanto, a nicotina
absorvida oralmente sofre metabolismo de primeassagem, além de ser uma forma de
absorgcéo diferente da que ocorre com o0 tabagisn@ exposicdo passiva ao tabaco
(BENOWITZ, 1996). Outros modelos animais utilizamieotina em infusdo continua o que
nao simula os picos de nicotina observados em ftesaf6MITH e FISCHER, 2001;
WICKSTROM, 2007). Ainda, a dose de nicotina utilaanos modelos animais € muito
mais alta que as doses encontradas em fumantest@ nmaior que aquela observada em
fumantes passivos (COMMITTEE ON SECONDHAND SMOKEBEXSUREet al, 2010).
Por outro lado, a exposicdo passiva ao cigarro iperom estudo mais abrangente

envolvendo todos os outros metabodlitos do tabadndaaente nocivos a saulde. A
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exposicao a fumaca do tabaco simularia o fumo yagsn humanos, tornando-se o modelo

mais proximo da realidade.

2.2 A CONSTITUICAO DA FUMACA DO TABACO

A fumaca principal do tabaco é produzida em akagperaturas (em torno de 950°C)
e polui o0 ambiente apds ser puxada através dorgjgdtrada pelos pulmdes e em seguida
exalada. J& a fumaca secundaria € produzida a fetm@es mais baixas, 350°C, durante a
queima lenta do cigarro (MELL@t al, 2001). Cerca de 85% do fumo passivo é composta
pela fumaca secundaria, sendo o restante constiti@idumaca principal. Ambas formam a
poluicdo tabagica ambiental. Embora a composic&oiraca principal e secundaria sejam
qualitativamente similares, ha uma substancialreliiga quantitativa na sua composicao
(COMMITTEE ON SECONDHAND SMOKE EXPOSURIet al, 2010). Pesquisas em
animais revelam que a exposicdo a fumaca secundgsidta em concentracbes mais
elevadas de carboxihemoglobina, nicotina e cotigura a exposicdo a igual quantidade da
corrente principal (SCHICK e GLANTZ, 2005).

A poluicéo tabagica ambiental € uma mistura dinamjice muda de caracteristicas e
concentracdo com o tempo e a distancia percorgddedque foi formada. Sua concentracéo
depende da intensidade do tabagismo, ou seja, dwrolude pessoas fumantes, e da
quantidade de tabaco que cada um fuma no locatjldigdo por ventilacdo e de outros
processos que removem a fumaca do ar (U.S. DEPARIMBF HEALTH AND

HUMAN SERVICES, 2006).

A fumaca do cigarro € um complexo aerossol fornmaataduas fases: a gasosa e a
particulada. A fase gasosa é constituida por ar, @i€xido de carbono e muitos outros

produtos quimicos, incluindo acetaldeido, formaldehidrocarbonetos (tal como benzeno,
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tolueno, e alguns hidrocarbonetos aromaticos ptiios). A fase particulada consiste em
mais milhares de produtos quimicos, incluindo &gt nicotina, alcaldides, niquel,
cadmio, arsénio e chumbo (COMMITTEE ON SECONDHANDBDIGKE EXPOSUREet
al., 2010).

Todas essas substancias contribuem individualmeata os efeitos nocivos da
exposicdo ao tabaco. No entanto, muito provavekmestia toxicidade ndo possa ser
atribuida a uma substéncia isoladamente, mas siefegn sinérgico que ocorre entre as

substancias presentes na sua composicao.

2.3 METODOS DE AVALIACAO DA EXPOSICAO AO TABACO

Ha varios parametros bioldgicos que podem seraaltsr quando interagem com um
agente quimico. No entanto, a determinacdo quawditaestes parametros usados como
indicadores biologicos ou biomarcadores sO é peksée existir correlacdo com a
intensidade da exposicdo e/ou o efeito biologiceudastancia (AMORIM, 2003). Segundo
o Departamento de Saude e Servicos Humanos dodoBdilnidos (U.S. DEPARTMENT
OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2006), um biomarcadde exposi¢ao é definido
como uma substancia exégena ou o0 seu metabdlito, pwduto da interacdo entre um
agente xenobidtico e algumas moléculas ou células, ayjue € medido em um
compartimento do organismo.

Os biomarcadores mais comumente usados para aatiasicdo passiva ao tabaco
sdo: o CO, a carboxihemoglobina (COHb), o tiocinata nicotina e seus metabdlitos
(SCHERER e RICHTER, 1997). Absorcédo de CO certamegflete a exposicdo aguda a
exposicao tabagica ambiental (CHAOUACHI, 2009).éwanto, o mondxido de carbono é

inespecifico, ou seja, existem outras fontes smtifas desse elemento além da exposicao
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tabagica ambiental, incluindo o proprio metabolisnradém de ser pouco sensivel
(BENOWITZ, 1996; 1999).

A nicotina inalada através dos pulmdes chega &wmt@rsanguinea e circula por
varios orgaos, como o figado e os rins. O figawerte a nicotina em varios metabalitos,
sendo cerca de 70 a 80% convertida em cotininaeid4vida da nicotina € em média de 2 a
3h. Com a exposicdo intermitente, os niveis detim@ooscilam ao longo do dia. Por
apresentar maior meia-vida (17h), os niveis denc@itendem a se acumular ao longo do
dia. A exposicao intermitente a nicotina, como ce@om o tabagismo, mantém os niveis
de cotinina relativamente constantes ao longo do Alicotinina também pode ser dosada
em outros fluidos biolégicos, como na urina e hi@agamas a dose absorvida de nicotina é
melhor indicada pela concentracédo de cotinina ngusa(BENOWITZ, 1996).

Atualmente, a cotinina tem sido utilizada como ontarcador mais sensivel e
especifico da exposicéo passiva ao tabaco (BENOWIYZ6; HATSUKAMI et al, 2003;
U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2006CHAOUACHI,

2009).

2.4DEVELOPMENTAL ORIGINS OF HEALTH AND DISEASE (DOHabD - Origens
desenvolvimentistas da salde e da doenca)

Estudos epidemioldgicos em diversas partes do mueldcionam a influéncia de
determinados fatores ambientais no inicio da viola @alteracbes na expressao da carga
genética do individuo, modificando o padréo de salmkenca (SILVEIRAet al, 2007).
Barker e colaboradores desenvolveram a hipotesgigem fetal da doenca do adulto, na
qual condi¢cbes adversas intrauterinas podem pragramsco de doencas cardiovasculares
e doencas cronicas na vida adulta ( BARK&Ril, 1989; BARKER, 1998) . Segundo essa

hipotese, o feto adapta-se a desnutricdo atravélietacdes metabdlicas, redistribuicdo do
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fluxo sanguineo, mudancas na producdo de hormdeias e placentarios com influéncia
sobre o crescimento, como ilustra a figura 1 (BARKHE998). Os efeitos a longo prazo do
déficit nutricional durante a vida precoce dependi@ntausa, do tempo e da intensidade de
privacao, tais fatores determinam os tecidos epesicujo desenvolvimento é prejudicado
(HALES e BARKER, 1992).

Muitos estudos suportam a hipotese de que a degmufetal programa o individuo
para doenca cardiovascular, hipertensababetesmellitustipo 2 (DM 2) na vida adulta
(BARKER et al, 1989; HALES e BARKER, 1992; MOOREt al, 1996; LEONet al,
2000). Alem destes desfechos, a obesidade e pidigstia também foram associadas com a
desnutricdo fetal, dessa forma, contribuindo patasenvolvimento da sindrome metabdlica

na vida adulta (LAITINENet al, 2000; DAVIESet al, 2004).
Consumo Fluxo atero-
alimentar placentério
materng

Composicéo

corporal \ /
materna

Demanda de nutrientes > fornecimento placentarioc—> desnutrigéo feth

4

Transferéncia
placentaria

Alteracdes metabdlicas Alteragdes endocrinas
1 oxidac&io de aminoécidos T cortisol
1 oxidac&o de lactato Linsulina, IGF-1
| oxidac&o de glicose \ / | horménio do crescimento
Hipdxia
Redistribui¢do do fluxo sanguineo
¥

PROGRAMAGAO FETAL

Figura 1: Adaptacao fetal a desnutri¢ao.

Fonte: Modificado de Barker (1998).
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Nesse contexto, diferentes modelos animais forapgstos para estudar a RCIU e
seus desfechos como, por exemplo, ligacdo daarearina, restricdo de proteina na dieta
materna durante a prenhez e exposicdo a glicogmi#icna gestacdo (VUGUIN, 2007;
LANGLEY-EVANS, 2009).Contudo, a disponibilidade de alimentos duranteagidez nao
€ um fator frequentemente limitante para o desemmehto fetal nas sociedades ocidentais.
Ja a insuficiéncia placentaria, o estresse e ase&dm voluntaria ou passiva a poluentes
quimicos sdo mais representativos do ambiente fetatas sociedades (SOM# al,
2009).

Considerando que a gestacdo € um periodo critic gaesenvolvimento fetal, a
exposicao ao tabaco nesta fase da vida torna oaftetmente vulneravel aos efeitos dos
componentes da fumaca do cigarro, assim como, tasagdes na oxigenacdo e no
metabolismo placentario.

Dessa forma, a exposicdo ao tabaco durante o perfdchuterino desencadeia
alteracdes metabdlicas e moleculares adaptatiyeszes de programar o individuo a longo-

prazo, causando efeitos observaveis na vida adulta.

2.5 O EIXO HIPOTALAMO-HIPOFISE-ADRENAL (HHA)

O eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal juntamente comsistema nervoso autbnomo
constituem as principais vias para a manutencadug®es vitais durante a resposta ao
estresse (KYROU e TSIGOS, 2009). O eixo HHA recebmtegra diversos estimulos
cognitivos, emocionais, neurosensoriais e perid&risomaticos que chegam por vias
distintas (CHARMANDARI et al, 2005). Esses estimulos promovem a secrecdo do
horménio liberador de corticotrofina (CRH) no sisteporta hipofisiario, que tem acesso a

porcao anterior da glandula pituitaria. A ligac@@RH no seu receptor na pituitaria induz
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a secrecao de ACTH (hormonio adrenocorticotropimagirculacdo sistémica. Por sua vez,
0 ACTH estimula o cortex adrenal a secretar glicoo@ides que sdo os mediadores finais
do eixo HHA (CHARMANDARI et al, 2005; KYROU e TSIGOS, 2009).

O eixo hipotalamo-hipofise-adrenal € passivel dg@macao no periodo neonatal.
A responsividade do eixo HHA em mamiferos flutua periodo perinatal, sendo
moderadamente responsiva no momento do nascinmaadiminuindo em intensidade no
periodo neonatal (ROKICKdt al, 1990; BERGANTet al, 1998).

O eixo HHA de fetos humanos esta bem desenvolvidaneional no final da
gestacao e é capaz de responder a fatores exteapegjalmente a hipdxia e a restricdo de
nutrientes (PHILLIPS e JONES, 2006). Existem ewiil de que o tabagismo crénico
resulta em niveis elevados de cortisol no plasmanae saliva (TZIOMALOS e
CHARSOQULIS, 2004). No entanto, niveis normais deisol urinario em fumantes também
tém sido relatados (TZIOMALOS e CHARSOULIS, 2004jcDonald et al (2006),
demonstraram pela primeira vez, que fetos exp@sidsbaco no periodo fetal apresentam
niveis elevados de ACTH.

Em ratos ha um pico de corticosterona no ultimagstfetal seguido de pouca
responsividade até o fim da segunda semana de fatta, conhecido como periodo
hiporresponsivo ao estresse (GUILLET e MICHAELSQR78; SAPOLSKY e MEANEY,
1986). Caracteristicamente, h4 uma exacerbacdo doanismo de retroalimentacao
negativa dos glicocorticoides na hipdéfise e dingéoida sensibilidade da adrenal ao ACTH
neste periodo (YOSHIMURAt al, 2003).

Conforme prop&e o conceito de programacédo, a sshmido rato a um estimulo
ou estressor nesses primeiros dias determina @igganeuroquimicas e comportamentais
observaveis durante toda a vida. Embora “hipormesipos”, esses animais respondem

agudamente ao estresse (KUHBt al, 1990), sendo que a resposta aumenta
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progressivamente nas 24 horas subsequentes. Aléso, dnessa fase, 0s niveis de
transcortina sdo muito baixos, sendo que a maide @k corticosterona circula em sua
forma nao-ligada e, portanto, biologicamente afffBNNING, 1978). Logo, mesmo que a
concentracdo total da corticosterona plasmatica lsajxa no periodo hiporresponsivo, a
concentracdo de corticosterona biologicamente &tikagativamente alta, o que é suficiente
para que o hormonio exerca suas acOes bioldgigasssivelmente atue programando o
sistema nervoso central de forma persistente.

Considerando que a exposicdo ao tabaco na gestag@oimpacto sobre o
crescimento fetal e que a RCIU esta associada ttenagdes metabdlicas e, ainda, que o
eixo HHA parece mediar esses efeitos os animaiestap a fumaca do tabaco no periodo
intrauterino poderiam apresentar um padrdo de sts@D estresse diferente dos animais

nao-expostos ao tabaco na vida fetal.
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3 JUSTIFICATIVA

Eventos precoces ocorridos ainda no periodo irgrignat que afetam o crescimento e
o desenvolvimento fetal podem influenciar o padtécsaide e de doenca na idade adulta.
As consequéncias do tabagismo materno durantetacg§ega sao conhecidas, como baixo
peso ao nascer, parto prematuro, maior risco detaabento, entre outras. Ainda €&
controversa a associacdo entre fumo passivo dusagestacdo e desfechos adversos para o
concepto. Os mecanismos bioquimicos e moleculaossiyelmente envolvidos nesses
desfechos ainda ndo foram totalmente elucidadesstébelecimento de um modelo animal
adequado permite essas avaliacOes através daofdeicdo de material biolégico e em
menor periodo de tempo, além de possibilitar o rotambiental, evitando fatores

confundidores.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer um modelo animal de exposicdo ao tathaante a gestacdo, tendo
como desfecho o baixo peso ao nascer, assim copusgivel impacto metabdlico desta

exposi¢cao nos animais na vida adulta.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1 Etapa 1:

» Verificar a exposi¢cdo aguda ao tabaco através tkessrde carboxihemoglobina

no sangue de ratas.

* Monitorar a exposi¢éo ao tabaco durante a prentnazés da medida dos niveis

de cotinina no sangue materno.
* Verificar o ganho de peso materno durante a prenhez
» Verificar a glicemia materna das ratas expostdal@co durante a prenhez.

* Avaliar o efeito da exposicdo ao tabaco duranterdodo intrauterino sobra

glicemia, a insulinemia e o peso da placenta, pesamprimento dos filhotes.



30

4.2.2 Etapa 2:

» Avaliar o efeito da exposi¢do ao tabaco no perinttauterino sobre o ganho de

peso dos filhotes até a vida adulta.

* Avaliar a liberacdo de corticosterona em resposstr@sse de restricdo em ratos

adultos expostos na vida fetal ao tabaco por irddiondas suas genitoras.

» Avaliar o teste de tolerancia a glicose em ratastasl expostos na vida fetal ao

tabaco por intermédio das suas genitoras.

» Avaliar o perfil lipidico e de glicemia de ratosu#tds expostos ao tabaco no

periodo intrauterino.
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5 HIPOTESE

A exposicao passiva ao tabaco durante a gestagaopossivel insulto ao qual um
feto pode ser exposto. Tal exposicédo altera o pespnascer e 0 metabolismo fetal, bem

como modifica as respostas metabdlicas e ao estnasada adulta.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 METODO GERAL

6.1.1 Animais experimentais

Foram utilizadas ratas Wistar provenientes do bhmtéa Universidade Federal de
Pelotas (UFPEL) e da Fundacéao Estadual de Produ&squisa em Saude (FEPPS) com
peso entre 200 e 300g. Os animais foram ambientadoSnidade de Experimentacdo
Animal (UEA) do HCPA por 7 dias e apos foram dimifdos aleatoriamente entre os
grupos. As ratas permaneceram individualmente emasanoradia, confeccionadas em
plexiglas medindo 41 x 34 x 16 cm, com assoalhobexdo de maravalha, mantidas em
ambiente controlado: ciclo normal claro/escuro @deharas, temperatura media de 22°C +
2°C, 70% de umidade e racdo padréo e a aglibidum.A limpeza das caixas era realizada

uma vez por semana

6.1.2Procedimentos de exposicéo repetida ao tabaco

O sistema de exposicao ao tabaco foi baseado nelondd MELLOet al. (2005).
Os aparatos de exposicdo ao tabaco foram confeximenpela marcenaria do HCPA e
consistiam em duas caixas de madeira revestidaroich, medindo 94 cm de comprimento
x 39,5 cm de altura x 38,5cm de largura, divididgs dois compartimentos: um de
combustdo (CC) e outro de exposicao (Cfigjura 2). No compartimento de combustao
havia um suporte de metal onde os cigarros eraaddix na posicao vertical para a queima

passiva e no compartimento de exposi¢do havia ama-moradiacom maravalha e tampa
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de grade.Os compartimentos eram separados entre si por ivisaria fenestrada, com um
sistema de exaustdo da fumaca na parte supericordpartimento de exposicéo, no ponto
mais distante da combustéo. Essa disposicdo gaugia fumaca gerada pelo cigarro fosse
arrastada para o ambiente onde os animais se esm¢amt Um cano de PVC conduzia o ar
da caixa até o exterior do prédio. No momento gmgxao ao tabaco os animais (3 ratas
por vez) eram colocadas nesta caixa-moradia e garroi da marca Malboro embalagem
vermelha® (Phillip Morris) era aceso e colocado no espagutral do suporte de metal. A
gueima durava cerca de 15 minutos. A exaustaoigadad durante 10 segundos a cada 5
minutos. Ap0s a queima total, a exaustdo permanegaaa por mais 15 min para a
completa remocéao da fumagagrupo CM passou pela mesma intervencéo, no entsarn

ser exposto ao tabaco.

Exaustao
) " Compartimento
Compartimento (| = § de combustio
de exposica —. e T

'\__

Figura 2: Aparato utilizado para exposi¢cao dos anirais ao tabaco.

6.2 ETAPA 1

A etapa 1 consistiu de dois experimentos (exposigaiola e exposicao repetida)



34

6.2.1 Exposicado aguda ao tabaco

Para averiguar a exposicao aguda ao tabaco utdieaum marcador de fase gasosa,
a COHb sanguinea, molécula resultante da reacdoo@Oa hemoglobina. Esta formacao
depende da duracdo da exposicdo ao CO, concentdss®® gas no ar inspirado, da
intensidade da tragada e do numero de cigarrosdosn€CARMINES e RAJENDRAN,
2008). Para realizacdo desse experimento utilieodz ratas Wistar divididas em dois
grupos: 6 tabaco (T) e 6 controle manipulado (CA§.ratas do grupo T foram expostas
uma unica vez ao cigarro conforme procedimento xigoscdo ao tabaco e, apos,
decapitadas. O sangue coletado do tronco foi irteedeente utilizado para analise de COHb
por gasometriano Laboratério de Analises Clinicas do HCPA. Asasatio grupo CM
passaram pelo mesmo procedimento em uma caixacdénto tabaco, sem exposicao ao

cigarro, como mostra a figura 3.

Ratas adultas
Controle Manipulado (CM) Tabaco (T)
Colocado na caixa igual ao tabaco, sem Exposicdo a fumaca do cigarro 1x/dia por 15 min.

Serexposto Ligada a exaustdo acada5minpor 10s. Apds

a queima total, a exaustdo permanecia ligada por

+ 15 min.

decapitagéo

l

Coleta de sangue

l

Medida da COHb

Figura 3: Diagrama do método para dosagem de COHb.
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6.2.2 Exposicao repetida ao tabaco durante a geséac

A exposicao repetida ao tabaco foi acompanhadappet®enca de um marcador de
fase particulada, a cotinina sanguinea, um metabdla nicotina com meia-vida de
aproximadamente 17h.

Para isso, apds de 7 dias de ambientacdo na UnigaH&perimentacdo Animal do
HCPA, ratas Wistar nuliparas foram submetidas adrole diario da fase do ciclo estral
através da analise de esfregacos vaginais. Asqagse encontravam na fase de pro-estro e
estro eram expostas ao macho para acasalaments.cApbasalamento, a observacao de
espermatozoides no esfregaco vaginal até vinteagraqhoras apos a exposicdo ao macho
foi considerado como inicio da prenhez (DO de géstpe as ratas, entdo, foram separadas
em trés grupos: controle (C), CM e T (Figura 4).

Para verificar o efeito da exposicdo ao tabacordera periodo gestacional sobre o
desenvolvimento do feto procedeu-se a exposicédaksro durante os dias D1 ao D21 de
gestacdo. O grupo T foi exposto a fumaca do cigiues vezes por dia as 7:30 e as 17 h por
15 minutos, durante todo o periodo gestacional.afawelha da caixa-moradia localizada no
compartimento de exposicao foi trocada uma vezsporana. O grupo controle-manipulado
foi submetido a0 mesmo procedimento do tabaco, era caixa idéntica, mas sem ser
exposto ao cigarro. O grupo C permaneceu intaigua caixa-moradia, sendo manipulado
apenas para a pesagem semanal.

Todos os grupos de ratas prenhes tiveram seu fesdoauma vez por semana
(dia 1, dia 7, dia 14 e dia 21 de prenhez), utittaa balangca marca Marte® modelo AC
5.500 no modo animal. O consumo alimentar foi déetima vez por semaifdia 3, dia
10 e dia 17), utilizando a balanca Marte ® com igéexde 0,01g no periodo de vinte e
quatro horas. A quantidade consumida foi calcukgmrtir da diferenca entre a ragéo

oferecida e a sobra, acrescida das perdas recagerad limpeza do piso da caixa-
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moradia. Os resultados foram expressos como consalmzntar médio durante o

periodo gestacional (MELL®t al, 2006).

Cruzamento animais

‘Esfregaqovaginar E— 1

Confirmacg&o prenhes DO

|

Direcionamento para 0s grupos

!

Controle manipulado (CM): colocado na caixa iga@mtabaco, sem ser exposto.

Controle (C): intacto na caixa moradia

Tabaco (T): exposto a fumaca do cigarro 2x/diad’&3.7h) por 15 min, sendo ligada a exaustéo a gada
5 min por 10seg e apos o término do cigarro peecertigada a exaustdo por mais 15 min.

Ganhodpeso | ———»

ETAPA1

D1-D21

repetida Filhotes: soro, peso da placent|
peso e comprimento dos filhotes

R

Figura 4: Diagrama do método de exposicao repdt ao tabaco durante a gestacao.

Para esse experimento foram utilizadas 15 ratagavVassim divididas: 5 C, 5 CM e
5 T, totalizando o numero de filhotes em 53 coespld4 controles manipulados e 57
tabaco.

No 22° dia de gestacao as genitoras foram decapitacsangue do tronco coletado e
0 soro sanguineo separado e armazenado a -80°Gaméise da cotinina e da glicemia.
Logo apds, iniciou-se a cesariana para retiradafitftustes. Os filhotes foram pesados
(balanca Marte® modelo AC 5.500), medidos (compnitmedo focinho até o anus) e
imediatamente decapitados. O soro sanguineo dugefd foi separado e armazenado para
medidas bioquimicas. Suas placentas foram pesadéan¢a Marte® modelo AC 5.500

com precisao de 0,01g) e congeladas a -80°C.
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A cotinina no soro das genitoras foi avaliada noPrAGegundo a técnica descrita
por Petersert al (2010), no aparelho de pbligh-Performance Liquid Chromatography
(HPLC/UV), modelo Shimadzu®.

Os niveis de glicose no soro das genitoras foraaliamos no Laboratério de
Andlises Clinicas do HCPA pelo método enzimaticdommétrico. A glicemia e a
insulinemia no soro dos filhotes foram medidas rpétodo colorimétrico e ELISA usando
Kits comerciais Glicose HKiquiform (Labtest)® e Rat/mouse Insulin Elisa Kit (Milliggr
Missouri, USA)® respectivamente, segundo instrugfiefabricante.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo CodeitEtica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (Projeto 09-285). Os tregatos dos animais foram feitos
seguindo as recomendacdes bhdernational Council for Laboratory Animal Science
(ICLAS).

O presente estudo ndo apresentou conflitos deegder

6.3 ETAPA 2

Para verificar o efeito da exposi¢cdo ao tabacordera periodo gestacional sobre o
ganho de peso até a vida adulta e, nessa fasécaren impacto em alguns parametros
metabolicos procedeu-se a exposicado a fumaca dodaturante a prenhez das genitoras, e
realizou-se o acompanhamento dos filhotes atéaaaddlta (figura 5).

Nessa etapa foram realizados os mesmos procedisnéatetapa 1, referente a
exposicao repetida ao tabaco durante a prenheentamto, no 22° de gestacdo as ratas
tiveram seus filhotes de parto normal. O monitorsimedos nascimentos foi feito
diariamente duas vezes ao dia as 8h e as 19h. easbservasse a rata com todos o0s
filhotes, ndo mais parindo, a ninhada era pesadaads e padronizada em oito

filhotes/ninhada. O dia do nascimento foi considera dia zero (D0), sendo o controle de
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peso realizado uma vez por semana no dia do nastireenos dias 7 (D7), 14 (D14) e 21
(D21) de vida. As ninhadas foram desmamadas eadgmpor sexo no D21 pds-natal. Apos
o desmame, 3 a 5 animais foram mantidos em caixadi@osendo pesados semanalmente
(balanca Marte ® modelo AC 5.500 modo animal) at#ao77° de vida. As caixas-moradia
eram limpas uma vez por semana.

Foram utilizadas no total 15 genitoras assim da/i&C, 5CM e 5 T, totalizando 58
filhotes do grupo C, 54 filhotes do gru@d e 64 filhotes do grupo T. A figura 6 apresenta
a linha do tempo dos testes realizados nesta etapa.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo CodeitEtica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. Os tratamentos dos asinfaram feitos seguindo as
recomendacdes daternational Council for Laboratory Animal Scien@€LAS).

Para todos os testes realizados foram usados nnm&xanimais/ninhada, os

quais foram submetidos a, no maximo, 2 testes.

Cruzamento animais

|Esfregagovagina| E— 1

| Confirmacgdo prenhez| DO

|

‘ Direcionamento para 0s grupos ‘

}

Controle manipulado (CM): colocado na caixa icamltabaco, sem ser exposto.

Controle (C): intacto na caixa moradia

Tabaco (T): exposto a fumaga do cigarro 2x/diaQ&37h) por 15 min, sendo ligada a exaustdo a®ada
min por 10seg e apds o término do cigarro pernetigada a exaustdo por mais 15 min.

D1-D21
B
ETAPA2 Filhotes: ganho peso, TTG, curva
Exposicao | Parto normal (D22)| —> | de corticosterona, perfil lipidico e
repetida adiposidade

Figura 5: Diagrama do método geral da etapa 2.
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DO D7 D14 D21 D60 até D96
| [ ' | ®—
H
| | | I | L=

mmmm Avaliagdo do ganho de peso
=== Ganho de peso e consumo de ragéo padrao
[ Desmame
@ Curvade corticosterona em resposta ao estresse
Teste de tolerancia a glicose

l Sacrificio

Figura 6: Linha do tempo dos testes realizados ndapa 2.

6.3.1 Curva de corticosterona em resposta ao estsespor restricdo de movimento

Entre os 77 e os 83 dias de vida, um subgdg®0 de animais foi submetido a esse
experimento. Os animais foram envoltos em uma #ealliveram 3mm da ponta de sua
cauda cortada com um bisturi. Um pequeno volumsatigue (aproximadamente 0,15mL)
foi coletado da cauda do animal, realizando massaggaves da base até a ponta da cauda.
Apés a coleta, os animais foram rapidamente ing#ullbs em um tubo plastico com
didametro variavel fixado com fita adesiva de formaestringir a mobilidade dos grandes
grupos musculares, sendo uma das extremidadessderforma a permitir a entrada de ar.
Os animais ficaram imobilizados por 20 minutos eostnas adicionais de sangue foram
obtidas ao final da imobilizacdo e aos 20, 40, 7013® minutos subsequentes
(TANNENBAUM et al, 1997). As amostras sanguineas foram coletadaspg®ndorfs
entre 14h e 17h, centrifugadas a 4000 rota¢cdempwto (rpm) por 11 minutos e o soro foi
congelado a -80°C até serem analisados. Os migaisrticosterona foram avaliados usando

o Kit comercial EIA KitEnzo Life Sciences Int’l Inc., Plymouth Meeting, BSAR .



40

6.3.2 Curva do teste de tolerancia a glicose

Entre os 85 e 90 dias de vida, 55 animais repraseos de cada grupo e sexo foram
submetidos a esse experimento. Os animais pernranecm jejum por 6 horas até o
momento do teste. Os testes foram realizados é&Btree 15h. A glicemia foi medida no
jejum e definida como glicemia do tempo O (zeropoé este procedimento, os animais
receberam por gavagem 2g/Kg de glicose 50%. Amgiadoi entdo medida nos tempos 30,
60, 90 e 120 minutos apos administracdo da gli¢edaptado de SZET@t al, 2008
(SZETO et al, 2008)). Os valores de glicemia foram obtidosvéisade fitas reagentes
(Optium Point of Care, Abbgt® acopladas a um glicosimetro digital portatlledisense,

Optium, Abbot® a partir de amostras de sangue coletadas dkacau

6.3.3 Coleta de material biologico

A coleta de tecidos foi realizada apds o términ® téstes bioquimicos, entre o0 82° e
94° dias de vida dos animalso dia do sacrificio 0os animais permaneceram gamjgor
no minimo 6 horas. O sangue do tronco foi coletpdoa determinacdo dos niveis
sanguineos de glicose, colesterol total (CT), liptgna de alta densidade (HDL),
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e triglicedd (TG). As amostras de sangue foram
centrifugadas a 4000 rpm por aproximadamente 12twsre o soro separado e armazenado
a -80°C até o dia das analises. Os niveis sanguitealicose, CT, HDL e TG foram
determinados no Laboratério de Andlises Clinicas HIOPA por método enzimatico
colorimétrico e os niveis de LDL foram estimadaos\as da equacédo de Friedewald.

A quantificacdo da adiposidade abdominal foi fajpds a decapitacdo do animal, por
meio da disseccdo das duas maiores porgbes dargoatdominal, peri-gonadal e

retroperitonial (DA S BENETTEt al, 2007). Depois de dissecadas foram pesadas usando
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balanca da marca Marte® modelo AC 5.500 com prectkfi 0,01g. Os resultados da

quantidade da adiposidade abdominal foram expressos percentual do peso corporal.

6.4 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os dados coletados foram computados e athadisep programatatistical
Package for the Social Sciend&PSS) versao 18.0 (SPSS Inc., IBldmpany Chicago,

EUA).

Os dados paramétricos foram expressos como matkawvio padrao da media (DPM).

Para a analise da carboxihemoglobina foi utilizadeste t d&tudent

Para avaliar o consumo de racdo padréo durantbgrdoi realizado uma anélise de
variancia (ANOVA) de medidas repetidas. Para aisméla glicemia das genitoras utilizou-se
a ANOVA, utilizando como covariavel o numero dédiles da ninhada.

Para a analise do peso ao nascer, comprimento scernapeso da placenta,
porcentagem da placenta em relacdo ao peso deefifttonascer, glicemia e insulinemia dos
filhotes foi utilizado o test&eneralized Estimating Equatio(GEE), usando como covariavel
o sexo do filhote, o nimero de filhotes da ninhada origem da mée. O GEE também foi
utilizado para analisar o ganho de peso duranestaggo, tendo como covariavel o nimero de
filhotes por ninhada.

Quando se avaliou 0 peso ao nascer dos filhotsgganda etapa do trabalho também
se utilizou o GEE usando como covariavel o numerdlddotes da ninhada e a sua proporcao
de fémeas. Para analisar o ganho ponderal dosefilapos o nascimento até a vida adulta
utilizou-se a ANOVA de medidas repetidas utilizamdono fatores o grupo e o sexo. Para a
analise da adiposidade abdominal, teste de toler@nglicose, curva de corticosterona em
resposta ao estresse por restricdo de movimendlses bioquimicas foi utilizado ANOVA

de duas vias utilizando como fatores o grupo exo.séara o calculo da area sob a curva do
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teste de tolerancia a glicose utilizou-se a formWAWC =(30 x ((t0+t30)/2) + 30 x
((t30+t60)/2) + 30 x ((t60+t90)/2) + 30 x ((t90+)22))/120. Para o calculo da area sob a
curva de corticosterona em resposta ao estress@naulé utilizada foi: AUC =(20 x
((t0+t20)/2) + 20 x ((t20+t40)/2) + 20 x ((t40+t6B) + 30 x ((t60+t90)/2) + 30 X
((t90+t120)/2))/120.

O tamanho da amostra variou conforme o experimdtdoa detectar uma diferenca
entre as medias das variaveis em estudo de 1,8sd@dradrao (magnitude de efeito grande),
considerando P = 0,05 e poder de confianca de 90fam necessarios 10 animais por
experimento. Para os experimentos bioquimicosdicutado um tamanho de amostra de 6 a 8
animais por grupo.

Algumas andlises bioquimicas tiveram seu tamanhamdestra reduzido devido a
perda de material durante a analise e/ou necessikadefazer alguma analise. Assim como,
as genitoras que tiveram filhotes mortos e/ou maléalos (1 rata do grupo controle e 2 ratas
do grupo tabaco) foram excluidas do estudo peleuttitde de aferir o peso médio da

ninhada.
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7 RESULTADOS

7.1 RESULTADOS DA ETAPA 1

7.1.1 Exposicado aguda

7.1.1.1 Carboxihemoglobina

A analise da carboxihemoglobina pelo teste t oasfiue o0 grupo exposto ao tabaco
de forma aguda apresentou niveis significativameraieres de COHb que o grupo controle
manipulado (figura 7).

25 7 ik

=
[

=

Carboxihemoglobina
COHb (%)

0.5 1
a _j
Controle Manipulado Tabaco

Figura 7: Niveis de carboxihemoglobina entre os gnpos tabaco e controle manipulado
apos intervencao (teste t, mostrando efeito da exgigdo ao tabaco sobre a
carboxihemoglobina,P< 0,0001, n=6/grupo).

7.1.2 Exposicéao repetida

7.1.2.1 Ganho de peso das genitoras durante agzrenh
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Para avaliar o ganho de peso durante a prenhem fotdizadas 31 ratas Wistar,
assim divididas: 11 C, 11 CM, 9 T. A analise EE, considerando o ganho de peso
durante as trés semanas de prenhez, utilizandonemude filhotes como covariavel,
demonstrou que todas as genitoras ganharam peso @assar do temp®<0,0001), no
entanto, o grupo T tem um padréo de ganho de pgsdicativamente diferente dos demais

grupos (BonferroniP= 0,002) como mostra a figura abaixo.

100

80 A

40 A

20~

Ganho de peso (g)

- Semana 1 Semana 2 Semana 3

—4— Controle Controle Manipulade  =—d— Tabaco

Figura 8: Ganho de peso durante as 3 semanas de phez entre os grupos Controle
(n=11), Controle Manipulado (n=11) e Tabaco (n=9)GEE mostrou efeito do tempo ¥<
0,0001) e do grupo (= 0,002).

7.1.2.2 Consumo de racgéo padréo durante a prenhez

Em relagcdo ao consumo de ragao padrao durantenager a ANOVA de medidas
repetidas, usando como covariavel o numero detéthaa ninhada, mostrou que todos
aumentaram o consumo no decorrer do terPg0,049) como apresentado na tabela 1, mas

nao houve diferenca entre os grupes(,397).
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Tabela 1: Consumo de ragéo padrao ao longo das 3rsnas de prenhez

Grupos Semana 1(g) Semana2(g) Semana 3(Q)
Controle (n =8) 20,16 £+ 2,82 30,27 £16,11 25,5808
Controle manipulado (n =11) 20,80 + 2,98 22,01083, 25,04 +1,49
Tabaco (n =9) 20,39 + 3,46 21,28+2,79 30,54 611,

ANOVA de medidas repetidas, usando como covariégvelimero de filhotes da ninhada,
mostrou efeito do tempdP£0,049) e sem diferenca entre os grupes0(397). Dados
expressos em média + DPM.

7.1.2.3 Cotinina

Os animais expostos passivamente a fumaca do tapaesentaram concentracéo

média de cotinina de 42,52 ng/mL, enquanto os asirda grupo controle e controle

manipulado apresentaram valores inferiores aodiht deteccdo do método, que era de 10

ng/mL (tabela 2).

Tabela 2: Concentracéo de cotinina no soro

Grupos Cotinina (ng/mL)
Controle <10
Controle Manipulado <10
Tabaco 42,52 + 4,33

Dados expressos em meédia + DPM. n=4 a 5/grupo.
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7.1.2.4 Glicemia das genitoras

Conforme apresentado na tabela 3, os dados mdativmédia da glicemia das
genitoras ndo diferiram entre os grupos (ANOVA, nadgacomo covariavel o numero de

filhotes da ninhad&= 0,380).

Tabela 3: Glicemia materna

Grupos Glicemia (mg/dL)
Controle (n=5) 90,77 £5,15
Controle Manipulado (n=4) 79,37 £ 7,49
Tabaco (n=5) 94,0 £6,17

ANOVA, usando como covariavel o numero de filhadesninhada, ndo mostrou efeito do
grupo P= 0,380). Dados expressos em média + DPM.

7.1.2.5 Peso ao nascer

Ao analisar o peso médio ao nascer@®BE, utilizando como co-variaveis o nimero
de filhotes da ninhada, o sexo dos filhotes e geati da genitora, observou-se efeito do
grupo. O grupo exposto ao T no periodo intrauteapoesentou peso meédio ao nascer

significativamente inferior aos demais grupos, conastra a figura 9.
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Figura 9: Peso médio ao nascer dos filhotes dos gas C, CM e T GEE, utilizando
como covariaveis o numero de filhotes da ninhada, sexo dos filhotes, a origem da
genitora, * P= 0,005, n= 44-57 filhotes/grupo).

7.1.2.6 Comprimento ao nascer, peso da placergecengual da placenta em relacdo ao

peso do filhote

Em relacdo ao comprimento ao nascer, peso totglatenta e porcentagem da
placenta em relacdo ao peso do filhote, analispdo&EE e levando em consideracao o
sexo dos filhotes, o nimero de filhotes da ninfedarigem da mae como covariaveis, ndo

foi observada diferencga entre os grupos, como aptado na tabela 4.
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Tabela 4: Analise das variaveis relacionadas a biagtria fetal: comprimento ao nascer,

peso da placenta e percentual da placenta em relacéo peso do filhote

Controle Controle Tabaco
Variaveis (n=53) Manipulado (n=57) Valor P
B (n=44) a
Comprimento (cm) 4,59+ 0,30 458 0,47 45* 0,46 0,896
Peso da placenta (g) 0,471+ 0,02 0,475+0,01 0,417 +0,02 0,209
Peso da placenta em relagdo a0 pesq 15, h 35 §474+035 774048 0,478
do filhote (%)

GEE, usando como covariavelsexo dos filhotes, o numero de filhotes da niahad origem
da genitora. Dados expressos em média £ DPM.

7.1.2.7 Glicemia dos filhotes

A figura 10 mostra que os animais que foram exysoab tabaco no periodo
intrauterino apresentaram glicemia significativateenferior & do grupo C e nao diferiram
do grupo CM, conforme analisado ge@EE usando como co-variaveis o numero de filhotes

ninhada, o sexo dos filhotes, a origem da gengaagpeso médio ao nascer.
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Figura 10: Glicemia (mg/dL) dos filhotes entre os mipos C, CM e T. GEE, usando
como covariavel o sexo dos filhotes, o numero dehfites da ninhada e a origem da
mae, *P < 0,0001, n= 11 filhotes/grupo).

7.1.2.8 Insulinemia dos filhotes

Ao analisar a insulinemia dos filhotes verificaigue o grupo T apresentou niveis
significativamente inferiores aos demais grug@EE, usando como co-variaveis o nimero
de filhotes da ninhada, o sexo dos filhotes, aeonigla genitora e o peso médio ao nascer,

p= 0,009), como apresentado na figura 11.



50

4000 -
3500 A
3000 -
2500 A
2000 A
1500 A

1000 -

Insulinemiaem pU/mL

500 -

Controle Controle Manipulado Tabaco

Figura 11: Insulinemia (uU/mL) dos filhotes entre os grupos CCM e T. GEE, usando
como co-variaveis o numero de filhotes da ninhaday, sexo dos filhotes, a origem da
genitora e o peso médio ao nascerf*= 0,009, n= 11 filhotes/grupo).

7.2 RESULTADOS DA ETAPA 2

7.2.1Peso ao nascer

Ao analisar o peso médio ao nascimento dos aniquesnasceram de parto normal
(GEE, usando como co-variaveis o numero de filhotesidhada e a proporcdo de fémeas
da ninhada) ndo foi encontrada diferenca signifiaaéntre os grupos (p= 0,718), como
apresentado na tabela 5.

Tabela 5: Peso médio da ninhada ao nascer

Grupo Peso (g)
Controle 6,32+0,08
Controle manipulado 6,34+0,11
Tabaco 6,23+0,09

GEE, usando como covariaveis o numero de filhotes dhatia e a proporgédo de
fémeas da ninhadBz= 0,718, n= 5/grupddados expressos em média = DPM.
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7.2.2 Acompanhamento do ganho de peso

Em relacdo ao ganho de peso entre os dias 7 é2igpais, a ANOVAle medidas
repetidas (utilizando o sexo e grupo como fatoregpeso medio da ninhada por sexo como
covariavel) demonstrou que todos os animais gamhgreso ao longo do temp®<
0,0001). Também se observou efeito do sé&xo {,03), no qual os machos pesaram mais
que as fémeas. Nao houve diferenca significativee ers gruposR= 0,718), como ilustra a
figura 12A. ApGs os 21 dias de vida os animais nfoidesmamados e o ganho de peso
individual foi observado ao longo de 8 semanas.nélise dos resultados mostra que os
animais continuaram a ganhar peso com o passangmt(ANOVA de medidas repetidas
utilizando grupo e sexo como fator€s;, 0,0001). O efeito do sexo foi mantide<(0,0001)
confirmando que os machos permaneceram mais peqadass fémeas com o decorrer do

tempo. Nao se observou efeito do grupe 0,159), como apresentado na figura 12B.

60 -
55 ~

50 -

45 - '
40 - /
=4—Machos Controle

=l-Machos Controle Manipulado

35 1

Peso (g9)

30 A

25 A
Machos Tabaco

=Fémeas Controle
—#—=Fémeas Controle Manipulado
15 - < Fémeas Tabaco

20 -

10
dia7 dia 14 dia 21

Dias de Vida

Figura 12A: Ganho de peso corporal entre 0 7° e 012 dia de vida poés-natal nos
machos controle (n=19), machos controle manipuladm=20), machos tabaco (n=20) e
fémeas controle (n=21), fémeas controle manipuladm=20) e fémeas tabaco (n=19).
Dados expressos em média £ DPM. ANOVA de medidaspetidas até o dia 21 de vida
mostrou que todos os animais ganharam peso com ogsar do tempo < 0,0001).
Andlise também mostrou efeito do sexa€0,03).
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Figura 12B: Ganho de peso corporal ao longo de 8reanas de vida ap6s o desmame,
nos machos controle (n=19), machos controle mani@do (n=20), machos tabaco
(n=20) e entre as fémeas controle (n=21), fémeasttole manipulado (n=20) e fémeas
tabaco (n=19). Dados expressos em meédia £ DPM. AMA de medidas repetidas apos
o0 desmame mostrou que todos os animais ganharam pesom o passar do temporPK
0,0001). A diferenca entre 0s sexos tornou-se mawdente <0,001).

7.2.3 Quantificacao da adiposidade abdominal

A andlise da adiposidade abdominal como percenigleso corporal foi realizada
através da ANOVA de duas vias, utilizando grupex@sxomo fatores. Foi observado efeito
do sexo no percentual de gordura retroperitorfeal);001) e também na adiposidade total
(P< 0,001). N&ao houve diferenca significativa entsegoupos nesses parametros, conforme

apresentado na tabela 6.
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Tabela 6: Adiposidade abdominal

Controle Controle Manipulado Tabaco

% gordura macho fémea macho fémea macho fémea
(n=19) (n=20) (n=20) (n=20) (n=21) (n=19)

Retroperitoneal1,19 + 0,35 0,83+0,40 1,15+0,29 0,77 £0,24 1,34 +0,39 0,85 + 0,24

Perigonadal 1,19+0,24 1,31+0,42 1,20+0,23 1,34+0,35 1,27 +0,27 1,26 +0,36

Adiposidade

total 763+197 458+1,47 760+1,78 4,40+1,09 854 +2,3% 4,45+1,08

ANOVA de duas viasP> 0,05 para grupo e sexo. Valores expressos emarébPM; 2P
letras diferentes significam diferenca estatisigaificativa P< 0,05).

7.2.4 Curva de corticosterona em resposta ao estsespor restricdo de movimento:
dados preliminares

A analise do teste de corticosterona mostrou gn®tno estado basdP< 0,895)
como no pico da liberacdo desse hormOie 0,582), os valores ndo diferiram entre os
grupos. Também nado houve diferenca na area sotva de concentracédo de corticosterona
(AUC = 0 a 120 minutosP= 0,40), conforme apresentado na tabela 7. No &ntéoi
observada diferenca em relacéo ao sexo no estadb@a 0,004) e na area sob a curva de
concentracdo de corticosteron@=(0,001). Esse efeito ndo foi observado no pico de
liberacdo de corticosteronB< 0,071).

Tabela 7: Area sob a curva de corticosterona (ng/mL

Controle valor P valor
Tabaco

Controle Manipulado grupo P sexo

Macho 81.618 +40.914,75  44.182 +9.309,3 78.263 + 39.656,76
0,400 0,0001
Fémea 106.994 + 4.630,82 103.579 £ 30.047,19 149.900.643HH35

ANOVA de duas vias, ndo mostrou efeito do grupaificeu-se efeito do sexo, n= 2 a
5/grupo/sexo. Valores expressos em média + DPM.
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7.2.5 Curva do teste de tolerancia a glicose

Ao avaliar o teste de tolerancia a glicose obses@m que a glicemia no basal ndo
diferiu entre os grupo$€0,109) nem entre o sexB<0,177). Foi observada diferenca entre
0S grupos no pico glicémicd®£0,03; grupo tabaco difere dos grupos controle rdrote
manipulado), como apresentado na tabela 8. Tambémb&ervado efeito na area sob a
curva de concentragédo de glicose (AUC = 0 a 12Qutog)P= 0,045), no qual o grupo
tabaco difere do grupo controlé=50,042), mas néo do grupo controle manipuldicl(00),
como ilustra a figura 13Todas as analises foram feitas utilizando ANOVAddes vias,
usando como fatores o grupo e o sexo.

Tabela 8: Teste de tolerancia a glicose no basahe pico glicEmico

Controle Controle Manipulado Tabaco

macho fémea macho fémea macho fémea
(n=7) (n=10) (n=9) (n=10) (n=9) (n=10)

Glicemia no basal 83,4+8,9889,7+10 89,1+7,0 94,4+6,5 93,0+8,5 90,6+ 7,8
(mg/dL)

Pico glicémico 114+95 128+48 125+11,8 125+7,2 133+2140+19,3
(mg/dL)

ANOVA de duas vias, utilizando como fatores o grpo sexo, ndo mostrou efeito do
grupo P= 0,109) nem do sexd”€ 0,177) no basal. Observado efeito do grupo no pic
glicémico P= 0,03), sem efeito do sexB< 0,065). Valores expressos em média + DPM.
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Figura 13: Teste de tolerancia a glicose entre osupos controle (n=17), controle
manipulado (n=19) e tabaco (n=19). Dados expresses1n média + DPM. ANOVA de
duas vias demonstrou efeito do grupd?= 0,045, sem efeito do sex®%£ 0,069).

Tempos: (1 = basal; 2 = 30 minutos; 3 = 60 minutod;= 90 minutos e 5 = 120 minutos)

7.2.6 Perfil bioquimico

A analise do perfil lipidico (CT, LDL, HDL e TG) nstrou efeito do sexd’k 0,05),
mas néo dos grupoB¥ 0,05) em todos os parametros analisadas.

Os niveis de glicose no soro nao diferiram eagrsexosR= 0,241), nem entre 0s
grupos P= 0,288). A tabela @presenta os valores médios de cada parametr@akaom
0 grupo e o sexo. Todas as analises foram feitbsantdo ANOVA de duas vias, usando

como fatores o grupo e o sexo.
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Tabela 9: Parametros bioquimicos na vida adulta

Controle Controle Manipulado Tabaco
Variavel macho fémea macho fémea macho fémea
(n=7) (n=10) (n=5) (n=10) (n=5) (n=9)
CT (mg/mL) 58,0+9,07 72,2+8,04 55,6+4,16 69,3+10,45 67,8t6,61 71,0+14,34
HDL (mg/mL) 19,57+4,57 25,0+2,75 18,6£1,82 24,4+350 21,2+1,64 23,8+4,32
LDL (mg/mL) 12,0+3,34 32,2+4,98 15,0+4,15 31,1+7,70 229+7,18 30,4+11,09
TG (mg/mL) 131,7+8,7 75,1+7,25 110,0+0,20 68,8+7,25 118,6+10,2 84,2+7,60

Glicose
(mg/dL)

129,4+13,2 125,4+30,1 130,4+3,6 138,4+8,3 129,6+8,4 143,8+9,7

ANOVA de duas vias, usando como fatores o grupcsexo. Nao foi observada diferenca
entre os grupos em todos os parametros analis&los0(05). Houve efeito do sexo no
perfil lipidico (P< 0,05), mas ndo na glicose. Valores expressos &tam: DPM.
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8 DISCUSSAO

8.1. ETAPA 1

O presente estudo visou validar um método expetah@l®e exposicdo ao tabaco
durante a gestacdo que estivesse associado gadeste crescimento intrauterino. O modelo
foi bem sucedido ao induzir menor peso ao nhascssjma como hipoglicemia e

hipoinsulinemia amplamente descritos em associegdoa RCIU.

Diversos métodos de exposi¢cdo ao tabaco estdoitdessendo que eles variam
amplamente em relacdo a forma de exposicao (cotpod ou somente nasal), tempo de
exposicao (agudo ou crbnico), diferentes intervalmsongo do dia, e em que momento da
prenhez iniciou a exposi¢do ao tabatodos os modelos propostos apresentam alguma
limitagdo, como, por exemplo: administragcdo oralnéetina sem considerar os demais
constituintes do tabaco e tampouco a sua via deing&dracdo (SLOTKIN, 1998;
WICKSTROM, 2007), ou a exposicdo a fumaca de uraroigde referéncia, produzido pela
Universidade deKentuchy,cuja constituicdo ndo contém os 600 aditivos prtesenos
cigarros comercializados e consumidos pela popolég€AJINI et al, 1994; CARMINESet
al., 2003; FARKASet al, 2006).

O método escolhido para desenvolver este estudw dai exposicdo passiva na qual
0 animal é exposto a fumaca lateral do cigarro (GANWES-SILVA et al, 1997; MELLO
et al, 2005). Este método expde 0s animais a todos mstittontes presentes no tabaco,
além de mimetizar a inalacdo a qual os seres hwsnsdm submetidos de forma passiva.
Ainda, é um modelo de baixo custo e facil reprdalidiade.

Neste estudo foram utilizados dois marcadores gesigdo ao tabaco: a COHb e a
cotinina. Segundo SCHERER e RICHTER (1997) a COitlvqu ser um biomarcador util

de exposicdo aguda a fumacga do tabaco sob condigfesimentais bem definidas. Em
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tabagistas, a COHb € um marcador da fase gasos@aloo e a quantidade absorvida de
CO depende da quantidade de cigarros fumados tasisihoras e da duracédo da exposicao
(MELLO et al., 2005).0 grupo exposto ao tabaco de forma aguda teve 89%3) de
COHb, enquanto o grupo controle manipulado apreseft35% (+ 0,15) de COHb.
Segundo aVorld Health OrganizatiofWHO), a COHb em nao fumantes varia entre 0,5%
e 2% e pode aumentar cerca de 1% se ocorrer unusiedip aguda (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2003), como verificado no resultadotido. E importante ressaltar que a
quantidade de COHb € uma medida da exposicdo aaod@ngo das ultimas 24horas, nao
sendo cumulativa, pois sua meia-vida em humanas £&h, enquanto que em ratos € de
aproximadamente 42 minutos (CARMINES al, 2003; CARMINES e RAJENDRAN,

2008).

Em estudos que utilizam modelos de inalagédo da ¢and® tabaco o aumento da
COHb no sangue deve ser realizada para demonsiaa pse gasosa do fumo foi inalada
para os pulmbes. Essas medidas devem ser acompanpad medidas de deposicdo
pulmonar dos constituintes da fase particuladautoof tal como a nicotina e cotinina no
sangue (COGGINS, 2001).

A andlise da cotinina é considerada o padrdo-oar@valiacdo da exposi¢cdo ao
tabaco, embora muitos estudos utilizem outros rdares como nicotina e/ou CO (RAJINI
et al, 1994; FARKASet al, 2006; ESPOSIT@t al, 2008). Essa variabiliadde na utilizacao
de biomarcadores observado nos modelos animaisxpesiedo ao tabaco dificulta a
comparacao com os resultados da presente pesioisensso estudo a concentragdo média
de cotinina encontrado nos animais expostos acdatm de 42,5 ng/mL, sem sinais de
intoxicagdo aparente. Os valores de cotinina mmaliira variam amplamente, de 25,15
ng/mL a 572ng/mL (MELLOet al, 2005; JARDIMet al, 2010; SMALL et al, 2010).

Muitos fatores explicam essas variagOes: diferetéagpos de exposicdo, ratas expostas



59
durante a prenhez ou néo, diferencas nos interealive uma exposi¢cao e outra, diversidade
nas marcas e na quantidade de cigarros usadoa papmsicao, o intervalo de tempo entre a
tltima exposicdo e a coleta do material e as difesetécnicas de analise da cotinina. Os
resultados encontrados de cotinina e COHb em rextsdo permitem afimar que o método
utilizado foi efetivo em expor ao tabaco.

Em relacdo ao peso ao nascer dos filhotes que fexguostos ao tabaco durante o
periodo intrauterino e nasceram por cesarea, ferobdo menor peso quando comparado
aos demais grupos, sendo este resultado corrobpoaidichados de outros autores (RAJINI
et al, 1994; SELLER e BNAIT, 1995; FARKASet al, 2006; CARMINES e
RAJENDRAN, 2008). Um dos fatores que influenciarpeso ao nascer € o ganho de peso
materno durante a gestacdo. O grupo exposto aootapaesentou um padrdo de ganho de
peso materno significativamente menor que os degrafos, 0 que esta de acordo com a
literatura (GAWORSKIet al, 2004; MELLO et al, 2006; CARMINES e RAJENDRAN,
2008).

Em humanos, a exposicdo ao tabagismo durante odpefétal se associa com
reducdo ndo s6 do peso, mas também do comprimentaster (SHANKARANEet al,
2004; VARDAVAS et al, 2010; ZHANGet al, 2011). As baixas taxas de ganho de peso
materno no 2° e 3° trimestre estdo significativamassociadas com menor peso ao nascer
(STRAUSS e DIETZ, 1999) e o aumento do ganho de pestacional em tabagistas tem
uma correlagdo positiva com o peso, o comprimewtperimetro cefalico do feto (LUK&
al., 1981).

Muitos sdo os fatores que podem influenciar o gatdh@eso materno ao longo da
gestacdo. No nosso estudo avaliamos o consumo gd® ng@adrdao e nao observamos
diferenca entre os grupos, resultado também obtmysoutros autores (CARMINES al,

2003; GAWORSKIet al, 2004). O estresse causado pela manipulacdo doaiatambém
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nao alterou o consumo alimentar, como verificado geupo controle manipulado. Alguns
estudos tém demonstrado uma associacao entre gistaoae uma disfuncdo da tiredide e,
por conseguinte, a uma modificacdo no metabolismasalb (TZIOMALOS e
CHARSOQULIS, 2004; SOLDINet al, 2009). Esse fator nao foi controlado no nossadest
no entanto, possivelmente a explicacdo para difaran ganho de peso materno e do feto
envolve uma acao direta de um ou mais constitushbetabaco sobre o metabolismo desses
animais.

Em animais, ha poucos dados na literatura queioe@m o comprimento ao nascer
e a exposicao ao tabaco intra-utero. Ratral. (1994) utilizando a ossificacdo do esqueleto
como estimativa do comprimento fetal ndo observiderehca entre o grupo exposto ao
tabaco e o grupo controle. Por outro laspositoet al. (2008), observou que camundongos
expostos ao tabaco tanto de forma ativa, comovyagsgiresentaram menor comprimento ao
nascer. O mesmo padrédo de resposta foi observaddedo et al (2007), em estudo
realizado em roedoreblo nosso estudo né&o foi verificado diferenca eagr@rupos em tal
desfecho. Acreditamos que essa discordancia ddtagsupossa refletir as diferengas
temporais e quantitativas nas exposi¢des ao taBd&m disso, como observamos alteragcédo
No peso ao nascer, mas nao no comprimento podemgesrjue a restricdo do crescimento
causada pela exposicdo ao tabaco poderia estaiorelda a uma desnutricdo aguda dos

animais.

Em mamiferos, o principal determinante da RCIU foroecimento de nutrientes
para a placenta, que, por sua vez, ira dependéndanho, da morfologia, do suprimento
sanguineo e da quantidade de transportadores dentesg para o feto, entre outros fatores
(FOWDENZet al, 2006).

N&o foi verificada diferenca significativa em rélag@ao peso da placenta. A literatura

referente a exposicéo ao tabaco e peso placeet@rimedores é escassa e controversa, ou
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seja, alguns autores observaram diferenca nessengo (SELLER e BNAIT, 1995;
BRANDINI et al, 2005) e outros ndo (BASSt al, 1984). Sabe-se que o0 peso da placenta
se correlaciona com a ingestdo dietética em maosif€BELKACEMI et al, 2010),
entretanto, essa variavel nao foi avaliada noslestsupracitados.

Em humanos, alguns autores tém demonstrado qukbagisano materno ndo esta
associado ao peso placentario (PICOMEI, 1982; RODRIGUEZ-MORANEet al, 2007).
A justificativa para esse achado é que o tabaglem@a hipoxia fetal e placentaria e, dessa
forma, a placenta responde compensando seu tamarteatativa de suprir suas demandas,
(NAEYE, 1987). Neste caso, 0 menor peso ao nastampode estar relacionado com
alteracBes estruturais e funcionais da placentanfbrtante ressaltar a limitacdo de se
comparar diferentes espécies, pois em humanos @ ks placenta aumenta
progressivamente ao longo da gestacdo, enquantmesiores, ele atinge uplateau da
metade para o final da prenhez e, em seguidandgé&iOWDENet al, 2006).

Além dos parametros antropométricos, a RCIU é tanaada por meio de
alteracdes metabdlicas (HENRIKSEN, 1999), sendobgibeas concentracdes de insulina e
de glicose sdo amplamente relatadas em humanogosegNIETO-DIAZ et al, 1996;

HAY, 2006; MURPHYet al, 2006).

Os filhotes expostos ao tabaco apresentaram gkcsignificativamente menor em
relacdo ao grupo controle. A glicose é o princgaistrato energético para o feto e para a
placenta (DIDERHOLM, 2009). Em resposta a desr@srigrolongada, o feto altera a sua

taxa metabdlica, a producédo de horménios e a skdade dos tecidos a estéBYRNE e
PHILLIPS, 2000; MARTIN-GRONERT e OZANNE, 200Q07) Assim, a hipoglicemia,
verificada neste estudo, é uma adaptacao essenaiab objetivo de promover o transporte
de glicose através da placenta pelo aumento doegtadde concentracdo de glicose

transplacentario (THORMt al, 2011). A reducdo de glicemia leva a uma redugéo d
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insulina que parece ser outro mecanismo de adapfzg@ limitar o crescimento e, com
isso, viabilizar o desenvolvimento do feto (MARTBRONERT e OZANNE, 2007;
THORN et al, 2011). Esse padrao de resposta também poderderad® pelos resultados
obtidos nos animais expostos intradtero ao tal@sgesultados bioquimicos, acrescentando
0 baixo peso ao nascimento, demonstraram que asig&poao tabaco, sob as presentes

condicOes, produziu um pequeno, mas significateardo do crescimento intrauterino.

8.2. ETAPA 2

N&o foi observada diferenca no peso ao nascer osws que nasceram de parto
normal. Este achado pode ser atribuido ao fatdilthoses terem sido amamentados antes de
serem pesados, diferentemente daqueles nascidosgioea (Etapa 1), cujo peso foi aferido
imediatamente ao nascimento. Gawoskal. (2004) verificaram baixo peso ao nascer de
ninhadas cujas maes foram expostas a baixa coacéatde tabaco. Também observaram
que esses filhotes fizeranatch-up quase que imediatamente apds o parto. No presente
estudo a pesagem dos animais foi feita até 12h apaEto, assim, é possivel que nesse
prazo tenha ocorrido o efeittatch-up sem que pudéssemos registrar. Essa decisédo foi
tomada para evitar efeitos da manipulacdo neor@al S BENETTI et al, 2007;
SILVEIRA et al, 2010). Além disso, ndo podemos excluir a posddile de que os
mecanismos relacionados ao parto (ex.: secrec@ifetentes hormonios durante o parto)
possam ter efeitos diferenciados entre os grupas, diferente retencéo de liquidos), o que
influenciaria no peso aferido. Ainda, o pequenoamaho da amostra também pode estar

relacionado com o fato de néo ter sido encontrddeedca no peso ao nascer.

Com o objetivo de acompanhar o ganho de peso go lda vida, avaliou-se o ganho

ponderal dos filhotes ao longo de 11 semanas. biagefificada diferenca entre os grupos,
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somente entre 0s sexos, conforme era esperado. faamencionado, a literatura apresenta
estudos sobre o peso ao nascer de filhotes expastdabaco no periodo intrauterino,
entretanto, em nenhum deles a prole foi acompandadante o seu desenvolvimento
(RAJINI et al, 1994; FARKAS et al, 2006; CARMINES e RAJENDRAN, 2008;
ESPOSITOet al, 2008). Um uUnico estudo avaliou o peso ao nasceganho ponderal de
ratos que foram expostos a fumaca de 1 cigarrofdfiia durante a vida fetal e durante a
lactacdo. Nele foi verificado que os filhotes aprearam menor peso ao nascimento e que
essa diferenca se manteve aos 30 e aos 60 diddadedo ocorrendo catch-up(GOMES e
SERAPHIM, 2010). Estudos em humanos relatam a mgs@c do tabagismo materno
durante a gestacéo e o posterior desenvolvimentbesidade, mesmo apods a corre¢cédo para
fatores de confusdo como o baixo peso (INO, 20ND) let al, 2012). Embora a
recuperacdo do crescimento possa ser um fator gada@senvolvimento posterior da
obesidade em humanos, em estudo de revisdo BeB§fi6)( sugere que o efeito do
tabagismo materno sobre a obesidade nos filhos poateer independentemente ckch-
up.

A adiposidade abdominal nao diferiu entre os gruppentando um crescimento dos
animais de forma proporcional. Talvez a exposig@gsiva relativamente pequena utilizada
neste trabalho ndo seja capaz de produzir excesgesd e adiposidade na vida adulta, uma
vez que parece haver uma associacao dose-depepdaetes niveis de tabagismo materno
durante a gravidez e o aparecimento do excesseste(BOMMet al, 2009). Shahkhalili,
et al. (2010) comparou dois modelos de restricdo de ionesto intrauterino (restricao
alimentar e injecdo de dexametasona) e demonstrotdpidocatch-upem ratos machos
durante o periodo de aleitamento no grupo que wafestricdo alimentar no periodo

intrauterino, mas n&o encontrou diferenca entrgrogos em relacdo ao ganho ponderal ao



64
longo de 22 semanas de acompanhamento pos-natahelmo estudo, também néao foi

verificada diferenca entre os grupos em relacaarduga retroperitonial e gonadal.

E de conhecimento de todos que a obesidade ¢ uengaloomplexa e multifatorial
que envolve em sua génese fatores ambientais diaganéPINHEIRO et al, 2004;
WANDERLEY e FERREIRA, 2010). Sabe-se também qustexima clara interacéo entre
exposicdo pré-natal e ambiente pos-natal. Desgaafoa programacgdo pode sO se tornar
aparente se os filhotes forem seguidos até o pededenvelhecimento, ou desafiados na
vida pd6s-natal, como resultado de uma incompalduilé entre a dieta pré-natal e pos-natal
(MCMULLEN e MOSTYN, 2009). Ou seja, as causas petpais 0s animais nao
desenvolveram a obesidade poderiam ser atribuides;@ padrdo com a qual foram
alimentados durante toda a vida e ao fato de ssm@anhamento ter sido feito somente até
a fase de adultos jovens.

A composicdo corporal e o rapido ganho de pesofat@oes que influenciam na
sensibilidade a insulina. E, apesar de ambos rHéordm entre os grupos, a andlise do teste
de tolerancia a glicosea vida adulta mostrou que o grupo exposto ao ¢tabacante o
periodo intrauterino apresentou resisténcia a dadasulinacomparado ao grupo controle.
Ainda, o grupo tabaco apresentou maior pico glicéngue os demais grupos. Tal achado
sugere que 0 grupo exposto ao tabaco tem dificalaed absor¢do da glicose em nivel
celular, seja por menor disponibilidade de insylineenor namero/funcionamento dos
receptores de insulina ou menor capacidade de dioddig cascata de sinalizagdo intracelular
que culmina com a captacgéo de glicdsese achado indica que o efeito no metabolismo da
glicose parece ndo ser mediado apenas pela obesidapela adiposidade, possivelmente

sendo resultado de programagdo metabdlica fetal.

Varios autores utilizando outros métodos de RCHabiiam encontraram alteracdo no

metabolismo da glicose (OZANNE e HALES, 2002; FOWDé& al, 2005; HOLLOWAY
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et al, 2005; MARTIN-GRONERT e OZANNE, 2007). O mecanispeo qual a RCIU leva

a programacéao de DM 2 na vida adulta ndo é conbieEmtretanto, tem sido associado com
o desenvolvimento e a funcdo de células beta-paticas. Em ratos adultos que sofreram
RCIU, verificou-se menor massa de células beta@dteudo de insulina no pancreas, bem
como uma resposta de insulina reduzida para gli®8¢MONS et al, 2001). Além disso,

o desenvolvimento de intolerancia a glicose emviddios que sofreram RCIU também
pode estar associado com outras alteracfes n&ag@a da insulina comppr exemplo, o
transportador de glicose do tipo 4 (ROSS e BEALAQ®). Embora uma reducdo na massa
fetal das células beta seja relatada em diferenteielos de RCIU, os mecanismos celulares
e moleculares subjacentes que levam a esse desfaolgiio os mesmos (SHAHKHALILI
et al, 2010). Sabe-se que a hipoglicemia e a menorg@xide insulina conduzem a niveis
reduzidos de IGF-1, que, por sua vez, irdo comprme desenvolvimento muscular
(MARTIN-GRONERT e OZANNE, 2007). Os individuos cdraixo peso também parecem
apresentar alteracdes na composicao das fibrasutatess o que pode contribuir com o

desenvolvimento do DM 2 (JENSEH al, 2007).

Estudos epidemiolégicos revelaram forte associagii@ o baixo peso ao nascer e o
risco aumentado de desenvolver DM 2 (OZANNE e HALE®2). Em estudo de revisao
Somm et al. (2009) demonstrou uma tendéncia a maior glicemiane aumento da
prevaléncia de diabetes em criancgas nascidas derasltabagistas. Ainda, segundo Ravelli
et al (1998), a ma nutricdo durante o periodo fetal dnonpode levar a mudancas
permanentes no metabolismo da glicose-insulinamoeague o efeito sobre o crescimento

fetal seja pequeno, como achado no presente estudo.

A aparente RCIU observada no nosso modelo de epgmsio tabaco n&o alterou o
perfil lipidico dos animais. O mesmo padrao de Itado foi obtido por Gomes e Seraphim

(2010) (GOMES e SERAPHIM, 2010). Em humanos, a R@#lece ndo estar associada
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com o perfil lipidico (LEVITTet al, 2000; OWENet al, 2003; HUXLEY et al, 2004;
RESTREPCet al, 2009). No entanto, essa associacdo tem sidovalogecom o tabagismo
materno, tanto em animais (N& al, 2009) como em humanos (JADDQ¥ al, 2008),
embora a exposicdo passiva por si talvez ndo sgazcde produzir tal desfecho. A
exposicao passiva também néo alterou a adiposditzsianimais, a qual poderia influenciar
o perfil lipidico. Outra hipotese para o perfilidpro normal observado no nosso estudo
pode estar relacionada a idade dos anin@ssiiveis de LDL plasmaticos séo determinados
por um balanco entre sua sintese e eliminacdoo Eenthumanos como em ratos a remocgao
plasmatica das particulas de LDL é reduzida comvelbecimento, provavelmente como
consequéncia da reducdo dos receptores hepaticoBldeacompanhada pela diminuicao
na decomposicao do colesterol junto a acidos bgRESTREPOet al, 2009). No nosso
estudo os animais foram acompanhados por aproximada 80 dias, idade em que séo
considerados adultos jovens e, possivelmente, eormgtabolismo preservado.

Em animais existe a relagdo entre exposicdo aimécota gestacdo e resposta
alterada ao estresse na vida adulta (POLANIRI, 1994). Jonest al (2006), sugere que
processos que ocorrem durante a vida fetal, regsldtam recém-nascidos menores, tem um
efeito duradouro sobre a resposta adrenocorticadshi@sse em meninos e na atividade
adrenocortical basal em meninas. Contudo, em gsldt preliminares observados no
presente estudo ndo foi verificada diferenca na &ob a curva de corticosterona. Esses

resultados ndo séao conclusivos em funcao do tamdabmostra.

O modelo animal utilizado neste trabalho apreseatgumas limitacbes. Uma delas
foi a incapacidade de verificar a duracdo da gastagm preciséo, visto que néo é possivel
determinar o exato momento da fertilizacdo. Assaala rata pode ter tido algumas horas de
diferenca na duracdo da gestacéo, o que pode pertante em animais de metabolismo

rapido. Além disso, ndo foi verificado o ciclorasidas fémeas antes da coleta de material.



67
Essa decisdo deve-se ao fato do método ao quateasseriam submetidas para verificar o

ciclo ser considerado como um fator estressor.

Por outro lado, o delineamento dos grupos é untoppositivo do nosso trabalho,
visto que o controle do estresse da manipulagéoeaog animais eram expostos nao foi
realizado em outros estudos de restricdo de crestoime/ou exposi¢cao ao tabaco. A
utilizacdo de biomarcadores para as diferentes fdsecigarro comprovando a exposicao

dos animais ao fumo também foi um aspecto impatpatico relatado na literatura.
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9 CONCLUSAO

Este estudo evidenciou que o modelo utilizado feliveo ao expor ratas prenhes ao
tabaco, verificado pelas analises de biomarcadatesexposicdo, a cotinina e a
carboxihemoglobina. Apesar da exposicdo ao tabseb, as presentes condicdes, ser
relativamente pequena, resultou em menor ganhoede go grupo exposto ao tabaco
durante a prenhez, assim como menor peso ao nasmenpanhado de hipoglicemia e

menores valores de insulina. Estes desfechos edrarh a RCIU.

A exposicdo ao tabaco durante o periodo fetal fapaz de programar o
funcionamento do metabolismo de forma persistantpje esta relacionado a resisténcia a

insulina na vida adulta.

O modelo animal proposto mostra-se util na invesfig de outros desfechos e

mecanismos relacionados a exposi¢ao ao tabagisrantdia gestacao.
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10. PERSPECTIVAS

Muitos aspectos da funcdo placentaria séo critipasa 0 crescimento e
desenvolvimento fetal, incluindo o transporte d&ientes como a glicose e aminoacidos da
mae para o feto (MURPH?¥t al, 2006). Estudos na literatura investigaram aguitece sua
relacdo com o tabagismo em relacéo a alteractegpaislogicas, diminuicdo do volume de
capilares e aumento da apoptose (PAEEI, 2002; CARMINESet al, 2003; ISAKSENet

al., 2004).

O presente modelo abre um vasto campo para o mahtendimento dos
mecanismos envolvidos ao baixo peso ao nascerpel ga placenta e a influéncia do
tabaco. O transportador de glicose tipo 1 € abuedaa placenta. A hipoglicemia,
constatada nos filhotes nascidos por cesarianag @stlar relacionada com reduzido
fornecimento e transferéncia de glicose atravgsataenta (MURPHYet al, 2006). Dentre
as perspectivas estd a avaliacdo do efeito da iefposo tabaco intra-Utero sobre a

expressao do transportador de glicose (GLUT-1)laezepta.

Além disso, baseando-se nos resultados encontragioselacdo ao TTG e ao
crescimento dos animais expostos ao tabaco e mddatipo de alimentacdo poder interferir
na predisposicao ao desenvolvimento de doencasiBREK-NASR et al, 2008), torna-
se interessante submeter os animais durante a dadeera uma dieta palatavel e
hipercalorica, semelhante ao atual padrdo ociderdalssa forma, verificar se este desafio
metabdlico induziria maior adiposidade abdominalighaior ganho de peso e investigar a

programacao fetal associada a fatores ambientais.
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A partir dos resultados das anélises dos testesrtieosterona e o do perfil lipidico,
torna-se importante ampliar o tamanho das amosas 0 objetivo de melhor compreender

0 impacto da exposicdo ao tabaco e seus desfeahodanadulta.
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ABSTRACT

Tobacco smoke exposune utero results in a variety of adverse developmental @uts
such as intrauterine growth restriction and lowthbimeight. This study aimed at
investigating the effects of prenatal exposureotmatco smoke on the fetal growth and in



83
biochemical parameters of a passive exposure ananal model. The exposure to tobacco
smoke induced an increase in carboxyhemoglobinldevemediately at the end of the
exposure and an increase in serum cotinine levieds @1 days of exposure. Passive
exposure to tobacco during the intrauterine pesigdificantly decreased the birth weight of
pups. Moreover, pups exposed to tobacco smokeigadicantly lower serum glucose and
insulin. These biochemical results, adding to twve birth weight, demonstrate that exposure
to tobacco, under the current conditions, prodwcethall but significant intrauterine growth
restriction.

Key words: Tobacco Smoke, Intrauterine Growth Restriction, iioé and
Carboxyhemoglobin
1. Introduction

Passive exposure of pregnant women to tobacco semke&ause low birth weight
and preterm delivery, intrauterine growth restooti delayed lung development, and
increased frequency of miscarriages (Barradas, ,204drld Health Organization, 2009).
Considering that, fetal smoke exposure might belirad in the mechanisms underlying the
associations between low birth weight and the dgpraknt of cardiovascular disease,
obesity and type 2 diabetes later in life (Bakked daddoe, 2011).

The biochemical and molecular mechanisms possiiMglved in these outcomes
have not been fully elucidated. The use of a slatabimal model would allow a factible
assessment for obtaining biological material inri@fbperiod of time making possible a
satisfactory control of confounding factors. Amotitge animal models used, we can
highlight the oral administration of nicotine, ieatl of cigarette smoke (Slotkin, 1998,
Wickstrom, 2007), and passive exposure to cigasstieke (Carmines and Rajendran, 2008,
Espositoet al, 2008, Farkaset al, 2006, Melloet al, 2005b). The first one has the
advantage of assessing the effects of a specifiabokte and is easy to perform. However,
the oral absorption of nicotine undergoes extendive pass metabolism, thus the
absorption differs from what occurs with smokersl grassive exposure to tobacco by

nonsmokers (Benowitz, 1996urthermore, a continuous infusion of nicotine does

simulate the peaks observed in smokers. Moreoweranimal model of passive exposure to



84
tobacco allows a more comprehensive study involaihgther tobacco metabolites known
to be adverse to health (O'Dell and Khroyan, 200kstrom, 2007). However, in studies
using animal models frequently the brand of cigasets not described or the studies do not
use the cigarettes commonly available to the pojmathe way of production of smoke
and/or do not use a biomarker for evaluating expotutobacco.

In the current study, we used Wistar rats to eslakdn animal model of tobacco
exposure in the prenatal period in order to ingedé the effects of this exposure on fetal

biometry and biochemical parameters in the offgprin

2. Materials and methods

2.1. Animals

Animal care and use were in accordance with thermational Council for
Laboratory Animal Science and the Brazilian Law Animal Experimentation number
11.794/2008. All procedures were approved by thkicEt Committee ofHospital de
Clinicas de Porto Alegre.

Virgin Wistar female rats (body weight between 20@ 300 g) were obtained from
Universidade Federal de Pelota®razil) and Fundacéo Estadual de Producgéo e Pesquisa
em Saudd€Porto Alegre, Brazil). The experimentally naivéiraals were randomized and
acclimated in the Animal Facility dfiospital de Clinicas de Porto Aleg(elCPA) for two
weeks. They were housed in groups of four to fiveome cages made of Plexiglas material
(41 x 34 x 16 cm) with the floor covered with sawtdand maintained in a standard
environment: 12-hour light/dark cycle (lights ontween 7 AM and 7 PM), room
temperature of 22 °C £+ 2 °C, 70% humidity, cagarmieg once a week, with standard chow

and watemd libitum, except during tobacco exposure procedures.
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2.2. Procedure to tobacco exposure smoke

Tobacco exposure was based on Mello and Co-astModel (2005). The apparatus
for tobacco exposure was made by Engineering Dmjeatt fromHospital de Clinicas de
Porto Alegreand consisted of two wooden boxes, measuring 989.% x 38.5 cm, divided
into two chambers: combustion and exposure comgeartsn(Figure 1). In the combustion
compartment there was support made of metal whgeeettes were inserted to proceed the
burning; and the passive exposure happened in xpesare compartment, where the
animals were kept inside a cage similar to the hamages. The compartments were
separated by a partition slotted (partition pernedb the passage of smoke), with an
exhaustion system of smoke in the upper part ofeti@osure compartment, at the point
farthest from the combustion. This provision gusead that the smoke generated by
cigarettes was dragged into the environment wheeeahimals were. A pipe leaded the
room air from the exposure compartment to the datef the building.

Three female rats were placed inside the cagearedposure compartment for the
tobacco exposure procedure. A cigarette (Malbodopack ®, Phillip Morris) was lit and
placed in the central space of the support. Thanibgrlasted about 15 minutes. The
exhaustion system was switched on for 10 seconely &/minutes. After total burning, the
exhaustion system remained working for 15 min tmglete removal of the smoke.

2.3. Experiment | — Acute exposure to tobacco smoke

Twelve female rats were randomized in two groupbatco exposure (n=6) and
manipulated control (n=6). The rats from the grexposed to tobacco were exposed only
once. Then, they were decapitated and the trunkdbleas collected and immediately
analyzed to verify HbCO by gasometry . HbCO wasdus® a marker of acute exposure to

tobacco. Blood HbCO measurements were performedetoonstrate that smoke was
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inhaled into the lungs. Since HbCO has a halfdifeabout 42 min in the rat, it was used
only in the acute study (Carminesal, 2003, Carmines and Rajendran, 2008). Manipulated
control rats were submitted to the same procedurani identical tobacco box, differing

simply by the absence of exposure to the cigasetieke.

2.4. Experiment Il - Repeated exposure to tobanuoke during pregnancy

Thirty-one nullipara naive female rats were sulgddb daily control of the estrous
cycle by analysis of vaginal smears. Animals wergeanh overnight. The next morning,
vaginal smears were examined and the presenceepfhspas taken to indicate the gestation
day zero (GD 0). The animals were randomly assigoe¢kree groups: 10 tobacco exposure,
10 manipulated control, and 11 controls.

The tobacco exposure group was exposed twice a(dd8® AM and 5:00 PM)
throughout gestation (GDs 1-21). The control grags left undisturbed in the home cage,
being handled weekly only for weighing. All groupEpregnant rats had their food intake
measured (GD 3, GD 10 and GD 17) and were weigheskky during the gestational period
(GD 1, GD 7, GD 14 and GD 21).

2.5. Cesarean section arallection of biological material.

On GD 22, the female pregnant rats were decapitétedrunk blood was collected
and the serum was separated and frozen at -80°fQrtber analysis. Immediately after, the
caesarean section was initiated. The pups and plegentas were weighed (scale Marte®
model AC 5.500 with a precision of 0,01g), the plgggyth were measured (from the snout
to the anus) and immediately decapitated. The sevasnseparated, frozen and stored at -80
°C until the day for analysis.

The female rats that had pups dead and/or malforamdarth (1 rat from control
group and 2 rats from tobacco exposure group) vesuded due to the difficulty of

measuring the weight of the litter.
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2.6. Biochemical measurements

Serum cotinine of progenitors was evaluated inGheical Analysis Laboratory of
HCPA by High-Performance Liquid Chromatography éPstnet al, 2010). Serum
maternal glucose was also analyzed in the Clinkadlysis Laboratory of HCPA by
enzymatic colorimetric. Serum Glucose and insudimels of the pups were analyzed by
Glucose HKLiquiform kit (Labtest)® and Rat/mouse Insulin Elisa Kit (\iore, Missouri,
USA)® respectively, according to manufacturer'srungions.
2.7. Statistical analysis

To determine differences in weight gain duringgmancy, birth weight, birth length,
placental size, serum glucose and insulin lev@eneralized Estimating Equations (GEE)
were performed; for carboxyhemoglobin, Studentst-tgas used; for glycemia, one-way
ANOVA; to determine differences among food intakeidg pregnancy repeated-measures
analysis of variance (ANOVA) were utilized. Pvalue < 0.05 was considered statistically

significant.

3. RESULTS
3.1. Experiment |
Acute exposure to tobacco smoke resulted in inecebessels of carboxyhemoglobin,

as demonstrated by t-test analysis (Fig. 2).

3.2. Experiment I
Female rats exposed to tobacco smoke throughogih@ney showed increased
cotinine levels (42.52 ng/mL, while the control amdnipulated control groups showed no

detectable values) (Table 1). The limit of detettreas 10 ng/mL, so the limit of sensitivity
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was used to express the parameter values relatétetoontrol and manipulated control
groups.

Figure 3 shows the pattern of weight gain of thedhgroups throughout gestation.
GEE adjusted by the number of pupsl/litter, showesdgaificant difference in the weight
gain between tobacco exposure group and the otjrengps (Bonferroni,P< 0.0001).
However, food intake was not affected by exposoréobacco throughout the gestation
(Table 2).

Serum glucose level of progenitors did not diffetviieen groups, as shown in Table

Pups passively exposed to tobacco during the ieriswe period showed a
significant decrease in birth weight compared wlithse nonexposed groups, as displayed in
Fig. 4.

Regarding pups birth length, placental weight aetcgntage of the placenta/birth
weight of the pups, the GEE analysis showed nocefietween the groups, as shown in
Table 4.

Passive exposure to tobacco smoke in the intragtgreriod decreased significantly
serum glucose levels of pups compared with comprolip; the manipulated control group
was not different from the other two, as analyze@EE (Figure 5).

Pups exposed to passive tobacco smoke duringuterane period had insulin levels

significantly lower than other groups, as showkigure 6.

4. DISCUSSION
The proposed experimental model of exposure toctmbamoke during pregnancy

was successful in inducing high levels of carboxybglobin and cotinine in the animals
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exposed to tobacco smoke, and, in pupaier birth weight, as well as hypoglycenaad

hypoinsulinemia, widely described in associatiothiiUGR.

Several methods of tobacco smoke exposure areiloedan the literature and they
vary widely. However, some proposed models havédions, for example, most animal
models have employed nicotine as a substituteotmeidco smoke, not considering the other
constituents of tobacco (Slotkin, 1998, Wickstr@®07). Another model is the exposure to
smoke from a reference cigarette produced by Ké&gtumiversity (Carmine®t al, 2003,
Farkaset al, 2006, Rajiniet al, 1994), whose constitution does not contain 60@nial
harmful additives included in commercially avaikltigarettes, nor are they commonly

smoked by the population (Esposébal, 2008).

The method chosen for this study was a passive sexpp where the animal is
exposed to sidestream cigarette smoke (Goncalves-&ial, 1997, Melloet al, 2005b).
This method exposes the animals to all constituergsent in tobacco, as well as inhalation
at which the humans are submitted passively. Fyrihés a type of low cost and easily

reproduced.

This study used two biomarkers of tobacco smokeose: HbCO and cotinine.
According to Scherer and Richter (1997), HbCO haeen proven a useful biomarker for
acute tobacco smoke exposure under well define@rarpntal conditions. In smokers,
HbCO is a biomarker of the gaseous phase of tobaodothe amount of CO absorbed
depends on the number of cigarettes smoked duhaglast hours and the duration of

exposure (Melleet al, 2005b).

The group exposed acutely to tobacco showed aeaserof about 1.5% for HbCO
compared to manipulated control group. AccordiogifHO (2003), in nonsmokers the
HbCO is between 0.5% to 2% and acute exposurevicoemental tobacco smoke has been

reported to increase HbCO levels in about 1%, as sethis study.
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Importantly, the amount of HbCO is a simple measfrexposure to CO over the
last 24 hours and it is not cumulative, becausdH#h@O half-life in human of is about 4-6h,

while in rats is about 42 min (Carminetal, 2003, Carmines and Rajendran, 2008).

In smoke inhalation studies, the blood HbCO meamsargs should be performed to
demonstrate that the gaseous phase of the smokeinlvaked into the lungs, ideally
accompanied by analysis of the pulmonary depositbbnconstituents of the smoke
particulate phase, such as plasma nicotine andiget{(Coggins, 2001).

Although cotinine is a gold-standard technique e tassessment of tobacco
exposure, many studies have used other markersasugicotine and/or CO (Espos#bal,
2008, Farka®t al, 2006, Rajiniet al, 1994). The use of different markers makes itidift
to compare the results reported in the literatmek those observed in this study, which used
cotinine as a marker. We found a mean cotinineevafu42.5 ng/mL with no apparent signs
of intoxication in the exposed animals. The amafntotinine observed in animal models
can vary widely in the literature (from 4.7 ng/md.572 ng/mL) (Jardinet al, 2010, Mello
et al, 2005a, Nget al, 2006, Smalkt al, 2010). Many factors contribute to such variations
in the cotinine concentration: different times apesure, rats exposed during pregnancy or
not, different intervals between exposures, anteidiht brands of cigarettes. Furthermore,
we can also consider the time between the tobaxposere and collection of biological
samples, and the different techniques used to aaalgtinine levels. The results of cotinine
and HbCO observed in our study, confirm that théhoe used was effective.

In relation to birth weight in animals exposedttiacco during the intrauterine
period, lower weight was observed when compareather groups. This result corroborates
previous findings (Carmines and Rajendran, 2008dszet al, 2006, Rajiniet al, 1994,

Seller and Bnait, 1995).
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One of the factors that influence birth weight neternal weight gain during
pregnancy. The group exposed to tobacco smoke shavpattern of maternal weight gain
significantly different from the other groups, igraement with the literature (Carmines and
Rajendran, 2008, Gaworskt al, 2004, Melloet al, 2006).Food intake can contribute to
weight gain during pregnancy, however, no diffeeem@s observed between groups in our
study. These results also were observed by otliboeu(Carminegt al, 2003, Gaworsket
al., 2004). Furthermore, the manipulation to which tbhbacco and manipulated control
group were subjected was not able to alter thepatif weight gain, since the animals of
this latter group showed similar results to thetommgroup. Moreover, other studies have
shown an association between smoking and thyrosfudgtion, and therefore a change in
basal metabolism (Soldiet al, 2009, Tziomalos and Charsoulis, 2004). Thus, wggest
that changes in basal metabolism could alter thienmaof weight gain. It should be noted
that many other factors could be involved, thaidneebe elucidated.

Human studies report that maternal smoking duregfetal period was associated
not only with reduced birth weight, but also thedth at birth (Shankaraet al, 2004,
Vardavaset al, 2010, Zhangpt al, 2011). In animals, there are few studies thatstigated
the relationship between length at birth and expos$o tobacco during the fetal period. In
our study, there was no difference between gronperigth at birth. Esposito et al. (2008)
demonstrated that mice exposed active or passieelpbacco smoke had smaler birth
length. A similar result was observed by Mello Et(2007). One possible explanation for
the different observed results could be attributedhe reduced tobacco exposure in our
study compared with the studies cited.

In mammals, the major determinant of intrautegnewth is the placental nutrient

supply, which, in turn, depends on the size, moigdng blood supply and transporter
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abundance of the placenta, and on synthesis arabolisin of nutrients and hormones by
the uteroplacental tissues (Fowdsral, 2006).

No significant difference was found in placentaigh in this study. The studies that
evaluated exposure to tobacco and placental weigittdents are scarce and controversial.
Bassi et al. (1984) also found no difference incetdal weight. However, other studies
showed different results, demonstrating lower pigale weight in animals exposed to
tobacco (Brandiniet al, 2005, Seller and Bnait, 1995). It is known thia¢ weight of
placenta correlates with food intake in mammalslk@zemi et al, 2010). Thus, similar
food intake pattern observed between groups instudy may be a possible explanation to
the absence of differences in placental weight.

In humans, studies have shown that maternal smokiag not associated with
placental weight (Piconet al, 1982, Rodriguez-Moraat al, 2007). The placenta responds
to hypoxia by increasing in size in an attempt tpy the metabolic demands (Naeye,
1987). Probably the lower birth weight may be diaio structural and functional alterations
of the placenta. Finally, we would like to emphasike limitations of comparing different
species, because in humans the placental weighgjrgssively increases throughout
pregnancy, whereas in rodents it reaches a platethe mid to late pregnancy and then
declines (Fowdeet al, 2006).

Pups exposed to tobacco smoke during the intragt@eriod had significantly lower
serum glucose and serum insulin levels. Metabdianges as low concentrations of insulin
and glucose are widely reported in the IUGR in hasn@Hay, 2006, Murpht al, 2006,
Nieto-Diazet al, 1996). Glucose is the main energy substratehi@fétus and the placenta
(Diderholm, 2009). In response to prolonged maltiatr, the fetus changes its metabolic
rate, hormone production and tissue sensitivitthese hormones (Byrne and Phillips, 2000,

Martin-Gronert and Ozanne, 2007). Thereby, hypagiy@ is an essential adaptation that
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promotes glucose transport across the placentantrngdsing the transplacental plasma
glucose concentration gradiefthe serum glucose reduction leads to a reductiothef
insulin which appears to be a mechanism of adaptato limit the growth. These
mechanisms are meant to give the fetus optimal agharii survival in the postnatal life

(Martin-Gronert and Ozanne, 2007, Thetral, 2011).

5. CONCLUSIONS

The animal model used in our study was useful fqgosure to tobacco smoke
during the intrauterine period. The biochemicaluless adding to the low birth weight,
showed that exposure to tobacco, under the presamditions, produced a small but

significant intrauterine growth restriction.
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Tables:

Table 1

Concentration of serum cotinine.

Groups Cotinine (ng/mL)
Control (n=5) <10
Manipulated Control (n= 4) <10

Tobacco (n=5) 42.52 +£4.33

Data are presented as mean + SD.

Table 2

Food intake/24h throughout the gestation.

Groups Day 3(g) Day 10(g) Day 17(g)
Control (n =8) 20.16 £ 2.82 30.27 £16.11 25.56085
Manipulated Control (n =11)  20.80 + 2.98 22.01a88. 25.04+1.49
Tobacco (n =9) 20.39 + 3.46 21.28 £2.79 30.54 611

Data are presented as mean + SB=0.397 (Repeated-measures ANOVA).

Table 3

Analysis of maternal serum glucose.

Groups Glucose (mg/dL)
Control (n=5) 90.77 £5.15
Manipulated Control (n= 4) 79.37 £7.49
Tobacco (n=5) 94.0 £6.17

One-way ANOVA, using as covariate the number of ggliteer, P= 0.380). Data are
presented as mean + SD.
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Table 4

Variables related to fetal growth: birth lengtHagental weight and percentage of the
placenta/birth weight of the pups.

Manipulated
Variables Ccintrol Control To_bacco P
(n=53) (n=44) (n=57)
Length (cm) 459+0.30 4.58+047 457 £+0.46 96.8
Placental weight (g) 0.471+£0.02 0.475+0.01 ©.#D.02 0.209

Percentage of the placenta/weight of tgtiz +0.32

S 847+035 7.7+0.48 0.478
puppy (%)

Analyzed by GEEusing as covariates the number of pups/litter, mgraler and the different
breeder of progenitoData are presented as mean + SD.

Figure captions:

Fig. 1. Apparatus used for procedure to tobacco expodurimals.

Fig. 2. Carboxyhemoglobin levels after acute exposure badoo. There is a significant
increase in carboxyhemoglobin levels. Results aesgnted as mean + SBP <0.001

(Student t-test), n=6/group

Fig. 3. Weight gain throughout the 3 weeks of pregnancyctmmtrol (n = 11) manipulated
control (n = 11) and tobacco exposure (n = 9) gsolipere wasa significant difference in
the weight gain between tobacco exposed grouplandthers groups. Data are presented as
mean + SD*P=0.002 (GEE).

Fig. 4. Effect of prenatal exposure to tobacco smoke aif bveight of pups. The tobacco
group showed decreased birth weight. GEE analysexd uas covariates the number of
pups/litter, the pups’ gender and the differentedex of progenitor. P= 0.005, n= 44-57
pups/group. Data are presented as mean * SD.
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Fig. 5. Analysis of serum glucose levels (mg/dL) of pupsbacco group showed decreased
serum glucose levels compared with the control grdlo difference was observed between
manipulated control group and other groups. Analybg GEE, using as covariates the
number of pupsl/litter, the pup gender, the meath lpeight of the litter and the breeder of

progenitor. Data are presented as mean + $8,0:0001, n= 11 pups/group.

Fig. 6. Analysis of serum insulin levels (uU/mL) of pupstWween groups. Tobacco group
showed significantly lower levels of serum insubompared with other groups. GEE
analysis used as covariates the number of pups/lttie pup gender, mean birth weight of

the litter and the origin of progenitor. Data aregented as mean + SCRP< 0.009, n= 11

pups/group.

Figures:
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Figure 4
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