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RESUMO

O desmame é um evento natural na vida dos mamiferos. Quando o periodo do
aleitamento materno é interrompido abruptamente € considerado desmame precoce.
Estudos ja demonstraram que o desmame precoce € capaz de promover alteracdes
comportamentais. Dessa forma, este estudo trata-se de uma investigagdo acerca dos
efeitos do desmame precoce sobre a morfologia e morfometria do coracdo e da artéria
aorta de ratos adultos. Foram utilizados 16 ratos machos da linhagem Wistar. Os grupos
experimentais foram formados pelos grupos DP15 (desmame no 15° dia pds-natal) e
C30 (desmame no 30° dia po6s-natal), com o 8 ratos em cada grupo. Ap6s o desmame,
os animais foram separados em gaiolas individuais e no 100° dia de vida pds-natal,
foram eutanasiados através da pefusdo intracardiaca. O coracdo e a artéria aorta foram
coletados e posteriormente processados para a microscopia de luz. As analises foram
realizadas a partir de fotomicrografias e do software ImageJ. Foram avaliados 0 nimero
de cardiomidcitos, a area nuclear e a espessura da aorta. Os resultados mostraram que o
desmame precoce promoveu alteracBes significativas nas varidveis analisadas,
provocando a reducdo da area nuclear dos cardiomiécitos (C:16,77um +5,95SD;
DP:12,48um  +7,03SD), hiperplasia do miocardio (C:30,42um+11,38SD;
DP:48,87um+13,62SD), diminuicdo na espessura da artéria aorta (C:168,56um
+46,61SD; DP:113,81um+28,01SD) (C:130,69um=40,75SD; DP:81,62um +19,89SD).
Baseado em nossos resultados podemos sugerir que o desmame precoce € um tipo de
agressdo perinatal capaz de provocar alteragfes na morfologia e morfometria do coragéo

e da artéria aorta de ratos.

Palavras-chave: Aorta Ascendente. Coragdo. Desmame Precoce. Morfologia.



ABSTRACT

Weaning is a natural event in the life of mammals. When the period of breastfeeding is
abruptly interrupted it is considered as early weaning. Studies have shown that early
weaning is capable of promoting behavioral changes. Thus, this study is an
investigation about the effects of early weaning on the morphology and morphometry of
the heart and the aorta artery of rats. Sixteen male Wistar rats were used. The
experimental groups were divided into group DP15 (weaning on the 15th postnatal day)
and group C30 (weaning on the 30th postnatal day). After weaning, the animals were
separated into individual cages and at the 100th postnatal day, they were euthanized by
intracardiac perfusion. The heart and aortic artery were collected and later processed for
light microscopy. The analyzes were performed using photomicrographs and the ImageJ
software. The number of cardiomyocytes, nuclear area, and the aortic thickness were
evaluated. The results showed that early weaning promoted significant alterations in the
analyzed variables, causing reduction of the nuclear area of cardiomyocytes
(C:16,77um  £595SD;  DP:12,48um  +7,03SD), myocardial  hyperplasia
(C:30,42um+£11,38SD; DP:48,87um+13,62SD), decreasing thickness of the aorta
(C:168,56um +46,61SD; DP:113,81um+28,01SD) (C:130,69um=40,75SD;
DP:81,62um +19,89SD). Based on our results, we can suggest that early weaning is a
type of perinatal aggression capable of causing changes in the morphology and

morphometry of the heart and the aorta artery of rats.

Key-words: Ascending aorta. Heart. Early weaning. Morphology.
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1 INTRODUCAO

O Desmame é um evento natural na vida dos mamiferos. No inicio do periodo
neonatal o leite materno fornece ao neonato uma solugdo rica em proteinas,
imunoglobulinas e fatores tréficos importantes para o desenvolvimento do corpo
(WEAVER, 1986) e evolui gradativamente para um padrdo alimentar adulto.
Entretanto, quando o desmame ocorre de forma abrupta pode acarretar danos
morfoldgicos, fisioldgicos e comportamentais no organismo (KIKUSUI et al., 2007;
OLIVEIRA et al., 2011 “A”).

O comportamento alimentar neonatal vem sendo estudados a varios anos e
envolve uma série de episddios especificos, que sdo a procura do mamilo, fixacdo no
mamilo, ingestdo do leite e desligamento do mamilo (SOUZA et al., 2003). Segundo a
Organizacdo Mundial de Salde (2002), para a espécie humana, é recomendado o
aleitamento materno exclusivo até o sexto més apds o nascimento e de forma
complementar até os dois anos de idade.

Vérios modelos animais vém sendo utilizados a fim de melhor compreender os
efeitos do desmame nos organismos adultos. Em ratos, durante as duas primeiras
semanas de vida os filhotes dependem unica e exclusivamente das mées para suprir suas
necessidades vitais basicas, tais como alimentacao e regulacdo da temperatura corporal
(PLAUT et al., 1972). A partir da terceira semana de vida o desmame espontaneo
comega de forma gradativa, quando inicia 0 consumo de alimentos sélidos e evolui para
0 padrdo de consumo alimentar adulto até por volta do 30° dia vida quando completa o
desmame (CRAMER et al., 1990). Quando o aleitamento materno é interrompido
abruptamente antes desse periodo é considerado desmame precoce.

Estudos demonstraram que 0 desmame precoce € capaz de promover alteracdes
comportamentais. Esse desmame pode ser realizado pela auséncia materna, afastando-se
a mée do filhote, ou através da administragdo de bromocripitina, um agonista do
receptor de dopamina D2 que inibe a liberacdo de prolactina (YOUNES-RAPOZO et
al., 2015). Em outros animais, tais como 0s porcos, ndo ha tanta dependéncia dos
filhotes pela méde apds o periodo do nascimento. Essa maior independéncia desses
animais de suas maes no periodo perinatal ocorre devido ao grande periodo de gestacao
destes animais e, devido a isso, os porcos podem ser criados com leite artificial e
inclusive com dietas solidas logo apds o nascimento (WEAVER et al., 1987; WEAVER
etal., 1988).
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Agressdes no periodo perinatal, gestacdo e lactacdo, sdo responsdveis por
promover diferentes respostas adaptativas que por consequéncia causam alteracfes
comportamentais, morfologicas e fisiologicas (BIVOLARSKI et al., 2014; OLIVEIRA
et al., 2011 “A”). Além disso, varios estudos demonstraram que o desmame precoce
promove modificagdes morfofisioldgicas e neurocomportamentais na vida adulta
(OLIVEIRA et al., 2011 “B”; KIKUSUI et al., 2007). Sabendo disto, este estudo trata-
se de uma investigacao acerca dos efeitos do desmame precoce sobre a morfologia e

morfometria do coracdo e da artéria aorta de ratos adultos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Sistema Cardiovascular

O Sistema Cardiovascular é formado pelo coracdo, pelos vasos sanguineos
(artérias, arteriolas, capilares, vénulas e veias) e pelo sangue. Durante o periodo
embrionario, € o primeiro sistema a iniciar suas funcdes, ele é formado durante a
terceira semana do desenvolvimento (MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2008). Isso se
deve ao fato de que com o crescimento frenético de células e tecidos, o embrido
necessita urgentemente de vasos sanguineos que consigam distribuir através do sangue,
oxigénio e nutrientes para todas as células a partir da circulacdo materna, além de um
mecanismo de bombeamento (BRAND, 2003; KOEFOED, 2014). Neste periodo,
diversos elementos sdo importantes para o desenvolvimento normal do coragdo, como
por exemplo o zinco (TOMAT et al., 2013). Entretanto, o desenvolvimento do
miocardio ndo sessa ap0s 0 nascimento. Estudos classicos apontam que 0s
cardiomidcitos, em ratos, continuam a se proliferar até por volta da segunda semana de
vida (LI et al., 1996).

O coracdo é responsavel por bombear o sangue através de um sistema de vasos
sanguineos que deverdo alcancar todos os tecidos para que por meio do sangue seja feita
a troca de materiais com as células (gases, nutrientes, hormdnios, entre outros)
(MOURAO JUNIOR; ABRAMOV, 2011). Ele é um 6rgdo impar, mediano e esta
localizado na porcdo média do mediastino inferior, regido situada do 0sso esterno a
coluna vertebral, da abertura superior do térax ao musculo diafragma e entre 0s
pulmdes. Além disso, por ser uma viscera toracica cavitéria, internamente ele possui
quatro camaras cardiacas, dois atrios (camaras superiores) e dois ventriculos (cadmaras
inferiores), que serdo responsaveis por conduzir o sangue para as circulacdes sistémica e
pulmonar. O coracédo ainda, € revestido por uma membrana fibroserosa que o envolve e
0 protege, o pericardio (TORTORA; DERRICKSON, 2016).

Trés camadas constituem o coragdo, o endocardio, 0 miocardio e o epicardio.
Esta ultima, homdloga a tunica adventicia dos vasos sanguineos, ¢ formada pelo
pericardio (ldmina visceral do pericardio seroso), constituida por um epitélio
pavimentoso simples, o mesotélio (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). O miocérdio,
camada intermediaria e homologa a tinica média dos vasos sanguineos, € formado por

tecido muscular estriado cardiaco, cujas células alongadas e ramificadas, o0s
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cardiomidcitos, medem aproximadamente 15um de diametro por 85-100um de
comprimento e se prendem por meio de juncdes intercelulares complexas. E a camada
mais espessa do coracdo e suas células possuem cerca de um a dois nucleos
centralmente localizados, estas células ligam o miocérdio ao esqueleto fibroso do
coragdo, outras sdo especializadas em produzir secre¢es enddcrinas e ainda outras séo
especializadas na geracao ou conducdo de impulsos nervosos. O endocardio, homdlogo
a tunica intima dos vasos sanguineos, é constituido por um epitélio pavimentoso simples
e por uma camada subjacente de tecido conjuntivo fibroelastico com fibroblastos
esparsos (GARTNER; HIATT, 2003).

Os vasos proprios do coracdo sdo responsaveis pela nutricdo do musculo
cardiaco (miocéardio). Logo, a irrigacdo serd realizada através das artérias coronarias
direita e esquerda, que sdo os primeiros ramos da por¢do ascendente da artéria aorta. Ja
a drenagem do sangue é feita por um conjunto de veias cardiacas, que sdo tributarias do
seio corondrio, que € a veia que ira desembocar no atrio direito do coracdo (GOSS,
1988). A drenagem linfatica € feita por uma rede de vasos linfaticos, sdo eles: rede
endocardica profunda, rede mioardica média e rede epicardica superficial; e os
linfonodos mediastinais anteriores estdo associados a estes vasos linfaticos (FRITSCH;
KUHNEL, 2008).

O musculo cardiaco € inervado através de duas formas: a inervacéo extrinseca e
intrinseca. A primeira deriva do sistema nervoso autdnomo (fibras nervosas autbnomas
provenientes dos plexos cardiacos superficial e profundo), simpético (fibras pré e pos-
ganglionares) e parassimpatico (fibras pré-ganglionares do nervo vago) (STANFIELD,
2013). A inervacdo intrinseca, também chamada de sistema de conducdo do coragéo, é
formada por fibras musculares diferenciadas responsaveis por coordenar o ciclo
cardiaco, esse inervacdo é constituida por nodos e redes de fibras miocardicas
especializadas (R1ZZ0, 2012). Este sistema condutor coordena os batimentos cardiacos,
produzindo uma acdo de bombeamento do sangue bastante eficiente (VAN DE
GRAAFF, 2003).

Conforme mencionado anteriormente, existem cinco tipos de vasos sanguineos,
sdo eles: artérias, arteriolas, capilares, vénulas e veias. As artérias sdo responsaveis por
conduzir 0 sangue proveniente do coragdo para outros 6rgaos e a medida que as grande
e elasticas artérias deixam o coracdo, elas se ramificam em artérias musculares menores
até formarem as menores artérias, as arteriolas, que ao penetrarem nos diferentes tecidos

irdo se ramificar em vasos minasculos chamados de capilares (VANPUTTE; REGAN;
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RUSSO, 2016). Estes apresentam paredes bastante delgadas que permitem a troca de
substancias entre o sangue e o0s tecidos. Um conjunto de capilares irdo se unir para
formar as menores veias, as vénulas. A partir da unido das vénulas, surgirdo as veias,
cuja funcdo é transportar o sangue dos tecidos de volta ao coracdo (MOURAO
JUNIOR; ABRAMOV, 2011).

A estrutura dos vasos sanguineos sera formada por trés camadas de tecido,
também chamadas de tdnicas: intima, média e adventicia (R1ZZO, 2012). A tunica
intima é formada por um epitélio pavimentoso simples, suas células endoteliais sdo
alongadas e achatadas, e revestem a luz dos vasos sanguineos. Além disso, estas células
também produzem e secretam colageno dos tipos Il, IV e V, endotelina, éxido nitrico e
o fator de von Willebrand (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Logo abaixo da camada
de células endoteliais existe uma camada subendotelial, que é composta de tecido
conjuntivo frouxo e algumas células musculares lisas dispersas. Uma camada limitante
elastica interna, composta por elastina, encontra-se imediatamente abaixo da camada
subendotelial, apresenta-se mais desenvolvida em artérias musculares e separa a tdnica
intima da média (GARTNER; HIATT, 2003). A tunica média é formada,
principalmente por concéntricas camadas de células musculares lisas, dispostas
helicoidalmente. Ela é a camada mais espessa entre as tunicas e apresenta ainda
quantidades substanciais de fibras elasticas, coldgeno do tipo Il e proteoglicanos. Sua
funcéo é regular o didametro do lamen. A tlanica adventicia é o revestimento externo,
cobrindo a superficie dos vasos, ela € composta por fibroblastos, fibras coldgenas do
tipo | e fibras elésticas dispostas longitudinalmente (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).
Ela apresenta diversos nervos e em grandes vasos, como a artéria aorta, existem
pequenos vasos que irrigam o tecido da parede do vaso, séo chamados vasos dos vasos
ou vasa vasorum. A tunica adventicia tem como funcédo, além de fornecer nervos e a
vasa vasorum a parede do vaso, ajudar a ancorar os vasos aos tecidos circundantes
(MOORE; DALLEY; AGUR, 2014).

Como principal artéria, a aorta origina-se do ventriculo esquerdo do coracdo ela
sera formada por regides ou por¢Oes, sdo elas: ascendente, arco adrtico e descendente,
que subdivide-se em uma porcao toracica e em uma porcdo abdominal (GOSS, 1988).
Da porcdo ascendente, que fica situada posteriormente e a direita do tronco pulmonar
emergem as artérias coronarias, de grande importancia para o suprimento sanguineo do
coracao, das demais por¢des sairdo os vasos que fardo a irrigacdo dos tecidos por toda a
circulacéo sistémica (FRITSCH; KUHNEL, 2008).
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2.2 Lactacéo

Durante o inicio da vida dos mamiferos, a principal fonte de nutrientes advém do
leite materno. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, para a espécie humana, é
recomendado o aleitamento materno exclusivo até o sexto més de nascimento (WHO,
2002). Esse tempo varia entre as espécies de mamiferos. Em ratos, embora exista
consumo de alimentos solidos a partir do 14° dia de vida, o desmame s6 vem a
acontecer entre o final da terceira semana até o trigésimo dia de vida (CRAMER et al.,
1990). Entretanto, em condig¢des de laboratério, esse desmame é realizado no vigésimo
primeiro dia pds-nascimento. Por volta do 19° dia de vida pds-natal, os ratos comegam a
alterar seu comportamento alimentar influenciado pelos alimentos ingeridos pela mée e
que estdo presentes no leite (GALEF; CLARK, 1972).

Mulheres que amamentam até no minimo o sexto més, apresentam maior rapidez
na perda de peso pds-parto e menor chances de desenvolvimento de cancer de mama
(KRAMER et al., 2004; SHEMA et al., 2007). Mesmo assim, os indices de desmame
precoce, em especial no Brasil, continua alto. Dentre os principais fatores que
contribuem para o desmame precoce estdo a depressdo materna (VITOLO et al., 2007),
a escolaridade dos pais (SILVEIRA; LAMOUNIER, 2006; ESCOBAR et al., 2002) e as
crengas populares (SANDRE-PEREIRA et al., 2000; RAMOS; ALMEIDA, 2003).
Assim sendo, € necessario maior divulgacdo sobre os beneficios do aleitamento
adequado tanto para made como para seus filhos.

A partir de estudos realizados com humanos na década de 80, ficou claro a
importancia do aleitamento materno exclusivo até o sexto més de idade para o neonato,
reduzindo os niveis de morbidades e mortalidade infantil (POPKIN et al, 1990;
VICTORIA et al., 1987). Além disso, o aleitamento pelo tempo adequado promove
reducdo de risco de desenvolvimento de doencas relacionadas a sindrome metabdlica,
além de ser importante para o desenvolvimento normal do comportamento alimentar do
neonato (OLIVEIRA et al., 2011; QUITETE et al., 2015). Através da amamentagdo, a
méae promove ao lactente gorduras, vitaminas, acidos graxos poli-insaturados, incluindo
0 acido linoleico e alfa-linoleico, dentre outros compostos essenciais para 0
desenvolvimento (INNIS, 2003). A tabela 1 traz os quantidade média dos componentes
bésicos do leite materno humano. Devido a essa importancia, alteragdes impostas ao

neonato durante o periodo da lactacdo sdo capazes de promover danos permanentes na
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prole, incluindo o desmame precoce como um dos estimulos capazes de gerar a
programacado metabolica (OLIVEIRA et al., 2011).

TABELA 1: Composigdo Centesimal Média do Leite Materno.

Leite maduro Meédia + desvio

(n=13) padréo (%)
Umidade 89,85+ 0,73
Carboidratos 7,50 £ 0,66
Proteinas 1,12+ 0,28
Lipidios 1,38 + 0,60
Cinzas 0,24 £ 0,09

(adaptado de DA-SILVA et al., 2007)

2.3 Programacéo Metabolica

O periodo que se estende da gestacdo até por volta do quinto ano de vida,
compreende a fase de maior crescimento, replicacdo e diferenciacdo neural
(SIMMONS, 2009). Durante este periodo inicial de desenvolvimento, o organismo é
capaz de se adaptar a diversos estimulos do meio, programando seu metabolismo para o
ambiente pds-natal (BARKER, 2003; METCALF; MONAGHAN, 2001; REMMERS et
al., 2011). Nesta fase, a interagdo mée-filhote e a nutricdo ganham destaques por serem
fonte importante de subsidios energéticos e estruturais para 0 crescimento e
desenvolvimento adequado das estruturas encefalicas em todos os niveis, por agirem
como estimuladores para o desenvolvimento de redes neurais (WEAVER et al., 2004;
GOMEZ-PINILLA, 2008).

Para melhor compreensdo da génese das doencas no adulto, varios estudos
experimentais vem sendo realizados utilizando manipulagdes de diversas variantes e
analisando seus efeitos precoces e tardios sobre o comportamento, a morfologia e
fisiologia de diferentes 6rgdos e sistemas (MACHO et al., 1995; AKAMATSU et al.,
2011; TAPPIA et al., 2013; FRAGA et al., 2014; BARROS et al., 2015; MOGI et al.,
2016; TARRY-ADKINS et al., 2017). Um dos primeiros estudos foi realizados por
Barker (2003), que correlacionou o baixo peso ao nascer com 0 aumento da pré-

disposicdo a diabetes tipo2, hipertenséo e doencas cardiovasculares na vida adulta
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(BARKER, 2003). Essa constatagdo foi inicialmente denominada programacao
metabdlica, e em seguida renomeada para plasticidade do desenvolvimento -
developmental plasticity- (GLUCKMAN; HANSON, 2007).

Em termos de pesquisas experimentais com comportamento alimentar, utiliza-se
como padrdo o nimero de oito filhotes por fémea. Esse nimero é importante, uma vez
que estudos demonstram que a hipernutri¢do da prole causada pela redugdo da ninhada é
capaz de promover alteracdes sistémicas nos filhotes (PEREIRA et al., 2006;
MOREIRA et al., 2009). Além disso, sabe-se ainda que a saide global do lactente tal
como seu estado nutricional também sdo importantes para programagdo metabdlica
(MARTINI; MANDARIM-DE-LACERDA, 2005; TURDI et al., 2013; BERNARDO et
al., 2016).

Em ratas, a hipertensdo arterial materna promove o aumento da massa corporal e
da massa cardiaca da prole (MARTINI; MANDARIM-DE-LACERDA, 2005). Ja a
obesidade e a desnutricio materna, pré-dispde a prole a adquirir doencas
cardiovasculares, aumentando os niveis de triglicerideos no miocardio (BERNARDO et
al., 2016). Outro ponto importante a se destacar € que o estresse materno durante a
lactacdo também € capaz de induzir estresse no lactente, uma vez que 0S
glicocorticoides podem passar livremente para os filhotes através do leite materno
(CATALANI et al., 2011). Atualmente diversos outros estimulos vem sendo utilizados
para analisar os efeitos tardios da manipulacdo perinatal, dentre os quais se destacam a

desnutricéo perinatal e 0 desmame precoce.

2.3.1 Desnutricéo Perinatal

Em ratos submetidos a desnutricdo proteica perinatal, segundo pesquisas ha
reducdo do tamanho do coracdo (Figura 1) e da espessura ventricular esquerda ao
nascer, seguida do aumento desta espessura apds a oitava semana de vida pds-natal,
guando comparado com animais controle (GAMA et al., 2007; TAPPIA et al., 2013).
Além de alteracBes ventriculares, a desnutricdo proteica perinatal promove ainda
alteragcdes nos atrios em ratos adultos. A parede atrial é responsavel pela liberacdo de
Peptideo Atrial Natriurético. Esse hormonio esta envolvido no controle do balango
eletrolitico e dos fluidos corporais, estando envolvido ainda no desenvolvimento da
hipertensao arterial (TOYOSHIMA et al., 1996; DE BOLD et al., 1981; YOSHIHARA
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et al., 1998). Os cardiomiocitos auriculares dos animais submetidos a desnutricéo
proteica durante a gestacdo ndo apresentaram reducdo no numero de granulos de
peptideo atrial natriurético, mesmo tendo o tamanho do coracgdo reduzido em cerca de
50% (GAMA et al., 2007). Para maiores detalhes sobre as alteragdes morfofuncionais
do sistema cardiovascular promovidas pela desnutri¢cdo proteica perinatal, vide o artigo
de revisdo com minha autoria “Perinatal Protein Malnutrition and Cardiovascular
System: A systematic review” submetido para 0 Journal of Morfological Sciences que

segue no anexo B.
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FIGURA 1 - Seccdes frontais do coracdo de ratos controle
(A) e submetidos a desnutridos (B) no vigésimo primeiro dia
de vida pés-natal (GAMA et al., 2007).

2.3.2 Desmame Precoce

Além da desnutricdo proteica perinatal o desmame precoce também é uma
agressdo capaz de evocar alteragdes morfofuncionais em organismos adultos. Diversos
modelos experimentais vem sendo utilizado para melhor compreensdo das
consequéncias do desmame precoce sobre o organismo. Existem basicamente trés
formas de se realizar o desmame precoce: a primeira, consiste em retirar a mae da
presenca do filhote de forma precoce, normalmente durante o 14° dia de vida pos-natal
(OLIVERIA et al., 2011 “A”). A segunda forma, consiste em bloquear a sintese de leite
nas fémeas através da manipulagdo farmacoldgica, como o uso da bromocriptina, um
agonista do receptor dopaminérgico D2 (BONOMO et al., 2007, 2008; DE MOURA et
al., 2009; YOUNES-RAPOZO et al., 2012). E a terceira é a utilizacdo de bandagens no
corpo da fémea impedindo o acesso do lactente ao mamilo (LIMA et al., 2013).
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Independentemente da forma de desmame utilizada, esta claro que o desmame precoce
promove obesidade, hiperleptinemia, resisténcia a leptina e insulina, dislipidemia,
hipotireoidismo e aumento de glicocorticoides, e altera o ciclo circadiano de fome e
saciedade na vida adulta (BONOMO et al., 2007, 2008; DE MOURA et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2011 “A”; LIMA et al., 2011).

O desmame precoce causa aumento de neurénios que expressam NPY e reduz a
expressao de neurénios que expressam CART no nucleo paraventricular do hipotalamo
de ratos (YOUNES-RAPOZO et al., 2012). Uma vez que o NPY é um peptideo que
estimula a fome e 0 CART a saciedade (SCHWARTZ et al., 2000; LUCAS et al.,
1998), fica claro compreender um dos motivos que fazem com que o desmame precoce
promova o atraso no ponto de saciedade (OLIVEIRA etal., 2011 “A”).

Ratos submetidos ao desmame precoce apresentam caracteristicas fisioldgicas de
animais estressados, como a hiperatividade do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal
(PLOTSKY; MEANEY, 1993; LADD et al., 2000) e o aumento dos niveis de
glicocorticoides (KIKUSUI et al., 2009). No sistema nervoso, 0 desmame precoce
acarreta reducdo da massa encefalica absoluta em ratos quando comparados com o
grupo controle com 21 dias de vida (PESSANHA et al., 2015). Além disso, animais
desmamados precocemente apresentam reducdo na sintese de bainha de mielina
(KIKUSUI et al., 2007), prejudicando funcBes cerebrais superiores tais como, 0s
mecanismos de aprendizado e memoria (LIU et al., 2000; HUOT et al., 2002). Deve-se
destacar ainda que, quando o desmame ocorre antes do periodo normal, a prole fica
mais vulneravel ao abuso de drogas, como pode ser verificado por estudos (KIKUSUI et
al., 2005).

No que concerne ao sistema cardiovascular, € possivel verificar que ratos
desmamados precocemente apresentam aumento das pressdes sistélicas e diastdlicas
(FRANCO et al., 2013) e da frequéncia cardiaca em ratos submetidos a estresse
(KIKUSUI et al., 2005). Embora nenhum artigo tenha sido encontrado correlacionando
0 desmame precoce com alteracGes morfoldgicas no sistema cardiovascular, é provavel
que animais desmamados precocemente apresentem hipertrofia ventricular e fibrose
miocéardica, uma vez que a hipertensao arterial provoca aumento da massa muscular do
coracdo em decorréncia de uma hipertrofia do miocardio, promovendo ainda a chamada
fibrose miocérdica devido ao acimulo de colageno no parénquima do 6rgao (BRILLA
etal., 1993).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do desmame precoce sobre a morfologia e morfometria do

coracdo e da artéria aorta de ratos adultos.

3.2 Objetivos Especificos

e Analisar a area nuclear dos cardiomidcitos de ambos 0s grupos;
e Verificar a quantidade de nucleos por fotomicrografia dos grupos experimentais;
e Verificar, através de analise histomorfométrica, a espessura total das trés tlnicas

da artéria aorta e isoladamente da tlnica média.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos Eticos

Todos os procedimentos foram avaliados e aprovados de acordo com a
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Pernambuco
(Protocolo 17/2017).

4.2 Animais

Foram utilizadas ratas albinas (200-250g de peso corporal) da linhagem Wistar
provenientes do Biotério de Criacdo do Departamento de Nutricdo da Universidade
Federal de Pernambuco. As ratas (n=20) foram acasaladas na proporcao de duas fémeas
para um macho. A prenhez foi diagnosticada pela presenca de espermatozoide no
esfregaco vaginal e confirmada pelo ganho de peso corporal (DAMASCENO et al.;
2002). A partir do diagndstico as ratas prenhas foram transferidas para gaiolas
individuais, e durante a gestacdo e lactagdo receberam agua e dietas padrdo de biotério
(Labina, Presence ®, ad libitum). Apds o nascimento dos filhotes foi realizada a
sexagem para a formacdo das ninhadas com 8 filhotes por mde. Durante todo o
experimento, 0s animais foram mantidos em condic¢des padrdo de biotério (temperatura

de 22 + 1°C, sob ciclo claro/escuro invertido de 12horas, luz acesa as 18horas).

4.3 Desmame Precoce

O dia do nascimento da ninhada foi considerado dia zero. No primeiro dia pos-
natal, foi realizada a sexagem dos animais com o objetivo de manter 8 filhotes machos
em cada ninhada (as ninhadas que ndo obtiveram esse nimero foram complementadas
por fémeas). Os grupos experimentais foram formados de acordo com o periodo do
desmame de cada ninhada (D15 (n=8); C30 (n=8). As ninhadas pertencentes ao grupo
D15 foram desmamadas no 15° dia pos-natal e ao grupo C30 foram desmamadas no 30°
dia pos-natal que é considerado periodo natural de desmame. As nutrizes dos animais
D15 foram separadas de seus filhotes que foram submetidas a pequenos paletes de dieta
padrdo de biotério. A partir do 30° dia, todos os grupos foram submetidos a dieta padrao

de biotério.
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4.3.1 Grupos Experimentais

Inicialmente, os animais foram separados de acordo com o dia do desmame:
o Grupo desmamado precocemente (D15), n=8 — animais desmamados no 15° dia pds-
natal;
o Grupo desmamado no periodo natural (C30), n=8 - animais desmamados no 30° dia
pos-natal;
ApoOs o desmame precoce, 0s animais pertencentes a ambos os grupos foram

separados em gaiolas individuais até o 100° dia pos-natal.

4.4 Eutanésia

Os animais foram anestesiados profundamente com uma combinacdo de
ketamina (1ml/Kg) e xilazina (0,1ml/kg), seguido da abertura da cavidade toracica para
acesso ao ventriculo esquerdo do coracdo e introducdo da canula para perfusdo. Esta
canula ficou acoplada a uma bomba peristaltica em velocidade compativel com a
manutencdo da integridade dos vasos sanguineos. Inicialmente foi infundido 150 mL de
solucdo salina (NaCl, 0,9%) a temperatura ambiente para remocdo do sangue dos vasos.
Este procedimento previne a formacéo de coagulos e propicia a correta penetracdo do
fixador nos tecidos. Esta foi seguida de infusdo de 400 mL solucdo fixadora (4% de
paraformoldeido, pH 7,4, em 4° C). Ao final da passagem do fixador, o coragdo e a
porcdo ascendente da artéria aorta foram cuidadosamente dissecados e retirados da
cavidade toracica e foram fixados, durante 24 horas, em formalina a 10% neutra
tamponada (NBF) (SILVA et al.; 2016).

4.5 Microscopia de Luz

Foi realizada a clivagem dos 6rgdos, onde, no coracdo foi realizado um corte
frontal na regido média e na artéria aorta um corte transverso na por¢do ascendente. Em
seguida, os fragmentos foram desidratados em solucdes de alcool etilico com
concentrac@es crescentes, diafanizados pelo xilol, impregnados pela parafina liquida em
estufa regulada a temperatura de 59°C e incluidos em parafina. Os blocos foram
cortados no microtomo em cortes seriados com espessura de 4um. Os cortes obtidos
foram colocados em laminas previamente untadas com albumina de MAYER, e

mantidos em estufa regulada a temperatura de 37°C durante 24 horas. As laminas
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histologicas produzidas foram coradas por Hematoxilina — Eosina e analisadas em
microscopio éptico (BEHMER et al., 2003).

4.6 Analise Histomorfométrica

A andlises das variaveis deste estudo foram realizadas a partir de
fotomicrografias adquiridas por meio de uma camera de captura digital (Moticam 2300)
de 3,0 megapixels, acoplada a um microscopio éptico (Nikon E-200), e um computador.
A aquisicdo das imagens foi realizada utilizando a objetiva 10X para artéria aorta e a
objetiva de 40X para coragdo, com o auxilio do software Motic Images Plus Verséo 2.0.
Ap0s a captura das imagens, as mesmas foram salvas no formato JPEG. Para analisar as

fotomicrografias foi utilizado o software ImageJ Verséo 1.43.

4.6.1 Andlise do Coracéao

Para a avaliacdo do numero de nucleos por fotomicrografia, foram retiradas
aleatoriamente 10 fotomicrografias de cada ldmina da parede lateral do ventriculo
esquerdo num aumento de 40X. Em seguida, foram mensuradas as areas de 80 nucleos
celulares dos cardiomidcitos por animal (Figura 2). Os Dados obtidos foram inseridos

num planilha do Excel 2013.
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4.6.2 Andlise da Artéria Aorta

Para a avaliacdo da espessura total e da tunica meédia foram retiradas 10
fotomicrografias de cada lamina da porcéo ascendente da artéria aorta num aumento de
10X e foi mensurada a espessura de 10 regides escolhidas aleatoriamente por corte
(Figura 3).
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FIGURA 3 — Mensuragdo da espessura de
seccdo transversal das trés tanicas da artéria
aorta. Fotomicrografia ilustrativa da artéria
aorta. H.E. Aumento 100x.

Os Dados obtidos das analises realizadas foram inseridos numa planilha do
Excel 2013.

4.7 Andlise Estatistica

Os resultados, incialmente, foram submetidos ao teste de normalidade e em
seguida aos testes ANOVA, U de Mann-Whitney e Correlacdo de Pearson. Os dados
foram tabulados e processados pelo programa estatistico SPSS (Statistical Package for

Social Science, 2001), adotando-se o nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Area do Ndcleo do Cardiomiécito

A anélise dos nucleos dos cardiomidcitos revelou que o desmame precoce
promove a reducdo da area nuclear dos animais desmamados precocemente quando
comparado com animais controle (C: 16,77um = 5,95; DP: 12,48um £ 7,03, p<0,05)
(Figura 4).
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FIGURA 4 — Efeitos do desmame precoce sobre a area nuclear
dos cardiomidcitos de ratos aos 100 dias de vida pos-natal. Mann-
Whitney. * p <0,05.

5.2 NUmero de Nucleos

Em relacdo a quantidade de nucleos observados em cada fotomocrografia,
verificou-se que o desmame precoce promoveu hiperplasia dos cardiomiécitos do
ventriculo esquerdo (p<0,05) dos animais desmamados precocemente (DP: 48,87um +

13,62) quando comparado com animais controle (C: 30,42um * 11,38) (Figura 5 e 6).
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FIGURA 5 — Efeitos do desmame precoce sobre a quantidade
de nucleos por fotomicrografia do coragdo de ratos aos 100 dias.
Mann-Whitney. * p <0,05.
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FIGURA 6 — Fotomicrografias do coragdo de ratos. Em “A” animais
controle e “B” animais submetidos ao desmame precoce, com 100 dias de
vida pos-natal. Observar a quantidade de nicleos em ambos 0s grupos.
H.E. Aumento 400x.

5.3 Espessura Total e da Tunica Média da Artéria Aorta

Quanto a analise da espessura total da artéria aorta, pode-se observar que o
desmame precoce promoveu uma diminuicdo significativa na espessura da parede do
vaso (C: 168,56um + 46,61; DP: 113,81um + 28,01, p<0,05) (Figura 7 e 8), fato que se
repetiu na anélise da espessura da tinica média, onde também houve uma diminuicéo
significante na espessura da camada muscular (C: 130,69um + 40,75; DP: 81,62um =+
19,89, p<0,05) (Figura 9).
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FIGURA 7 — Efeitos do desmame precoce sobre a espessura
total da artéria aorta de ratos aos 100 dias. Mann-Whitney. * p <
0,05.

FIGURA 8 — Fotomicrografias da artéria aorta (porcdo ascendente) de
ratos. Em “A” animais controle e “B” animais submetidos ao desmame
precoce, com 100 dias de vida pds-natal. Observar a espessura da
artéria em ambos os grupos. H.E. Aumento 100x.
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Espessura da Tunica Média
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FIGURA 9 — Efeitos do desmame precoce sobre a tunica média
da artéria aorta de ratos aos 100 dias. Mann-Whitney. * < 0,05.

O Teste de Correlacdo de Spearman (Figura 10) demonstra a relacdo do
resultado das duas Ultimas andlises, onde a espessura total da artéria aorta do grupo de
animais desmamados precocemente se relaciona de forma diretamente proporcional

com a espessura da tanica média.
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FIGURA 10 — Teste de Correlacdo de Spearman sobre os resultados das
analises da espessura total e da tGnica média da artéria aorta de ratos que
sofreram o desmame precoce aos 100 dias. Nivel de significancia p < 0,05.
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6 DISCUSSAO

Diversos estudos vém sendo realizados na ultima década identificando as
alteracdes promovidas pelo desmame precoce na vida adulta. O desmame precoce esta
associado com distdrbios nutricionais, tais como a obesidade infantil (SLOAN et al.,
2008), aumento nos niveis de triglicerideos circulantes, hipotireoidismo,
hiperleptinemia e resisténcia central a leptina e insulina (BONOMO et al., 2007, 2008;
DE MOURA et al.,, 2009; LIMA et al., 2011; LIMA et al., 2013). Em termos gerais,
esses sintomas sugerem que animais desmamados precocemente apresentam alteracoes
fisioldgicas que os enquadram na sindrome metabdlica. De fato, o aleitamento materno
durante o periodo adequado, esta associado com o menor risco de obesidade, uma vez
gue o leite materno causa hipoinsulinemia, o que diminui 0 armazenamento de gordura
e evita a adipogénese precoce excessiva (ODDY et al., 2012). Entretanto, embora estes
estudos tenham verificado as alteragdes fisioldgicas globais promovidas pelo desmame
precoce, ndo esta claro ainda quais sdo as consequéncias do desmame precoce sobre 0
sistema cardiovascular.

O desmame precoce € uma agressao perinatal que prejudica o aporte de
nutrientes do lactente, forcando-o a modificar seu padrdo alimentar de forma abruta
(OLIVEIRA et al.,, 2011). O periodo perinatal apresenta grande importancia no
desenvolvimento neurocomportamental e metabdlico do animal (BARKER et al., 2003;
SIMMONS, 2009). Durante este periodo, diversos mecanismos celulares e moleculares
ainda estdo em curso. Devido a isso, as agressdes durante a lactacdo podem provocar
danos permanentes (KIKUSUI et al., 2009; YOUNES-RAPOZO et al., 2012;
PESSANHA et al, 2015). Um dos sistemas que ainda esta concluindo seu
desenvolvimento durante a lactacdo € o sistema cardiovascular.

Embora o sistema cardiovascular inicie seu desenvolvimento durante o periodo
fetal, ele continua a se modificar apds o nascimento. Os cardiomidcitos fetais,
diferentemente dos cardiomidcitos dos mamiferos adultos, apresentam alto potencial de
proliferacdo, que vai se atenuando ap6s o nascimento por inibidores do ciclo celular
(AHUJA et al., 2007; IKENISHI et al., 2012). A proliferacdo celular e a hipertrofia dos
cardiomidcitos sdo as responsaveis pelo aumento do tamanho do coragdo, tanto no
periodo da gestacdo como nos primeiros dias apoés o nascimento (IKENISHI et al.,
2012). Durante a primeira e segunda semana de vida pds-natal, os cardiomiocitos

podem sofrer mitose sem realizar a citocinese, formando desta forma células
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binucleadas (SOONPA et al., 1996). Nossos resultados, sugerem que o desmame
precoce promove a hiperplasia dos cardiomidcitos na parede ventricular nos ratos com
100 dias de vida. Uma vez que o desmame precoce realizado em nosso estudo foi
imposto no décimo quinto de vida, é provavel que a mudanga abruta no padrdo
alimentar do lactente tenha agido como um estimulo agressor para o coragdo ainda em
desenvolvimento.

Em termos gerais, ha um consenso na literatura afirmando que as células
musculares cardiacas em individuos adultos estacionam em GO, ndo entrando em
mitose. Entretanto, estudos apontam que os cardiomidcitos podem retornar a divisdo
celular caso o coracdo seja acometido por algum tipo de insulto (REISS et al., 1994;
BELTRAMI et al., 1997; LIU et al., 1995). Em humanos, a insuficiéncia cardiaca
congestiva € uma agressdo capaz de fazer com que os cardiomidcitos retomem o
processo de divisdo celular (QUAINI et al., 1994). Essa constatacdo também pdde ser
verificada em ratos, comprovando que agressdes cardiacas podem fazer os
cardiomidcitos entrem novamente em mitose (REISS et al., 1994). Dessa forma, €
provavel que o aumento no nudmero de cardiomidcitos verificados em nosso estudo,
pode ser a consequéncia do aumento no nimero de mitoses sofrida pelas células
musculares cardiacas, considerando dessa forma, o desmame precoce como um insulto
ao coracéo.

Ainda correlacionado nossos achados com outros tipos de agressdes perinatal, é
possivel verificar que o ratos desnutridos durante o periodo perinatal apresentam o
tamanho do coracdo reduzido, em relagdo a animais controle, no vigésimo primeiro dia
de vida (GAMA et al., 2007). Entretanto ap6s a quarta semana de vida, pode-se notar o
aumento da espessura do ventriculo esquerdo (TAPPIA et al., 2013). O aumento da
espessura ventricular esquerda, foi associado com o aumento da expressdo de genes que
codificam proteinas relacionadas com o metabolismo da glicose, sugerindo que o
aumento ventricular € decorrente do maior uso da glicose pelas células cardiacas
(TAPPIA et al.,, 2013). Desta forma, é possivel que o maior uso da glicose pelos
cardiomiécitos observado em animais submetidos a desnutricdo perinatal possa ser
encontrado também nos animais desmamados precocemente, justificando o efeito
hiperplasico obtido. Por outro lado, ndo foram encontrados na literatura estudos que
correlacionassem a reducdo do volume nuclear com o aumento da pré-disposicdo de

doencas cardiovasculares.
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J& em relacdo a artéria aorta, levantou-se a hipotese de que o desmame precoce
promoveria 0 aumento da espessura da parede arterial. Esta hipotese foi levantada
baseada nos achados da literatura que utilizaram outros tipos de manipulagdes perinatal.
Animais desmamados precocemente, por apresentarem alteracfes condizentes com a
sindrome metabolica (DE MOURA et al., 2009; LIMA et al., 2013), sdo mais
susceptiveis a desenvolver hipertensao arterial. A hipertensdo arterial estd diretamente
associada com o aumento da espessura da parede arterial que, por sua vez, esta
diretamente relacionada com o envelhecimento (LAKATTA et al., 2003; SKILTON et
al., 2005; LAKATA et al., 2013). Aumento da espessura da parede da artéria aorta foi
verificado em ratos submetidos a restri¢cdo de crescimento intrauterino (SKILTON et al.,
2005; DODSON et al., 2017).

A restricdo de crescimento intrauterino € caracterizada pela dificuldade fetal em
alcancar seu tamanho normal, seja por fatores genéticos, seja por altera¢gdes no ambiente
intrauterino (BATTAGLIA; LUBCHENCO, 1967). A principal causa da restricdo de
crescimento intrauterino € vascularizacdo insuficiente da placenta, que acomete 75%
dos casos (CREASY; RESNIK, 2008; NEERHOF, 1995). Ratos submetidos a este tipo
de insulto apresentam maior espessamento da parede arterial ao nascer (SKILTON et
al., 2005), além de desenvolvem rigidez da aorta por reducdo da quantidade de fibras
elasticas e aumento da deposicdo de fibras colagenas (DODSON et al., 2017). O
aumento da rigidez arterial estd diretamente associado com a maior propensdo ao
desenvolvimento de doengas cardiovasculares (KOBS et al., 2006; SAFAR et al., 2003;
SHADWICK et al., 1999). Por tanto, 0 aumento da espessura da artéria aorta, pode estar
relacionado com o aumento da rigidez vascular. Entretanto, nossos dados apontam para
uma situacdo oposta: a reducdo da espessura arterial nos animais desmamados
precocemente.

Em ratos submetidos a desnutricdo proteica perinatal, também foi possivel
verificar a reducdo da espessura da artéria aorta (SKILTON et al., 2006). Essa reducao
na espessura vascular ocorreu concomitantemente com a reducéo na deposicao de fibras
elasticas neste vaso. Essas alteracOes sugerem que uma parede arterial menos espessa
possa pré-dispor a hipertensdo arterial e doencas cardiovasculares futuras através de
alteracdo na complacéncia vascular e das propriedades elasticas. Com isso, acreditamos
que as alteracdes observadas em nosso estudo promoveram modificacdes semelhantes a

estas verificadas através da desnutricédo perinatal (SKILTON et al., 2006).
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Desta forma, pdde-se constatar que o desmame precoce realizado no décimo
quinto dia de vida promoveu alteraces morfolégicas e morfométricas em 0Orgaos
importantes do sistema cardiovascular, tanto aumentando o nimero de cardiomiocitos

como reduzindo a espessura vascular da artéria aorta.
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7 CONCLUSOES

Baseado em nossos resultados, podemos concluir que o desmame precoce em
ratos € um tipo de agressdo perinatal capaz de provocar alteragdes morfoldgicas e
morfométricas no sistema cardiovascular de ratos. Dentre estas alteracfes temos o
aumento no numero de cardiomidcitos, a reducdo do volume nuclear e a diminuicéo da

espessura da artéria aorta ascendente.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

A analise da deposicdo de fibras colagenas e elasticas no coracdo e nos vasos
sanguineos, sdo variaveis que podem explicar melhor as consequéncias dos resultados
obtidos. Entretanto, uma vez que este trabalho tratou-se de uma dissertagdo de mestrado
e, levando-se em consideracdo o curto periodo de tempo para conclusdo e a reducdo de
verbas para custeio de pesquisas, ndo foi possivel realizar estas analises. Entretanto,

todo o material obtido foi preservado para analises futuras.
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PERINATAL PROTEIN MALNUTRITION AND CARDIOVASCULAR
SYSTEM: A systematic review

Abstract

This study is a systematic review of the literature which aimed to characterize the
profile in animal models used to study perinatal protein malnutrition correlating with
the cardiovascular system and the implications promoted in the heart by malnutrition.
Therefore, an extensive search was conducted in the following databases: PUBMED,
BVS and SCIELO, using combinations of the descriptors “protein malnutrition”,
“pregnancy”, “heart”, “lactation” and “Cardiovascular System”. 247 articles were
found, but after excluding duplicities and applying the inclusion/exclusion criteria, 12
papers remained. The analysis of the results shows that the diet used in the studies has
the protein content between 17% and 22% for the control animals and between 0% and
9% for the animals submitted to perinatal protein malnutrition. The main
morphofunctional changes observed in the cardiovascular system are related to high
blood pressure, increased apoptosis of cardiomyocytes and reduction in the absolute

size of the heart, among other ultrastructural and molecular changes.

Key-words: cardiovascular diseases, heart, offspring, undernourished

INTRODUCTION

During the period of gestation and lactation the developing organism is more
vulnerable to external stimuli, being able to adapt to those stimuli to survive. Although
these adaptations are evolutionarily beneficial to the organism, it is the main responsible
for the emergence of diseases in adult life as well, if the environment in adult life is
different from the perinatal environment (Barker, 2003).

The cardiovascular system is the first system to develop during the embryonic
period. However, the cardiomyocytes continue to proliferate for a while in the postnatal
period (Li et al., 1996). Several elements are important to maintain the integrity of this
system, such as zinc, which is necessary for cardiac development (Tomat et al., 2013),

and the tryptophan, that is important for the development of the cardiorespiratory center
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in the medulla oblongata (Penatti et al., 2011). Thus, a balanced diet for pregnant

women is essential to promote healthy development of the fetus.

In experimental models with the number of offspring of Wistar rats adjusted in 3
pups per female, there was an induction of obesity in offspring, promoting several
consequences in the cardiovascular system. Among those alterations it is possible to
identify the increase in myocardial sympathetic tone (Barros et al., 2015), left
ventricular hypertrophy (Moreira et al., 2009) and cardiac hypertrophy and increased
risk of developing ischemia (Vieira et al., 2015). At molecular levels, the hypernutrition
during the lactation period is still capable of promoting damage to insulin signaling
pathway and increased expression of GLUT-1 (Bernardo et al., 2016), Increased
expression of receptors for insulin and leptin in the myocardium and translocation of
GLUT-4 to the plasma membrane (Pereira et al., 2006).

On the other hand, protein malnutrition during the perinatal period is also
capable of promoting morphological and functional damage to the cardiovascular
system (Brito-Alves et al., 2016; Moussa et al., 2017; Braz et al., 2017). Experimental
models that restrict the amount of casein in the food of rats and mice are quite
widespread in the scientific literature. However, the protein content used in diet of
pregnant females and the sex of their offspring are very variable. Starting from this
point, the objective were: 1 - To characterize the animal models used in studies that
relate perinatal protein malnutrition and the cardiovascular system, identifying the sex
of the animals and the casein content of their diets and 2 - To analyze the
morphofunctional implications caused by perinatal protein malnutrition on the heart of

rats.
METHODS

This study is a systematic review of the literature performed by two researchers
individually in double-blind procedure between June 22 and 25, 2017. The literature
search was carried out in the following databases: PUBMED, BVS and SCIELO using
the descriptors “protein malnutrition”, “pregnancy”’, ‘“heart”, “lactation” and
“Cardiovascular System”, all present in the list of Health Sciences Descriptors (DeCS).

All articles were placed in an Excel spreadsheet (Microsoft Office 2017) and

then the titles and summaries of each article were analyzed. Therefore, to characterize
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the model of animal submitted to perinatal protein malnutrition associated with changes
in the cardiovascular system, the following inclusion criteria were used: a) Original
articles that exclusively used perinatal protein malnutrition in rats and b) those that
approached morphofunctional alterations of the cardiovascular system. The use of the
first criteria allowed characterizing the animal model used in the studies that correlated
perinatal protein malnutrition and cardiovascular system, corresponding to the first
objective of this study. On the other hand, the second criteria enable the analysis of
morphofunctional changes in the heart, specifically, in rats, which correspond to the
second objective.

RESULTS

In total, 247 articles were found in the three analyzed databases. The numbers of
articles found in each database according to respective the combination of the
descriptors are shown in table 1. However, after excluding duplicities and applying the

inclusion/exclusion criteria, just 12 articles remained.

Table 1: Number of articles found in each database according to the combination of the

descriptors

COMBINATION OF DESCRIPTRS PUBMED BVS SCIELO
protein malnutrition AND pregnancy AND heart 62 62 1
protein malnutrition AND lactation AND heart 17 19 1
protein malnutrition AND lactation AND cardiovascular 14 8 0
System

protein malnutrition AND pregnancy AND cardiovascular 46 17 0
System

The protein content of the animals from the control group varied between 17 and
22%. Whereas, the protein content of malnourished animals ranged from 0% to 9%.

Among all the articles found, eight used only male rats (66%), one (8.5%) used both
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sexes, one (8.5%) used only female rats and the remaining two (17%) did not report the

sex of the animals. The summary of the main results obtained are described in Table 2.

Table 2: Summary of the main results found in the selected articles related to perinatal

protein malnutrition and the cardiovascular system of offspring of rats. NP - Normal

Protein; LP - Low Protein.

AUHTORS DIET SEX

MAIN RESULTS

Tappia et NP: 18%; Male
al., 2013 LP 9%

Gama et al., NP;: Untold
2007 18.7%:;
LP: 5%

Brawley et NP: 18%; Male
al., 2003 LP: 9%

Holness et NP: 20%:;: Untold
al., 1998 LP: 8%

Perinatal protein  malnutrition stimulated an
increase in the ventricular wall in rats from the
fourth week of life. Furthermore, the internal
diameter of the left wventricle is greater in
malnourished animals as well. These findings were
associated with increased gene expression that
decodes proteins involved in glucose transport and
metabolism.

In the 21st day of life, the hearts of animals
submitted to perinatal malnutrition were smaller
than the control animals. Moreover, it was
observed the presence of  polymorphic
cardiomyocytes, numerous Vvacuoles, irregular
microfilaments, polymorphic mitochondria with
disorganized cristae, and it has been verified that
even the heart size being reduced by about 50%,
the number of granules of atrial natriuretic peptide
did not reduce.

The animals submitted to perinatal protein
malnutrition showed an increase in blood pressure
during the 130th day of life and reduced
vasodilatory activity (Between the 87th and 164th
day of life) when compared to the control group.
Animals subjected to perinatal protein malnutrition
and remained with poor protein diet in adulthood

did not present significant differences in glucose
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Akamatsu et
al., 2011

Moura et al.,
2004

Akamatsu et
al., 2009

Barros et al.,
2015

NP: 20%:
LP: 5%

NP: 22%;
LP: 0%

NP: 20;
LP: 5%

NP: 17%:
LP: 8%

Male

Both

SEXES

Male

Male

utilization compared to the control group. On the
other hand, rats that were submitted to perinatal
protein  malnutrition and then receive a
normoproteic diet exhibited reduced glucose
utilization.

Animals that have been subjected to protein
malnutrition during pregnancy and up to the 21st
day postnatal life and then receive a normoproteic
diet for another 21 days showed an increase in
ribosome density on the endoplasmic reticulum in
comparison with animals that remained on a
hypoproteic diet. However, the number of
ribosomes in the endoplasmic reticulum was lower
in animals that always received a normoproteic
diet. In addition, the animals that changed the diet
of hypo to normoproteic on the 21st day of life
showed intermediate density of chromatin and
mitochondria with oblique cristae, while in the
animals that maintained the malnutrition and in the
animals that always received normal diet these
cristae were irregular and transverse, respectively.
Perinatal protein malnutrition promoted the
relative increase of the heart in both sexes
(heart/body) on the 8th day of life. Furthermore, in
the same period, the heart of females showed a
larger growth when compared to the heart of
males, but in the second month of life there are no
significant differences between these groups.
Perinatal protein malnutrition decreased the
number of neurons in the subepicardial ganglia of
male rats.

Perinatal protein malnutrition elevates the level of

sympathetic tone in the heart of Wistar rats and
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Cheema et NP: 18%;
al., 2005 LP: 9%

Augustyniak NP: 18%;
etal, 2010 LP:6%

Torrens et NP: 18%:;

al., 2002 LP: 9%

Akamatsu et NP: 20;
al., 2010 LP: 5%

Male

Male

Female

Male

contributes to the increase in blood pressure.

The fraction of blood ejection is lower in the
animals that were submitted to perinatal protein
malnutrition when compared to the control group.
In addition, it was verified that this reduction in
blood ejection is a result of cardiomyocyte loss due
to increased apoptosis.

Animals  submitted to perinatal  protein
malnutrition showed an increase in blood pressure
when compared to control group after feeding for
five weeks on a high-salt diet (4%).

Female rats that were submitted to perinatal
protein  malnutrition  presented  vasodilator
dysfunction in the arteries during gestation.

The rough endoplasmic reticulum of animals
submitted to perinatal protein malnutrition
exhibited a lower density of ribosomes. Moreover,
the chromatin density in malnourished animals was
lower than in the control group as well. The
mitochondrial cristae folds were irregular, while in

the control group these cristae were transversal.

DISCUSSION

The analysis of results observed in all articles it is possible to identify that the

casein content used in most studies was 18% for the control group and 9% for the

undernourished group. In general, although perinatal protein malnutrition promotes a

reduction in the body weight of animals absolute reduction of size of the heart (Gama et

al., 2007), the relative size of the heart (heart weight/body weight) is higher in animals

submitted to protein deficiency in the perinatal period, in both sexes (Moura et al.,

2004).
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The comparison between the absolute thicknesses of the left ventricle of animals
which their mothers received a normoproteic and hypoproteic diet, indicate that
malnutrition reduces the ventricular thickness in the animals during the period between
the first 24 hours of life until the eighth week, when there is a significant increase in
thickness of the ventricular wall in malnourished offspring (Tappia et al., 2013). The
observed hypertrophy of the ventricle was correlated with the increased expression of
proteins related to glucose metabolism, which suggests that the cardiac remodeling
observed in those animals may be due to an increase in myocardial glucose uptake
(Tappia et al., 2013).

On the other hand, the internal diameter of the left ventricle in malnourished
animals was higher since the first 24hrs of postnatal life, staying higher up to eighth
week (Tappia et al., 2013). During the first two weeks of life, it was observed reduced
ejection fraction occurring in the same period that there was a higher degree of
cardiomyocyte apoptosis (Cheema et al., 2004).

In addition to ventricular changes, alterations in the atria were also verified. The
atrial wall is responsible for the release of atrial natriuretic peptide. This hormone is
involved in the control of electrolyte balance and body fluids, being involved in
development of hypertension (Toyoshima et al., 1996; De Bold et al., 1981; Yoshihara
et al, 1998). The atrial cardiomyocytes of animals submitted to protein malnutrition
during pregnancy did not present a reduction in the number of granules of atrial
natriuretic peptide, even the heart size being reduced by about 50% (Gama et al., 2007).
In ultrastructure analysis of these cells, it can be verified that the perinatal protein
malnutrition promotes the appearance of numerous cytoplasmic vacuoles, associated
with irregular microfilaments, polymorphism at the cardiomyocytes and polymorphic

mitochondria containing disorganized mitochondrial cristae (Gama et al., 2007).

Morphological changes in the heart of malnourished rats were not restricted to
cardiomyocytes. It was observed that the perinatal protein malnutrition further damages
the development of subepicardial neurons (Akamatsu et al, 2009; Akamatsu et al., 2010;
Akamatsu et al., 2011). In these neurons were verified the reduction of number of
ribosomes in the rough endoplasmic reticulum, reducing the distribution of chromatin

and altering the morphology of the mitochondrial cristae, from transverse to irregular
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All morphological alterations in the heart associated with increased sympathetic
tone (Barros et al., 2015) and with vascular changes (Torrens et al., 2002; Brawley et
al., 2003) also lead to an increase in blood pressure in animals that suffered perinatal
protein malnutrition. Furthermore, the offspring subjected to perinatal malnutrition are
more vulnerable to increasing blood pressure after intake of high-sodium diet for a

given period (Augustyniak et al., 2010).
CONCLUSIONS

The results show that most of the protein malnutrition model used to verify
morphological changes in the cardiovascular system uses a normoproteic diet with a
protein content of 18% and a hypoproteic diet of 5% or 9%. Furthermore, it was
possible to verify that perinatal protein malnutrition provoke an increase in blood
pressure due to both morphological and ultrastructural alterations of cardiomyocytes

and subendocardial neurons.
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