UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MORFOTECNOLOGIA - PPGM

MERCIA MARIA BEZERRA BARBOSA

AVALIACAO HISTOMORFOMETRICA DA MUCOSA GASTRICA E INTESTINAL
EM RATOS WISTAR SUBMETIDOS AO DESMAME PRECOCE

Recife
2019



MERCIA MARIA BEZERRA BARBOSA

AVALIACAO HISTOMORFOMETRICA DA MUCOSA GASTRICA E INTESTINAL
EM RATOS WISTAR SUBMETIDOS AO DESMAME PRECOCE

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Morfotecnologia do Centro de
Biociéncias da Universidade Federal de
Pernambuco como requisito parcial para
obtencilo do titulo de Mestre em
Morfotecnologia.

Area de Concentracio: Morfotecnologia

Orientadora: Prof.? Dr.? Juliana Pinto de Medeiros

Coorientadora: Prof.? Dr.? Lisiane dos Santos Oliveira

Recife
2019



Catalogagéao na fonte
Elaine C Barroso (CRB4/1728)

Barbosa, Mércia Maria Bezerra

Avaliacado histomorfométrica da mucosa gastrica e intestinal em ratos

Wistar submetidos ao desmame precoce / Mércia Maria Bezerra
Barbosa- 2019

45 folhas: il., fig., tab.

Orientadora: Juliana Pinto de Medeiros

Coorientadora: Lisiane dos Santos Oliveira

Dissertagdo (mestrado) — Universidade  Federal de Pernambuco.

Centro de Biociéncias. Programa de P6s-Graduagao em

Morfotecnologia. Recife, 2019.

Inclui referéncias e anexo

1. Desmame precoce 2. Estdbmago 3. Ratos I. Medeiros, Juliana

Pinto (orient.) Il. Oliveira, Lisiane dos Santos (coorient.) Ill. Titulo

573.679 CDD (22.ed.) UFPE/CB-2019-193




MERCIA MARIA BEZERRA BARBOSA

AVALIACAO HISTOMORFOMETRICA DA MUCOSA GASTRICA E INTESTINAL
EM RATOS WISTAR SUBMETIDOS AO DESMAME PRECOCE

Dissertagdo apresentada ao Programa
de P6s-Graduagao em
Morfotecnologia da  Universidade
Federal de Pernambuco como
requisito parcial para obtengdo do
titulo de Mestre em Morfotecnologia.

Aprovado em: 22/02/2019

BANCA EXAMINADORA

Prof.? Dr.? Juliana Pinto de Medeiros (Orientadora)

Universidade Federal de Pernambuco

Prof.* Dr.* Luciana Maria Silva de Seixas Maia (Examinadora Interna)

Universidade Federal de Pernambuco

Prof.? Dr.?Carolina Peixoto Magalhaes (Examinadora Externa)

Universidade Federal de Pernambuco



Dedico a minha estimada Mae, Maria de Lourdes; aos meus queridos irmaos,

Marcia e Felipe e ao meu amado esposo, Hugo.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Jeova Deus, que ¢ digno de receber toda honra e gloria. Sou
extremamente grata pela dadiva da vida e por suprir minhas necessidades, embora nao seja
merecedora. E que me ajudou na realizacdo de cada etapa desta pesquisa me dando saude,
forca de vontade, paciéncia e persisténcia.

A minha estimada mae, Maria de Lourdes, que mesmo diante tantas dificuldades com o
tragico falecimento do meu querido pai logo bem cedo, me deu a melhor educagdo, amor e
carinho e tudo o que precisava nos momentos certos. Me ajudando nas horas mais dificeis e
me incentivando a dar o meu melhor a cada dia.

Ao meu amado esposo, Hugo, que esta sempre comigo, na alegria e na tristeza, na satde
e na doenga, cuidando muito bem de mim, me dando encorajamento suficiente para continuar
na caminhada da vida e por acreditar no meu potencial.

A minha cara irmi, Marcia, que estava sempre pronta para me auxiliar no que fosse
preciso, e estar ao lado nos momentos de choro e de alegria, uma ajudando a outra como
verdadeiras irmas.

Ao meu querido irmao, Felipe, que demonstrou seu amor, cuidado e prote¢ao por mim
de um jeito nico de ser.

A todos os meus familiares que torceram por meu sucesso € que me estimularam a
alcancar meus objetivos pessoais e profissionais, minha avo, meus tios e tias e queridos
primos.

Aos meus prezados amigos que contribuiram para minha alegria pessoal ¢ me deram
forgas necessarias para diminuir o peso das ansiedades com maravilhosa companhia e altas
risadas.

A Emerson Xavier, que me ajudou a ndo desistir da vida académica, que sempre me
incentivou a continuar mesmo quando eu nao conseguia. Foi por meio dele que tive a
oportunidade de realizar essa pesquisa no mestrado. Além disso, me incentivou a nao desistir
do meu sonho de ser professora de Anatomia.

A Raphael Danillo por todo apoio e orientagio para finalizacio deste trabalho.

A professora Juliana Pinto, minha orientadora, pela oportunidade e confianga para
realizagdo dessa pesquisa, compreensdo € paciéncia durante todo o mestrado. Pela ética e

postura profissional.



A professora Lisiane Oliveira, minha co-orientadora, por sua valiosa contribuicdo e
auxilio no esclarecimento de duvidas e questdes do estudo, pela atencdo e dedicagdo quando
tanto precisava.

Ao professor Francisco Amanajas, que aceitou prontamente de grande coragdo ser um
colaborador da pesquisa. Agradeco imensamente pelas orientagdes prestadas, e contribuigdes
dadas na qualifica¢do. Sua ajuda foi fundamental para realizacdo pratica e finalizacdo deste
trabalho. Admiro sua ética profissional e acima de tudo sua disposicao em ajudar quando
precisa. Sou extremamente grata ao senhor.

Aos professores que aceitaram o convite para participarem com examinadores da banca
de qualificagdo e de defesa, por terem tirado de seu precioso tempo algumas horas para
contribuir nessa pesquisa. Muito obrigada professores, Luiz Lucio, Francisco Amanajas,
Sonia Leite, Luciana Maria, Ivone Antonia, Carol Peixoto.

A Gislainy Lemos, minha co-orientanda de TCC, que participou efetivamente na
realizacdo da pesquisa.

Aos colegas de classe do mestrado, que sempre prestavam ajuda um ao outro durante as
disciplinas cursadas, aos momentos de alegria e diversdo fazendo com que a jornada se
tornasse menos cansativa.

Aos meus queridos companheiros de trabalho do CAV-UFPE. Aos técnicos do laboratério
e amigos André Puckey, Ewerton e Zane, por todo auxilio prestado para realizacdo deste
trabalho. As professoras Ana Elisa, Carolina Peixoto, Lisiane Oliveira e Rosana Xavier, por
serem compreensivas e incentivadoras, ajudando quando sempre precisdvamos.

A professora Carolina Peixoto, que me incutiu o desejo de ser professora universitaria,
que me incentiva e auxilia a ser uma melhor profissional a cada dia, acreditando no meu
potencial e por quem tenho tamanha admiragao.

As minhas amigas Priscila Virgineo, Adriene Soares ¢ Amanda Borges por suas
contribuicdes valiosas na confec¢do da tese de dissertacdo, pelo incentivo e por me ajudar a
acreditar que vai dar tudo certo.

A todos que contribuiram de alguma maneira para realizag@o e finalizagao desse trabalho
meus sinceros agradecimentos.

Muito Obrigada!



RESUMO

O leite materno € o principal alimento para o desenvolvimento dos mamiferos no
periodo neonatal. O desmame acontece com a redugdo do consumo de leite materno de forma
gradativa e aumento do consumo de alimentos sélidos assumindo um padrdo adulto de
consumo alimentar. E considerado precoce quando ocorre a interrupgio antecipada do acesso
ao leite materno, impondo o mamifero 4 mudanca no consumo alimentar, assumindo um
padrao adulto precocemente. Pode desencadear alteracdes em varios sistemas organicos que
podem ser imediatas ou duradouras. O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos
tardios do desmame precoce através da histomorfometria do estobmago e do intestino delgado
de ratos Wistar. Os animais foram divididos em dois grupos: Grupo Desmame Precoce (n=8)
e Grupo Controle (n=8). O Grupo Desmame Precoce foi desmamado no 15° dia de vida por
separagdo materna, enquanto o Grupo Controle no 30° dia de vida. Na idade adulta os animais
foram eutanasiados e os Orgdos passaram por processamento histologico e andlises dos
tecidos. Os resultados obtidos demostraram que os animais do Grupo Desmame Precoce
apresentaram proliferacdo celular no epitélio gastrico, com aumento na area das glandulas
gastricas e da camada mucosa. Ja no intestino delgado o desmame precoce provocou atrofia
das criptas intestinais. Assim sendo, o desmame precoce ¢ capaz de promover alteragdes

tecido gastrico e intestinal que podem permanecer na vida adulta do animal.

PALAVRAS-CHAVE: Desmame Precoce. Estomago. Intestino Delgado. Ratos.



ABSTRACT

Breast milk is the main source of nutrients, proteins, lipids and growth factors for the
development of the neonate. Early weaning is the termination of breastfeeding before the
usual time which causes a number of consequences in different systems. In addition, early
weaning contributes to the reduction of absolute brain mass, increased heart rate, systolic and
diastolic blood pressure, obesity, and hypothyroidism. This present study approaches the
evaluation of the late effects of early weaning on the histomorphometry of the stomach and
small intestine of Wistar rats. The animals were divided into two different groups: Early
Weaning Group (n = 8) and Control Group (n = 8). The Early Weaning Group was weaned on
the 15th day of life due to maternal separation, while the Control Group was weaned only on
the 30th day after birth. As the animals reached adulthood-at 100 days of life-they were
euthanized and their organs submitted to histological processing and tissue analysis. The
results showed that the animals of the Early Weaning Group presented cell proliferation in the
gastric epithelium with an increase in the gastric and mucosal layers.Regarding the small
intestine, the early weaning has leaded to intestinal crypts’ atrophy. Hence, early weaning can
promote lifelong changes related to the development and maturation in the gastric and

intestinal tissue that may remain in the individuals life during adulthood.

KEY WORDS: Early Weaning. Stomach. Small Intestine. Rats.



Figura 1 —

Figura 2 —

Figura 3 —

Tabela 1 —

LISTA DE FIGURAS

Morfologia do estomago de ratos Wistar - - - --------- - - - -

Analise histomorfométrica do estdmago e intestino delgado de
ratos Wistar- - - - - == = === = == - o oo e e oo oo
Diferenca morfologica do estobmago e duodeno entre os grupos
estudados- - - - - - - - - - - - oo
Histomorfometria da por¢ao antropilorica do estomago e do

duodeno de ratos Wistar - - - - - === = == = == - o oo e oo oo -



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

0} Alfa

B Beta

CEUA Comissdo Etica ao Uso de Animais

ECL Enterochromaffin-like

EGF Fator de Crescimento Epidermal

etal. E outros

g Grama

GALT Gut-Associated Lymphoid Tissue

GC Grupo Controle

GD Grupo Desmame

HB-EGF Fator de Crescimento Epidermal ligado a Heparina

HCL Acido Cloridrico

HE Hematoxilina & Heosina

IgA Imunoglobulina A

IgG Imunoglobulina G

1P Administragdo Via Intraperitoneal

JPEG Joint Photographics Experts Group

Kg Quilograma

LDL Low Density Lipoproteins “mau colesterol”

LGRS Receptor acoplado a proteina G rico em Leucina5

LGR5™ Receptor acoplado a proteina G rico em Leucina5 ligado células-
tronco

mg/Kg Miligramas por Quilogramas

mL Mililitro

n Numero de Ratos

NaCl Cloreto de sodio

°C Graus Celsius

ODC Enzima Orinitina Descarboxilase

p Nivel de Significancia

PF Parafina histologica purificada

pH Potencial hidrogenionico



PTH

RT-PCR

SPSS
TGFa
TGF-B3
pum

pm?

Hormonio produzido pelas paratire6ides-Paratormonio
Registrado

Reacao da Transcriptase Reversa

Conjungao aditiva “e”

Statistical Package for Social Science

Fator de Crescimento Transformante Alfa

Fator de Crescimento Transformante Beta 3
Micrometro

Micrémetro quadrado


https://pt.wikipedia.org/wiki/Transcriptase_reversa

2.1
2.2
23
24

3.1
3.2

4.1
42
43
4.4
45
4.6
4.6.1
4.6.2
4.7

5.1
52

SUMARIO

INTRODUCAQ - - - - - - - oo e o e oo
REVISAO DE LITERATURA- - - - - - - - o e e me e
ALEITAMENTO MATERNO - - - - - - o« oo oo oo oo oo
DESMAME PRECOCE - - - - - - - oo oo oo oo
ESTOMAGO - - - - - - - - o oo m e e oo
INTESTINO DELGADO - - - = - = = o o oo oo oo
OBJETIVOS - - - - - oo oo oo e
OBJETIVOS GERAIS - - - =« - o« oo oo oo
OBJETIVOS ESPECIFICOS- - - - = == = - - o oo oo oo
METODOS - - = = = = =« = o e e e e oo
ASPECTOS ETICOS- - - = = = - - oo oo e e e e
ANIMAIS - - - - oo oo oo
GRUPOS EXPERIMENTAIS - - - - - -« oo oo oo oo
EUTANASIA - - - - oo oo oo
HISTOLOGIA - = - = - - o o oo oo
ANALISE HISTOMORFOMETRICA .- - - = - = === o oo mee e e oo -
Analise do Estémago (porc¢ao antro pilérica) - ------------------
Analise do Intestino Delgado - - - - - - - - - - === - - o oo
ANALISE ESTATISCA - - - - - o - oo o
RESULTADOS - - - = - = = - o oo e e e e
ESTOMAGO - - - =« - o - oo oo oo
INTESTINO DELGADO - - - - - - o« oo oo oo oo
DISCUSSAQ ---cmom oo e eeeeccececceaas
CONCLUSOES - - - - o - oo oo e e oo -
REFERENCIAS - - - - - o m oo o oo e e eee e o

ANEXO A — (PARECER DO COMITE DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS) - - - - oo o oo o e oo e



13

1 INTRODUCAO

Durante o periodo que compreende a gestagdo e lactagdo, diversos eventos moleculares
e celulares estdo em tramite (BOCKHORST et al., 2008; SEMPLE et al., 2013). Dentre estes
eventos esta a proliferagao e diferenciacao neural com diferentes etapas de crescimento do sistema
nervoso, que sdo vulneraveis a estimulos ambientais, esse periodo ¢ denominado periodo critico de
desenvolvimento (ver LANGLEY-EVANS, 2006; KIKUSUI et al., 2019). Os neurdnios em
desenvolvimento sdo sensiveis a estimulos do meio, adaptando-se a eles e podendo gerar um
fenotipo comportamental patolégico na vida adulta (BELLUSCIO et al., 2016; KODAMA et al.,
2007; MOGI et al., 2016; SUMNER et al., 2008). Além disso, nesse periodo também ¢ marcado
pela maturagdo do sistema imune (CACHO; LAWRENCE, 2017).

Nos primeiros dias de vida, a amamentacdo ¢ uma pratica muito importante para o
neonato, pois através dela ¢ que a mae oferta ao recém-nascido os nutrientes necessarios para seu
desenvolvimento biologico (PRENTICE et al., 2016), e ¢é imprescindivel para ocorrer o
desenvolvimento neurocomportamental normal da prole por meio da interacio mae-filhote
(MOURLON et al., 2010; LONGO et al., 2018). De acordo com as recomendag¢des da Organizagao
Mundial de Satde, a amamentagdo deve ser realizada até o segundo ano de vida, devendo ser
ofertada exclusivamente até o sexto més. Entretanto, devido a fatores socioculturais diversos o
tempo médio de amamentagdo vem reduzindo paulatinamente ao longo dos anos (WORLD
HEALTH ORGANIZTION, 2003). A acdo promovida pelo desmame precoce na vida adulta ja vem
sendo bastante analisada por estudos epidemiolégicos (AZEVEDO, 2010; MACHADO, 2014;
VICTORA, 2016, BITTKER, 2018). Entretanto, os eventos celulares responsaveis por essas
modificagdes ainda estdo sendo motivo de constantes pesquisas.

Para verificar os efeitos sist€émicos do desmame precoce, um dos modelos animais
utilizados € o desmame por separa¢do materna em ratos ou camundongos (OLIVEIRA et al., 2011;
YOUNES-RAPOZO et al., 2012; FRAGA et al., 2014). Em condi¢des normais, ratos mamam até
por volta do trigésimo dia de vida (CRAMER; THIELS; ALBERTS, 1990). Entretanto, em
condig¢des de biotério esse desmame ¢ realizado no vigésimo primeiro dia. Para realizar o desmame
precoce a mae ¢ retirada da gaiola no décimo quinto dia de vida pos-natal, e o animal passa a
receber racao triturada como fonte de alimentacdo (KIKUSUI; ICHIKAWA; MORI, 2009;
OLIVEIRA et al., 2011), configurando uma mudanga abrupta do padrdo alimentar.

O desmame precoce por separacdo materna pode ser considerado ndo apenas uma
agressao nutricional, mas também como um evento de estresse perinatal. Agressdes nutricionais sao

bem conhecidas por promoverem modificagcdes morfoldgicas tardias tanto no nivel macroscopico
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como no nivel molecular (KIKUSUI et al., 2019; MIGUEL; OLIVEIRA; SOUZA, 2015). Além
disso, o estresse perinatal promovido exclusivamente pela separagdo materna também ¢ capaz de
promover alteragdes tardias em modelos experimentais (PESSANHA; 2015, CORSI-ZUELLI,
2018).

No periodo que o desmame precoce acontece, diversos sistemas ainda estdo sendo
maturados, dentre eles o sistema digestério (HERBST; SUNSHINE, 1969; KOBARU;
KITAMURA, 1988). Entre a quarta e sétima semana de vida pds-natal, a area se sec¢@o transversal
do estdmago tal como a altura da camada mucosa esta sofrendo um aumento de cerca de cem por
cento (KOBARU; KITAMURA, 1988). Eventos semelhantes ocorrem no intestino, onde a altura
das vilosidades e a profundidade das criptas estdo sofrendo um gradativo aumento entre o vigésimo
e quadragésimo dia pds-natal (HERBST; SUNSHINE, 1969).

Em ratos, verificou-se que o desmame precoce aumenta a proliferacao e diferenciagao
nas células mucosas, considerada como marcadoras da maturacdo do epitélio gastrico (OSAKI,
2010). Além disso, com a rapida transicdo alimentar do desmame precoce e separagdo do cuidado
parental, aumenta ainda a suscetibilidade de erosdes géstricas, ocorréncia de lesdes ulcerativas
profundas, causando disfun¢ao e malformacao da barreira intestinal (GLAVIN, PARE, 1985;
SMITH et al., 2010). Desta forma, é provavel que a mudanca rapida do padrao alimentar associado
com o estresse da separacdo materna promovida pelo desmame precoce possa acarretar alteragcdes
morfoldgicas a longo prazo no intestino e no estomago de ratos, sendo este o foco central deste

estudo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aleitamento Materno

O leite materno € o alimento natural fundamental no desenvolvimento do neonato,
sendo a principal fonte de nutrientes, carboidratos, lipideos e proteinas que acompanha as
necessidades do organismo, (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003; AZARA et al., 2008;
ANDREAS; KAMPMANN; MEHRING LE-DOARE, 2015), tdo completo que também ¢ fonte de
agua, fatores de protecdo contra infecgdes e isento de contaminagdo (BALLARD, 2013,
SILBERSTEIN, 2019). Nele contém fatores bioativos esséncias para o crescimento e
desenvolvimento infantil (BZIKOWSKA-JURA, 2018; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2003; MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Nos primeiros dias pos-parto as glandulas mamarias produzem colostro, um fluido que
antecede o leite (SONG, 2013; BALLARD et al., 2013; ANDREAS; KAMPMANN; MEHRING
LE-DOARE, 2015). Esse liquido de coloracdo branco-amarelada, contém uma quantidade elevada
de lipideos, proteinas, carboidratos, vitaminas e minerais (PENTTILA, 2010; GURGEL, 2018).
Além de componentes anti-inflamatdrios, imunoglobulinas IgA secretdria, lisozima e lactoferrina
que ao entrar em contato com o trato gastrointestinal do neonato, favorece protecdo contra
microrganismos patogenos (BRANDT,; SAMPAIO; MIUKI, 2006; BALLARD et al., 2013;
BERNABUCCI et al., 2013; LEGRAND, 2016).

Aos poucos o colostro adquire caracteristicas finais do leite materno (BALLARD et al.,
2013; ANDREAS; KAMPMANN; MEHRING LE-DOARE, 2015). Na segunda e terceira semana
pos-parto, ¢ introduzido maiores concentragdes de lactose ao colostro, e ao final da sexta semana o
leite humano ¢ considerado maduro, com aproximadamente 4,5 % de lipideos, 1,0% de proteinas,
7,0% de carboidratos, 0,2% de minerais, além de hormoénios, macréfagos, vitaminas, fatores de
crescimento e citocinas (BALLARD et al., 2013; GRIDNEVA et al., 2016; BOQUIEN, 2018). Em
ratos a transi¢cao do colostro para o leite materno continua com alta concentragdo de lipideos, acido
palmitico, linoleico e oleico, e baixa concentragdo de carboidratos, diminuindo niveis de alguns
minerais como cdlcio, zinco, magnésio, além de fornecer fatores de crescimento epidermal (EGF),
horménios como corticosterona, leptina, prolactina e GH (KACSOH, 1992, DVORAK &
KOLDOVSKY, 1994).

De acordo com Organizagdo Mundial de Saude ¢ preconizado que o aleitamento
materno exclusivo para criangas se estenda até os seis meses de vida, antes desse periodo o

organismo do lactente ndo alcancou o desenvolvimento necessdrio para receber alimentos
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semissolidos (WORLD HEALTH ORGANIZATION,2003). Apds o sexto més ocorre o
desenvolvido de reflexos fundamentais para a degluticdo, a erup¢do dos dentes, facilitando a
mastigacdo, o desenvolvimento neuromuscular para a sustentagdo da cabega, assim como o paladar
esta ainda mais desenvolvido (BIRCH, 1997, OLIVEIRA et al., 2017).

Ainda nesse periodo ocorre a maturacdo da fungao gastrointestinal e a absor¢do de
nutrientes atinge um nivel satisfatorio, e por sua vez, ocorre uma adaptacao fisica e fisiologica para
uma alimentacdo variada quanto as consisténcias e texturas. (HENDRICKS & BADRUDDIN,
1992; PIRES et al., 1993;). Portanto, a partir do sexto més de vida da crianca pode-se complementar
ao aleitamento materno, alimentos liquidos e de consisténcia pastosa como sucos, chas, papinhas de
frutas entre outros. E aos poucos a introdu¢do de alimentos sélidos, porém nao se deve abandonar o
aleitamento materno até os dois anos de vida da crianga (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).
Durantes os dois anos de vida, o leite materno permanece rico em nutrientes e continua protegendo
a crianga contra doencas infecciosas (ARDIC, 2018; DUITS, 2010). Calcula-se que em 500ml de
leite materno no segundo ano de vida proporciona 95% das necessidades de vitamina C, 45% das
necessidades de vitamina A, 38% das de proteina e 31% do total de energias (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2003).

O aleitamento materno no tempo recomendado traz inimeros beneficios a saude
(BOQUIEN, 2018; KORVEL-HANQUIST et al, 2017, SHUMETIE et al, 2018). JONES et al.
(2003) relatou que o aleitamento materno poderia evitar 13% das mortes de criancas menores de 5
anos em todo o mundo. Além de diminuir os riscos de diversas doengas, como a diarreia (HORTA,
2013), previne otites (ARDIC, 2018, BITTKER; BELL,2018), diminui riscos de alergias, dermatite
atopica (VAN ODIK et al, 2003; GUNGOR et al, 2019). Reduz o risco de doencgas
cardiovasculares, de hipertensdao (UMER, 2018). Pesquisas revelam que neonatos amamentados
possuiam pressdes sistolicas mais baixas, menores niveis de colesterol total e risco 37% menor de
adquirir diabetes tipo 2. As maes também sdo beneficiadas, a cada ano de amamentagdo ha uma
reducdo de 15% na incidéncia de diabetes tipo 2 (STUEBE et al., 2005; HORTA, 2007, WONG et
al., 2018). Além disso, o aleitamento materno minimiza a intensidade dos episddios de infeccdes
respiratorias nas criangas (LI et al., 2019, ZIVICH et al., 2018).

Em Pelotas (RS) registrou que criancas que ndo foram amamentadas nos trés primeiros
meses de vida apresentavam um risco de 61 vezes maior de serem internadas com pneumonia
comparada a criangas que receberam aleitamento materno exclusivo. E criancas que foram
amamentadas por menos de um meés apresentavam risco de sete vezes maior de serem internadas

por bronquiolite (CESAR et al., 1999; ALBERNAZ et al., 2003).
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2.2 Desmame Precoce

O desmame precoce ¢ a substitui¢do repentina do aleitamento materno pelo alimento
solido. Ja o desmame natural ou espontaneo ¢ a substituicdo gradativa do consumo do leite materno
por alimentos de consisténcias variaveis. Em criangas o desmame espontaneo deve se iniciar apos
os seis meses de vida com a complementagdo de outros alimentos a dieta, e o aleitamento deve ser
mantido até os dois anos, quando ocorre o desmame natural por completo. Em ratos o desmame
espontaneo inicia no 21° dia de vida e cessa completamente no 30° dia de vida. Entretanto, para fins
experimentais em animais mantidos em biotérios o desmame natural ou espontdneo normalmente
ocorre no 21° dia de vida. Embora, a partir do 14° dia de vida o animal consiga sobreviver sem 0s
cuidados parentais da mae e ao serem desmamados nesse periodo ¢ caracterizado por desmame
precoce (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003; MINISTERIO DA SAUDE, 2009;
OLIVERIA et al., 2011).

Modelos experimentais em ratos vem sendo utilizados para investigacdo das
consequéncias que o desmame precoce provoca ao organismo. E utilizado pelo menos trés técnicas
para realizacdo do desmame precoce: a primeira, € realizacdo do desmame por separagdo materna, o
filhote ¢ separado ao 14° dia de vida pos-natal, privando-o tanto do aleitamento materno quanto dos
cuidados parentais (OLIVERIA et al., 2011). A segunda técnica priva o filhote apenas do
aleitamento materno, ao corpo da mae ¢ aplicado bandagens que impede o acesso do filhote ao
mamilo (LIMA et al., 2013). E a terceira técnica € a utilizagdo de farmacos aplicados a mae para
bloquear a producdo de leite, como o uso da bromocriptina. (BONOMO et al., 2008; DE MOURA
et al.,2009; YOUNES-RAPOZO et al., 2012).

Estudos relatam as consequéncias que o desmame precoce traz a diferentes sistemas.
Kikusui et al., (2004) relatou alteragdes comportamentais em ratos desmamados precocemente
submetidos ao teste do labirinto de cruz para avaliar os niveis de ansiedade, os ratos desmamados
apresentavam mais estressados e agressivos. Ito ef al., (2006) analisou um aumento as respostas
autondmicas, como hipertermia e taquicardia induzidas por estresse em ratos submetidos a
desmame precoce. Neuroquimicamente manifesta mielinizagdo precoce da amigdala, redugdo dos
niveis de proteina do fator neutréfico no hipocampo e no cortex pré-frontal, e diminui¢do da
imunorreatividade a bromodeoxiridina no giro denteado (KIKUSUI & MORI, 2009).

O encurtamento do periodo do aleitamento materno acarreta reducao de densidade dssea
em recém-nascidos, associado a menor adipogénese e alteragdes na agdo da vitamina D e no
paratormonio (PTH) (DE ALBUQUERQUE MAIA et al., 2013); reducdo da massa encefalica

absoluta, diminui¢do na sintese de bainha de mielina, afetando os mecanismos de aprendizado e
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memoéria (LIU et al.,, 2000, HUOT et al., 2002; PESSANHA et al., 2015). No sistema
cardiovascular o desmame precoce provoca aumento da frequéncia cardiaca, e aumento das
pressoes sistolicas e diastolicas (KIKUSUI et al., 2005; FRANCO et al., 2013). Além disso, o
desmame precoce promove o aumento das taxas de triglicerideos, LDL-colesterol, obesidade,
resisténcia a lepitina e insulina e hiperleptinemia e hiperfagia (LIMA et al., 2011; OLIVERIA et
al.,2011).

2.3 Estomago

O estdmago ¢ uma dilatagdo do tubo digestdrio, localizado no quadrante superior
esquerdo do abdome, ¢ um 6rgdo infra-diafragmatico e encontra-se entre o eséfago e¢ o intestino
delgado. Tem um papel importante na digestdo mecanica e quimica dos alimentos para posterior
absorcdo dos nutrientes. Dentre as principais funcdes do 6rgdo estdo: realizagdo de movimentos
peristalticos que agitam e decompde o bolo alimentar mecanicamente; a sintese de hormdnios como
a gastrina, grelina, somatostatina e colecistocinina importantes para desencadeamento da digestao e
secrecdo de elementos como acido cloridrico, pepsinogénio, glicoproteina, fator intrinseco e muco.
(BJORKQVIST et al, 2002)

Em ratos Wistar (Rattus norvergicus) o estdmago ¢ um o6rgdo curto em relagdo ao
segmento intestinal, ele tem forma de C, com concavidade cranial (CARVALHO et al, 2011;
BERTASSOLI et al, 2013) Macroscopicamente o estomago ¢ dividido em quatro regides: cardia,
fundo, corpo e pilorica (FIORE, 2013). A céardia ¢ uma banda circular na transi¢do entre o esdfago e
o estobmago. O fundo fica acima do nivel de uma linha horizontal imaginaria que tangencia o 0stio
cardico, tem formato de uma cupula localizado a esquerda e em contato direto com o diafragma. O
corpo € a porcdo central grande e localiza-se abaixo dessa linha horizontal imaginaria. A regido
pilérica, porcdo em forma de funil que termina no piloro, o esfincter que controla a saida do
conteudo estomacal para o intestino delgado. O estomago dos ratos Wistar histologicamente ¢
dividido em duas diferentes regides: a por¢ao aglandular e a por¢ao glandular.(BERTASSOLI et al,
2013) A porcdo aglandular apresenta epitélio estratificado queratinizado também chamada de
por¢do cornea, € a por¢ao glandular possui um epitélio com presenca de glandulas tubulares na
mucosa correspondente a regido do corpo e antro (ALVES, 2009; MILLS, 2011) (Fig. 1A). Essas
porg¢des sao delimitadas internamente por uma prega evidenciada na superficie da mucosa de ambas
as faces do estdmago, que ¢ chamada de “prega limitante”, fazendo a divisdo do estomago

aglandular e estomago glandular (OLIVEIRA, 2000, FIORE, 2013).
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Figura 1: Morfologia do estdmago de ratos Wistar. (A) Organizagdo anatdmica do estdmago de acordo com sua
estrutura histolégica e funcdo: porcio cornea (aglandular), e por¢des do corpo e antro (glandular). As setas indicam o
trajeto do alimento. Fonte: Adaptado de Fiore, 2013. (B) e (C) Fotomigrografia do tecido gastrico de ratos, corado com
Hematoxilina e Eosina. (B) Fotomicrografia do estdmago de rato, evidenciando a mucosa gastrica na por¢ao voltada
para o limen do estdmago, em seguida a submucosa, ¢ Muscular com suas subdivisdes, obliqua, circular e longitudinal
(aumento de 100x). (C) Fotomicrografia da mucosa, mostrando as fossetas gastricas, as glandulas gastricas e a muscular
da mucosa (aumento de 400x) Adaptado de Zonta, 2017.

Na por¢ao glandular encontra-se quatro camadas que compde a parede do estdmago:
mucosa, submucosa, muscular (muscular obliqua, circular e longitudinal) e serosa (Fig. 1B)
(ZONTA, 2017). A mucosa gastrica ¢ revestida por um tecido epitelial cubico simples que sofre
invaginagdes formando as fossetas gastricas ou fovéolas. Nelas desembocam secregdes das
glandulas gastricas ramificadas. Além disso, entre a mucosa e a submucosa possui uma camada
chamada de muscular da mucosa (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013) (Fig. 1C).

As fossetas gastricas sdo revestidas por uma camada de células mucosas da superficie
que produzem muco protetor. O muco possui uma alta concentracdo de bicarbonato de sodio e de
potassio e quando aderido a superficie protege o epitélio contra o contetido acido do suco gastrico.
Além disso, as prostaglandinas auxiliam estimulando a producao de bicarbonatos e assim aumentam
a camada de muco protetor por meio da vasodilatagdo da lamina propria. As glandulas gastricas
apresentam-se de forma diferente na regido do corpo e antro. No corpo sdo caracterizadas por
glandulas tubulares longas, trés a sete glandulas se abrem em pequenas fossetas ou fovéolas,
levando o contetido para a luz do 6rgdo. Cada elemento glandular possue trés regides distintas:
istmo, colo e base com diferentes grupos celulares em cada uma das regides (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2013; ROSS & PAWLINA, 2012). O istmo ¢ segmento curto localizado entre a
fosseta gastrica e a glandula, possui células mucosas em diferenciagdo, células-tronco e células
parietais (oxinticas). As células-tronco se replicam e se diferenciam para formar as células mucosas

da superficie que seguem para cima na regido das fossetas e também se diferenciam e migram em
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dire¢do basal para formagdao das células da glandula. As células parietais secretam ions para
formagdo do 4acido cloridrico (HCL) no limen estomacal que funciona como bacteriostatico,
destruindo as bactérias advindas com o alimento ingerido. Além disso, produzem fator intrinseco,
uma glicoproteina que ¢ fundamental para a absor¢do da vitamina B12 no ileo, como também
TGFa, HB-EGF, anfiregulina e outros fatores de crescimento (SCHUBERT, 2009). O colo das
glandulas gastricas ¢ um segmento longo situado imediatamente abaixo da regido do istmo, contém
células-tronco, células parietais oxinticas, células enteroenddcrinas e células mucosas do colo, as
quais sdo diferentes das células mucosas da superficie. O tipo de mucina secretada nas células
mucosas do colo ¢ diferente da mucina secretada pelas células mucosas da superficie, pois as
células mucosas do colo produzem um muco soluvel e menos alcalino e também possui
propriedades antibidticas. Subsequente ao colo esta a regido da base da glandula, a qual se apresenta
de forma mais curta e mais larga. Nesta regido a glandula normalmente se ramifica e se torna
levemente espiralados proximo a muscular da mucosa. A base das glandulas possui células parietais,
células zimogénicas ou principais e células enteroenddcrinas. As células enteroenddcrinas secretam
hormdnios como gastrina (produzidas pelas células G); e histamina (pelas células enterochromaffin-
like -ECL), potentes estimuladores na produgdo de acido cloridrico pelas células parietais. Também
secretam somatostina (pelas células D), inibidores da liberacdo de outros hormonios, inclusive de
grastrina.; e a ghrelina (pelas células X) que estimula a liberagdo do hormoénio de crescimento. Por
outro lado, as células principais ou zimogénicas liberam secretam o pepsinogénio, uma enzima
inativa, que ao ser ativada entra em contato com o suco gastrico acido e ¢ convertida em pepsina,
uma enzima proteolitica. E finalmente as células principais produzem a lipase, enzima que atua nos
lipideos (CHEN et al., 2006)

As glandulas da regido do antro do estdmago sdo diferentes das glandulas da regido do
corpo. No antro pildrico as glandulas sdo tubulares curtas e ramificadas que se abrem em fossetas
ou fovéolas géstricas muito profundas que ocupam cerca da metade da mucosa. Cada elemento
glandular contém predominantemente células enteroendocrinas (células G) secretoras de gastrina,
alternadas com células mucosas da glandula e células-tronco (WILLET, 2016).

A origem embriologica de todo tecido gastrico se da por diferentes folhetos
embriondrios. O epitélio gastrico que envolve o limen do estdmago ¢ derivado do folheto
embrionario endodérmico, os musculos lisos, as células de defesa e células endoteliais derivam do
mesoderma, € os nervos entéricos do ectoderma. A partir da quarta semana de desenvolvimento o
estbmago primitivo se origina de uma dilatacdo do intestino anterior, ele se alarga
ventrodorsalmente e a medida que aumenta, o estdmago gira 90° no sentido hordrio em seu eixo

longitudinal e assume sua posi¢do final na cavidade abdominal (KHURANA & MILLS, 2010;
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MOORE, 2016; WILLET,2016). Devido essa diversidade de origens embrionarias até que a mucosa
gastrica fique funcionalmente ativa ela passa por intensas modificagdes durante o periodo pré e pos-
natal. Sendo o desenvolvimento da mucosa géstrica controlado por hormoénios, fatores de
crescimento e também pelo comportamento alimentar. Pesquisas mostraram que o desmame
precoce aumenta a proliferagao e diferenciacdo nas células mucosas, considerada como marcadoras
da maturacdo do epitélio gastrico de ratos (OSAKI, 2010). Além disso, com a rdpida transi¢ao
alimentar do desmame precoce e separacao do cuidado parental aumenta a suscetibilidade a erosdes

gastricas, assim como também sao mais susceptiveis a ocorréncia de lesoes ulcerativas profundas

(GLAVIN & PARE, 1985).

2.4 Intestino Delgado

O intestino delgado ¢ por¢ao do tubo digestorio localizado na cavidade abdominal entre
0 estdmago e intestino grosso. E dividido em duodeno, jejuno e ileo, sendo o local onde ocorre a
absorcdo dos nutrientes (TORTORA; DERRICKSON, 2016). O duodeno representa uma
importante porc¢ao do intestino delgado, apresentando partes anatomicas distintas, sendo estas, parte
superior descendente, horizontal e ascendente, formando um “C”, onde o arco duodenal fica ao
redor da cabeca do pancreas. Na parte descendente encontramos uma papila, onde desemboca uma
ampola denominada ampola hepatopancreatica proveniente do ducto colédoco (da vesicula biliar) e
ducto pancreatico principal (do pancreas). O duodeno ¢ vascularizado pelos ramos do tronco celiaco
e artéria mesentérica superior (DRAKE et al., 2015).

Em 2014, Bredo e Odo descreveram a anatomia do sistema digestorio de ratos Wistar e
dividiu o duodeno nas seguintes partes: parte cranial, flexura duodenal cranial, duodeno
descendente, flexura duodenal caudal, duodeno ascendente, flexura duodenojejunal. E érgdo é oco e
formado por musculatura lisa, possuindo quatro camadas: mucosa, submucosa, muscular e serosa.
Parte do duodeno ¢ revestida por uma camada adventicia. Internamente, a parede voltada para o
limen do 6rgdo € pregueada, essas pregas sao chamadas de pregas circulares, além de projegdes
digitiformes, denominadas de vilosidades ou vilos intestinais (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).
O epitélio de revestimento intestinal é composto por varios tipos celulares onde podemos dividi-los
em epitélio de revestimento presente nas vilosidades e epitélio de revestimento das criptas de
Lieberkuhn (GARTNER& HIATT, 2007).

O epitélio que reveste os vilos ¢ um epitélio cilindrico simples, composto em sua
maioria pelos enterdcitos, ou células absortivas, as quais apresentam as microvilosidades, que

ampliam a 4rea de absor¢do dos metabdlitos, e glicocdlix, que impede a autofagia. Tanto os
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microvilos quanto o glicocalix compdem borda em escova. As células absortivas possuem ntcleos
alongados, localizados na sua por¢do basal. Entre as mesmas, encontramos as células caliciformes
que possuem granulos de mucina em seu citoplasma, que na forma hidratada se torna o
mucinogénio, sendo um muco protetor da mucosa intestinal. Além de enterdcitos e células
caliciformes, podemos encontrar no epitélio das vilosidades, células com nucleos esféricos e
escuros, os linfocitos (ROSS & PAWLINA, 2012; JUNQUEIRA& CARNEIRO, 2013).

Os vilos seguem acompanhados por glandulas adjacentes, em sua maioria retas € com
base dilatada, chamadas criptas de Lieberkuhn, estas, por sua vez, sdo responsaveis pela secrecao de
muco e proliferagao celular. Sio compostas por enterocitos, células caliciformes, célula de Paneth e
células regenerativas (ROSS & PAWLINA, 2012). As células de Paneth se localizam na base das
criptas e sdo participantes na imunidade inata através de mecanismos, como a secre¢do de agentes
antimicrobianos e transporte de imunoglobulinas como a IgA e IgG (LEVINE & HAGGITT, 1989;
WERSHIL & FURUTA, 2008). J& as células regenerativas, sdo células-tronco que ddo origem as
demais células intestinais (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

A mucosa intestinal possui uma lamina propria, formada por tecido conjuntivo frouxo,
onde ha glandulas mucosas, células-tronco em diferenciacdo e capilares sanguineos fenestrados,
onde para cada vilo, ha um capilar linfatico central, com fundo cego, sendo o local de entrada para
os nutrientes absorvidos. A linfa ¢ impulsionada do capilar linfatico para uma rede linfatica na
submucosa, através de células musculares lisas da muscular da mucosa, que se trata de uma camada
que separa mucosa de submucosa. Essas células penetram nas vilosidades acompanhando o capilar
linfatico. Ainda na lamina prépria, pode-se encontrar células de defesa as quais podem formar
noddulos linfaticos. (CORMACK, 2003; GARTNER & HIATT, 2007; ROSS & PAWLINA, 2012).

A submucosa duodenal, ¢ uma camada delgada e composta por tecido conjuntivo
fibroelastico, apresentando um plexo submucoso (ou de Meissner). Nela encontramos as glandulas
duodenais, também chamadas de glandulas de Briinner. Essas glandulas sao tubulares ramificadas
mucosas € ultrapassam a muscular da mucosa e a lamina propria, por fim seus ductos se abrem na
base das criptas ou entre os vilos (GARTNER & HIATT, 2007). Produzem um muco alcalino (pH =
8,0-9,5), que possui por fun¢do neutralizar o quimo 4acido que chega ao duodeno. O PH alto,
também mantém as condi¢des favordveis para o funcionamento das enzimas do suco pancreatico
(KRAUSE, 2000). As glandulas duodenais também sao responsaveis pela producao da urogastrona,
chamada de fator de crescimento epidérmico humano, atuante na inibicdo da liberagdo de acido
cloridrico pelo estomago (ROSS & PAWLINA, 2012). Esse fator de crescimento, também pode
induzir a formacdo de estruturas similares a capilares fenestrados na matriz de fibrina, o que pode

promover uma neovascularizagdo local (HODDE, et al 1996).
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Sobre camada muscular do intestino delgado, observamos que ¢ constituida por duas
subcamadas de musculatura lisa, as quais denominamos: camada circular interna e longitudinal
externa. Também ¢ constituida por um o plexo nervoso mioentérico (plexo de Auerbach), localizado
entre as subcamadas e responsavel pelos movimentos peristalticos (CORMACK, 2003).

Quanto ao desenvolvimento embrionario do intestino delgado, inicialmente ¢ originado
um intestino primitivo, quando as pregas cefélica, caudal e laterais envolvem a regido dorsal do
saco vitelinico ao corpo do embrido. A camada responsavel pela origem de maior parte do epitélio e
glandulas do trato digestivo ¢ a endoderma do intestino primitivo. Dessa maneira, com finalidade de
descricdo, o intestino primitivo ¢ dividido em anterior, médio e posterior, ¢ sua diferenciacao se da
pelos genes homeobox, localizados no endoderma e mesoderma circundante. Falando
especificamente do desenvolvimento embriondrio do duodeno, o0 mesmo possui como origem a
por¢ao caudal do intestino anterior, por¢ao cefalica do intestino médio ¢ do mesénquima
esplancnico em associacdo aos endodermas dessas regides. Essas regides se desenvolvem e
originam uma alga projetada ventralmente em forma de “C”, em seguida a luz duodenal se estreita e
pode se apresentar temporariamente obliterada por células epiteliais (MOORE & PERSAUD,
2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos tardios do desmame precoce na histomorfometria do estdmago e

intestinos de ratos Wistar.

3.2 Objetivos Especificos

° Mensurar a area das camadas mucosa, submucosa e muscular do estdmago;
. Analisar a drea das fossetas, glandulas e muscular da mucosa gastrica;
° Determinar a espessura das vilosidades intestinais, das criptas, da submucosa e¢ da

espessura total da parede do duodeno no intestino delgado;
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4 METODOS

4.1 Aspectos Eticos

Esta pesquisa foi submetida e aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA da
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE com numero de processo: 23076.015456/2017-42
(Anexo A).

4.2 Animais

Foram utilizadas 12 ratas da espécie Rattus novergacius albinus da linhagem Wistar
com 90 dias de idade e peso corpoéreo entre 200 a 250g. Esses animais foram provenientes do
Biotério de Criagdo do Departamento de Nutricdo- Universidade Federal de Pernambuco.

As fémeas foram acasaladas com ratos adultos, na propor¢ao de duas fémeas para um
macho. Para diagnosticar a prenhez foi realizado o esfregaco vaginal na manha seguinte do
acasalamento, associada a observagdo da presenca de espermatozoide agregado ao ganho de peso
corporeo da fémea (DAMASCENO et al.; 2002). As ratas prenhas foram isoladas e mantidas no
Biotério de experimentacdo dentro de gaiolas individuais de polipropileno, armazenadas em salas
sob condi¢des padronizadas de laboratorio luminosidade de 60 luz e ciclo circadiano de 12 horas
em periodo claro e 12 horas em periodo escuro, temperatura (22°C £1°C), umidade relativa do ar
(45% £5%) e sistema de exaustdo com renovacdo de ar. No periodo da gestacdo e lactacdo as ratas
foram alimentadas com éagua e ragdo padrao do biotério (Labina, Presence®, ad libitum). Um dia
apos o nascimento, todos os filhotes nascidos no mesmo dia foram randomizados e separados em

ninhadas de 8 filhotes por mae.

4.3 Grupos Experimentais

Os grupos experimentais foram delineados de acordo com o dia do desmame. Onde os
animais do Grupo Desmame, 15 GD (n=8 filhotes) foram separados da mae no 15° dia de vida pos-
natal, sendo assim desmamados precocemente. A partir desse dia foi substituido o aleitamento
materno para alimentacdo padrdo de biotério. J4 os animais do Grupo Controle, 30 GC (n=8
filhotes) foram separados da mae no periodo normal do desmame, no 30° dia de vida pds-natal. E
em seguida passaram a receber a alimentagdo padrdo de biotério. Apos o periodo experimental os

animais foram isolados e mantidos em gaiolas individuais até o 100° dia de vida pos-natal.
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4.4 Eutanasia

Ao final do experimento, tanto os animais do Grupo Controle quanto do Grupo
Desmame foram deixados em jejum por 24 horas antes de serem eutanasiados. Foram submetidos a
anestesia dissociativa a base de cloridrato de Cetamina (C) e xilazina (X) na dose de 60-95mg/Kg
(C) + 5-10 mg/Kg (X) IP para anestesia cirurgica. Em seguida foi realizada a abertura da cavidade
toracica por meio de uma incisdo longitudinal no térax, permitindo o acesso ao ventriculo esquerdo
do coracao e introdugdo da canula de perfusdao. Por meio da canula foi infundido 150mL de solucao
salina (NaCl) numa concentracdo de 0.9%. Com esse volume de solu¢do entrando nos vasos o
sangue do animal era gradativamente removido, prevenindo formagdes de coagulos e facilitando a
penetracdo do fixador aos tecidos. Em seguida foi feita a preparagdo para infusdo da solucdo
fixadora com 4% de paraformaldeido em 4% de borax, pH7,4, em 4°C. Apo6s a infusdo foi feita uma
incisdo longitudinal no ventre do animal para abertura na cavidade abdominal e coleta do estdmago
e do intestino delgado. Visto que os animais permaneceram em jejum 24 horas antes do sacrificio os
6rgdos ndo se encontravam com restos alimentares. Os 6rgaos foram fixados em formol tamponado

a 10% por 24 horas seguindo o protocolo de Silva et al. (2016).

4.5 Histologia

Os orgdos coletado passaram pelo processamento histologico. No estomago foi retirado
o fragmento inicial da regido da antropilorica, no intestino delgado, o fragmento do duodeno.
Posteriormente, os fragmentos foram desidratados em solugdes de 4lcool etilico com concentragdes
crescentes de 70, 80, 90 e 100%, diafanizados pelo xilol, impregnados pela parafina liquida em
estufa regulada a temperatura de 59 °C e incluidos em parafina histologica purificada (PF 56-58°C).
Em seguida, os blocos foram cortados em microtomo, ajustado para 5 micrometros (um). Os cortes
obtidos foram colocados em ldminas previamente untadas com albumina de MAYER, e mantidos
em estufa regulada a temperatura de 37 °C durante 24 horas, para secagem e colagem, e em seguida
as laminas histoldgicas foram coradas por Hematoxilina e Eosina de acordo com o protocolo de

Behmer et al., 2003.
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4.6 Analise Histomorfométrica

As laminas histologicas foram analisadas em Microscopio de Luz e os cortes,
fotomicrografados por meio de uma camera de captura digital (Moticam 2300) de 3,0 megapixels,
acoplada a um Microscéopio Bioldgico Trinocular (Nikon 50E) e computador com software de
imagem, o Motic Images Plus Versdo 2.0. Foram capturadas imagens de cortes histologicos do
estomago no aumento de 100x e 400x, do intestino delgado no aumento de 40x. As imagens
capturadas pelo software, seguiram o mesmo padrao de resolucao e foram salvas em formato JPEG.
Para a analise quantitativa a partir das imagens capturadas foi utilizado o software ImageJ versao

1.43.

4.6.1 Analise do Estomago (porcdo antropildrica)

Para analise das areas das camadas do estdmago da regido antropilorica do 6rgao foram
retiradas 20 fotomicrografias aleatorias de cada lamina no aumento de 100x. Essas fotos tinham
uma escala padrdo associada ao programa Image] onde a Distance in Pixels foi de 625, Know
Distance de 0.6, Pixel Aspect Ratio 1.0 e a unidade de medida em micrometros quadrado (um?). A
area da camada mucosa foi demarcada desde sua porgao apical até o inicio da submucosa. A area da
submucosa demonstrava-se menor que vai desde a por¢do basal da mucosa até a porgao apical da
muscular do estomago (Fig. 2A).

Na mucosa gastrica foi avaliado separadamente suas por¢des: area das fossetas
gastricas, das glandulas gastricas e da muscular da mucosa. Foram capturadas 20 fotomicrografias
aleatorias de cada lamina no aumento de 400x (Fig. 2B). Para estas fotos no programa ImageJ foi
utilizada a escala de Distance in Pixels foi de 403, Know Distance de 150, Pixel Aspect Ratio de
1.0. Os dados resultados das anéalises foram passados para uma planilha no Excel para posterior

analise estatistica.
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Figura 2: Analise histomorfométrica do estdmago ¢ intestino delgado de ratos Wistar. (A) Demarcacdo das areas das
camadas mucosa, submucosa e muscular do estomago. Aumento 100x. (B) Demarcagéo da area das porgdes da mucosa,
fossetas gastricas, glandulas gastricas ¢ muscular da mucosa. Aumento 400x. (C) Fotomicrografia do intestino delgado
de rato Wistar na por¢do do duodeno. Demarcagdo da espessura das vilosidades, profundidade das criptas, espessura da
submucosa ¢ espessura total da parede do duodeno. Aumento 40x. As amostras foram coradas com H&E.

4.6.2 Andlise do Intestino Delgado

No intestino delgado a por¢ao investigada foi o duodeno. Foram analisadas a altura da
vilosidade, comprimento da cripta, espessura da submucosa e espessura total presentes nos 20
campos fotografados. As vilosidades foram medidas desde o seu 4pice até a sua base na jun¢do com
as glandulas intestinais. A medida da profundidade das criptas/glandulas intestinais foi feita desde
sua abertura no limen, na jun¢do com as vilosidades, até a sua base. Para a submucosa foi feito um
segmento linear desde a muscular da mucosa até a camada muscular do 6rgdo. Também foi avaliada
a espessura total da parede do 6rgdo desde a serosa até a por¢ao apical da vilosidade (Fig. 2C). Para
cada camada foi realizada uma repeti¢ao de 20 segmentos lineares em locais diferentes da camada.
As fotos do 6rgao foram capturadas no aumento de 40x e no programa ImageJ foi utilizado a escala
de Distance in pixels de 678, Know distance de 600 e pixel aspect ratio de 1.0 usando como unidade

medida micrometros (um).

4.7 Analise Estatistica

Para comparagdo entre os dois grupos, foi aplicado o teste ¢ ou teste de Mann Whiteny
para distribuigdo paramétrica e ndo-paramétrica. A andlise de dados foi realizada com o programa
estatistico SPSS (Statical Package for Social Sciences), versao 15.0. Foi adotado o p < 0,05 como

nivel de significancia.
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A anélise das camadas do estdmago revelou que o desmame precoce promove uma

proliferagdo celular na mucosa gastrica aumentando sua area em relacdo ao grupo controle (GC:
1,0016pum? + 0,31840; GD 1,1311um? + 0,29039, p = 0,005). Também ocorreu uma diminui¢ao na
area da submucosa (GC: 0,0854um? £+ 0,07160; GD: 0,0694um? £+ 0,01848, p = 0,001) e diminui¢ao
na area da camada muscular longitudinal (GC: 0,0709um? + 0,04109; GD: 0,0487um? + 0,01537, p

=0,001) no grupo desmame comparado ao grupo controle (Tabela 1).

Variaveis Grupos
Grupo Controle (GC) Grupo Desmame (GD)
(Média + Desvio Padrao) (Média + Desvio Padrao)

Estdbmago
(Porcao
antropilérica)

Intestino
delgado
(Duodeno)

Area da mucosa (pm?)

Area da submucosa (pm?)

Area da muscular/ Obliqua + circular (pm?)
Area da muscular/Longitudinal (pm2)

Area das fossetas (pm?)

Area das glandulas (pm?)

Area da muscular da mucosa (pm?)

Profundidade das criptas/glandulas (pm)
Altura das vilosidades (pm)
Espessura da submucosa (pum)

Espessura da parede total (pum)

1,0016 + 0,31840 °
0,0854 + 0,07160 *
0,2928 + 0,15035
0,0709 + 0,04109 °
58811,8277 + 15094,96544
192570,6380 + 96362,22487
20528,0172 + 21915,77200 *

140,2140 + 24,73109 *
573,4369 + 77,47704
31,1394 + 8,57964
893,0581 + 113,19287

1,1311 + 0,29039 °
0,0694 + 0,01848
0,2782 + 0,07480
0,0487 + 0,01537
58033,0540 + 16950,10879
219374,2661 + 64394,49016 °
20358,3479 + 5122,81002 *

113,7702 + 30,49400 ¢
589,5836 +110,83457
31,5865 +17,53470
905,3934 +187,70068

Tabela 1. Histomorfometria da por¢ao antropilodrica do estomago e do duodeno de ratos Wistar. Valores representados
por * correspondem a nivel significancia semelhantes (p<0,001). Valores representados por ° correspondem a nivel de
significancia de (p< 0,005). Comparagdes realizadas entre o grupo controle (GC) e grupo desmame (GD).

As analises das porg¢des ou camadas da mucosa gastrica demonstraram um aumento na
area das glandulas no grupo desmame (Figura 3A e 3B) (GC: 192570,6380um? + 96362,22487,
GD: 219374,2661um? + 64394,49016, p = 0,001), porém na camada muscular da mucosa ocorreu

uma diminui¢do da drea no grupo desmame comparado ao grupo controle (GC: 20528,0172um? +

21915,77200; GD: 20358,3479um? + 5122,81002 p = 0,001) observado na Tabela 1.
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5.2 Intestino Delgado

No intestino delgado constatou-se que ocorreu uma diminui¢do na espessura das criptas
ou glandulas intestinais no grupo desmame quando comparado ao grupo controle como
demonstrado na Tabela 1 e na Figura 3C e 3D (GC: 140,214 pum =+ 24,73109; GD: 113,7702um =+
30,49400, p = 0,001).

L S AR , AP ,":- 'Is\;\“\.‘ ¥ v
Figura 3. Diferenca morfoldgica do estomago e duodeno entre os grupos estudados. (A) Estomago GC, (B) Estomago
GD, (C) Duodeno GC e (D) Duodeno GD. Estruturas indicadas por asterisco (*) é a camada muscular longitudinal, seta
dupla (J) ¢ glandula gastrica e linha ( | ) € a fosseta géstrica intestinal. As amostras foram coradas com H&E (Aumento
de 100X)
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6 DISCUSSAO

Durante a substituicdo do aleitamento materno para o desmame precoce, a mudanga no
padrdo alimentar e comportamental provocam alteragcdes nos processos metabolicos que afetam na
maturacao do trato gastrointestinal (SMITH et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011). Verificamos que
o desmame precoce proporcionou mudangas na mucosa gastrica e intestinal em ratos wistar na vida
adulta. No estdbmago o desmame precoce aumentou a drea da mucosa gastrica, mais especificamente
esse aumento ocorreu na area das glandulas gastricas, entretanto houve uma diminuicdo na area da
submucosa ¢ na muscular da mucosa. J& no duodeno, o desmame precoce promoveu uma
diminui¢do na profundidade das criptas intestinais.

O aumento da area da mucosa no estdmago, pode ser explicado pelos estudos anteriores
que correlacionaram o papel dos fatores de crescimento, de enzimas ¢ de hormdnios que atuam com
o desenvolvimento da mucosa géstrica (LIN, 2001; OSAKI, 2010; BITTAR, 2016). No estudo
realizado por Lin e colaboradores (2001) eles observaram que a atividade da enzima ornitina
descarboxilase (ODC) teve um amento expressivo em ratos desmamados precocemente € que esta
enzima (ODC) atuava como marcador inicial para o crescimento da mucosa gastrica. Outro fator
relacionado com aumento da area da mucosa gastrica ¢ que o hormdnio Grelina secretado no
estobmago atua como uma molécula proliferativa no tecido géstrico e ¢ estimulado pelo desmame
precoce conforme Bittar e colaboradores (2016). Também Osaki e colaboradores (2010) avaliaram o
papel do TGFa (Fator de Crescimento Transformante) secretado no estdbmago, e concluiram que
ratos desmamados precocemente obtiveram um aumento nas células mucosas do colo, e um
aumento nos niveis de mRNA de mucina 6, responsavel por secretar muco para prote¢do da
superficie mucosa. Esses estudos acima citados corroboram com achados do presente estudo, onde
o desmame precoce promoveu o aumento na area da mucosa, consequentemente levando a um
aumento na producao e liberacdo de muco para protecdo da mucosa.

O aumento que encontramos especificamente na area das glandulas géstricas em ratos
desmamados tem relacdo com estudos que evidenciaram que a separacdo materna € a privagao do
aleitamento materno atuam aumentando a proliferacdo de células parietais e zimogénicas (JACOBS,
1984; OGIAS, 2018). Esses tipos celulares mencionados anteriormente estdo distribuidos pela
glandula gastrica e estdo relacionados com secrecdo de acido cloridrico no limen do estomago e
secrecdo da enzima inativa pepsinogénio, que ao ser secretada no meio acido ¢ convertida na
enzima proteolitica pepsina, essencial para a digestdio (HUH, 2010; JACOBS, 1984). As
pertubacdes nesses grupos celulares da glandula géstrica pode alterar as fun¢des da mucosa de

forma permanente (OGIAS, 2018), podendo levar a patologias gastricas como ulceras gastricas
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(GLAVIN, 1985). Zulian e colaboradores (2017) também pesquisaram os efeitos do desmame
precoce na mucosa gastrica e concluiram que a atividade da corticosterona em ratos desmamados
foi alterada, resultando na proliferacdo e diferenciacdo das células secretoras géstricas acordando
também com os achados deste estudo.

Ja em respeito as camadas musculares, as camadas obliqua, circular e longitudinal
unidas formam a espessa camada muscular que envolve o estdbmago, com a fun¢do de induzir a
mistura mecanica auxiliando na quebra dos alimentos (CLEBIS et al., 2013; CHAUDHRY, 2019).
Observamos diferencas entre os grupos estudados apenas na camada longitudinal, onde o desmame
precoce provocou uma reducdo na area desta camada. A contracdo muscular do estomago ¢
desencadeada por uma onda de despolarizagdo lenta gerada por um conjunto de células intersticiais
(CCI) que tem localizagdo intramuscular e que s3o menos frequentes na camada longitudinal do
antro (COUSINS et al., 2003; HIRST, 2006). Dessa forma, com diminui¢ao na area da camada
longitudinal provocaria uma reducdo nas contracdes musculares dessa camada. Entretanto, vale
salientar que naturalmente a camada longitudinal externa ¢ a mais delgada entre elas (CLEBIS et
al., 2013). A maior parte da contracdo muscular do estdmago ¢ realizada nas camadas obliquas e
primordialmente pela camada muscular circular (HIRST, 2006; DOMAE, 2008). Portanto, o
organismo pode sofrer adaptagdes para suprir a reducdo da agdo muscular longitudinal, utilizando
mais intensamente a acao das outras camadas musculares.

Concernente ao duodeno, observamos que um dos impactos a longo prazo causado pelo
desmame precoce foi a redu¢do da profundidade das criptas no intestino delgado. As criptas
intestinais sdo essenciais para a auto-renovagdo do intestino, pois abrigam um conjunto de células-
tronco que se diferenciam em demais células da mucosa que podem se adaptar a alteracdes nas
condi¢des ambientais (TUCCI, 2001; BRUENS, 2017). Estudos anteriores observaram que o
desmame precoce pode alterar a morfologia intestinal dependendo da fase temporal (ARAUJO et
al., 2006; OETTING et al., 2006; CRISPEL, 2019). Em relagdo aos efeitos imediatos pds-desmame
verificaram um aumento a profundidade e proliferacdo celular da cripta intestinal nos animais
desmamados precocemente, diferente do resultado que encontramos (TUCCI, 2001; MORES et al.,
2001; ARAUJO et al., 2006; OETTING et al., 2006). MORES et al., (2001) e ARAUJO et al.,
(2006) ao estudarem a relagdo cripta/vilosidade em suinos, notaram que apdés 14 e 28 dias do
desmame, ocorreu uma atrofia das vilosidades e uma hipertrofia das criptas, e relataram que esse
efeito ¢ muito mais forte no primeiro dia apds o desmame. A redu¢do na altura das vilosidades ¢
causada pela perda de células epiteliais por consequéncia do inicio da alimentagdo sélida, do baixo
consumo de racdo, e da fixacdo de bactérias aos enterocitos. E o aumento da profundidade da cripta

intestinal ¢ uma resposta para garantir a renovacao celular das células epiteliais da regido apical das
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vilosidades (OETTING et al., 2006, TUCCI, 2001). Consequentemente, a diminui¢ao da altura da
vilosidade reduz a digestdo e absor¢do de nutrientes, resultando de imediato em desnutri¢do para o
organismo. Oliveira et al (2011) relatou que um dia apés o desmame precoce o peso corporal dos
animais diminuiram, diminuindo assim a absor¢ao de nutrientes. Além disso, a diminuicao da
relagdo cripta/vilosidade também foi observada em criancas desnutridas com diarreia persistente,
PIRES et al., (1993), encontraram uma diminui¢do da altura dos enterdcitos, do seu nucleo e da
borda em escova diretamente proporcional ao grau de desnutri¢do e aumento da cripta.

Contudo, o presente estudo analisou os efeitos tardios desencadeados pelo desmame
precoce, ou seja, na vida adulta do animal. E nossos achados foram coerentes aos resultados de
Crispel et al., 2019, eles também relataram que os efeitos a longo prazo do desmame precoce
resultava em criptas intestinais menos profundas (menores). Assim, a diminui¢do da espessura das
criptas/glandulas intestinais no grupo desmame na vida adulta estd relacionada com o fato do
epitélio intestinal ser o tecido de mais rapida auto-renovagdo em mamiferos adultos. Barker et al.,
(2007); observou que ao marcar as células-tronco com o receptor LGRS, relatou que as células
colunares na base das criptas intestinais geraram todas as linhagens epiteliais. Além disso,
confirmou que a auto-renovagao celular se d4 a longo prazo, e ao continuar os experimentos com
células-tronco marcadas com LGR5 ™), observou que durante 14 meses as células da base da cripta
continuaram a gerar todas as linhagens epiteliais (BARKER, 2008). Uma vez que, a auto-renovagao
celular no intestino delgado ¢ rapida, o organismo dos ratos desmamados precocemente sofre uma
adaptacdo na vida adulta desenvolvendo uma resposta a0 mecanismo compensatorio. Assim sendo,
a diminui¢do da cripta estd relacionada com o aumento da vilosidade, aumentando assim a absor¢ao

de nutrientes e menores perdas energéticas com turnover celular (OETTING et al., 2006).



34

7 CONCLUSOES

Essa pesquisa demonstrou que o desmame precoce promove alteragcdes nas camadas do
estdbmago, as quais tornam o animal suscetivel as patologias gastricas como gastrites e ulceras,
devido ao aumento das camadas produtoras de componentes do suco gastrico. Vale salientar que tais
alteragdes foram encontradas muito tempo apds o desmame precoce, prevalecendo na vida adulta.
Entretanto, pouco se sabe sobre a relagdo do desmame precoce com doengas do trato gastrintestinal
em humanos na vida adulta. Este estudo de base levanta um novo questionamento, propondo novas
pesquisas para confirmar tal relacao. Por outro lado os achados de reducdao na profundidade das
criptas apontando um aumento da relacdo cripta/vilosidade no duodeno na vida adulta podem
indicar uma adaptagdo compensatdria no sentido de ter um melhor aproveitamento dos nutrientes
com menores perdas energéticas. Essas adaptacdes podem resultar em longo prazo em maior
tendéncia a hipernutricdo, sendo um dos fatores responsaveis pelo aumento da incidéncia da

obesidade na populagao.
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