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RESUMO

Objetivo: o objetivo desse trabalho foi de identificar se 0 desmame precoce é capaz de ocasionar
alteracdes morfologicas no tecido gastrico de ratos wistar. Método: Foram dividimos os filhotes
de ratos em dois grupos, Grupo Desmame (n=6) e Grupo Controle (n=6). O Grupo Desmame foi
desmamado no 15°dia de vida por separacdo materna, enquanto o Grupo Controle permaneceu
com suas maes amamentando. Com 90 dias, os grupos foram submetidos a eutanésia e em seguida
a retirada do estdmago para o processamento histologico. As laminas foram fotomicrografadas e
analisadas. Resultado: Os dados mostraram que o0 desmame precoce aumenta a area da mucosa,
aumentando assim a area das glandulas e da muscular da mucosa, com isso aumenta também a
acidez estomacal. Também observamos que o desmame diminuiu a area da muscular longitudinal
e submucosa, fazendo com que o organismo sofra adaptacdes para o funcionamento. Mostrando
assim os riscos que o desmame precoce pode ocasionar a saude.

Palavras chaves: Estomago, Desmame precoce, Aleitamento, Histologia, Ratos.

ABSTRACT

Objective: the objective of this study was to identify whether early weaning is capable of causing
morphological changes in the gastric tissue of wistar rats. Method: We divided the puppies of rats
into two groups, Weaning Group (n = 6) and Control Group (n = 6). The Weaning Group was
weaned on the 15th day of life by maternal separation, while the Control Group remained with
their mothers breastfeeding. After 90 days, the groups were euthanized and then removed from
the stomach for histological processing. The slides were photomicrographed and analyzed.
Result: The data showed that early weaning increases the area of the mucosa, thus increasing the
area of the glands and the muscle of the mucosa, thereby increasing stomach acidity. We also
observed that weaning reduced the area of the longitudinal and submucosa muscle, causing the
body to undergo adaptations for its functioning. Thus showing the risks that early weaning can
cause health.

Key words: Stomach, Early weaning, Lactation, Histology, Rats.
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1 INTRODUGCAO

O desmame precoce € a substituicdo repentina do aleitamento materno pelo alimento
solido. J& o desmame natural é a substituicdo gradativa entre esses. O aleitamento materno é
responsavel pela nutricdo do filhote apos o nascimento. Indiscutivelmente é considerado alimento
completo, pois € a principal fonte de nutrientes, carboidratos, lipideos e proteinas que acompanha
as necessidades do organismo durante o desenvolvimento, (Azara, Maia et al., 2008) tdo completo
que também ¢é fonte de agua, e fatores de protecdo contra infecgdes, estando isento de
contaminacdo (Ministério da Saude, 2002). Além disso, € durante a lactagdo que ocorre 0
desenvolvimento neurocomportamental onde ha uma forte interacdo mae-filho nesse processo
(Liu et al.,2000). Sendo o periodo da amamentacdo considerado um periodo critico no
desenvolvimento do organismo (Plaut e Davis, 1972).

Por isso 0 desmame precoce é considerado um problema de satde publica, pois esta incluso
em um dos precursores no aumento da taxa de mortalidade e morbidade neonatal e infantil
(Ministério da Saude, 2009). Pesquisas apontam que se o aleitamento materno fosse aplicado em
escala global, estima-se que a cada ano diminuiria cerca de 823.000 mortes em criangas menores
de 5 anos de idade (Victora, 2016).

As criancas que sdo desmamadas precocemente podem correr o risco de adquirir diversas
doencas, como infeccBes respiratorias, alteracdes cardiovasculares, ma desenvolvimento neuronal,
diarreias recorrentes, obesidade/sobrepeso (Horta, 2013; Wong, 2018; Kikusui, Kiyokawa et al.,
2007; Horta 2015).

Diante essas caracteristicas a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), aconselha o
aleitamento materno exclusivo até os seis meses de vida, apds esse periodo recomenda o
aleitamento materno associado a outros componentes alimentares até no minimo dois anos de
idade (World Health Organization, 2003).

Embora a populacédo tenha o conhecimento basico acerca dos beneficios do leite materno
para o filho, ainda encontram-se resistentes ao aleitamento. Observa-se que uma parcela de
mulheres ndo seguem essas orientacbes por motivos distintos, sejam psicossociais ou
sociodemograficos. Algumas mulheres trabalham para ajudar ou sustentar a renda da casa, e
precisam retornar ao emprego. Porém, de acordo com o Ministério do Trabalho a licenca
maternidade concedida a empresas privadas séo de apenas 120 dias, fazendo com que a mée volte
ao trabalho no 4° més, dificultando o aleitamento materno exclusivo nos outros dois meses
(Azevedo, 2010).
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Além disso, estudos apontam outros motivos para o abandono do aleitamento como
depressdo pos-parto, niveis baixos de educacdo materna, falta de apoio e assisténcia por parte de
familiares nos cuidados infantis e insuficiente orientacdo acerca da amamentacdo no po6s-parto
(Machado, 2014).

Desta feita, observa-se a necessidade na ampliacdo da conscientizacdo do aleitamento
materno e ampliacdo do conhecimento em relacdo aos riscos que o desmame precoce pode
ocasionar. Alguns riscos ainda sdo desconhecidos, ndo se sabe ao certo quais efeitos que o
desmame precoce pode ocasionar em diferentes Sistemas na vida adulta. Como por exemplo, no
Sistema Digestorio, sobre quais as modificacfes e alteracdes que desmame precoce poderia
acarretar no estbmago, um dos principais 6rgaos da digestao.

Para investigagdo de pesquisas como essas, faz-se a importancia da utilizagdo de ratos
wistar como modelos experimentais devido a semelhanca entre a fisiologia humana. Nos roedores
0 processo de transicdo até o desmame inicia-se apds a segunda semana de vida, onde a partir do
14° dia de vida da se o consumo de alimentos sélidos, porém o aleitamento ainda é a preferéncia
alimentar dos ratos até a terceira semana de vida. No final da terceira semana de vida o desmame
espontaneo acontece e o consumo de leite cessa por volta do 30° dia de vida (Hahn e Koldovsky,
1966; Krecek e Kreckova, 1957; Henning, 1981).

Quanto a morfologia, o estdmago de ratos Wistar (Rattus naverguicus) é uma dilatacdo do
tubo digestorio, localizado na porc¢do esquerda da cavidade abdominal entre o esdfago e intestino,
encontra-se caudal ao figado, em forma de C. Histologicamente o estbmago esta estruturado em
duas regides: cornea, antropilorica. Na porcdo cornea que é continua ao es6fago apresenta epitélio
estratificado e queratinizado, na porcdo antropilorica possui um epitélio com presenca de
glandulas tubulares na mucosa (Bertassoliet al.2013; Lee et al, 1982). Essas por¢des sdo
delimitadas internamente por uma prega evidenciada na superficie da mucosa de ambas as faces
do estdbmago, que é chamada de “prega limitante”, fazendo a divisao do estomago aglandular e
estbmago glandular (Oliveira, 2000). Na porcdo glandular encontramos quatro camadas que
compde a parede do estbmago: Mucosa, Submucosa, Muscular (Muscular obliqua, muscular
circular e muscular longitudinal) e Serosa. A Mucosa Gastrica é revestida por um tecido epitelial
cubico simples que sofre invaginagBes formando as fossetas gastricas. Nelas desembocam
secrecBes das glandulas géastricas ramificadas. Além disso, entre a mucosa e a submucosa
encontramos uma camada da muscular da mucosa (Junqueira, Carneiro, 2008).

O desenvolvimento dessa mucosa gastrica € controlado por horménios, fatores de

crescimento e também pelo comportamento alimentar. Pesquisas mostraram que o desmame
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precoce aumenta a proliferacdo e diferenciacdo nas células mucosas, considerada como
marcadoras da maturacdo do epitélio gastrico de ratos (Ozaki, 2010). Além disso, com a rapida
transicdo alimentar do desmame precoce e separacdo do cuidado parental aumenta a
suscetibilidade a erosdes gastricas, assim como também sdo mais susceptiveis a ocorréncia de
lesGes ulcerativas profundas (Ackerman, 1978; Glavin, Pare, 1985). Mas gostariamos de
investigar se a mucosa gastrica é alterada em ratos que foram desmamados precocemente e se
essas alteragOes podem ou ndo persistir na vida adulta, trazendo assim modificagbes nas fungdes
géstricas dos individuos. Nosso objetivo foi identificar se 0 desmame precoce é capa de ocasionar
alteracdes morfoldgicas no tecido gastrico de ratos wistar.

Acreditamos que nossa pesquisa possa auxiliar na ampliacdo do conhecimento cientifico
sobre os efeitos do desmame precoce favorecendo uma maior fonte bibliogréafica para estudos
futuros. Além do mais poderd fornecer mais dados para a conscientizacdo da importancia do

aleitamento materno para sociedade.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 ANIMAIS

Este trabalho foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais —
CEUA da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE com ndmero de processo:
23076.015456/2017-42

Foram utilizadas 12 ratas da espécie Rattus novergacius albinus da linhagem Wistar com
90 dias de idade com peso entre 280 e 300g que foram obtidos do biotério do Departamento de
Nutri¢do- Universidade Federal de Pernambuco.

As ratas permaneceram mantidas no Biotério de experimentacdo dentro de gaiolas de
polipropileno (com dimensdes de 40cmx50cmx20cm) armazenadas em salas sob condigdes
padronizadas de laboratorio luminosidade de 60 lux e ciclo circadiano de 12 horas em periodo
claro e 12 horas em periodo escuro), temperatura (22°C £2°C), umidade relativa do ar (45% +5%),
sistema de exaustdo com renovagdo de ar. Durante 15 dias para adaptagdo os animais foram
alimentados com a racao padréo do biotério, Presence da Purina do Brasil e 4gua ad libitum.

Ao termino dos 15 dias de adaptacéo, as fémeas foram acasaladas com ratos adultos, na
proporc¢do de um macho para duas fémeas. Para diagnosticar que fémea ficou gravida foi realizado
0 esfregaco vaginal na manha seguinte do acasalamento, associada a observacdo da presenca de
espermatozoide agregado ao ganho de peso corpéreo. Ao ser observado a presenga do

espermatozoide, a fémea considerada que estava prenhe sendo este dia considerado o 1° dia de
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prenhez (Lankas, Minsker, Robertson, 1989). Em seguida elas foram isoladas em gaiolas
individuais até o nascimento dos filhotes. Um dia apds o nascimento, todos os filhotes nascidos
no mesmo dia foram randomizados e separados para cada mée.

Os grupos experimentais foram delineados de acordo com a idade do desmame: Grupo I-
Ratos Controle: os filhotes foram desmamados por separacdo materna no 30° dia de vida (n=6);
Grupo 11- Ratos Desmame Precoce: os filhotes foram desmamados por separagdo materna no 15°
dia de vida (n=6). Todos o0s experimentos seguiram as recomendac6es do Conselho Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

2.2 MICROSCOPIA DE LUZ

Ao final do experimento, aos 90 dias de vida dos ratos, tanto os animais do grupo controle
quanto o grupo desmame foram submetidos a anestesia dissociativa a base de cloridrato de
Cetamina (C)+ xilazina (X) na dose de 60-95mg/Kg(C) +5-10 mg/Kg (X) IP para anestesia
cirurgica. Em seguida foi feita a preparacdo para perfusdo com 4% de paraformaldeido em 4% de
boréx, pH7,4, em 4°C. Apos a perfusdo foi feita um abertura na cavidade abdominal para a coleta
do estdmago e armazenamento em formol tamponado a 10% por 24 horas. Foi retirado fragmentos
do estbmago a altura do piloro.

Posteriormente, os fragmentos foram desidratados em solucdes de alcool 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 histoldgica purificada
(PF 56-58°C). Em seguida, os blocos foram cortados em micrétomo, ajustado para 5 micrémetros
(um). Os cortes obtidos foram colocados em laminas previamente untadas com albumina, e
mantidos em estufa regulada a temperatura de 37 °C durante 24 horas, para secagem e colagem, e
em seguida corados pela Hematoxilina e Eosina. As laminas foram analisadas em Microscépio de
Luz e os cortes, fotografados em Microscopio Bioldgico Trinocular Nikon 50E com
videomicroscopia VT 480 com objetiva de 4x, e objetiva de 10x. As imagens foram analisadas
utilizando o programa ImageJ para analise quantitativa dos dados.

Nas fotomicrografias no aumento de 40x foi demarcada a area da mucosa géstrica, da
submucosa, da muscular, sendo a Camada muscular divididas em area da Muscular obliqua e
circular e a &rea da muscular longitudinal por questbes de visualizagdo (FiguralA). Essas fotos
tinha uma escala padréo associada ao programa ImageJ onde a Distance in Pixels foi de 625, Know
Distance de 0.6, Pixel Aspect Ratio 1.0 e a unidade de medida em milimetros (mm). Ja as

fotomicrografias no aumento de 100x foram demarcadas a area das Fossetas gastricas, das
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Glandulas géstricas e da Muscular da mucosa (Figura 1B). Utilizando também escala padréo para
cada foto, sendo a Distance in Pixels foi de 403, Know Distance de 150, Pixel Aspect Ratio 1.0 e

a unidade de medida em micrometros (um).

2.3 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados estatisticos sdo descritos como mediana e intervalo interqualitico. Foi
utilizado o programa estatistico GraphPad Prism para analise de normalidade e significancia
estatistica. Apos o teste de normalidade de X foi escolhido o teste ndo paramétrico de Mann
Whiteny para comparagdo entre amostras. Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente

significante.

3 RESULTADOS

Os resultados deste trabalho sdo descritos em fungdo dos achados observados ao final do
experimento, onde observamos que na avaliacdo morfologica do estbmago a area da mucosa
gastrica no Grupo Desmame foi 1,108mm, apresentando-se maior em relagdo a do Grupo
Controle, 1,019mm. Sendo estatisticamente significativo, com o p=0,0043 como mostrado no
Gréfico la.

Ja a respeito da area da submucosa observou-se que no Grupo Desmame foi 0,066mm,
sendo menor que a &rea no Grupo Controle, 0,0765mm. Também sendo estatisticamente
significativo com p=0,0014 (Gréficolb).

Quanto a area muscular, mais especificamente a juncdo das areas muscular obliqua e
muscular circular ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos. Sendo o Grupo
Desmame com 0,257mm e o Grupo controle com 0,249mm e p=0,4596 (Graficolc). Enquanto a
area da Muscular Longitudinal apresentou um aumento no Grupo Controle com 0,05mm, em
relacdo a do Grupo Desmame com 0,064mm, sendo esse aumento altamente significativo com p=
0,0002 como representado no Gréaficold.

No que se refere a area das Fossetas Gastricas, ndo houve diferenca significativa entre os
grupos, com p valor maior que 0,05. O Grupo Desmame apresentou area de 57414um e o grupo
Controle com &rea de 57588 um (Grafico2a).

Com relacdo a area das glandulas gastricas o Grupo Desmame apresentou um aumento em
relacdo ao Controle. Sendo a area de 224025um no Grupo Desmame e 190902um no Grupo
Controle. Considerando um resultado altamente significativo com valor de p=0,0004 (Gréafico2b).
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No que concerne a area da Muscular da Mucosa, o Grupo Desmame também mostrou-se
significativamente maior em relacdo ao Grupo Controle. Com 19880um na area muscular da

mucosa no Grupo Desmame e 17768um no Grupo Controle. O p valor foi de 0,0009 sendo
altamente significativo (Gréfico2c).

Gréfico 1: Area em mm da (a)Mucosa, (b)Submucosa, (c) Muscular obliqua e circular, (d)Muscular longitudinal do
estdbmago de ratos.
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Gréfico 2: Area em micrometros das (a) fossetas gastricas, (b) glandulas géstricas e (c)Muscular da Mucosa de ratos.
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4 DISCUSSAO

Os animais do grupo experimental que foram desmamados precocemente por separacao
materna ao 15° dia de vida apresentaram uma maior area da mucosa comparada a do grupo
Controle. Como mostrado nos resultados esse aumento da mucosa esta de acordo com o0 aumento
de suas camadas, area das glandulas gastricas e area da muscular da mucosa.

Alguns achados bibliograficos comentam que o desmame precoce tem um forte impacto
no crescimento e maturacdo das células mucosas. Osaki, 2009, ao avaliar o possivel papel de TGFa
(Fator de Crescimento Transformante) secretado no estdmago, que se liga ao receptor EGFR
(Fator de Crescimento Epidérmico), pode controlar tanto a proliferacdo, diferenciacdo e
crescimento epidérmico. Ele viu que ao 17° dia houve um aumento pronunciado em células
mucosas do colo no grupo que foi desmamado precocemente em relagdo ao grupo controle.
Encontrou também a confirmacao através de RT-PCR para mucina6. Os resultados mostraram que
os niveis de MRNA de mucina 6 foram maiores para 0 Grupo Desmame confrontados ao grupo
controle. Estas células mucosas encontradas na glandula gastrica tem por fungdo secretar muco
que serd levado até a superficie. Porém o tipo de mucina secretada por tais ¢ diferente das células
mucosas superficiais, uma vez que essa mucina também tem propriedades antibioticas (Junqueira,
Carneiro, 2008).

Braz. J. Hea. Rev., Curitiba, v. 3, n. 5, p. 13876-13889 set./out. 2020. ISSN 2595-6825




Jrazilian Journal of health Deview

Outro estudo com relacdo ao crescimento da mucosa gastrica em ratos desmamados
precocemente foi evidenciado por Lin et all, em 2001, ele associou o crescimento da mucosa com
a inducdo da atividade da enzima Ornitina Descarboxilase Géstrica (ODC). Observando que a
atividade da ODC teve um aumento consideravel nos dias 1, 3 e 6 logo em seguida ao desmame.
Sendo trés vezes maior que o primeiro dia quando comparado aos controles. Mostrando assim que
0 desmame precoce induz a atividade da ODC, que pode atuar como marcador inicial no
crescimento da mucosa gastrica quando submetidos ao desmame precoce.

Foi observado também que o desmame precoce atua na proliferacdo de certos tipos
celulares na mucosa gastrica. Conforme Jacobs et al., 1984, mostra que o desmame precoce atua
aumentando a proliferacdo de células parietais e células zimogénicas. Se ocorre um aumento
dessas celulas ocorrerd também um aumento de suas respectivas secrecdes. As células parietais
secretam acido cloridrico no limen do estdmago, ja as células zimogénicas secretam a enzima
inativa pepsinogégio, que ao ser secretada no meio acido é convertida na enzima proteolitica
pepsina. (Junqueira, Carneiro, 2008).

Alguns dessas pesquisas foram realizadas para avaliagéo dos efeitos do desmame precoce
logo em seguida ao experimento, com o rato ainda jovem, mas vale salientar que esses efeitos
podem perdurar para a vida adulta. Conforme Zulian (2017), ao submeter os ratos ao desmame
precoce observou que ocorreu uma altera¢do na atividade do horménio corticosterona nos ratos,
persistindo na vida adulta, mudando a maturacao e reprogramando as funcdes celulares.

Quanto a area das fossetas géastricas, elas também pertencem a mucosa gastrica, porém ao
analisa-la observamos que ndo houve aumento, como nas outras camadas. E importante salientar
que as ceélulas das fossetas gastricas possuem uma renovacdo celular mais frequente. Essa
renovacao se da por células-tronco que sdo encontradas na regido do istmo das glandulas gastrica.
Essas células indiferenciadas no istmo sdo fonte de todas as outras células da mucosa, tendo uma
renovacdo celular bidirecional. Na direcdo basal da mucosa a renovacdo celular é mais lenta e
renova até as células mais profundas das glandulas e podem durar semanas. Diferentemente da
renovacdo celular em direcéo apical para as células superficiais presentes nas fossetas gastricas.
Esta renovacdo € muito mais rapida, que pode variar entre 3 a 5 dias. 1sso se da devido o fato que
as células das fossetas gastricas sdo desgastadas pelo acido, enzimas e conteddo luminal, tendo a
necessidade de serem renovadas com maior frequéncia, de acordo com Jungueira, Carneiro, 2008;
Corpron, 1966 e Mills, 2011. Portanto se ocorreu alguma alteracdo nas areas das fossetas com 0s
ratos ainda jovens essas alteracbes ndo persistem com o tempo devido sua rapida renovagéo

celular.
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Ja com respeito as camadas musculares, observamos que as camadas obliqua e circular,
ndo apresentaram diferencgas na area entre os grupos, exceto a camada muscular longitudinal, em
que grupo desmame apresentou uma diminuigdo de sua &rea em relagdo ao do grupo controle. Mas
como mostra a literatura essas camadas unidas formam a espessa camada muscular que envolve o
estdmago, com a funcao de induzir a mistura mecanica auxiliando na quebra dos alimentos. Vale
salientar que naturalmente a camada longitudinal externa é a mais delgada entre elas (Clebis et al.,
2004). Portanto o organismo pode sofrer adaptacdes para suprir a agdo muscular desta, utilizando
mais intensamente a a¢do das outras camadas musculares que inclusive s&o mais espessas.

Em um trabalho onde também se estudou o desmame precoce, foi possivel obervar que no
décimo quinto dia de vida, o desmame precoce promoveu alteracbes morfoldgicas e morfométricas
em Orgdos importantes do sistema cardiovascular, tanto aumentando o nimero de cardiomiécitos

como reduzindo a espessura vascular da artéria aorta (Xavier, 2020).

5 CONCLUSAO

O desmame precoce promove alteragdes morfoldgicas no estbmago de ratos, que pode
aumentar a producdo de componentes acidos e enzimas que sdo secretadas para o interior do
estdmago, aumentando assim a acidez estomacal.

Salientamos que o aleitamento materno é grande importancia para o desenvolvimento e
maturacao do estdbmago. Sendo assim, mais um dos fatores para o conhecimento e conscientizacao

da populacéo acerca dos riscos do desmame precoce para a saude.
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