UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

Curso de Graduacao em Farmécia-Bioquimica

EFEITOS DO DESMAME PRECOCE EM CELULAS CALICIFORMES DURANTE O
DESENVOLVIMENTO E ENVELHECIMENTO DA MUCOSA INTESTINAL EM
RATOS.

Larissa Honda Greco Lobo

Trabalho de Conclusédo do Curso de
Farmacia-Bioquimica da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Séo Paulo.

Orientador(a): Prof.(a). Dr(a)
Patricia Gama

Sao Paulo

2022



SUMARIO

1. INTRODUGAO . ....co ottt 5
1.1. O intestino delgado .........ccooeiieiiiiiiiicee e 5
1.2, As células caliCifOrmMeS .......ccoooiiiii i, 7
1.3, COVID19.. ittt e e e e e e e e e e e e 10
1.4, O dESMAME PrECOCE .....uvuuiiieeeeeeeeeeeiiie e e e e e e e e e et e e e e e e e e e eaaa e eee e 11

2. OBIETIVOS . ... e e e e 12

3. MATERIAL E METODOS ..ottt 12
3.L. ANIMAUS ettt e ettt e ettt e e e e e e e e et e e e eeaeanes 12
3.2, AnAlise MOrfOlOgICa . .......uuuiiiiieaiiiiiie e 14
3.3. Andlise estatiStiCa ..........cccevviiiiiiiii 15

4, RESULTADOS ...ooiiiiiiiititte ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e eanes 15
4.1. Andlise morfolégica da mucosa de animais submetidos ao desmame
[T o 0T ox = PP 15
4.2. Distribuicdo de células caliciformes ..........cccooeeeeiiiiiiiiiciiie e, 19

5. DISCUSSAOD......cciiiiiiiiieieieieeee ettt ettt eeesenens 23

B. CONCLUSAO .......cuitiiiiieieiitet ettt 25

7. REFERENCIAS ....cootiiiiiecieeee ettt 25



LISTA DE ABREVIATURA E SIGLAS

TGl Trato gastrointestinal

LGR5 Receptor 5 acoplado a proteina G contendo repeticdo rico em
leucina

MUC2 Mucina 2

FCGBP Proteina de ligacdo a IgGFc

CLCA1 Acessorio 1 do canal de cloreto

ZG16 Proteina de granulos de zimogénio 16

AGR2 Homaologo da proteina 2 do gradiente anterior
GalNAz N-acetilgalactosamina modificada com azida

SARS-Cov-2 Coronavirus 2 da sindrome respiratdria aguda grave
ECA2 Enzima conversora de angiotensina 2

TMPRSS2 Protease serina transmembranar 2

AM Amamentado

DP Desmame precoce

TA Temperatura ambiente
HE Hematoxilina e eosina
PAS Acido Periddico Schiff



RESUMO

O trato gastrintestinal possui como principais funcbes a digestdo e a
absorcdo de nutrientes através de células especializadas presentes no tecido
epitelial. No intestino delgado, o desenvolvimento, a renovacao e a regeneracao
da mucosa intestinal sdo controladas pelo nicho de células-tronco intestinais que
esta localizado na base das criptas. Contudo, diante de mudancas no padréo
alimentar, ainda ndo se sabe qual o comportamento desse nicho. Visto que a
amamentacdo possui papel importante no desenvolvimento da mucosa
intestinal, o desmame precoce poderia desencadear alteracées no processo de
diferenciacdo e proliferacdo celular provocando modificacdes morfologicas
importantes. Estudos recentes analisaram padrdes epigenéticos de células
epiteliais intestinais e demonstraram que a plasticidade da célula é mantida por
um estado epigenético permissivo e que o direcionamento da maturacdo de
células-tronco para uma linhagem celular especifica é controlado por ativacao
de vias de sinalizacao e expressao de fatores de transcricdo. Portanto, o objetivo
do estudo é avaliar como o desmame precoce influencia na morfologia e
distribuicdo de células caliciformes que afetam o crescimento e o
envelhecimento do epitélio intestinal de ratos. Serdo investigados os efeitos
imediatos e o0s reflexos na vida adulta avancada (inicio do estagio de
envelhecimento). Durante o desenvolvimento pds-natal, ratos Wistar serdo
submetidos ao desmame precoce e o intestino sera coletado aos 18 e 120 dias
para avaliacdo da organizacdo morfoldégica da mucosa e distribuicdo de células
caliciformes. Os resultados obtidos serdo agrupados e analisados

estatisticamente.



1. INTRODUCAO
1.1. Ointestino delgado

O intestino delgado é um dos 6rgaos do corpo humano que compde o trato
gastrointestinal (TGI) juntamente com boca, faringe, esbéfago, estdémago,
intestino grosso, reto e anus, sendo responsavel principalmente pela secrecéo e
absorcdo de nutrientes, além de funcionar como uma barreira sendo capaz de
prevenir que patdogenos e antigenos do ambiente externo entrem em contato com

o tecido da mucosa. Assim, mantendo-a protegida (YANG et al, 2021).

O intestino delgado é anatomicamente subdividido em trés partes, ainda que
possuam constituicdo histoldégica semelhantes, sendo elas: o duodeno (parte
inicial do intestino logo ap6s o estdbmago), jejuno (parte central) e ileo
(extremidade proxima ao intestino grosso) (VOLK et al, 2017). Sua camada
mucosa é constituida de vilosidades intestinais, que séo proje¢cfes alongadas do
tecido epitelial em direcdo ao lumen, e na lamina prépria, camada de tecido
conjuntivo logo abaixo do epitélio, estdo situadas na base das vilosidades,
invaginacdes denominadas criptas (figura 1). As vilosidades possuem alta
capacidade de absorcdo sendo considerado o compartimento funcional do
intestino delgado e as criptas sdo responsaveis pela renovacao do tecido epitelial

sendo, entdo, considerado o compartimento proliferativo (DUNN, 1967).

Lamina prépria — Vilo (compartimento funcional)




Figura 1. Imagem representativa do intestino delgado, na regidao do jejuno,
indicando a lamina proépria, as vilosidades em direcdo ao limen e as
invaginacdes denominadas criptas. Corte histologico corado em HE. Aumento

original 20x.

As vilosidades e as criptas intestinais possuem uma populacdo celular
dindmica e variada, constituida por cinco tipos de células principais: o0s
enterocitos, as células caliciformes, as células enteroenddcrinas, as células de
Paneth e as células tufo (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2017).

Os enterdcitos séo ceélulas epiteliais com microvilosidades que formam a
borda em escova na regido apical, apresentam em seu glicocalice enzimas como
peptidases, dissacaridases (lactase, sacarase e maltase), lipases e fosfatase
alcalina que séo responsaveis por finalizar a digestdo e, por fim, realizam a
absorcdo dos nutrientes (VAN DER FLIER, CLEVERS, 2009). As células
caliciformes sédo células produtoras de glicoproteinas formando granulos de
mucina abaixo da regido apical da membrana que, ao formarem ligacOes
cruzadas, vdo compor o0 muco, o qual lubrifica e protege o revestimento intestinal
(RADWAN, OLIVER, SPECIAN, 1990; JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2017). As
células enteroenddcrinas sdo responsaveis pela secrecdo de hormonios
peptidicos como enteroglucagon, somatostatina, colecistoquinina, serotonina,
secretina, motilina e VIP que sdo essenciais para realizar a regulacdo do
processo de digestdo, motilidade intestinal, controle do apetite e metabolismo
(MAY, KAESTNER, 2011). As células de Paneth, localizadas somente na cripta,
apresentam granulos secretorios contendo proteinas especificas como
lisozimas, defensinas e peptideos antimicrobianos com funcéo de permeabilizar
e digerir a parede celular de bactérias patogénicas (VAN DER FLIER, CLEVERS,
2009; JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2017). Entretanto, estudos publicados nos
altimos anos mostraram que as células de Paneth compdem o nicho de células
tronco na cripta intestinal e interagem com células positivas a proteina G
acoplada ao receptor de leucina 5 (LGR5) (SATO, CLAVERS, 2013). E, por fim
as células tufo localizadas na cripta e no vilo, possuem papel importante na
eliminacgdo de parasitas no intestino através da secrecao de IL-25 e recrutamento

de eosindfilos e, também, demonstrou-se que as células tufo contribuem para a



regeneracao epitelial apos danos através da inducao da proliferacéo de células-
tronco e na promocgao da recuperacao do tecido pés-dano (GERBE, JAY, 2016).

O tecido epitelial do intestino delgado possui renovacdo rapida
dependente da proliferagdo celular continua que ocorre somente nas criptas, e
da morte celular, no topo dos vilos. A proliferacdo celular nas criptas, se da a
partir de células tronco, e de células em transicdo em amplificacédo, das quais se
originam células comprometidas com as diferentes linhagens, que migram ao
longo do eixo cripta-vilo, dando origem as células caracteristicas do intestino
delgado (HEUBERGER et al., 2014; VAN DER FLIER et al., 2009).

Em humanos, ocorre a formagédo dos vilos por volta de 8 semanas de
gestacado na regido do intestino proximal (MAHESHWARI, 2006). A maturacéo
epitelial continua durante o periodo pds-natal até a infancia sendo este processo
modulado por hormdnios e fatores de crescimento presentes na circulacéo
sistémica, fluido intersticial e leite materno (HIRAI et al., 2002; MONTGOMERY
et al, 1999). Em ratos, o processo de crescimento é tardio durante a fase fetal
(gestacdo de 21 dias). A partir do 15° dia ha intenso processo proliferativo e
reorganizacao tecidual para projecéo dos vilos primitivos (DUNN, 1967), e do 18°

ao 21° dia, as células epiteliais se diferenciam (WILSON, 1989).

Ao final da fase de amamentacédo, ocorre uma adaptacao dietética, e a
mucosa intestinal passa por mudancas, como a substituicdo de dissacaridases
presentes na borda em escova (lactase para sacarase/isomaltase) e a
diminuicéo da atividade endocitica do enterdcito, resultando em fechamento das

juncdes intercelulares (XIONG et al., 2015).

1.2. As células caliciformes

As células caliciformes possuem esse nome devido ao seu tipico formato de
calice ou taca que é formado por conta dos granulos de mucina que estéo
presentes no citoplasma preenchendo o interior dessas células (figura 2). Os
granulos de mucina possuem como seu principal componente a glicoproteina
MUC2, porém, outros componentes proteicos também estdo presentes em
menor quantidade como FCGBP, CLCA1, ZG16 e AGR2. Foi demonstrado em

estudos que, camundongos que nao possuiam a glicoproteina MUC2,



apresentavam a mesma quantidade de células caliciformes, porém elas nao
possuiam o formato de célice (BIRCHENOUGH et al, 2015).

Células
Caliciformes

Figura 2. Imagem representativa do intestino delgado, na regido do jejuno,
indicando as células caliciformes marcadas com PAS no vilo e no compartimento
cripta. Corte histologico com reacdo histoquimica com Acido Periodico Schiff

(PAS) e posteriormente corado em HE. Aumento original 20x.

Como j& mencionado anteriormente, as células caliciformes séo
extremamente importantes para a protecao do revestimento intestinal através da
produgédo de muco. Por muito tempo, os imunologistas ndo entendiam ao certo
como néo ocorria o desencadeamento de uma resposta do sistema imune contra
a populacao de bactérias que formam a microbiota intestinal em um contexto em
gue se assumia que essa populacdo bacteriana ficava em contato direto com as
células epiteliais. Porém, essa hipétese foi descartada quando se observou que
entre a microbiota e as células epiteliais do intestino delgado havia uma camada
de muco as separando, o que funciona como uma primeira barreira limitando as
interacdes entre elas (SWIDSINSKI et al, 2007).

Além de promover protecdo contra patégenos externos, o muco intestinal
também reduz o estresse mecanico no epitélio causado pelo contetdo alimentar,
através da lubrificacdo da regido (CONE, 2009). O muco € um gel complexo
composto de 95% de agua, 0,5-5% de glicoproteinas e lipidios, 0,5-1% de sais
minerais e 1% de proteinas livres (RATHBONE et al, 1991). A principal



glicoproteina produzida e secretada pelas células caliciformes € a mucina 2
(MUC 2), uma molécula grande (contendo aproximadamente 5.100 amino&cidos)
e extensivamente O-glicosilada, sendo ela responsavel por conferir a
propriedade viscosa formadora de gel observada no muco, através da formacao
de polimeros (KIM, 2010). O polimero formado pelas moléculas de mucina se
liga com agua, assim, limitando e desacelerando a difusdo de microrganismos
para a camada mais interna do epitélio. H4 duas camadas de muco recobrindo
o0 epitélio intestinal. A primeira camada é estéril e firmemente aderida a superficie
epitelial, e apresenta em sua composicao peptideos antibacterianos secretados
pelas células de Paneth e enterdécitos, e a segunda camada mais externa em
contato com o limen, possui uma composicdo mais fluida para que a adesao de

bactérias residentes da microbiota intestinal seja facilitada (ATUMA et al, 2001).

A renovacao das camadas de muco no intestino se da a partir da secrecao
de muco continua realizada pelas células caliciformes. Estudos conduzidos a
partir da marcacdo de glicoproteinas in vivo utilizando N-acetilgalactosamina
modificada com azida (GalNAz), a qual é incorporada nos glicanos durante o
processo de biossintese de proteinas, mostraram que as células caliciformes
presentes nas criptas superiores, acumulam material dentro dos granulos de
forma gradual e secretam o muco lentamente. Enquanto, as células caliciformes
presentes nos vilos, apresentaram biossintese de glicoproteinas e secrecao de
muco de forma mais rapida. Além disso, nesse mesmo estudo foi observado,
algumas horas apos a injecdo de GalNAz, uma grande secre¢cdo de muco na
regido das criptas superiores, o que poderia indicar uma resposta de protecao

induzida das células caliciformes presentes nessa regidao (JOHANSSON, 2012).

A integridade da camada de muco intestinal € extremamente importante para
0 mantimento da homeostase. Estudos em ratos mostram que, em uma condicéo
em que as células caliciformes ndo produzem normalmente a molécula de
MUC2, a rede de moléculas para formar a camada de muco nao ocorre de forma
efetiva ocorrendo um aumento da permeabilidade dessa barreira. Com isso,
patdgenos que antes nao conseguiam atravessar a camada de muco para
penetrar a mucosa intestinal, agora estdo em contato direto com a camada
epitelial favorecendo as infec¢des por esses patdogenos. Assim, ocorre a ativacao

do sistema imune inato e o desencadeamento do processo inflamatério podendo



acarretar o desenvolvimento de doencas inflamatdrias crénicas que, se nao

tratadas, podem levar ao surgimento de cancer (VAN DER SLUIS et al, 2006).

Além disso, foi demonstrado em experimentos com inducéo de infeccéo
intestinal de nematoides que, em camundongos que produzem MUC2
normalmente, os parasitas provocam uma hiperplasia das células caliciformes,
ocorrendo um aumento na sintese de MUC2 e, consequentemente, o0 aumento
da secrecdo de muco. Assim, aumentando a motilidade intestinal provocando a
expulsdo do nematoide. Porém, em camundongos com deficiéncia de MUC2, foi
observado que houve o aumento da producdo de MUC2 pelas células
caliciformes de forma significativamente mais lenta quando comparado ao grupo
citado anteriormente causando uma maior dificuldade na expulsdo do parasita
(HASNAIN et al, 2010).

1.3. COVID-19

A COVID-19 é uma doenca causada pela infeccdo do virus SARS-Cov-2,
comumente denominado coronavirus, que continua provocando grandes
preocupacdes para a saude publica mundial (AL-QAHTANI, 2020). O SARS-
COV-2 é um virus transmitido majoritariamente pela inalacdo de goticulas
liberadas pelos infectados (HUI, 2017). Possui como principais sintomas
apresentados pelos pacientes infectados: febre, tosse seca, dispneia, fatiga e
pneumonia (CASCELLA et al, 2020). Porém, hoje se observa que 1/3 dos
pacientes infectados pelo coronavirus também apresentam sintomas
gastrointestinais como diarreia, nausea, dores abdominais e hematoquezia
(SONG et al, 2020).

Sua infec¢éo nas células se da através da ligacao da proteina spike, presente
em sua membrana superficial, ao receptor da enzima conversora de
angiotensina 2 (ECA2), sendo entdo processada pela protease serina
transmembranar 2 (TMPRSS2) para chegar no citoplasma da célula hospedeira
(HOFFMANN et al, 2020). A ECA2 e TMPRSS2 sao altamente expressas no
epitélio pulmonar alveolar tipo Il e células ciliadas (LUKASSEN et al, 2020). Yin
W. et al reportaram em suas analises fisiopatoldgicas as mudancas no epitélio
das vias respiratdrias causadas pela COVID-19 em um paciente infectado. O

estudo mostra que o epitélio dos pulmbes desse paciente apresentava um
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aumento dramatico da quantidade de células caliciformes o que provocou um
grande acumulo de muco em muitos bronquiolos. Além disso, foi observado que
0 numero de células multiciliadas e células do grupo bronquiolar foram

significativamente reduzidas (YIN et al, 2021).

Ainda que as células presentes nas vias respiratorias sejam a principal porta
de entrada para a infeccdo do SARS-CoV-2, o intestino delgado também pode
ser uma regido de entrada muito relevante com sitios de interacées importantes
para o virus visto que, 0s enterdcitos sdo células intestinais ricas em receptores
de ECA2, assim como as células presentes nas vias respiratorias (TO et al,
2004). Alguns fatos suportam essa hipétese como os sintomas gastrointestinais
apresentados por alguns pacientes no inicio do curso da doenca e a constatacao
de que os virions do SARS-CoV séo preferencialmente liberados na regido apical
das células das vias respiratérias e ndo na regido basal. Assim, os virions
liberados podem ser removidos via depuracdo mucociliar e possuir acesso ao
TGI através de uma exposicao luminal (JIA et al, 2005). Além disso, Wei et al.
Recentemente mostrou que a diarreia esta associada a piora da febre e dispneia
em pacientes com COVID-19. Nesse mesmo estudo, pacientes CoV-2 com
pneumonia, a presenca de diarreia foi associada a diminuicdo da depuracao
viral. Assim, sugerindo que o envolvimento do TGI leva a uma carga viral mais

alta e/ou eliminagéo viral mais prolongada (WEI et al, 2021).

1.4. O desmame precoce

No periodo do desenvolvimento pdés-natal, a amamentacdo € um fator
importante na programacéao do crescimento, pois o colostro e o leite materno sédo
0s principais alimentos ingeridos pelo neonato provendo aminoacidos, anticorpos
€ microrganismos que atuam tanto na maturagdo intestinal como na funcao
imunoreguladora influenciando varias funcdes do tubo digestério. Aléem disso,
contribuem para defesa do bebé contra patégenos bacterianos e virais, dando
auxilio para a reducédo do grau de viruléncia, como na infec¢cdo por COVID-19
(KOLDOVSKY et al., 1995; LETTERIO et al., 1994; DONOVAN E ODLE, 1994;
WADA E LONNERDAL, 2020; ROGIER et al., 2014; VASQUES DA COSTA et
al, 2021).
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Em ratos, o aleitamento é gradativamente substituido pela ingestdao de
alimento soélido da terceira para a quarta semana de vida poés-natal,
caracterizando a fase do desmame levando a uma mudanca de composicao
nutricional de leite materno rico em gorduras e baixo carboidrato (sendo a lactose
mais prevalente), para uma dieta com maior teor de carboidrato e fibras
(HENNING, 1985). Entretanto, para fins experimentais, em biotérios, o desmame
€ normalmente realizado no 21° dia de vida pos-natal. Em contrapartida, o
desmame precoce se caracteriza pela abrupta separacdo materna e retirada do

leite e de todos os seus fatores antecipadamente.

2. OBJETIVOS

O objetivo do estudo é avaliar como o desmame precoce influencia na
morfologia e distribuicdo de células caliciformes que afetam o crescimento e o
envelhecimento do epitélio intestinal de ratos. Serdo investigados os efeitos

imediatos visto em filhotes apds o desmame e os reflexos na vida adulta.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Animais

Machos e fémeas de ratos albinos (Rattus norvegicus, linhagem Wistar
produzida em padrdao SPF no Biotério de Producdo de Ratos, Rede USP de
Biotérios) foram acasalados e as fémeas foram mantidas em gaiolas individuais
no Biotério do Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP. Os animais permaneceram com
acesso a racdo e agua ad libitum, e foram mantidos sob um ciclo de 12/12 horas
de claro/escuro, com temperatura (22° a 24°C) e exaustdo controladas. O
protocolo experimental foi certificado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA ICB 115/2017).

Foram utilizados animais de ambos 0s sexos e o dia do nascimento dos
filhotes foi anotado como zero. No 3° dia de vida pés-natal, as ninhadas foram
reduzidas a 8-9 filhotes para melhor distribuicdo e equilibrio alimentar. Para o
desmame precoce, os filhotes foram divididos aleatoriamente em: grupo

amamentado-controle (AM) e desmame precoce (DP) a partir do 15° dia de vida
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pos-natal. Os animais DP foram separados de suas maes e mantidos em outra
gaiola, onde a dieta passou a ser uma pasta de ragdo, disponivel 24 horas/dia
(OSAKI et al., 2010). Duas vezes ao dia, os filhotes também receberam alimento
e dgua através de pipeta descartavel e foram massageados na regido abdominal
para facilitar a excrecdo de urina e fezes. J& os animais do grupo controle
permaneceram com suas maes até o 21° dia, quando foi realizado o desmame,
conforme padrdo do biotério. Nesse caso, para que nao houvesse ingestéo
excessiva de leite materno e inducédo de sobrepeso, controlou-se o nimero de
filhotes que ficaram em companhia da méae, por meio da substituicdo dos animais
em experimentagcao por outros que ndo foram usados para a coleta, de maneira
a manter um numero de 6 a 8 por mae no grupo controle. Um procedimento
semelhante foi usado no grupo em desmame precoce para que ndao houvesse

inducao de estresse por isolamento dos filhotes (OSAKI et al, 2010).

Os animais foram eutanasiados aos 18 e 120 dias de vida pés-natal
conforme ilustrado no desenho experimental (figura 3). Em todos os
procedimentos foram utilizados 3-5 animais/grupo experimental. A massa
corpérea dos animais foi monitorada durante todo o processo. A coleta do
intestino delgado foi feita sob anestesia com injecéo intraperitoneal de cloridratos
de cetamina e xilazina (Vetbrands, Paulinia, SP, Brasil) em dose excessiva (1:1,
dose de 0,5 ml/100g de massa corpérea). O intestino delgado na regido mediana
do jejuno foi aberto e a mucosa foi coletada para fixacdo em formaldeido 10%

para estudo morfolégico em microscopia de luz.
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Figura 3. Linha do tempo experimental indicando o tratamento das ninhadas,
inducdo do desmame precoce (15 dias) e idades nas quais foram realizadas as
coletas (18 e 120 dias).

3.2.  Analise morfolégica

Para cada animal, a preparacdo dos animais e a realizacdo da coleta dos
materiais foi feita pelo grupo em que um segmento do jejuno foi retirado, aberto
e acomodado sobre um fragmento de papel cartdo, lavado com solugcéo salina
0,9% e mergulhado em solucdo de formaldeido 10% para fixacdo por 4 horas.
Apos esse periodo, o material foi transferido para alcool 70%, e para a incluséo,
as amostras foram desidratadas em uma sequéncia de &lcool 95° (1 h); alcool
100° (2 x 1 h); diafanizadas em xilol (2 x 1h); impregnadas com parafina a 60°C
(3 x 1 h), e incluidas em parafina. O bloco com material incluso esfriou em

temperatura ambiente (TA).

Para realizacdo das analises morfologicas, foram feitos cortes néo
seriados de 5 pym que foram corados com hematoxilina e eosina (HE).
Adicionalmente, para observacdo de células caliciformes, foram utilizados os
mesmos procedimentos descritos acima e as laminas passaram pela reacdo
histoquimica com Acido Periédico Schiff (PAS) com contra coloragdo de

hematoxilina.

Para a realizacdo da reacgéo histoquimica com Acido Periédico Schiff
(PAS) primeiramente realizou-se a desparafinizacdo das laminas. Apés a
desparafinizacdo, as laminas foram lavadas com agua destilada por 5 minutos e
tratadas pelo Acido Periodico 1% por 10 minutos. As laminas entdo foram
lavadas em 3 frascos com agua destilada e tratadas com o reativo de Schiff por
20 minutos. Logo em seguida, as laminas foram lavadas novamente em agua de
torneira por 10 minutos e coradas pela Hematoxilina de Harris por 3 minutos.
Realizada a coloragdo, as laminas foram lavadas com agua destilada até a

retirada do excesso do corante, desidratadas e, por fim, montadas.

Para analise da morfologia, a captura das imagens foi realizada com

aumento de 20x para o vilo e 40x para cripta. O registro das imagens foi realizado
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através de um computador acoplado a um microscopio de luz e conectado a um
sistema fotografico (Olympus Bx51, Montreal, Canada). Para medidas de
vilosidades e cripta, foi realizada a quantificacdo de 10 campos por animal. Para
avaliacdo de células caliciformes, foram contados 5 campos por animal. A
contagem foi realizada a partir do software de andlise de imagem Image ProPlus
v.5.2 (Média Cybernetics, Bethesda, USA).

3.3. Analise estatistica

Foi utilizado para as andlises estatisticas o programa GraphPad Prisma
8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, USA). Os resultados obtidos foram
agrupados de acordo com 0S Qrupos experimentais, representados
individualmente e a média + DP foi indicada para cada grupo. Utilizamos o teste
ANOVA one way seguida de teste de comparacdes multiplas de Tukey em caso

de significancia. Adotado P < 0,05.

4. RESULTADOS

4.1. Anélise morfol6égica da mucosa de animais submetidos ao
desmame precoce

Ao analisarmos 0s materiais coletados sob o microscépio de luz, observamos
claramente uma diminuicdo no tamanho dos vilos dos animais DP em relacéo
aos AM nos animais de 18 dias. De forma contraria, ao analisarmos as criptas,
nenhuma diferenca na profundidade foi observada entre AM e DP em ambas as
idades. Porém, notamos um aumento grande na profundidade das criptas entre

0s animais de idades diferentes sob o mesmo tratamento.

Nossos resultados mostram que ocorreu uma reducao da altura do vilo aos
18 dias no grupo submetido ao desmame precoce (DP) quando comparado ao
grupo amamentado (AM) (P < 0,05) (Figura 1B). Entretanto, essa diferenca n&o
foi vista aos 120 dias (Figura 1B) em que se observa que o comprimento do vilo
permaneceu 0 mesmo entre os grupos analisados. Ao fazermos uma analise
comparativa da altura do vilo nos respectivos grupos AM e DP no decorrer das
idades, podemos notar que os animais AM apresentam uma reducdo do

comprimento do vilo entre 18 e 120 dias (P < 0,05) (Figura 1B), enquanto, 0s
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ratos do grupo DP, apresentam um crescimento aos 120 dias (P < 0,05) (Figura
1B).

Em relacdo ao compartimento da cripta, nossos resultados mostram que
somente o parametro do desenvolvimento das idades apresentou diferenca entre
0s mesmos grupos (P < 0,05) (Figura 2B). Ao fazermos uma anélise comparativa
da profundidade da cripta no decorrer das idades nos respectivos grupos, AM e
DP, é possivel notar que ambos os grupos de animais, AM e DP, apresentaram
um aumento da profundidade da cripta entre 18 e 120 dias (P < 0,05) (Figura
2B).
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Figura 4. Andlise morfolégica do jejuno (vilo) de ratos submetidos ao
desmame precoce aos 18 e 120 dias de vida pdés-natal. A. Imagens
representativas da mucosa intestinal (vilo) nos grupos amamentado (AM) e
desmame precoce (DP) nas diferentes idades. Cortes corados com hematoxilina
e eosina (HE). B. Analise morfométrica da altura do vilo comparado entre AM e
DP nas diferentes idades. Cada ponto representa um animal e as barras indicam
a média + DP. Foram analisados 10 campos por animal. Analise por ANOVA
seguida por teste de Tukey *P < 0,05.
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Figura 5. Analise morfolégica do jejuno (cripta) de ratos submetidos ao
desmame precoce aos 18 e 120 dias de vida pés-natal. A. Imagens
representativas da mucosa intestinal (cripta) nos grupos amamentado (AM) e
desmame precoce (DP) nas diferentes idades. Cortes corados com hematoxilina
e eosina (HE). B. Analise morfométrica da altura da cripta comparado entre AM
e DP nas diferentes idades. Cada ponto representa um animal e as barras
indicam a média + DP. Foram analisados 10 campos por animal. Analise por
ANOVA seguida por teste de Tukey *P < 0,05.
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4.2. Distribuicdo de células caliciformes

Apos o desmame precoce, analisamos também o numero de células
caliciformes positivas para a reagdo com PAS distribuidas ao longo do eixo
cripta-vilo (Figura 3A e 4A). A reacdo de PAS (Acido Periédico Schiff) é um
método histoquimico de coloracdo em que o acido periédico reage com
macromoléculas de carboidratos (glicogénio e glicoproteinas neutras), como a
mucina, produzindo aldeidos que, ao reagirem com o reagente de Schiff gera um
produto com a cor de purpura-magenta.

Ao observarmos os vilos no microscépio de luz, notamos uma menor
quantidade de células caliciformes nos animais DP em relagdo aos animais AM
aos 18 dias devido ao tamanho menor do vilo nos animais DP também
observado. Esse aumento da quantidade de células caliciformes também é
notavel nos animais de 120 dias, em ambos os tratamento, em relacdo aos
animais de 18 dias. Ja nas criptas, notamos um aumento grande na quantidade
de células caliciformes entre os animais de idades diferentes sob o mesmo

tratamento, assim como observado na profundidade.

Em relagdo ao vilo, nossos resultados mostram que o numero de células
caliciformes PAS-positivas/campo no vilo aos 18 dias no grupo submetido ao
desmame precoce (DP) diminuiu de forma significativa quando comparado ao
grupo controle AM (P < 0,05) (Figura 3B). De forma inversa, aos 120 dias no
grupo submetido ao desmame precoce (DP) observamos um aumento do
namero de células caliciformes em relacdo ao grupo controle AM (P < 0,05)
(Figura 3B). Além disso, pudemos observar que o numero de células
caliciformes, quando comparado ao longo das idades entre 0S mesmo grupos,
apresentou um aumento tanto no grupo DP quanto no grupo controle AM (P <
0,05) (Figura 3B).

Em relagdo ao compartimento cripta, observamos a influéncia do desmame
precoce no numero de células caliciformes somente nos animais de 120 dias em
que se constata um aumento no grupo DP quando comparado ao grupo controle
AM (P < 0,05) (Figura 4B).
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Assim como observado no vilo, o fator idade também provocou aumento no
namero de células caliciformes no compartimento cripta tanto nos grupos DP

guanto nos grupos AM (P < 0,05) (Figura 4B).

Aos compararmos 0s resultados obtidos com a analise da altura do vilo e
profundidade da cripta ao longo do tempo, identificamos que a distribuicdo da
populacao de células caliciformes foi paralela a variacdo do tamanho do vilo e
da profundidade de cripta em ambos os grupos analisados (P < 0,05) (Figuras
1B, 2B, 3B e 4B).
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Figura 6. Efeito do desmame precoce sobre a distribuicdo de células
caliciformes no vilo. A. Imagens representativas da mucosa do jejuno (vilo)
apos reacao histoquimica com PAS e contra coloracdo com hematoxilina. Estao
evidenciadas as células caliciformes ao longo do vilo (aumento original de 20x).
B. Numero de células caliciformes positivas/campo. Cada ponto no gréfico
representa o resultado obtido em um animal e as barras indicam a média + DP.

Andlise comparativa por ANOVA seguida de teste de Tukey P < 0,05.
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Figura 7. Efeito do desmame precoce sobre a distribuicdo de células
caliciformes nacripta. A. Imagens representativas da mucosa do jejuno (cripta)
apos reacao histoquimica com PAS e contra coloracdo com hematoxilina. Estao
evidenciadas as células caliciformes ao longo da cripta (aumento original de
40x). B. Numero de células caliciformes positivas/campo. Cada ponto no gréfico
representa o resultado obtido em um animal e as barras indicam a média + DP.
Andlise comparativa por ANOVA seguida de teste de Tukey P < 0,05.
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5. DISCUSSAO

O desenvolvimento funcional do intestino ocorre no periodo do desmame que
é considerado adaptativo para transicdo dietética (MIYATA, 2008). A primeira
infancia é definida por um periodo de amamentacgéo, seguido por um desmame
gradual e um novo padrao alimentar com a introducéo da dieta solida. Esta fase
de transicdo alimentar é caracterizada por mudancas na composi¢cao corporal,
velocidade na maturagao e fungao do metabolismo celular. Neste estudo, nosso
objetivo foi investigar os efeitos imediatos e tardios do desmame precoce sobre
as células caliciformes e sua correlacdo com possiveis mudancas estruturais do

epitélio intestinal.

Em relagcdo a morfologia do epitélio intestinal, observamos que ocorreu uma
significativa atrofia do vilo nos animais DP de 18 dias e nos grupos controle com
o decorrer da idade. Porém, observamos que houve uma recuperacgéao parcial do
tamanho do vilo aos 120 dias em animais DP. De forma contraria, Dunsford et al
demonstraram em seus estudos com porcos desmamados aos 21 dias, no qual
mediu-se o tempo de recuperacao da altura do vilo apés o desmame, que a altura
reduzida das vilosidades teve um periodo de duracdo de 8 a 12 dias apos o
desmame (DUNSFORD et al, 1989). Em outros estudos realizados com ratos
submetidos ao desmame precoce, demonstrou-se que modificacdes na dieta
podem ser eventos estressantes para 0 organismo provocando alteracdes
morfologicas no epitélio intestinal dos animais, como foi demonstrado que houve
o encurtamento do vilo e posteriormente, uma recuperagcdo do tamanho
correlacionado com o crescimento do animal (LEE et al, 1983). Essa resposta
poderia sugerir que ocorreu uma adaptacdo necessaria para 0 processo de
digestdo e absorcdo. Atualmente na literatura, ha poucos estudos que mostram
de forma clara o efeito do desmame precoce sobre a morfologia intestinal nas

idades que estudamos.

Outro fator importante para a dinamica de crescimento da mucosa intestinal
refere-se a profundidade da cripta. Uma maior profundidade de cripta pode
indicar que a atividade proliferativa estd aumentada (PLUSKE et al., 1997),
porém também pode estar associada a cinética de alteracdo do eixo cripta-vilo,

como um todo. Em nosso estudo, somente observamos diferenca significativa
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em relagéo ao aumento da profundidade de cripta ao longo da idade, o que pode
estar associado ao crescimento e desenvolvimento do animal. Em estudos
anteriores, foi observado por Lin et al. (1998) que o desmame precoce aumenta
a proliferacao do epitélio intestinal (células marcadas com BrDU) em animais até
0s 21 dias de vida pés-natal (LIN et al., 1998).

Como discutimos anteriormente, a camada de muco produzida pelas células
caliciformes possui um papel importante no processo de defesa, formando uma
barreira protetora que impede o contato dos microrganismos com o epitélio, além
de promover a protecdo do epitélio intestinal contra atritos mecanicos
provenientes de alimentos. Nosso estudo demonstrou uma reducdo da
qguantidade de células caliciformes no vilo em animais de 18 dias que foram
desmamados precocemente. Com isso, essa importante barreira formada pelo
muco no epitélio intestinal pode ser prejudicada levando a uma maior
suscetibilidade a infeccdes por patbgenos, gerando uma maior probabilidade de
desencadear respostas inflamatorias na regido. Um estudo com porcos
desmamados aos 14 dias apresentou reducdo das células caliciformes e um
impacto negativo na imunidade inata do animal (CRISPEL,2019). Além disso, a
reducdo das células caliciformes aliada com a diminui¢cédo do crescimento do vilo
aos 18 dias pode afetar também a eficiéncia da capacidade absortiva do intestino
delgado ao longo do desenvolvimento. Em contrapartida, observamos que ao
longo do envelhecimento, houve o aumento da quantidade de células
caliciformes aos 120 dias no vilo e na cripta em animais de ambos o0s
tratamentos. Uma hipétese para explicar esse resultado poderia ser o aumento
da diferenciagdo celular com o passar da idade como efeito compensatorio para
garantir a protecdo da mucosa. Também observamos um aumento da
quantidade de células caliciformes em animais DP de 120 dias, quando
comparados aos animais AM, tanto no vilo como na cripta, o que poderia indicar
uma resposta protetora tardia mais acentuada da mucosa desencadeada pelo

estresse provocado pelo desmame precoce.

Visto que situagBes que provocam estresse em regides onde ha a presenca
de células caliciformes levam a alteracbes na quantidade dessas células como
o desmame precoce, tanto no vilo como na cripta, no epitélio intestinal e a

infeccdo pelo virus SARS-Cov-2 no epitélio das vias respiratorias causando um
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grande aumento da quantidade de células caliciformes nessa regido, estudos
analisando a resposta do epitélio intestinal com relacdo a quantidade de células
caliciformes durante ou apos a infec¢do pelo SARS-Cov-2 poderiam trazer um
melhor entendimento relacionado aos sintomas gastrointestinais apresentados
pelo paciente durante a doenca e se essa infeccdo provoca alteracdes

permanentes no epitélio intestinal.

6. CONCLUSAO

Ao final do nosso projeto, hossos resultados permitem concluir que:

v" O desmame precoce induziu uma atrofia dos vilos em animais de 18 dias;

v' O desmame precoce provocou uma reducdo do numero de células
caliciformes no vilo em animais de 18 dias;

v' O desmame precoce provocou um aumento do numero de células
caliciformes no vilo e nas criptas em animais de 120 dias como possivel
resposta protetora do epitélio intestinal,

v O fator idade se mostrou ter influéncia na morfologia das criptas
provocando o aumento da sua profundidade e da quantidade de células
caliciformes marcadas.

v O fator idade se mostrou ter influéncia na morfologia dos vilos provocando
o0 aumento da quantidade de células caliciformes marcadas.

Com isso, nosso estudo mostra que as respostas celulares ao DP podem ser
duradouras e permanentes na mucosa intestinal, indicando que a amamentacéo
regular é fundamental para o desenvolvimento do intestino delgado e sua
manutengao na vida adulta.
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