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RESUMO

Costa, A.V. Efeito do desmame precoce sobre marcadores moleculares e desenvolvimento da
mucosa intestinal. 2021. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo; 2021.

A amamentacdo € uma importante fonte alimentar na primeira infancia e, considerando
seu papel na regulacdo do crescimento e desenvolvimento da mucosa intestinal, 0 desmame precoce
(DP) poderia promover alteracdes na proliferacéo e diferenciacdo celular com comprometimento da
funcéo intestinal. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os marcadores relacionados ao
processo de proliferacdo celular, diferenciacdo e fatores de crescimento do epitélio intestinal,
observando os efeitos imediatos e tardios desencadeados pelo DP. No 15° dia de vida pés-natal,
ratos Wistar foram submetidos ao DP, sendo separados de suas maes e mantidos em gaiola isolada,
enquanto no grupo controle amamentado, 0s animais permaneceram com as maes até 21 dias. O
intestino delgado foi coletado aos 18, 60 e 120 dias para avaliagdo de: expresséo génica e proteica;
deteccdo e localizacdo de moléculas para o estabelecimento do nicho de células tronco; efeitos
epigenéticos a partir de genes diferencialmente expressos, e marcadores metabolicos. Dentre 0s
parametros morfologicos, observamos que a altura das vilosidades foi significativamente diminuida
pelo DP aos 18 e 60 dias, enquanto a profundidade da cripta ndo foi alterada pela alimentacéo,
porém aumentou com o desenvolvimento. O indice proliferativo foi significativamente diminuido
pelo DP aos 18 e 60 dias. A partir da contagem de células diferenciadas, verificamos que o nimero
de enterdcitos e de células caliciformes (vilo) diminuiu aos 18 dias; aos 60 dias somente 0 nimero
de células caliciformes/vilo foi reduzido (DP), e aos 120 dias houve um aumento dessa populagdo
no eixo cripta-vilo, ap6s o DP. Ja a populacdo de células de Paneth, presente somente na cripta,
aumentou aos 18 e 60 dias. A partir da avaliacdo de genes-alvo para marcadores epiteliais, notamos
que a expressdo de sacarase, mucina 2 e defensina foi elevada pelo DP aos 18 dias, e de forma
contraria, o gene Chga (célula enteroenddcrina) e a expressdo de lactase foram diminuidos pelo DP
na mesma idade. Dentre os marcadores de fatores de crescimento, o DP causou a reducao de Tgfbl
aos 18 dias, e de Egfr aos 60 dias. Destacamos que dentre os marcadores do ciclo celular, houve um
aumento da Cdknlb (p27) no DP em todas as idades avaliadas. Dentre os marcadores de células
tronco, Lgr5 e Ascl2 tiveram reducédo aos 18 dias no DP, e aumento aos 60 dias, sendo que somente
Ascl2 respondeu aos 120 dias, com diminuigdo ap0os o DP. Avaliamos 0s marcadores das principais
vias de sinalizag&o na cripta e identificamos que Wnt3A, Notch 1 e Atoh 1 foram reduzidos pelo DP

aos 18 dias, enquanto BMP2 aumentou na mesma idade. Aos 60 dias, verificamos um aumento em



Wnt3A e Atoh 1, e reducdo da expressdo de Notch 1, Notch 2 e BMP2. Nos animais de 120 dias
somente nos niveis de Atoh1 aumentaram no DP. Em termos de niveis proteicos, Hes1 diminuiu nos
animais DP aos 60 dias. As modificacGes epigenéticas foram estudadas também, sendo
inconclusivas apds o sequenciamento, porém observamos uma reducdo da expressdo das enzimas
Dnmt 3a e Dnmt 3b aos 18 dias no DP; aos 60 dias essa resposta foi detectada somente na Dnmt1,
e aos 120 dias, a tanto Dnmt1 quanto Dnmt 3b diminuiram com o DP. Em termos de metabolismo,
observamos que nos animais de 18 dias em DP ocorreu uma reducgdo de glicemia sérica, e de forma
contréria, aos 60 dias houve uma elevacéo significativa (teste de tolerancia a glicose- GTT). N0ssos
resultados demonstraram que o desmame precoce comprometeu o processo de proliferacdo celular
no intestino delgado, com efeitos sobre a expressdo de genes-alvo marcadores do nicho de células
tronco e de diferenciacdo celular, afetando as populacdes de enterdcitos, células caliciforme e de
Paneth, imediatamente apds a interrupcdo do aleitamento, aos 18 dias. Varios efeitos foram
mantidos até a idade adulta com modificacdo fenotipica e metabdlica. Sugerimos que as respostas
celulares ao DP podem ser duradouras e permanentes na mucosa intestinal, indicando que a
amamentacao regular € fundamental para o desenvolvimento do intestino delgado e sua manutencao

na vida adulta.

Palavras chaves: Amamentacdo; Diferenciacdo celular; Célula tronco; Desmame precoce; Mucosa

intestinal



ABSTRACT
Effect of early weaning on molecular markers and intestinal mucosal development

Considering breastfeeding as an important food source during babyhood and its role in
regulating the growth and development of intestinal mucosa, early weaning (EW) could promote
changes in cell proliferation and differentiation processes, with impairment of intestinal function.
Therefore, the aim of this study was to evaluate markers of cell proliferation, differentiation, and
growth factors in the intestinal epithelium, observing the immediate and late effects triggered by
EW. Wistar rats were submitted to EW at 15 postnatal days, when animals were isolated from their
dams (control suckling group was weaned at 21 days). Jejunum samples were collected at 18, 60
and 120 d. We evaluated morphological parameters and their correlation with expression of genes
and proteins related to growth, stem cell niche, signaling, epigenetic modification and metabolic
markers. We observed that the villus height was significantly decreased at 18 and 60 days after EW,
whereas the crypt depth was not affected by treatment, by grew throughout development. The
proliferative index was significantly reduced at 18 and 60 days. After counting the differentiated
cells, we found EW decreased the number of enterocytes and globlet cells (villi) at 18 days; at 60
days the distribution of goblet cells was reduced along villus, and at 120 days this population
increased in the crypt-villus axis. Paneth cells, which are solely in the crypt, increased at 18 and 60
days in EW group. Among the target genes, the expression of sucrase, mucin 2 and defensin
augmented at 18 days in EW and, conversely, Chga gene (enteroendocrine cells) and Lactase were
reduced by EW at 18 days. From growth factor markers, EW triggered the decrease of Tgfbl at 18
days, and of Egfr at 60 days. Interestingly, among cell cycle markers, Cdknlb (p27) expression was
higher in EW vs. control at all ages. From stem cell markers, Lgr5 and Ascl2 decreased at 18 days
(EW) and augmented at 60 days. Of note, only Ascl2 was reduced by EW at 120 days. We studied
the main signaling pathways in the crypt, and we found that after EW, Wnt3A, Notch 1 and Atohl
showed a reduction at 18 days, whereas BMP2 increased at the same age. At 60 days, we found
higher levels of Wnt3A and Atoh1 and a reduced expression of Notch 1, Notch 2 and BMP2. As for
protein levels, EW decreased Hesl at 60 days. Epigenetic changes were inconclusive, but wer
detected decreased expression of Dnmt 3a and Dnmt 3b enzymes at 18 days in EW. At 60 days these
changes were seen only in Dnmtl and at 120 days the Dnmt1 and Dnmt3b were reduced in EW. In
terms of metabolism, we observed that EW triggered a reduction of serum glycemia at 18 days, and
conversely, at 60 days, there was a significant increase after (glucose tolerance test -GTT). Our
results demonstrated that early weaning influenced cell proliferation in the small intestine, affecting
the expression of target genes in the stem cell niche, and cell differentiation, changing enterocyte,

globlet and Paneth cell populations immediately after breastfeeding interruption at 18 days. Part of



the effects were maintained into adulthood with phenotypic and metabolic modifications. We
suggest that cellular responses to EW can be permanent in the intestinal mucosa, indicating that
breastfeeding is essential to the development of small intestine and its maintenance in adult life.

Keywords: Breastfeeding; Cell differentiation; Stem cell; Early weaning; Intestinal mucosa
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1. INTRODUCAO
1.1 Desenvolvimento do epitélio intestinal

O epitélio do trato gastrintestinal tem como fungdes primarias a secrecdo e absorcdo de
nutrientes, além de protecdo contra patdgenos ambientais. Anatomicamente, a regido intestinal se divide
em intestino delgado, que se subdivide em duodeno, jejuno e ileo, e intestino grosso composto pelos
segmentos do colon e reto. Nas duas regides, o tecido epitelial presente na camada mucosa tem alta
capacidade de renovacéo (3 - 5 dias), quando comparado a outros no organismo (HEATH, 1996).

O desenvolvimento do intestino delgado compreende trés estagios: morfogénese e proliferacdo
celular, diferenciacdo celular e maturacdo funcional (MONTGOMERY et al, 1999). A mucosa do
intestino delgado apresenta numerosas protrusdes em forma de dedos conhecidos como vilos que se
projetam em direcdo ao limen e em sua base estdo em associa¢do com invagina¢des denominadas criptas
(figura 1). Vilos e criptas sdo formados por uma simples camada de células epiteliais colunares, sendo o
vilo considerado o compartimento funcional (alta capacidade absortiva) e a cripta, 0 compartimento
proliferativo do intestino delgado (DUNN, 1967).

Lamina propria )
L Vilo
(compartimento funcional)

Cripta
(compartimento proliferativo)

Figura 1. Representagdo do intestino delgado indicando as vilosidades em dire¢do ao limen, lamina

propria e as invaginagdes denominadas criptas.

Considerando o compartimento proliferativo na cripta intestinal, a proliferacédo se da a partir de
celulas-tronco, com capacidade de auto- renovagdo, e de células em transicdo em amplificacdo (TA)

progenitoras com alta atividade de enzimas envolvidas com a sintese de DNA, onde se dividem 4 a 5
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vezes dando origem a células comprometidas com as diferentes linhagens celulares: enterdcitos, células
enteroenddcrinas, células caliciformes, célula de Paneth e tuft cells (células de tufo), secretoras de
citocinas (HEUBERGER et al., 2014; VAN DER FLIER et al., 2009).

Em humanos, a formacéo das vilosidades ocorre em cerca de 8 semanas de gestacdo na regido
do intestino proximal (MAHESHWARI, 2006). A maturag&o epitelial continua durante o periodo pds-
natal até a infancia. Este processo é modulado por hormonios e fatores de crescimento presentes na
circulacdo 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 h& intenso processo proliferativo, formacdo de lumens secundarios (17° dia) e reorganizacdo
tecidual para projecdo dos vilos primitivos (DUNN, 1967), e do 18° ao 21° dia, as células epiteliais se
diferenciam (WILSON, 1989).

Em ratos, a organizacdo do eixo cripta- vilo é visivel ao nascimento, e apresenta vilosidades
formadas por uma Unica camada de células colunares epiteliais, que em sua maioria, apresentam as
microvilosidades, compondo uma superficie absortiva bem definida. Durante a terceira semana de vida
po6s-natal, a mudanca de cinética celular leva a uma continua proliferacdo de células epiteliais, que ocorre
somente na cripta, e a migracédo de células para o topo do vilo, onde entram em apoptose, mantendo a
caracteristica de renovacao rapida. Em ratos adultos o tempo de renovacao epitelial de células da cripta
é de 10h a 14h e o tempo de transito ao longo do comprimento do vilo é de 48h (HENNING, 1985).

Para que ocorra crescimento em extensdo, € necessario haver a fissdo de criptas.
Comparativamente, a incidéncia de fissdo de criptas € maior em jovens e 0 aumento torna-se menos
frequente na vida adulta. Como mencionado, a fissdo impulsiona o crescimento e a manutencdo normal
do tecido (PIN C, 2015; METCALFE C, 2014). Dessa forma, a maior incidéncia de fissdo de cripta
ocorre durante o desenvolvimento em aproximadamente 40% de todas as criptas na regido do jejuno e
60% de todas as criptas na regido do c6lon médio (ST CLAIR WH, 1985). Por volta de 10 semanas de
desenvolvimento pds-natal, a taxa de fissdo de cripta é reduzida e se mantém em torno de 5%, variando
entre as diferentes regides do intestino delgado e célon (LANGLANDS AJ, 2016).

Em termos de populages, as células epiteliais dos vilos dividem-se em absortivas (enterdcitos),
caliciformes e tuft cells, sendo que a primeira populagdo apresenta fungdes enzimaticas, de forma que
ao fazer contato com o limen, as células abortivas participam do processo de digestdo e absorcéo

intestinal.
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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 diminuicdo da atividade endocitica do enterdcito, resultando em fechamento das
juncdes intercelulares (XIONG et al., 2015). A expressao da sacarase-isomaltase (Si) é regulada de modo
antagbnico a lactase no periodo do desmame, sendo evidenciado seu aumento a partir do 16° ou 17° dia
de vida pds-natal no rato, atingindo o pico maximo de expressao na vida adulta (IKO F., TOSHINAO
G., 2004).

1.2 Amamentacdo e desmame

Durante o desenvolvimento pds-natal, a amamentacdo é um agente importante na programacao
do crescimento. Nesse periodo, o colostro e o leite materno sdo os primeiros alimentos ingeridos pelo
neonato (BARAM et al., 1977; KOLDOVSKY et al., 1995; LETTERIO et al., 1994; DONAVAN E
ODLE, 1994; WADA E LONNERDAL, 2014). O leite apresenta em sua composi¢do proteinas,
aminoacidos e microrganismos que atuam tanto na maturacdo intestinal como na funcéo
imunoreguladora e contribuem para defesa do bebé contra patégenos bacterianos e virais, contribuindo
para reducdo do grau de viruléncia, como na infec¢do por COVID-19 (COSTA et al., 2021). Dentre as
moléculas secretadas no leite materno, podemos destacar as proteinas do soro do leite, caseinas,
lactoferrina, alfa lactoalobumina, mucina 1, triptofano, imunoglobulina A secretora (sIgA) dentre outras,
fornecendo o complemento necessario contra doencas infecciosas e desenvolvimento da crianca.

Na primeira infancia, o leite humano é a principal fonte de triptofano, um aminoécido precursor
de serotonina e niacina. (LIU & NEWBURG, 2013; O°'MAHONY et al., 2015) Este aminoacido tem a
funcéo de controlar a expressdo de peptideos antimicrobianos no intestino delgado, atua na regulacéo da
motilidade intestinal, modulacdo da microbiota intestinal e como agente anti-inflamatorio por meio de
receptores de hidrocarbonetos aril (AHR) (BORGES et al., 2017; METIDJI et al., 2018). Por outro lado,
a auséncia ou deficiéncia de triptofano, por absorcéo intestinal reduzida ou dietas restritivas em proteina,
esta relacionado com maior incidéncia de doenca inflamatoria intestinal e sindrome do intestino irritavel
(TALEB, 2019). Em um estudo de coorte, bebés que foram alimentados exclusivamente com leite
materno eram menos suscetiveis a enterocolite necrosante (NEC) apresentando reducdo de 32% a 80%
em nimero de casos, enquanto bebés que tomaram exclusivamente férmula, apresentaram maior
tendéncia a inflamac&o. Esta resposta foi devido a expresséo de indol-3-1actico (ILA), um metabolito do
triptofano que é fornecido pelas bactérias intestinais como Bifidobacterium, em cuja proliferacéo é
estimulada pela ingestao de leite materno (GREGORY et al, 2016; MENG et al, 2020).
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De acordo com a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) e o Fundo das Nac¢des Unidas para
Infancia (UNICEF), a amamentacdo exclusiva deve ser mantida até os 6 meses de idade e ap0s esse
periodo, a continuidade até os 2 anos deverd ser feita juntamente com alimentag&o solida complementar.
Estatisticamente, menos de 40% dos bebés no mundo sdo amamentados exclusivamente durante os
primeiros 6 meses de vida. (OMS, 2021).

Durante o rapido crescimento e desenvolvimento da primeira infancia, o ferro é um elemento
traco vital para as reacGes metabolicas, sintese de DNA e transporte de oxigénio, sendo sua maior
concentracdo presente no leite materno e a absorcao sendo pela camada de muco produzida por células
caliciformes do intestino delgado. Apesar das baixas concentra¢des de ferro presente no leite materno,
a absorcdo € mais eficiente que o ferro presente em leite de formula. Além disso, no periodo de desmame,
a proporcdo de ferro absorvido é reduzida em 10% tanto em humanos quanto em roedores (SHERIDAN,
2019). J& na vida adulta, a absorcéo de ferro se da por proteinas presentes na borda em escova. O estudo
que analisou niveis génicos de Dmtl, responsavel por induzir a absor¢cdo do ferro em adultos,
demonstrou gque os niveis dessa proteina se encontravam aumentados em enterdcitos de ratos lactantes
quando comparados a ratos desmamados confirmando, que a amamentacdo exclusiva é suficiente para

manutencdo de estoques adequados de ferro por pelo menos seis meses (FRAZER, 2007).

Em ratos, o aleitamento é gradativamente substituido pela ingestdo de alimento solido da terceira
para a quarta semana de vida pds-natal, fase que caracteriza o desmame natural, levando a uma mudanca
de composicdo 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, 1981). Entretanto, para
fins experimentais, em biotérios, o desmame é normalmente realizado no 21° dia de vida pés-natal. Em
contrapartida, o desmame precoce se caracteriza pela abrupta separacdo materna e retirada do leite e de
todos os seus fatores antecipadamente.

Estudos publicados por nosso grupo demonstraram que no estdbmago o desmame precoce
aumenta a atividade proliferativa este estimulo € correlacionado com ganho de atividade do receptor de
EGF (EGFR) (OSAKI et al., 2011; OSAKI; GAMA, 2013), mudanca da atividade da corticosterona
(GHIZONI, 2014), ¢ variagdo dos niveis de TGFp (OGIAS et al., 2010). O EGFR age por diferentes
vias de sinalizagcdo, mas durante o desmame precoce, a via de MAPK esté ativa e controla proteinas do
ciclo celular, como p21 e p27 (OSAKI; GAMA, 2013). Recentemente, foi observado que o aumento da
atividade proliferativa na mucosa gastrica em animais filhotes de 18 dias podem estar relacionados a
reducdo dos niveis de TAr2 e p27 (SILVA, 2021). Além disso, o desmame precoce desencadeou a
diferenciacéo de células mucosas do colo (OSAKI; CURI; ALVARES, 2010) e modificacdo da resposta
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ao estresse (GHIZONI, 2014), que em conjunto podem reprogramar todo o processo de crescimento e
maturacao da mucosa gastrica (ZULIAN et al., 2017; SILVA et al, 2020; SILVA et al 2021).

No intestino, o desmame precoce leva a um aumento da atividade das enzimas sacarase e
isomaltase. Em contrapartida, as enzimas lactase e hidrolase lisossomal, que apresentam alta atividade
no periodo de amamentacédo, sdo reduzidas apds o desmame com a introducdo de alimentos solidos,
porém o envolvimento dessas enzimas no processo de diferenciacéo e proliferacdo celular ainda é pouco
conhecido (BEERS et al., 1995). Além disso, assim como caracterizado no estdbmago, o desmame
precoce também induz a atividade da enzima ornitina descarboxilase importante no processo de
adaptacdo e crescimento da mucosa intestinal (LIN et al., 1998). Evidéncias demonstram que 0s
processos de maturacao intestinal e adaptacdo enzimatica podem ser controlados por hormdnios como a
corticosterona (KEYSER et al, 1990).

1.3 Ciclo celular

O controle da proliferacdo celular se da através da regulacéo do ciclo celular pela passagem das
fases G1, S, G2 e M a fim de garantir a correta replicacdo do material genético, separacdo dos
cromossomos, senescéncia e morte celular. Mecanismos intracelulares sdo responsaveis pela progressao
do ciclo celular envolvendo ativacdo de uma familia de proteinas denominadas quinases dependentes de
ciclinas (CDKs) e sua associacdo com subunidades reguladoras positivas, pertencentes a familia das
ciclinas que formam um complexo catalitico ciclina-CDK. OscilagBes nos niveis de ciclina, implicam
em modificacdes nas atividades dos complexos, e na duragdo das fases do ciclo celular. Dentre as
proteinas do complexo ciclina-CDK, destacam-se a ciclina E e a CDK2. Os niveis de ciclina E séo
regulados durante o ciclo celular normal, e a proteina acumula-se na transicdo G1/S, e sendo
completamente degradada até o final da fase S. A ciclina E se liga e ativa CDK2 para controlar entrada
e progressdo da fase S. A atividade do complexo ciclina E-CDK2 é controlada pela moléculas inibidoras
denominadas CKIs, dentre as quais estdo a p21 e a p27, capazes de ligar e inativar o complexo cilclina
E-CDK2 (TEIXEIRA; REED, 2017). O controle do ciclo celular é essencial para que ocorra um
equilibrio entre a proliferacdo e a diferenciacdo celular, e essa regulacdo e fundamental para a
homeostase da mucosa intestinal ao longo da vida. Em contrapartida, uma falha na proliferacdo ou a

perda dos gatilhos de diferenciacdo podem levar a vérias doencas, dentre as quais estdo os tumores.
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1.4 Linhagens celulares no intestino delgado

Em torno de 90% do epitélio intestinal € composto por células absortivas, também denominadas
enterdcitos, que sdo altamente polarizados, caracterizados pela presenca de microvilosidades que
formam uma borda em escova, constituindo uma estrutura altamente organizada na superficie apical
(KONG et al., 1998). Um dos principais componentes estruturais da célula absortiva € a vilina, presente
nas microvilosidades com funcao de organizar seu eixo principal. Na mucosa intestinal, observou-se que
a expressdo de vilina aumenta a medida que as células se diferenciam e migram da cripta até o topo do
vilo (GEORGE, 2008). As células absortivas que revestem as vilosidades intestinais sdo responsaveis
pela digestdo e absorcdo de nutrientes, como mencionado anteriormente. Para executar essas fungoes
especializadas, elas adquirirem a capacidade de regular a expressdo de proteinas relevantes, como
enzimas digestivas, receptores, e transportadores de membrana. A regulacdo desses genes especificos
depende do periodo de desenvolvimento e da regido do intestino, de forma que o rapido crescimento
coincide com as mudancas na fungdo da membrana da borda em escova. Em mamiferos, é evidente que
h& uma interacdo entre a succdo, o crescimento intestinal e a membrana celular na borda em escova. A
expressdo de cada gene muda sequencialmente durante o periodo de crescimento do feto, periodo de
amamentacdo, desmame e idade adulta. Como exemplo, a modificacdo dieta de mamiferos desmamados
de leite para alimentos sélidos é paralela a mudanca de atividade da lactase que, em ratos e camundongos,
é elevada na fase fetal, diminui por volta do dia 21 (periodo do desmame) e permanece na idade adulta
em um nivel correspondente a 20% do nascimento (TUNG J, 1997). A expressao de sacarase-isomaltase
(Si) é regulada de maneira contraria. Sua atividade € indetectavel durante a suc¢do e aumenta seus niveis
aos 16 ou 17 dias pos-natal (TUNG J, 1997).

Além da linhagem absortiva, as linhagens secretdrias compdem as outras populagdes celulares
do epitélio intestinal (figura 2). Considerado como 6rgdo enddcrino, o intestino possui células
enteroenddcrinas (EEC), que embora escassas em relacdo as outras populacdes, compreendem
aproximadamente 1% de todas as células epiteliais, e sdo essenciais no processo de regulacdo da
digestdo, motilidade intestinal, controle do apetite e do metabolismo (MAY; KAESTNER, 2011). Os
hormdnios intestinais agem nos niveis de glicose no sangue, indiretamente por via pancreatica, como
também controlam o fluxo de nutrientes no intestino. Dentre 0os horménios liberados pelas EEC, o GLP-
1 é liberado no processo pos-prandial, potencializa a liberagéo da insulina pelas células beta-pancreéticas

e controla a adaptacdo metabdlica por meio da modulacao do apetite.

Distribuidas em todo epitélio, as células EEC produzem mais de vinte horménios e sdo

diferenciadas morfologicamente e pelo principal horménio produzido. Quando diferenciadas e maduras,
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as células enteroenddcrinas adquirem um numero crescente de granulos citoplasmaticos e perdem a
capacidade de se dividir. Dentre as moléculas secretadas, estdo também fatores neurotroficos e

colecistoquinina (CCK), importante regulador hormonal do processo digestorio (KONG et al., 1998).

Estudos desenvolvidos a partir da técnica de sequenciamento de célula Unica e em organoides
demonstraram que ha 5 linhagens distintas de EEC capazes de gerar células com perfis hormonais
diferentes, responsivas a um gradiente de sinalizacdo ao longo do eixo cripta-vilo. A partir da zona de
célula-tronco na regido da cripta intestinal, células EEC passam por trés estagios de diferenciacédo até
completar sua fungdo secretora de horménio. O destino secretor é determinado fora da zona de célula-
tronco, por auséncia da ativacdo da via de sinalizacdo Notch (BEUMER J, 2020). Um dos principais
reguladores da plasticidade das EEC é a via de bone morphogenetic protein (BMP). Estudos em
organoides demonstraram que a elevada sinalizacdo de BMP no vilo inibe a diferenciacdo a partir de
celulas-tronco e permite sua expansao. Quando a BMP é ativada em organoides, este muda do estado de
cripta para vilo, reduz a expressdo de GLP-1 e aumenta a sintese de secretinas, neurotensinas e expressao
de PYY. Ou seja, quando ocorre a inibicdo da sinalizacdo de BMP in vivo, hd um estimulo na expressao
de horménios restritos a cripta e reprime a expressdo de horménios tipicamente no vilo (BEUMER J,
2018).

O destino das células enteroenddcrinas é limitado pelas células progenitoras com baixas taxas de
divisao, diferentemente de outras linhagens secretorias como as células caliciformes que sao favorecidas

por células progenitoras em maior proliferacdo (BASAK O, 2017).

Dentre as outras linhagens epiteliais intestinais esta a populacdo de células caliciformes, que
aparece precocemente durante a fase de desenvolvimento. Essas células também sdo polarizadas, e
contém granulos de mucina, localizados logo abaixo da regido apical da membrana (RADWAN et al,
1990). A mucina secretada reveste a superficie livre e confere protecdo contra bactérias patogénicas e
produtos bacterianos. Existem duas camadas de muco que recobrem o epitélio intestinal. A primeira
camada € estéril de forma compacta, e apresenta lisozimas secretadas pelas células de Paneth, e a
segunda camada mais externa, apresenta uma composicao mais fluida com a fungéo de facilitar a adesdo
de bactérias residentes da microbiota intestinal. Ressalta-se que, no intestino delgado, a propriedade
viscosa da camada de muco é dada pela mucina 2 (MUC?2), principal marcador das células caliciformes
intestinais (MCGUCKIN, M. A; 2011). Estudos mostram que mudanc¢as no padréo alimentar podem
influenciar na quantidade e proporcao do contetdo de mucina no intestino delgado de ratos, alterando
as caracteristicas funcionais do ambiente intestinal (SHARMA et al., 1995; SHARMA, 1995).
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O muco secretado pelas células caliciformes serve como importante barreira para impedir a
invasdo de patdgenos na mucosa, que possam levar a inflamacdo intestinal. Assim, as células
caliciformes séo consideradas constituintes ativos no processo de defesa do organismo em conjunto com
0 sistema de resposta imune. Em um modelo de colite induzida por sulfato de dextrano de sédio (DSS)
em camundongos, observou-se que as células linfoides inatas e células T induzem a diferenciacao
indireta de celulas caliciformes, e ha aumento de transcri¢cdo de MUC2 (YANG S, 2021). Outro estudo
analisou as consequéncias das diferentes idades de desmame em porcos, demonstrando que animais
desmamados precocemente apresentaram uma reducdo do numero de células caliciformes e eram mais
susceptiveis a impactos metabdlicos, a partir da reducdo da funcao barreira e desequilibrio do sistema
imune (GARCIA G.R, 2016).

As células de Paneth representam o quarto tipo celular presente no epitélio intestinal, sdo células
secretoras, e podem ser facilmente reconhecidas pelos seus granulos acidéfilos. Essas células ndo se
dividem, estdo localizadas somente na base da cripta e originam-se diretamente de células-tronco (VAN
DER FLIER; CLEVERS, 2009). Diferente das outras linhagens celulares, a medida que amadurecem,
as células de Paneth apresentam um padrdo migratorio em direcao a base da cripta e persistem por pouco
menos de 30 dias, permanecendo intercaladas entre as células-tronco, e sendo distinguidas pelas suas
formas colunares a piramidais e granulos acidéfilos em seu citoplasma (LUESCHOW SR, 2020).

Funcionalmente, as células de Paneth apresentam granulos secretérios que contém proteinas
especificas como lisozimas, defensinas e peptideos antimicrobianos liberados em direcdo ao limen com
funcéo de permeabilizar e digerir a parede de bactérias patogénicas regulando a microbiota intestinal,
além de auxiliar na proliferacdo e diferenciacao do epitélio a partir da secrecéo de fatores de crescimento
(CLEVERS, 2013).

Considerada constituinte essencial da cripta, as células de Paneth comp&em o nicho de células-
tronco na cripta intestinal e interagem com as células positivas para a proteina G acoplada ao receptor
de leucina 5 (Lgr5). (SATO, T. AND CLAVERS, 2013). Estas, sdo responsaveis pela manutencgdo e
proliferacdo do nicho de células-tronco Lgr5+ através da expresséo de fator de crescimento epidermal
(EGF), fator de crescimento transformante alfa (TGF alfa) e Wnt3, assim como ligantes Notch acoplados
em sua superficie (KIM et al, 2012; SATO, T. AND CLAVERS, 2013). Experimentos in vitro
evidenciaram que células de Paneth d&o suporte para o crescimento e sobrevivéncia da populacéo de
células-tronco ativas (SATO T, 2011).
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O estudo conduzido por Barker e colaboradores (2007) identificou que a molécula Lgr5* é o
principal marcador de células-tronco intestinais, sendo restrito as células colunares na base da cripta que
ddo origem a todas as outras linhagens epiteliais no 6rgdo. Sua expressao esta associada com a auto
renovacao e diferenciagdo nas 3 populagdes descritas acima, assim como a prépria linhagem da célula
de Paneth. A posicéo relativa, o nimero de células de Paneth e de células Lgr5 sdo importantes para o
processo de fissdo de criptas, descrito anteriormente. que da origem a 2 criptas filhas, fazendo o

crescimento em extenséo do 6rgéo.
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Figura 2. Representacdo esquematica de células intestinais ao longo do eixo cripta- vilo. Organizacdo
do nicho de células-tronco na base da cripta entre as células de Paneth. As células progenitoras na zona
de transicdo em amplificacdo (TA) a partir da posicéo +4 e, em seguida em diferenciagdo para as quatro

linhagens, que migram em direcdo ao topo do vilo onde ocorre a apoptose.
1.5 Nicho de células-tronco na cripta do intestino delgado

Células colunares da base (CBC) (Figura 1) comp&em o nicho de células-tronco descrito por
Cheng e Leblon em 1974 (CHENG; LEBLOND, 1974). A localiza¢do, comportamento e numero de

celulas-tronco intestinais foram caracterizados por diversos pesquisadores que identificaram uma zona
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a partir das 3 primeiras posicdes das células de Paneth diferenciadas na base até a quarta posi¢do na
cripta. Esses resultados foram comprovados por marcadores de sintese de DNA como a
bromodeoxiuridina e a timidina H3, que indicaram a retencdo das células nesta regido (YEUNG; KUO,
2011). Assim, as CBC, estimadas em 4 a 5 por cripta, sdo positivas marcadores proliferativos (inclui-se
a proteina Ki67) e estdo localizadas entre as células de Paneth, em uma zona pds- mitotica a partir da
posicdo +1 (base) até a posicdo +4 (mais superficial na cripta) (BARKER et al., 2007). Essas CBC
entram em ciclo de forma lenta e ddo origem as células progenitoras de ciclo rapido com diviséo
assimétrica. As celulas TA sobem no eixo da cripta e na diferenciacdo seguem dois caminhos para

linhagens absortivas ou secretoras.

As linhagens secretoras sdo derivadas de células progenitoras que surgem para ocupar a cripta a
partir da posicdo +5 acima do nicho de células-tronco (VAN ES JH, 2012). Um estudo demonstrou que
precursores de células de Paneth podem se desdiferenciar para células-tronco Lgr5* apds um processo
de lesdo (BUCZACKI SJA, 2013). Outro grupo de pesquisadores demonstrou que células de Paneth
comprometidas podem desdiferenciar em um programa regenerativo para manter a homeostase do
epitélio intestinal (CLEVERS H, 2013).

O mapeamento de células-tronco na cripta intestinal demonstra que a maioria se divide
simetricamente e que a homeostase € mantida por competicdo neutra entre duas células filhas
(SNIPPERT et al., 2010) O equilibrio entre a quiescéncia e a atividade de células-tronco intestinais
garante a regulacdo necessaria para a rapida renovacao do epitélio, na homeostase do tecido, e reparo
dos tecidos lesionados. Durante a morfogénese, esse nicho é influenciado por células epiteliais
diferenciadas proximas assim como por células mesenquimais juntamente com a matriz extracelular que

permitem a comunicacéo epitélio-mesénquima (UMAR, 2010).

Estudos demonstraram que a proximidade de células-tronco e células de Paneth evidencia que a
funcdo da célula-tronco Lgr5 é promovida por células de Paneth disponivel na regido. Em experimento
in vivo, onde foi reduzida parcialmente a populacao de células de Paneth por mutacéo de Gfil e delecédo
condicional de Sox9, a redugdo em numero de células-tronco coincidiu com a redugdo de Paneth
(BASAK, 0, 2011).

Em processos de lesdo ou perda de Lgr5, células precursoras da linhagem secretdria e absortiva
se desdiferenciam formando novas células Lgr5 para compor as CBC. Estudos investigam que esse pool

de celulas-tronco reserva caracterizado na posi¢cdo +4 € mais resistente a lesdo em casos de perda de
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Lgr5 e atua como principal fonte de suprimento celular indispensavel para regeneracdo epitelial
(METCALFE, 2014).

Assim como Lgr5, outros marcadores de células-tronco como Ascl2 e Olfm4 também foram
reconhecidos e se encontram restritos nas criptas intestinais. Ascl2 (Achaete-Scute complex like 2) é
homdlogo dos genes do complexo Achaete- Scute em Droshophila melanogaster (ALDERS et al.,
1997), que funciona como fator de transcricdo e tem sua expressdo predominantemente detectada em
tecidos extraembrionarios. No epitélio intestinal, Ascl2 codifica proteinas reguladoras do destino celular,
e é essencial para manutencao de células Lgr5+. Quando superexpresso em outras populacées celulares
resulta em hiperplasia de cripta e formacédo de pequenas bolsas (tipo-cripta) hiperproliferativa nos vilos
(VAN DER FLIER et al., 2009). Em contrapartida, quando deletado Ascl2 em modelos de organoides,
ndo houve perda de células-tronco, mas houve reducédo na velocidade de proliferacdo. Adicionalmente,
mostrou-se que a expressao e a resposta de Ascl2 é dependente da via de sinaliza¢cdo Wnt (SCHUIJERS
etal., 2015).

Ja o gene OIfm4 (olfactomedina 4), inicialmente caracterizado como hGC-1 (ZHANG et al.,
2002), também tem sua fungdo associada com propriedades de célula-tronco intestinal, porém
diferentemente dos marcadores Lgr5 e Ascl2, que tém sua expressao regulada pela via Wnt, Olfm4 tem
sua expressao regulada pela via Notch. Em murinos, a glicoproteina foi originalmente identificada como
um fator importante na origem de células granulociticas hematopoieticas, e posteriormente, a Olfm4 foi
caracterizada na matriz extracelular, com a funcéo de facilitar a adesao celular (ligando-se a caderinas e
lectinas de células superficiais) e participar da regulacdo de ciclo celular (KOBAYASHI et al., 2007;
LIU et al., 2006). Além disso, Olfm4 também é considerado como um alvo transcricional de Notch em
células-tronco intestinais. (VANDUSSEN et al., 2012).

Assim, o0 nicho de células-tronco na cripta do intestino delgado tem a homeostase mantida por
meio da expressdo de genes como Lgr5, Ascl2 e Olfm4 com o suporte de um gradiente.

1.6 Vias de sinalizacéo:
Whnt, Notch, EGFR e BMP

A atividade proliferativa e de diferenciacdo do epitelio intestinal é dependente de um gradiente
de sinalizag&o ao longo do eixo cripta-vilo (BEUMER, 2020).

A via de sinalizacdo Wnt desempenha uma importante funcdo no desenvolvimento e renovacéo

do epitélio intestinal. O conjunto de proteinas Wnt forma uma familia altamente conservada de
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moléculas sinalizadoras de forma autdcrina e paracrina. Wnt induz efeitos bioldgicos por meio de ligacéo
tanto ao receptor Frizzeld como a proteina relacionada ao receptor de lipoproteina (LRP), promovendo
um aumento de B-catenina no citoplasma e sua interacdo com o fator 4 de célula T (TCF4) — fator de
transcricdo, no nucleo. Em condi¢des normais, a B-catenina forma um complexo de proteinas contendo
o complexo polipose adenomatosa (APC), axina e a proteina glicogénio sintase quinase-3p (GSK-3p), e
seus niveis sdo rigidamente controlados através da mediacdo do complexo de degradacao
ubiquitina/proteasoma (UMAR, 2010).

E evidenciado o envolvimento desta via em diferentes processos como a manutencgao de células-
tronco e células progenitoras através do controle do ciclo celular, assim como diferenciacdo, controle da
migracdo e localizacdo de células epiteliais ao longo do eixo cripta- vilo, desenvolvimento da linhagem
de células secretorias e diferenciacdo de células de Paneth (RADTKE; CLEVERS, 2005). Como
mencionado, o principal componente proteico da via Wnt ¢ a B-catenina que quando translocada para o
nacleo da célula é capaz de se ligar a fatores de transcricdo e ativar genes alvo para o processo de
proliferacdo celular (VAN DER FLIER; CLEVERS, 2009) (Figura 2). Nesse sentido, para determinar o
papel de Wnt e células progenitoras da cripta, dois principais componentes na via (p-catenina e Tcf4)
foram deletados, inibindo Wnt ligante e receptor de interacdo, confirmando a perda de células
proliferativas da cripta, o que levou a degeneracdo intestinal (FEVR; ROBINE; LOUVARD;
HUELSKEN, 2007).

Assim como na via Wnt, a func¢do da via de sinalizacdo Notch mediada pelo contato célula-célula
é bem estabelecida tanto na regulacdo do compartimento proliferativo da cripta e proliferacdo de células
progenitoras quanto nos processos de diferenciacdo de linhagens de células absortivas em relacdo as
secretoras (ARTAVANIS-TSAKONAS, 1999; RICCIO et al., 2008). Esta via é ativada através de
receptores Notch (Notch 1 e Notch 2) e sua familia de ligantes DSL (Delta/Serrate Lag2) separados em
dois subgrupos: Delta like (DII1, DII3, DII4) e Serrate like (JAGGED1 e JAGGED 2). DII1 e DIl4 sao
expressos em células secretoras com expressdo proeminente de ligantes DSL por células de Paneth
acoplados a membrana que garantem a manutengdo da homeostase do ambiente (PELLEGRINET et al.,
2012; SASAKI et al., 2016).

O engajamento do receptor Notch e seu ligante, induz a clivagem proteolitica do receptor alfa
secretase. O receptor Notch clivado (NCID) se transloca para o ndcleo resultando em um ativo complexo
transcricional e sua ativacdo induz a expressao de hairy/enhancer of split (Hes). O fator de transcri¢do
Hesl ativa a expressdao de genes alvo que vai regular a proliferacdo e diferenciacdo celular
(SCHRODER, 2002).
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Para melhor entendimento da funcdo de Notch no intestino, mutacdes que levam a ativacao
constitutiva de Notch foram realizadas e resultaram em deplecdo de células secretdrias e aumento da
linhagem absortiva com concomitante aumento da proliferacdo (FRE et al., 2005). Outro estudo
demonstrou que a sinalizagcdo Notch age de forma independente da agdo de p-catenina e influencia no
controle da proliferacdo de células progenitoras através da regulacdo da expressao de p27, proteina que
promove a parada do ciclo celular. Ou seja, a sinalizagdo Notch no intestino delgado reprime a expressao

da proteina p27 para garantir a manutencdo de células proliferativas na cripta (RICCIO et al., 2008).

Outro fator de transcricdo, Atohl (Mathl para camundongos, Hathl para humano) é regulado
negativamente pela via de sinalizagdo Notch. Atohl é expresso em células progenitoras secretoras
quiescentes e maduras (Yang, 2001; NOAH; SHROYER, 2013). Consistente com o processo de delecdo
genética de Hesl em animais e consequente inibicdo de Notch, o estudo observou um aumento da
ativacdo de Atohl e maior diferenciacdo de células caliciformes, Paneth e enteroenddcrinas no epitélio
intestinal. O promotor de Atohl tem sido descrito por conter sitios de ligacdo de Hes, sendo assim, a
inducdo de Hesl pelo receptor Notch age como um repressor transcricional para silenciar o fator de

transcricdo Atohl e suprimir o destino de células secretérias (DEMITRACK, 2016).

Outro fator regulatério de renovacéo e reparo tecidual € o fator de crescimento transformante
beta (TGFp) e seus receptores TBR1 e TPR2, também pertencentes ao complexo de sinalizacdo da BMP
agindo sobre a cascata de sinais intracelulares Smad. Estudos sugerem que a presenca da sinalizagao
BMP no topo da vilosidade pode suprimir a sinalizagdo Wnt pela inibi¢do da -catenina e comprometer
o crescimento do vilo (SHYER et al., 2016). Enquanto que a sinalizacdo Wnt estimula a proliferacdo de
células-tronco e células progenitoras na cripta, a sinalizacdo BMP age como um regulador negativo desta
proliferacdo (HE et al., 2004). As atividades de sinalizagdo BMP e Wnt formam gradientes reversos ao
longo do eixo cripta vilo para estruturar a autorrenovardo e diferenciacdo das células-tronco intestinais
(Ql etal, 2017).

Estes gradientes de sinalizagcdo também controlam a inter conversdo e desdiferenciacao de células
progenitoras para células-tronco na cripta do intestino delgado, entretanto mecanismos de modificacoes

epigenéticas também estdo associados (LINDEMANS et al., 2015).
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1.7. Epigenética

Epigenética é o termo que se refere as mudancas na expressao génica herdadas através de mitose,
sem envolver mudancas na sequéncia do DNA. Mudancas epigenéticas sao compreendidas a partir da
metilacdo do DNA, modificacdo em histonas e cromatinas, além de RNAs néo codificantes (JIRTLER,
2007).

Em mamiferos a metilagdo do DNA se dé por adi¢do covalente de um grupo metil na posi¢do 5’
da citosina predominantemente dentro do dinucleotideo CpG por meio de transferéncia enzimatica pelas
DNA metiltransferases (Dnmt). (ROBERTSON, 2001. Os dinucleotideos CpG podem aparecer em
pontos esparsos ou concentrados em regides conhecidas como ilhas CpG. Estas ilhas sdo encontradas na
regido promotora dos genes, responsaveis pela regulacdo da expressao génica e sdo definidas como
regides do DNA maiores que 200 pares de base contendo aproximadamente 50% de bases C e G e
aproximadamente 60% de dinucleotideos CpG (LI, 2002). A metilacdo do DNA é importante no controle
de varias fungdes do genoma. A presenca de um “capuz” metil sobre uma citosina que precede uma
guanina pode inibir a ligacdo de fatores de transcricdo a estas regides, resultando na auséncia de
transcricdo génica. Essa metilacdo do DNA € estabelecida por meio da Dnmt de novo (Dnmt 3a e
Dnmt3b) durante o desenvolvimento e este padrdo € mantido apos a replicacdo pela Dnmtl conhecida
como enzima de manutencdo que metila citosinas no dinucleotideo CPG durante a sintese do DNA
(FUKUSHIGE, 2009).

O intestino esta sujeito as modificacdes do padrdo dietético, como mencionado, e as mudangas
morfofuncionais que ocorrem durante o desenvolvimento e se estendem & manutencdo até a idade adulta.
Em funcédo disso, as células intestinais podem ser alvo de modificacfes epigenéticas que prosseguem
além da infancia (KELLERMAYER, 2010). Em mamiferos, o padrdo de metilacdo do DNA muda de
uma maneira altamente regulada desde o desenvolvimento do embrido, e as consequéncias fenotipicas
da delecdo da Dnmt1 no intestino dependem do estagio de desenvolvimento em que a perturbacéo ocorre.
A metilacdo aberrante do DNA e a instabilidade do genoma se correlacionam em uma série de
patologias, incluindo doenga inflamatoria intestinal (IBD) e cancer associado a colite (HARTNETT,
2012). Outro estudo realizado em animais, demonstrou que a dele¢do condicional de Dnmtl (animais
Villin-Cre) causa a hipometilacdo de regides regulatdrias associadas a varios genes de células-tronco
intestinais, em adultos, resultando em expressdo génica inadequada durante a diferenciacdo e
proliferacdo da zona de cripta. No entanto, nesse modelo, as células da cripta ainda eram capazes de
formar novas células para renovar o intestino, e niveis normais de metilagdo de DNA foram

restabelecidos apds dois meses de delecdo do gene. Ou seja, a reducdo da metilagdo ndo diminui a
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capacidade de auto renovacdo das criptas e causa apenas mudancgas modestas na homeostase da cripta
intestinal. (SHEAFFER, 2014). Uma anélise mais aprofundada revelou que esta recuperacéo foi devido
ao fato de que Dnmt3b tornou-se mais ativo em células deficientes de Dnmtl e, em seguida, re-metilou
0 DNA. Deve-se ressaltar que os camundongos que ndo possuem enzimas Dnmtl e Dnmt3b morrem
antes de nascer. Anteriormente, pensava-se que o0 gene Dnmt3b agia apenas para estabelecer novos
padrdes de metilacdo do DNA, mas essas Ultimas descobertas sugerem que esta enzima pode atuar
também como uma metiltransferase de manutencdo. Em resumo, os estudos sugerem que o controle da
funcdo da célula-tronco no intestino adulto pode ser influenciado pelo desequilibrio entre processos
epigenéticos maturacionais pds-natais (ELLIOTT, 2016; SHEAFFER, 2014).
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2. JUSTIFICATIVA

Sabemos que o desmame e a fase de transicdo alimentar € um momento critico e requer
adaptacdes fisioldgicas que garantem a saude e o crescimento do individuo, porém pouca informacao

foi fornecida sobre o impacto duradouro ao longo das idades a partir do desmame precoce.

Entre as funcBes desempenhadas pelo intestino delgado, a homeostase do tecido epitelial é
essencial para a finalizacdo do processo de digestdo e metabolismo de nutrientes, além de garantir a
fungdo barreira de protecdo. Nesse contexto, sabe-se que hormonios, fatores de crescimento, microbiota
e a coordenacdo de transicdo entre amamentacao e desmame também sdo elementos fundamentais nesse
mecanismo de controle metabolico. Considera-se que essas variacdes podem ter papéis importantes no
desenvolvimento de doencas inflamatérias do trato gastrintestinal, alergias alimentares, ulceracbes e

cancer.

Estudos anteriores evidenciam particular atencdo as modificagdes metabdlicas do intestino
delgado ap6s o periodo de desmame natural, porém considerando o desmame precoce uma préatica social
comum, poucos estudos avaliaram os efeitos da substituicdo antecipada do leite pelo alimento sélido
sobre o intestino delgado e como esses processos de modificacdo molecular e mecanismos de controle

sdo mantidos até a vida adulta.

Sendo assim, consideramos o aleitamento materno uma importante fonte de nutrientes para o
desenvolvimento da crianca na primeira infancia e entender os potenciais prejuizos da interrup¢do antes
do periodo recomendado podera reforcar a conscientizagcdo para respeitar os periodos de nutricdo e

desenvolvimento saudavel da crianca durante todas as fases da vida.

3. OBJETIVO
O objetivo geral do estudo foi avaliar como o desmame precoce influencia a proliferacéo

celular, a expressdo e distribuicdo de marcadores que caracterizam o nicho de células-tronco, ciclo
celular, fatores de crescimento, diferenciacéo e os impactos metabolicos no epitélio intestinal de ratos.
Foram investigados os efeitos imediatos visto em filhotes 3 dias apos o desmame e os reflexos na vida
adulta.
De forma especifica avaliamos:

v A morfometria do eixo cripta-vilo;

v" O perfil proliferativo de forma aguda até a vida adulta a partir do marcador Ki67;
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v O perfil de expressdo de genes marcadores de células epiteliais absortivas e secretérias, fatores
de crescimento; ciclo celular; nicho de células-tronco e vias de sinalizacéo pelo RT-qPCR,;

v Os niveis de expressao proteica dos fatores de transcricdo responsaveis pelas vias de sinalizacdo
pela técnica de Western Blot;

v Dados metabdlicos a partir do teste de tolerancia a glicose (GTT);

<

A expresséao de genes relacionados as modificacdes epigenéticas por RT-gPCR;

v Ensaio de sequenciamento Sanger para identificacdo das ilhas metiladas.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Machos e fémeas de ratos albinos (Rattus norvegicus, linhagem Wistar) obtidos do Biotério de
Producdo de Ratos (ICB, Rede USP de Biotérios) foram acasalados e as fémeas foram mantidas em
gaiolas individuais no Biotério do Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento (ICB, USP).
Os animais tiveram 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
aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA ICB 115/2017).

Foram utilizados animais de ambos 0s sexos e o0 dia do nascimento dos filhotes foi anotado como
zero. No 3° dia de vida pds-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 dois
grupos: amamentado- controle (AM) e desmame precoce (DP) a partir do 15° dia de vida pds-natal. Os
animais DP foram separados de suas maes e mantidos em outra gaiola, onde a dieta era uma pasta de
racdo, disponivel 24 horas/dia (Osaki et al., 2010). Duas vezes ao dia, os filhotes também receberam
alimento e 4gua 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 padréo do biotério. Para que ndo houvesse ingestao excessiva
de leite materno e inducéo de sobrepeso, controlamos o nimero de filhotes que ficaram em companhia
da mée, por meio da substituicdo dos animais em experimentacao por outros que ndo foram usados para
a coleta, de maneira a manter um numero de 6 a 8 por mée no grupo controle. Um procedimento
semelhante foi usado no grupo em desmame precoce para que ndo houvesse inducdo de estresse por
isolamento dos filhotes (Osaki et al, 2010).

Os animais foram eutanasiados aos 15, 18, 60 e 120 dias de vida p6s-natal conforme ilustrado no
desenho experimental (figura 3). Em todos os procedimentos foram considerados 3-5 animais/grupo. A
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massa corpdrea 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 mI/100g de massa corpérea). O intestino delgado na
regido mediana do jejuno foi aberto e a mucosa foi raspada e conservada em RNAlater® (Ambion) para
extracdo de RNA ou em salina tamponada com Tris (TBS) contendo PMSF pH 7.4 para extracao
proteica. As amostras obtidas a partir de ambos os procedimentos foram mantidas sob congelamento em
freezer -80° C. Outras amostras foram coletadas para fixacdo em formaldeido 10% para estudo

morfoldgico e imuno-histoquimico em microscopia de luz.
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Figura 3. Desenho experimental indicando o tratamento das ninhadas, indu¢do do desmame precoce (15

dias) e idades nas quais foram realizadas as coletas (15, 18, 60 e 120 dias).

4.2 Analise Morfoldgica

Em cada animal, um segmento do jejuno foi retirado, aberto, acomodado sobre um fragmento de
papel cartdo, lavado com solucgéo salina 0,9% e mergulhado em solucéo de formaldeido 10%. Apos 4
horas de fixacdo, cada amostra sobre o papel cartdo foi inserida em um cassete plastico, que retornou ao
formaldeido para finalizag&o do processo de fixagdo (12 horas). Ao término deste periodo, o cassete com

o material colocado foi transferido para alcool 70°, onde foi mantido até 0 momento da desidratacéo
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para inclusdo em Paraplast (Sigma). Para realizacdo das analises morfoldgicas, foram feitos cortes ndo
seriados de 5 um que foram corados com hematoxilina e eosina (HE). Alternativamente, para observacao
de células caliciformes, foram utilizados os mesmos procedimentos acima descritos e as laminas
passaram pela reagdo histoquimica com Acido Periddico Schiff (PAS) com contra coloracdo de

hematoxilina.

Para analise da morfologia em todas as idades, a captura das imagens foi realizada com aumento
de 20x para o vilo e 40x para cripta. O registro das imagens foi realizado atraves 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 quantificagdo de 10 campos por animal.
Para avaliacdo de células caliciformes, foram contados 5 campos por animal. Células Paneth foram
contadas a partir de 10 campos com em média 3 criptas por campo por animal em corte semi fino de 2
micrometros e coradas com HE. Ambas as medidas foram realizadas a partir do software de andlise de
imagem Image ProPlus v.5.2 (Média Cybernetics, Bethesda, USA).

4.3 Expressao génica- gPCR

A analise de expressdo génica foi utilizada para detectar os niveis de alguns genes alvos da via de
sinalizagdo e ciclo celular, fatores de crescimento e no estabelecimento do nicho de células-tronco. Os acidos
nucleicos totais foram extraidos a partir de cada amostra por homogeneizacao de tecidos obtidos a partir da
raspagem da mucosa do jejuno. Realizamos a extragao de RNA segundo o método de Trizol® combinado com o

sistema de purificagdo PureLink® RNA (Kit Ambion) conforme especifica¢Ges do fabricante.
4.3.1 Extracdo de RNA

O tecido obtido de cada animal foi acrescido de 1 mL de Trizol® (Invitrogen, Thermo- Fisher) e
macerado com homogeneizador elétrico durante 5 minutos para completa dissociacdo de complexos
nucleo-proteicos. Em seguida, as amostras individuais foram adicionados 200 pL de cloroférmio
(Merck), e os tubos foram agitados manualmente 15 segundos, seguido de incubagdo por 3 minutos em
temperatura ambiente (TA). Os tubos foram centrifugados a 12.000 g (15 minutos a 4°C) com a formacao
de trés fases, e 350 uL foram retirados da fase aquosa superior; ao precipitado foram adicionados 350
uL de etanol 70° para extragdo de RNA; para isolamento do RNA, em seguida agitamos em vortex para
dissolver o precipitado, e o volume total (700 pL) foi passado para o tubo coletor com as membranas
(Kit Ambion) e centrifugamos a 12.000 g (30 segundos em temperatura ambiente). Descartamos o
filtrado, adicionamos 700 pL de tampao de lavagem I (Kit Ambion) e centrifugamos a 12.000 g (30

segundos em temperatura ambiente). Em seguida descartamos o tubo coletor e colocamos todo contetido



39

em outro tubo com o sistema de membranas para adicionar 500 pL de tampao de lavagem II (Kit) e
centrifugar novamente a 12.000 g (30 segundos em temperatura ambiente); depois descartamos o filtrado
e centrifugamos por mais 1 minuto a 12.000 g em temperatura ambiente para secar a membrana. Por fim
descartamos o tubo coletor e colocamos o sistema de membranas dentro de um tubo com tampa, ao qual
adicionamos o volume de 30 pL de agua DEPC, incubamos por 1 minuto e centrifugamos a 12.000 g
(22 minutos em temperatura ambiente). O RNA total concentrado no volume filtrado foi quantificado
no equipamento NanoDrop (Thermofisher) - (Laboratério da Professora Dra. Patricia Pereira Coltri -
Depto. de Biologia Celular e do Desenvolvimento ICB, USP), e posteriormente estocado em freezer -
80°C. Para confirmar a integridade do RNA, aliquotas de 1uL foram separadas em gel de agarose 1%

contendo brometo de etidio (90V, 50 minutos).
4.3.2 Sintese de cDNA - reacdo com Transcriptase Reversa (RT)

Utilizamos 3 pg de RNA em 0,5 pL. de Tampao DNase I 10X, 0,5 uLL de DNase I e 4gua DEPC
em quantidade suficiente para 9,5 pL. Incubamos a mistura em TA por 15 minutos. Em seguida,
adicionamos 0,5 pL de EDTA 25 mM (pH 8,0) e incubamos em termociclador (Eppendorf AG,
Hamburg, Alemanha) por 10 minutos a 65°C. Posteriormente, foi adicionado 1 uL de Oligo (dT) Primer
¢ 2 uL de agua DEPC para incubagao (10 minutos a 70°C). Em cada um dos tubos adicionamos 6 pL de
mistura contendo 3 pL. de Tampao First-Strand 5X, 2 uL. de DTT 100 mM e 1 pL de dNTP 10 mM e
incubamos por 5 min a 42°C. Em seguida, adicionamos 1 uL. de enzima SuperScript I11 (Invitrogen) RT
200 U/uL e incubamos a 42°C por 50 minutos, e depois a 70°C por 15 minutos. Por fim, adicionamos 1
uL de RNase H 2 U/uL com incubagdo a 37°C por 20 minutos. As amostras sdo mantidas em freezer -
20°C.

4.3.3 gPCR

Os genes listados na Tabela 1 foram avaliados com uso de ensaios Tagman probe (Thermo-
Fisher). A variacdo da expressédo dos diferentes genes foi comparada entre 0s grupos experimentais (DP)
e 0s grupos controle (AM).

As reacgdes foram conduzidas em termociclador StepOne Plus (Applied Biosystems). Utilizamos
conforme especificacGes do fabricante ensaios TagMan Probe (Thermo Fisher) para um volume final de

reacdo de 20 pL realizadas em duplicata.

Brevemente, 40 ng de cDNA foram amplificados sob as seguintes condic¢des de temperatura e

tempo: 50°C por 2 minutos, 95° por 10 minutos, 40 ciclos de 95° C por 15 segundos, seguidos por 60°
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C por 1 minuto. A fluorescéncia emitida pelo anelamento das amostras aos iniciadores foi medida a um
comprimento de onda de 470 nm, e as quantidades relativas calculadas utilizando o0 método do 2 “4¢t
(SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).

Os niveis de mRNA para B-actina foram similarmente medidos e utilizados como o gene de

referéncia.



Tabela 1. Genes avaliados por ensaio TagMan Probe.

Gene ID de ensaio TagMan Proteina codificada
Villin Rn01447487_m1 Vilina
Lct Rn01490219 m1 Lactase
Si Rn00564957_m1 Sacarase/isomaltase
Mucin 2 Rn01498206_m1 Mucina 2
Defa24 Rn02769344 sl Defensina
TefB1 Rn00572010_m1 TGFB1
Tgfpr1 RN00688966_m1 TBRI
Tgfpr2 Rn00579682_m1 TPRII
Lgr5 Rn01509662_m1 LGRS
Olfm4 Rn01465807_m1 OLFM4
Ascl2 Rn00580387_m1 ASCL2
Wnt3A Rn01471585_m1l Wnt3A
AXin2 Rn00577441_m1 Axina2
Notchl Rn01758633_m1 NOTCH1
Notch2 Rn01534371_m1 NOTCH2
Atohl Rn01425181_s1 ATOH1
Cdknlb Rn00582195_m1 P27
Cdk2 Rn01529540_m1 CDK2
Ccnel Rn01457762_m1 CiclinaE
Egf Rn00563336_m1 EGF
Egfr Rn01434447_m1 EGFR
Actb Rn00667869_m1 Beta-actina
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https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Rn01447487_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Rn00564957_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Rn02769344_s1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Rn00572010_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Rn00688966_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Rn00579682_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Rn01509662_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Rn01465807_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Rn00580387_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Rn01425181_s1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Rn00582195_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Rn01529540_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Rn01457762_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Rn00563336_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Rn01434447_m1?CID=&ICID=&subtype=
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4.4 Imuno-histoquimica (IHQ)

Para o0 preparo das reacgdes: cortes nao seriados de 5 um foram colocados em laminas com poli-
L-lisina (Sigma) e hidratados em salina tamponada com fosfato (PBS) (0,05 M pH 7,4) por 10 minutos.
Em seguida, as laminas foram tratadas com metanol-H20. 3% (30 minutos) para inativacdo da
peroxidase endogena. Os cortes foram submetidos a recuperacdo antigénica com &cido citrico 0,01M
(pH 6,0) em banho-maria no micro-ondas. Apos resfriamento e lavagem em tampdo, ligacOes
inespecificas foram bloqueadas com soro de cabra 10% e os cortes foram incubados com anticorpo
monoclonal de coelho para Ki-67 (Abcam) overnight a 4°C. Apds lavagem com tampéo, os cortes foram
incubados com o anticorpo secundario (Jackson ImmunoResearch Laboratories, PA, EUA), seguido de
complexo estreptavidina biotina (1 hora, TA) e revelagdo com diaminobenzidina (DAB) (Sigma) 0,05%
+ HO2 0,15% por 3 minutos. Os cortes foram contra-corados com Hematoxilina de Mayer 0,1%,
diferenciados em solucdo saturada de carbonato de litio, montados em Goma de Damar e observados em

microscopio de luz. O controle negativo das reacdes foi obtido pela omissdo do anticorpo primario.

4.4.1 Indice proliferativo

A quantificacdo de células imuno-marcadas para Ki-67 foi realizada na mucosa da regido do
jejuno em aumento de 100x em microscopio de luz (ocular integradora Zeiss Kpl 1). A ocular integradora
apresenta um reticulo com linhas que dividem o campo (regifo quadrangular com 0,52 mm?) em quatro
espacos idénticos. Para que se observe toda a mucosa, a lamina foi cuidadosamente deslocada. O indice
proliferativo foi determinado apos a contagem de 2.500 células epiteliais (marcadas e ndo marcadas) por
animal, conforme ja estabelecido para epitélios de proliferacdo rapida. O indice foi determinado como
total de células epiteliais marcadas/total de células contadas X 100.

4.5 Analise proteica

4.5.1 Western e immunoblot

Para a extragéo proteica, as amostras foram obtidas por raspagem da mucosa da regido mediana
do jejuno e homogeneizadas em tampéo RIPA (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM; 1% de NP-40, 1% de
acido deoxicolato de sodio) acrescido de inibidores de protease e fosfatase (leupeptina 100 pg/mL,

aprotinina 100 pg/mL, benzamidina 15 mg/mL, ortovanadato de sé6dio 5 mM e PMSF 0,1 M) e
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centrifugadas (12000 g, 5 minutos, 4°C). O sobrenadante foi coletado e submetido a quantificacdo de

proteina total, de acordo com o método de Bradford (1976).

As proteinas foram fracionadas em gel de poliacrilamida -SDS. As amostras foram diluidas em
tampao de amostra (Tris 0,5 M, 17% de glicerol, 1,7% de SDS, 0,04% de Bromofenol Blue ¢ 1% de -
mercaptoetanol), aquecidas (5 minutos, 100°C) e distribuidas nos pogos do gel (30 pg proteina
total/poc¢o). Apds a transferéncia para membrana de nitrocelulose (Hybond ECL, GE Healthcare) (2h,
4°C, 100V ou overnight, 4°C, 25V) usando tampao de transferéncia (Tris 0,025 M, glicina 0,192 M e
20% de metanol em &gua), as membranas foram coradas em solucéo de Ponceau 0,5% (3 minutos) e as
colunas com as amostras foram retiradas para immunoblot.

As membranas foram incubadas em solucdo de blogueio TBS 0,02 M-leite desnatado em po
(Molico, Nestlé, Brasil) 5% + Tween 20 0,05% ou BSA 5% + Tween 20 0,05% (2 horas, temperatura
ambiente), lavadas com TTBS (Tween 20 0,1% em TBS 0,02 M) (10 minutos, temperatura ambiente) e
incubadas (overnight, 4°C) com anticorpos primarios conforme ilustrado na tabela 2. Apds lavagens com
TBS e TTBS, as amostras foram incubadas com anticorpo secundario conjugado a peroxidase (GE
Healthcare) (2 h, temperatura ambiente). A revelacao foi realizada com kit ECL (GE Healthcare, Little
Chalfont, Buckinghamshire, Reino Unido) com registro por captura de imagem em transiluminador
GBox (Syngene, Frederick, MD EUA) - Laborat6rio da Profa. Dra. Estela M. A. F. Bevilacqua,
Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento ICB, USP. A densidade dptica integrada (10D)
das bandas foram analisadas pelo programa de dominio publico Image J (1.37v, National Institute of
Health, NIH, EUA). Calculamos a razao entre a IOD obtida para a molécula estudada e a IOD para f3-
actina, que foi usada como controle interno de carregamento do gel. Determinamos o resultado do grupo

controle como 1 e os valores dos outros grupos experimentais foram calculados em relacéo a ele.

Tabela 2. Anticorpos primarios utilizados para immunoblot.

Anticorpo Fabricante Diluicéo
p27 Santa Cruz Biotechnology 1:100
Hesl Thermofisher 1:1000

B-actina Sigma 1:10000
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4.6. Analise Epigenética

Para realizar a avaliacdo de alteracdes epigenéticas, optamos por iniciar usando a anlise in silico
que permite observar sequéncias na regido promotora e a presenca de ilhas CpG, que caracterizam areas
sujeitas a modificacdo por metilacdo. Ap0s a etapa in silico, definimos quais seriam as regides- alvo, e

analisamos amostras obtidas de animais adultos de 60 dias nos grupos A e DP para o gene Notch2.
4.6.1. Analise in silico

A analise in silico buscou inicialmente analisar se a regido promotora do gene Notch2 possuia
ilhas CpG, regido essa passivel de metilacdo, por meio da plataforma Genome Browser
(https://genome.ucsc.edu/). Os primers foram desenhados em regides que ndo se sobrepunham as ilhas
CpG, sendo possivel utilizar os mesmos primers em ambas as condi¢des (AM e DP) ap6s o tratamento
por bissulfito de sodio. Os primers (tabela 3) foram desenhados com o auxilio do programa MethPrimer
(http://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer2/MethPrimer.cgi) para ensaio BSP (Bisulfite sequencing
PCR).
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Figura 4: Painel obtido na plataforma Genome Browser demonstrando a regido promotora,
5’UTR (barra fina horizontal azul) e os primeiros éxon (barra grossa horizontal azul) e intron (linha
tracejada azul) do gene Notch2. A barra horizontal verde indica a ilha CpG. As setas laranjas indicam a
posicao dos primers para Notch2.


https://genome.ucsc.edu/
http://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer2/MethPrimer.cgi
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4.6.2 Extracdo do DNA

O DNA foi extraido a partir do tecido de cada amostra de acordo com instrucdes do DNeasy
Blood & Tissue Kit (Qiagen). Apo6s scraping da mucosa do jejuno, 25mg de amostra foram
homogeneizados em tampédo ATL, adicionados de 20 pL de proteinase K e cada tubo foi incubado em
banho-maria a 56°C, homogeneizando em vortex ocasionalmente até a completa lise do tecido (de 1
hora a 3 hora). Apos esse periodo, foram adicionados 200 uL de buffer AL e 200 uL de etanol (96 —
100%) e misturado no vortex. A mistura foi colocada em um tubo com coluna, e os tubos foram
centrifugados a 8.000 rpm (1 minuto) com descarte do sobrenadante. As colunas foram colocadas em
um novo tubo e foi realizado o processo de lavagem e centrifugacdo das amostras com os tampdes Awl
e AW2, com centrifugacdo de 1 minuto (8.000 rpm) e 3 minutos (14.000) respectivamente. O DNA foi
eluido em 200 pL de tamp&o AE, incubado por 1 minuto em temperatura ambiente, centrifugado por 1
minuto a 8.000 rpm e armazenado o contetdo em freezer a -20°C. Apds quantificacdo no equipamento
NanoDrop (Thermofisher), aliquotas de 1uL (300 ng) de DNA foram separadas em gel de agarose 1%

contendo brometo de etidio (90V, 50 minutos) para confirmacéo de integridade.

4.6.3 Modificacéo por bissulfito de sodio

Na reacdo de tratamento do DNA por bissulfito de sodio, todas as citosinas sdo convertidas em
timina e aquelas que estdo metiladas (5-metilcitosinas), resistem a modificacdo, permanecendo como
citosinas. Para essa reacao, foi utilizado o kit EpiTect Fast DNA Bissulfit (Qiagen). Apds extracdo do
gDNA, a cada tubo adicionou-se 2 pL de amostra de DNA com 18 pL de agua livre de RNase, 120 pl
da solucéo reagente de conversdo (solucdo bissulfito e DNA protect buffer) e o conteido homogeneizado
manualmente. Em seguida, as amostras foram colocadas no termociclador para realizagdo das seguintes
etapas: desnaturacdo a 95°C por 5 minutos, incubacdo a 60°C por 20 minutos, desnaturagéo a 95°C por
5 minutos e incubacdo a 60°C por 20 minutos. Apds esse periodo, foi realizada a purificacdo das
amostras convertidas seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. O material resultante foi utilizado
para reacdo de amplificacdo da regido de interesse por PCR e clonado para ser posteriormente

sequenciado.

4.6.4 Amplificacéo do DNA por PCR (Polymerase Chain Reaction) e purificacédo

Apbs conversdo do DNA por bissulfito de sodio, as ilhas CpGs contidas nos promotores do gene

Notch2 foram amplificadas por PCR utilizando os primers descritos na tabela 2 abaixo. Devido ao
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tamanho das ilhas (>1000pb) e fragilidade do material apds a conversdo por bissulfito de sédio, as
regides alvo foram subdivididas, gerando dois pontos de amplificacéo e analise em cada uma das regides
promotoras dos genes mencionados.

Para realizagdo do PCR, aliquotas de 3 uL de DNA de cada uma das amostras (controle AM x
desmame DP) foram adicionadas a uma mistura previamente preparada contendo 12,5 de HotStar Taq
Mix, 1 puL de primer forward, 1 uL de primer reverse (Tabela x) e 7,5 uL de agua MiliQ autoclavada.
Em seguida, as amostras foram submetidas ao termociclador com os seguintes parametros: 95° por 15
minutos, 35 ciclos de 94° por 40 segundos, 55° por 40 segundos, 72° por 1 minuto e extensao final de
72° por 10 minutos.

Em seguida, os produtos da reacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% a 120v
até a visualizacdo do fragmento de interesse. Os fragmentos foram purificados utilizando o kit Wizard
SV Gel and PCR Clean-UP System (Promega) e para serem clonados no vetor pPGEM-T (Promega) de
acordo com as instrucbes do fabricante, conforme descrito a seguir. Toda a etapa de clonagem foi
realizada no laboratério da Profa Dra. Chao Irene Yun Yan sob a supervisdo da Dra. Carolina Purcell

Goes.

Tabela 3. Primers utilizados para analises de metilacao

Gene Primers
Notch2.1 met-F AAGGAGTGTGTGGGTGTGTGGGG
Notch2.1 met-R AGTTTGGITGAAAGTTTITGGITGAG
Notch2.2 met-F GGGGtAGGGTAGAGtA
Notch2.2 met-R tAttTITHAAGAL TAAGHtt

4.6.5 Transformacéao de bactérias e selecdo dos clones

O DNA (vetor+inserto) e 50 uL de bactérias (E. coli) foram descongelados em gelo. Foram
adicionados 2 pL do DNA a suspensdo de bacteérias e incubado por 30 minutos em gelo. Para introduzir
0 DNA nas bactérias, aplicamos um choque térmico de 42 °C por 1 minuto, seguido de imersdo em gelo
por 1 minuto. Posteriormente, adicionamos 450 pL de SOB (Super Optimal Broth — 20g Triptona, 5g de
extrato de leveduras, 5M NaCl, 1M KCI, 1M MgCI2, 1M MgS04) sem antibidtico, e os frascos foram
incubados no agitador a 37 °C por 1 hora a 180 rpm. Apos esse intervalo, distribuimos o material em

placa de Petri contendo LB-agar e o antibiotico de selecdo (Ampicilina 100mg/ml). No dia seguinte,
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verificamos as coldnias positivas por PCR de colbnia e eletroforese em gel de agarose 1%. As colbnias
positivas foram cultivadas em tubos de ensaio com 3 mL de LB com antibiotico de sele¢do overnight.
Em seguida, os plasmideos contendo o fragmento de interesse foram purificados com o kit PureLink
HiPure Plasmid Miniprep (Invitrogen, Waltham, MA, USA) seguindo o protocolo fornecido pelo

fabricante.

4.6.6 Sequenciamento Sanger

O sequenciamento bidirecional do gene Notch 2 usado para identificacdo de metilacdo do DNA,
foi realizado nos sequenciadores automaticos ABI Prism Genetic analyser ABI3500XL (Applied
Biosystems, Thermofisher Scientific, Carlsbad, California, EUA) do centro de sequenciamento do
ICESP (instituto do Céancer do Estado de Sao Paulo). Foram desenhados e sequenciados primers para
regidao de interesse. Em seguida foi realizado amplificacdo por PCR convencional, reacdo de
sequenciamento com BigDye Terminator (Applied Biosystems, Thermofisher Scientific, Carlshad,
California, EUA) e em sequéncia a purificacdo final em coluna de silica e aplicacdo do produto no

sequenciador.

4.7 Teste de Tolerancia a Glicose (GTT)

Apo6s um jejum prévio de 8 horas, os testes foram realizados nos periodos experimentais de 15,
18, 60 e 120 dias, e foram realizados com a administracdo de glicose 10%, via intraperitoneal, ao longo
de 120 minutos na proporcdo de 1g glicose/kg de peso corporeo. A glicemia capilar caudal foi analisada
com medidor manual de glicemia (Accu-Chek / Active /Roche® Diagnostic/ Mannheim — Alemanha)
nos tempos: 0 (pré-injecédo), 15, 30, 60, 90 e 120 minutos.

4.8 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 grupos
experimentais, representados individualmente e a média + DP foi indicada para cada grupo. Utilizamos
teste t de Student ndo pareado para analises entre 0s grupos da mesma idade, ou ANOVA one way
seguida de teste de comparac¢des multiplas de Tukey em caso de significancia. Para investigar as relaces
entre os variaveis e para visualizar padrdes significativos nos dados de expressdo génica, realizamos

também a analise de componentes principais (PCA). O grafico de heatmap foi construido para verificar
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os efeitos do desmame precoce (DP). A area sob a curva (AUC) foi calculada para GTT. As comparac6es
de progressdo entre as idades foram feitas usando o RStudio software 1.0.153 (RStudio: Integrated
Development Environment for R, Inc., Boston, MA, USA). Foi adotado grau de significancia P < 0,05

e valores até 0,07 foram considerados tendéncia.

5. RESULTADOS

Para melhor entendimento dos resultados obtidos neste estudo, os dados estdo apresentados em
subitens de forma sequencial (a numeracgao das figuras € indicada sequencialmente ao texto introdutdrio).
Inicialmente apresentamos os resultados do efeito do DP sobre a morfologia, indice proliferativo, células
diferenciadas e expressdo dos principais genes envolvidos nas diferentes idades (18, 60 e 120 dias).
Além disso, avaliamos as implicac6es fisiologicas do DP sobre o metabolismo de glicose através do
teste de tolerancia a glicose. A partir dos resultados obtidos atraves da expressao génica, verificamos se

essas alteragdes poderiam ter sido comprometidas por modificacdes epigenéticas.
5.1 Andlise morfoldgica do jejuno de animais submetidos ao desmame precoce

Observamos que aos 18 e 60 dias houve uma reducdo da altura da vilosidade no grupo submetido
ao DP em relacéo ao grupo amamentado (AM) (P < 0,05) (Figuras 5A e 5C). Essa diferenca nédo foi vista
aos 120 dias. Ja no compartimento da cripta, observamos diferenca somente entre 0s mesmos grupos em
relacdo ao desenvolvimento da idade (P < 0,05) (Figuras 5B e 5D). Ao fazermos uma analise
comparativa da altura do vilo e profundidade da cripta ao longo das idades nos respectivos grupos, AM
e DP, podemos notar que enquanto os animais AM mantém o tamanho da vilosidade até os 60 dias, e
apresentam uma reducdo aos 120 dias, nos ratos em DP houve um crescimento entre 18 e 60 dias, e uma
diminuicdo aos 120 dias (Figura 5E). Para esse compartimento funcional, notamos também que a altura

do vilo apds o DP foi sempre menor em relagdo aos grupos que foram amamentados normalmente.

Ja a profundidade de cripta manteve-se mais estavel, quando comparada entre as idades em AM
e em DP (Figura 5F).
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Figura 5. Analise morfoldgica do jejuno de ratos submetidos ao desmame precoce aos 18, 60 e 120
dias de vida pos-natal. A-B. imagens representativas da mucosa intestinal (vilo e cripta) nos grupos
amamentado (AM) e desmame precoce (DP) nas diferentes idades. Cortes corados com hematoxilina e
eosina (HE). C-D. Analise morfométrica da altura do vilo e profundidade de cripta comparado entre AM
e DP nas diferentes idades. Cada ponto representa um animal e as barras indicam a média + DP. E-F.
Analise comparativa da altura do vilo e profundidade da cripta ao longo das idades. Foram analisados
10 campos por animal. Aumento original de 20x para o vilo e 40x para a cripta. Analise por ANOVA
seguida por teste de Tukey. A comparacéo de progressao entre as idades foi feita por RStudio * P < 0,05.
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5.2 Efeito do desmame precoce sobre o indice proliferativo e marcadores de ciclo celular

Posteriormente, verificamos se o DP influencia a proliferacéo celular no jejuno e se o efeito seria
compativel com modificacbes na expressdo de genes marcadores do ciclo celular. Para isso,
determinamos o indice proliferativo usando a imuno-marcagéo para Ki-67 aos 18, 60 e 120 dias (Figura
6A), assim como, analisamos a expressdo de Cdknlb que codifica a p27, proteina pertencente ao grupo
de quinases inibidoras de cdk (CKI) e regula os complexos ciclina-cdk. As mesmas analises foram feitas
para os genes Ccnel e cdk2 gue atuam no final da fase G1 auxiliando nos processos de replicacdo do
DNA.

Podemos observar uma reducéo significativa do indice proliferativo aos 18 dias nos animais DP
quando comparados aos filhotes em AM (P < 0,05), e esse efeito se manteve aos 60 dias de vida pds-
natal (P < 0,05) (Figura 6B). Aos 120 dias, ndo detectamos variagdo. Em relagdo ao ciclo celular,
verificamos que os niveis de expressdo de Cdknlb apresentaram um significativo aumento no grupo DP
aos 18 e 120 dias (P < 0,05) e uma elevacgdo aos 60 dias quando comparado ao grupo AM (P = 0,06;
Figura 6C). Em relagdo a expressdo do gene cdk2, ndo observamos diferencas, e os niveis de Ccnel so
apresentaram uma variagao, de aumento discreto, aos 60 dias (P = 0,06) (Figuras 6D -E).
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Figura 6. Indice proliferativo no jejuno de animais com 18 e 60 dias de vida pos-natal submetidos
ao desmame precoce. A. imagem representativa de imuno-histoquimica para Ki-67. Revelacdo com
DAB-H;0; e contra-coloragdo com hematoxilina de Mayer. B. indice proliferativo (%). Cada ponto no
grafico representa o resultado obtido em um animal e as barras indicam a média + DP. Imagens
capturadas em aumento original de 40x. C, D, E. Expressdo de Cdknlb, cdk2 e Ccnel (ciclina E).
Comparacdo relativa entre grupos AM — amamentado e DP — desmame precoce. O gene [-actina foi
usado como controle interno. Os resultados foram realizados por anéalise comparativa por ANOVA
seguida de teste de Tukey. * P < 0,05.
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5.3 Avaliacdo do desmame precoce sobre marcadores de vias de sinalizacao

Com intuito de verificarmos como desmame precoce afeta as vias de sinalizagdo atuam nas
diferentes mudancas do processo de proliferacdo e diferenciacdo celular, avaliamos a expressdo dos

principais genes marcadores das vias de Wnt, Notch e BMP.

Os niveis de Wnt3A foram reduzidos pelo DP aos 18 dias (P < 0,05), ao passo que apresentaram
um aumento significativo no grupo DP aos 60 dias (P < 0,05) (Figura 7A), e ndo foram alterados aos
120 dias. J& 0 gene Axin2, que codifica a proteina axina, parte do complexo Wnt/p-catenina, apresentou
uma diminuicao aos 18 dias nos animais DP em relacéo ao seu controle AM (Figura 7A), e aos 60 e 120

dias, ndo detectamos alteracoes.

Através da mesma abordagem, analisamos 0s genes que expressam 0s receptores Notchl e
Notch2 e seu alvo Atohl que age de forma antagbnica aos receptores. O DP diminuiu os niveis de
expressao de Notchl aos 18 (P =0,054) e 60 dias (P < 0,05), e ndo causou alteragdes aos 120 dias (Figura
7B). A expressdo do gene Notch2 nao foi afetada pelo desmame precoce aos 18 e 120 dias, porém foi
reduzida significativamente aos 60 dias (P < 0,05) (Figura 7B). Em relacdo ao gene Atoh1, antagonista
de Notch e ativador transcricional induzido por células progenitoras secretoras, observamos uma reducao
significativa aos 18 dias no grupo DP (P < 0,05), porém em contrapartida, houve um efeito contrério nos
animais adultos com um aumento significativo aos 60 e 120 dias em animais em DP em relacdo ao
controle AM (P < 0,05) (Figura 7B).

Quanto ao regulador negativo da proliferacao, a expressdo do gene BMP2 aumentou de modo
significativo aos 18 dias ap6s o DP (P < 0,05), e foi regulada de forma oposta aos 60 dias, com uma
diminuicdo em animais em DP (P < 0,05). Aos 120 dias, ndo houve alteracdo para esse gene (Figura
7C).

A partir do resultado da expressao génica reduzida de Notchl e Notch2 aos 60 dias, optamos por
analisar a expressdo proteica do fator de transcricdo Hes1 que apresentou uma reducao significativa apos
0 DP nessa idade (P < 0,05) (Figura 7D).
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Figura 7. Efeito do desmame sobre marcadores de expressdo génica e proteica das principais vias
de sinalizacéo da mucosa intestinal. A, B, C. Expressdo génica apds analise por RT-qPCR. O gene [3-
actina foi usado como controle interno. D. Immunoblot representativo para o fator de transcrigdo Hesl.
Foi realizada duplicata técnica da corrida e do blot. A leitura das bandas foi normalizada com a leitura
de B-actina em cada corrida. Cada banda e cada ponto representa o resultado obtido em um animal e as
linhas indicam media + DP. Todas as amostras foram realizadas em duplicatas considerando *P < 0,05.
Analise comparativa por ANOVA seguida de teste de Tukey e teste t de Student para anélise proteica

ap0Os o immunoblot.
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5.4. Avaliacdo do desmame precoce sobre a expressao de genes relacionados a fatores de

crescimento

Em seguida, avaliamos se o DP influencia a expressdo de genes marcadores de fatores de
crescimento como EGF e TgfB. Verificamos que ndo houve alteragdo nos niveis de EGF ao longo das
idades (Figura 8A), enquanto seu receptor EGFR teve uma diminui¢do somente nos animais DP aos 60
dias (P < 0,05) (Figura 8A).

Através da mesma abordagem, observamos que aos 18 dias, 0s animais DP apresentaram uma
reducdo significativa nos niveis de mRNA de Tgfp1 quando comparados ao grupo AM (P < 0,05) sem
alteracdo dos niveis de seus receptores Tgfprle Tgfpr2 na mesma idade (Figura 8B). Ja na vida adulta,
ndo observamos diferencas nos niveis de expressdo génica para esses marcadores aos 60 e 120 dias de
idade.
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Figura 8. Efeito do desmame precoce sobre a expressao de genes marcadores de fatores de
crescimento. A-B. Expressdo génica apos analise realizada por RT-gPCR. Comparag&o relativa entre
grupos AM e DP. O gene B-actina foi usado como controle interno. Cada ponto representa o resultado
obtido em um animal e as barras indicam média + desvio padrdo. Todas as amostras foram realizadas
em duplicatas considerando Anélise comparativa por ANOVA seguida de teste de Tukey. *P < 0,05
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5.5 Efeito do desmame precoce sobre a distribuicdo de células Paneth e expressdo de genes

marcadores de células-tronco

Mecanismos que afetam o desenvolvimento em ndmero e funcdo das células Paneth estdo
associados as mudancas da homeostase intestinal. Essas células, em intestino de ratos, se diferenciam
em torno de 14 dias de vida po6s-natal. A partir da quantificagdo, observamos que o nimero de células
Paneth aumentou aos 18 dias e se manteve mais alto nos animais de 60 dias em DP em relacdo ao AM
(P < 0,05) (Figuras 9A e 9B). Aos 120 dias ndo houve diferenca entre os grupos (Figura 9B).
Comparativamente ao longo do tempo, aos 120 dias, a distribui¢do foi maior em relagdo aos 18 e 60
dias. As células de Paneth tém a defensina como um de seus produtos, como uma proteina antimicrobiana
secretada no Iumen intestinal para modulacdo da resposta imunoldgica local. Observamos que o DP
induziu um aumento significativo da expressao do gene aos 18 dias (P < 0,05) (Figura 9C), e aos 60
dias, o resultado foi semelhante (P = 0,07). Aos 120 dias ndo houve diferenca entre AM e DP (Figura
9C).

Sabe-se que o compartimento de células-tronco presente na cripta intestinal é responsavel por
garantir a continua proliferagéo e auto renovagéo celular, assim como a manutengéo da integridade do
epitélio intestinal. Avaliamos as respostas do desmame precoce sobre diferentes marcadores moleculares

de célula-tronco e suas alteracdes até a vida adulta.

Em filhotes, verificamos que houve uma reducdo dos niveis de Lgr5 nos animais DP quando
comparado aos animais AM (P < 0,05). Em contrapartida nos animais adultos com 60 dias esses valores
se inverteram e 0s animais DP apresentaram um aumento do mRNA de Lgr5 (P < 0,05) em relagéo ao

controle AM. Essas diferencas ndo foram observadas aos 120 dias de vida (Figura 9D).

Ja 0 gene Ascl2, que tem sido proposto como um gene regulador de células Lgr5, apresentou
comportamento semelhante ao gene Lgr5, com niveis reduzidos (P < 0,05) na sua expressao aos 18 dias
em animais DP. De forma inversa, aos 60 dias, verificamos um aumento (P < 0,05) no grupo DP em
relacdo ao grupo controle amamentado (Figura 9D) e aos 120 dias os niveis mantiveram reduzidos (P <
0,05). O gene Olfm4, estudado como um potencial marcador de célula-tronco, ndo apresentou alteracfes

nas idades estudas (Figura 9D).
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Figura 9. Efeito do desmame sobre a distribui¢do de células de Paneth e sobre os marcadores
génicos do nicho de célula-tronco intestinal na mucosa intestinal de ratos em diferentes idades. A.
Imagem representativa da cripta intestinal onde se observam as células de Paneth (setas) nas diferentes
idades, comparacdo entre grupos AM e DP. B. Quantificacdo de células Paneth por cripta. Cada ponto
no gréafico representa o resultado obtido em um animal. C. Expressao génica de Defa24 (defensina), um
dos marcadores da célula de Paneth. Andlise realizada por RT-qPCR. D. Comparacéo relativa entre
grupos amamentado (AM) e desmame precoce (DP). O gene B-actina foi usado como controle interno.
Cada ponto representa o resultado obtido em um animal e as barras indicam média + DP. Os resultados
foram analisados por analise comparativa por ANOVA seguida de teste de Tukey. *P < 0,05.



62

5.6 Efeito do desmame precoce sobre as populages celulares ao longo do eixo cripta-vilo

A fim de analisar se a reducdo morfoldgica do epitélio do jejuno alterou o tamanho das
populacdes celulares no eixo cripta-vilo, realizamos a quantificacdo de células absortivas e secretdrias.

Além disso, avaliamos o perfil génico dos principais marcadores das células epiteliais.

5.6.1 Distribuicéo de enterdcitos

Sabemos que o epitélio intestinal € composto em sua maior parte por células absortivas também
denominadas enterdcitos, e em funcdo das alteracbes observadas nos compartimentos proliferativo e
funcional em diferentes idades, apos o DP analisamos o nimero de células absortivas, correlacionando
essa distribuicdo com o tamanho do vilo.

Os resultados mostraram que o DP induziu uma reducdo do nimero de enterdcitos somente em
animais de 18 dias (P < 0,05), sem alteracdo significativa nas idades de 60 e 120 dias (Figura 10A).
Quando os grupos AM e DP foram comparados entre as diferentes idades, notamos uma diminuicéo
significativa do nimero de células entre 60 e 120 dias (P < 0,05) (Figura 10A). Na Figura 10B
demontramos que a varia¢do do tamanho do vilo acompanhou a variagdo da populagdo de enterdcitos
em animais AM e DP, de forma que houve um pico no nimero de células/campo aos 60 dias (Figura
10B). Porém se comparada a Figura 5C, observamos que o efeito do DP foi significativo sobre a altura
dos vilos aos 60 dias (Figuras 5A e 5C), mas ndo se repetiu sobre o nimero de enterdcitos/campo (Figura
10A).

5.6.2 Expressao génica de marcadores das populaces epiteliais

Sabemos que apoés a terceira de semana de vida pds-natal, ocorrem mudancas na expressao de
enzimas no epitélio intestinal, entretanto com intuito de verificar se a mudanca do padrdo alimentar
alteraria a expressao génica de enzimas especificas para o processo de absorcéo e digestdo de nutrientes,

realizamos ensaios de RT-gPCR.

Iniciamos a avaliacdo pela observacdo da expressdo de villin que codifica a vilina, proteina
assessoria do citoesqueleto que compde as microvilosidades nos enterdcitos. N&o observamos diferencas
entre grupos (Figura 10C). Em seguida, comparamos a expressao de Si (sacarase) e Lct (lactase) que
estdo diretamente ligadas a transicdo de dieta no desmame. Observamos que a enzima
sacarase/isomaltase, responsavel pela digestdo de carboidratos da ragdo, teve seus niveis aumentados

nos animais DP somente aos 18 dias (P < 0,05) (Figura 10C), enquanto a Lct teve seus niveis diminuidos
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aos 18 dias nos animais DP em relacdo ao AM (P < 0,05). Esses efeitos ndo foram detectados aos 60 e

120 dias, quando a expressdo de ambas as enzimas foi semelhante entre AM e DP.
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Figura 10. Efeito do desmame precoce sobre a distribuicdo de enterdcitos no compartimento do
vilo e marcadores epiteliais ao longo do desenvolvimento. A. Distribuicdo de enterdcitos/campo nos
vilos. Cada ponto representa um animal e as barras indicam a média £ DP. Foram contados 10
campos/animal e para cada um foi obtido um nimero médio de células/campo. B. Andlise comparativa
do nimero de enterdcitos/ campo em relacdo a média do comprimento do vilo nos dois grupos. C.
Expressdo de genes que identificam os enterdcitos. O gene B-actina foi usado como controle interno do
RT-gPCR. Cada ponto representa o resultado obtido em um animal e as barras indicam média + DP.
Dados analisados por ANOVA seguida por teste de Tukey. Comparacado de vilo vs enterdcitos entre as
idades foram feitas por RStudio * P < 0,05.
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5.6.3 Distribuicao de células caliciformes

Apdbs o desmame precoce, avaliamos também o namero de celulas caliciformes positivas para a

reacdo com PAS distribuidas ao longo do eixo cripta-vilo (Figuras 11A e 11B).

Observamos que o desmame precoce diminuiu de forma significativa o nimero de células
caliciformes PAS-positivas/campo no vilo aos 18 dias e essa reducdo foi mantida até 60 dias no grupo
DP comparado ao controle AM (P < 0,05) (Figura 11A e 11C). De forma inversa aos resultados
apresentados nas outras idades, aos 120 dias houve um aumento significativo de células caliciformes
positivas/campo no grupo DP em relacdo ao AM (P < 0,05) (Figuras 11A e 11C). Ja na cripta,
observamos que aos 18 e 60 dias o DP ndo alterou a distribuicdo de células caliciformes (Figuras 11B e
11C), porém de forma interessante, aos 120 dias essa distribuicdo aumentou também no compartimento
da cripta (P < 0,05) (Figura 11B e 11C), como ocorreu no vilo. Além de observar as células caliciformes
contendo granulos secretdrios positivos para o PAS, avaliamos 0s niveis de expressdo de muc2, que
apresentaram um aumento significativo no grupo DP aos 18 (P < 0,01), que foi seguido por uma reducao
aos 60 dias (P = 0,07) (figura 11D).

Quando os resultados obtidos foram comparados com a anélise morfométrica da altura do vilo e
profundidade da cripta ao longo do tempo, notamos que a distribuicdo das células caliciformes foi
paralela a varia¢do do tamanho do vilo, havendo assim um pico aos 60 dias (Figura 11E). Por outro lado,
embora a profundidade da cripta tenha se mantido estavel ao longo do tempo, o nimero de células

caliciformes/campo também atingiu um pico aos 60 dias em ambas as dietas (Figura 11E).
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Figura 11. Efeito do desmame precoce sobre a distribuicdo das células caliciformes no eixo cripta-
vilo. A-B. Imagem representativa da mucosa do jejuno ap6s reacdo histoquimica com PAS e contra-
coloracdo com hematoxilina. Estdo evidenciadas as células caliciformes ao longo do vilo (aumento
original de 20x) e sua distribuicdo ao longo da cripta (aumento original 40x). C-D. Numero de células
caliciformes positivas/ campo. Cada ponto no grafico representa o resultado obtido em um animal e as
barras indicam a média £ DP. E. Analise comparativa da quantificacdo de caliciforme em relacdo no
vilo e na cripta em animais AM e DP. Analise comparativa por ANOVA seguida de teste de Tukey para
andlise dos grupos nos diferentes tempos. Comparacao de vilo e cripta vs caliciformes entre as idades
foram feitas por RStudio * P < 0,05.



69

5.7 Efeito do desmame precoce sobre marcadores metabolicos

Verificamos se 0 desmame precoce foi capaz de alterar a expressdo de marcadores de célula
enteroenddcrina e possiveis alteracdes fisiologicas vistas a partir do teste de tolerancia a glicose.

Observamos na figura 12A uma menor expressdo do gene cromagranina A (Chga) em todas as
idades, sendo de forma significativa aos 18 e 120 dias (P < 0,05). Ja as células que expressam Glpl ndo
apresentaram alteracdes relevantes. O teste intraperitoneal de toleréncia a glicose (figura 12B, C, D)
apresentou uma reducéo da resposta a glicose vista aos 18 dias e um significativo aumento aos 60 dias

nos animais DP comparado com o grupo AM (P < 0,05).
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Figura 12. A. Efeito do desmame precoce sobre marcadores metabolicos. Expressdo génica ap6s
andlise realizada por RT-gPCR para Chga e Glpl. O gene B-actina foi usado como controle interno. B,
C, D. Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (ipGTT) e respectivas areas sobre curva (AUC). Todas
as amostras foram realizadas em duplicatas e os resultados foram analisados pelo teste t de Student para
area sobre a curva e PCR por ANOVA seguida de teste de Tukey. *P < 0,05.
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5.8 Analise do efeito do desmame precoce sobre o comportamento da expressdo génica ao longo

do tempo

Na figura 13A, utilizamos o método estatistico de componentes principais (PCA) para
correlacionar os resultados de expresséo de genes e idade. Ndo encontramos significativa expresséo de
distincdo de clusters analisados entre os componentes principais Dim1 e Dim2. Na figura 13B,
realizamos uma analise exploratoria, e observamos o perfil dos marcadores moleculares de acordo com
0 crescimento e mudanca de dieta. A partir dos genes do painel estudados, destacamos o gene Ascl2 que

teve um aumento de expressdo no DP alcangando as pontuagdes mais altas.

PCA
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Figura 13. A. Andlise de Componentes Principais (PCA) utilizando os dois grupos AM e DP nas
diferentes idades (18, 60 e 120 dias). B. Analise de heatmap de genes agrupados por idade e por grupos
(AM e DP).

5.9 Andlise do perfil de metilacdo de DNA e expressao enzimatica

A partir do sequenciamento do fragmento do DNA para identificacdo de regibes metiladas do
gene Notch2 nos animais de 60 dias, observamos que as citocinas metiladas encontram-se distribuidas
aleatoriamente ndo mantendo um padrdo de metilagdo nas mesmas ilhas CpG analisadas (Figura 14A).



73

A partir dos resultados obtidos na avaliacdo da expressdo génica, analisamos 0s niveis de
expressao das enzimas DNA metiltransferases (Dnmt), responsaveis pela adicdo do grupamento metila
na base citosina do DNA. A expressdo de Dnmtl ndo foi alterada aos 18 dias, mas apresentou
significativa redugdo nos animais adultos aos 60 e 120 dias em DP (P < 0,05) (Figura 14B). Jda Dnmt3a
reduziu somente aos 18 dias no grupo DP comparado ao controle AM, e os niveis de Dnmt3b

apresentaram reducao significativa aos 18 e 120 dias (P < 0,05), sem varia¢éo aos 60 dias (Figura 14B).
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Figura 14. Perfil de metilagdo no promotor Notchl e expressdo de DNMTSs. A. Sequenciamento por
método de bissulfito. Cada coluna indica um clone obtido de um mesmo animal (animais de 1 a 3 em
AM e DP). A regido analisada possui 11 ilhas CpG (1 a 11). Cada ponto representa uma Unica ilha CpG,
sendo pontos pretos para metiladas e brancos para ndo-metiladas. B. Expressdo de Dnmts 1, 3A e 3b.
Analise realizada por RT-gPCR. Comparacao relativa entre grupos AM —amamentado e DP — desmame
precoce. Analise comparativa por ANOVA seguida de teste de Tukey. * P < 0,05.
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6. DISCUSSAO

O processo de maturagdo do epitélio intestinal assim como crescimento do vilo e profundidade
de cripta sdo modulados por hormdnios, fatores de crescimento presentes na circulacdo sistémica,
citocinas, no liquido amnidtico deglutido e leite materno. Além desses elementos que sdo exdgenos ao
epitélio, existe uma programacao génica intrinseca do tecido que regula temporalmente todo o processo
morfogenético e fisioldgico.

O desenvolvimento funcional do intestino ocorre no periodo do desmame que € considerado
adaptativo para transicdo dietética (MIYATA, 2008). A primeira infancia é definida por um periodo de
amamentacdo, seguido por um desmame gradual e um novo padrdo alimentar com a introducdo da dieta
solida. Esta fase de transicdo alimentar € caracterizada por mudangas na composicao corporal,
velocidade na maturacéo e funcdo do metabolismo celular. Neste estudo, nosso objetivo foi investigar
os efeitos imediatos e tardios do desmame precoce sobre marcadores de proliferacdo e diferenciacéo
celular e sua correlagdo com o metabolismo, além de possiveis mudancas estruturais do epitélio

intestinal.

Em relacdo ao crescimento do epitélio intestinal, podemos observar que a significativa atrofia do
vilo a partir do terceiro dia apds o desmame precoce se manteve até a vida adulta. De forma contraria,
em estudo com porcos desmamados aos 21 dias, no qual foi medido o tempo de recuperacao da altura
do vilo apds o desmame, demonstrou-se que a altura encurtada das vilosidades teve um periodo de
duracdo de 8 a 12 dias apds o desmame, com reducdo do nimero de enterdcitos maduros (DUNSFORD;
KNABE; HAENSLY, 1989) e diminuicdo da atividade das enzimas da borda em escova. Em outro
estudo com camundongos desmamados aos 16 dias, foi retirado todo o intestino delgado e dividido em
segmentos. Os autores demonstraram que o encurtamento do vilo em animais DP ocorreu na porgao
mais proximal e distal do intestino (TSUKAHARA, 2010), enquanto em nosso estudo avaliamos a regido
mediana do jejuno, onde encontramos a alteracdo. Poucos estudos demonstraram de forma clara na
literatura o efeito do desmame precoce sobre a morfologia intestinal nas idades que estudamos. Outras
evidéncias, relacionam a resposta de estresse causada pelo DP, induzindo o encurtamento do vilo de
forma imediata e posteriormente, uma recuperagdo do tamanho correlacionado com o crescimento do
animal, que seria uma adaptacao necessaria para o processo de digestdo e absorcdo (LEE; LEBENTHAL,
1983).

Sabe-se que em termos de crescimento em comprimento e regeneracdo, o intestino delgado

depende do aumento do numero de criptas, que aumenta por fissdo, e acaba por constituir um nimero
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maior de vilos. Porém, estudos demonstram que o numero de fiss6es diminui @ medida que os animais
envelhecem, sem alteracGes na proliferacdo celular (CLAIRT; OSBORNE, 1985). Esse fato explicaria
a mudanca estrutural vista em nosso estudo pela diminuigéo da altura da vilosidade observada aos 120
dias nos dois grupos em relacéo aos animais de 60 dias.

Outro aspecto importante para a dindmica de crescimento da mucosa intestinal refere-se ao
tamanho da cripta. Uma maior profundidade de cripta pode indicar a atividade proliferativa aumentada
(PLUSKE; HAMPSON; WILLIAMS, 1997), mas também pode estar associada a cinética de alteracédo
do eixo cripta-vilo, como um todo. A Unica diferenca significativa observada foi em relacdo ao aumento
da profundidade de cripta ao longo da idade que poderia ser associado ao crescimento e desenvolvimento
do animal. Estudos anteriores, realizados em nosso laboratorio em estdmago de ratos, demonstraram que
0 desmame precoce aumenta a proliferacdo e antecipa a maturacdo da mucosa gastrica com o aumento
da diferenciacéo de células mucosa do colo e células zimogénicas nos filhotes (GHIZONI et al., 2014;
OSAKI; CURI; ALVARES, 2010). No intestino, o0 mesmo foi observado por Lin et al. (1998) que
demonstraram o aumento da proliferacdo (células marcadas com BrDU) em animais até os 21 dias de
vida pds-natal (LIN et al., 1998). Diante disso, optamos por verificar se 0 desmame precoce influencia
o indice proliferativo dos animais, e de forma contraria aos achados anteriores, nossos resultados
mostraram que o DP diminuiu a proliferagdo em filhotes e sobretudo, essa resposta foi sustentada até a
vida adulta (60 dias). J& aos 120 dias, ndo encontramos diferenca entre grupos, porém de forma
interessante, 0os animais DP apresentaram um significativo aumento de proliferacdo comparado ao seu

mesmo grupo aos 60 dias (os mecanismos que induziram este aumento ndo foram compreendidos).

Para entendermos melhor a cinética de proliferacdo na cripta bem como a regulacéo e integridade
estrutural de crescimento do epitélio, analisamos marcadores génicos reguladores do ciclo celular e
identificamos uma maior variagéo da expresséo de Cdknlb (p27). Com a funcdo bem estabelecida como
inibidores de CDKs para controle e progressao do ciclo em G1, niveis aumentados de p27 podem indicar
a provavel influéncia desta proteina nesse processo, sugerindo que 0 desmame precoce possa promover
a reducéo de atividade no ciclo celular e consequente inibicdo da proliferagéo no jejuno independente
de uma tendéncia de aumento da Ccnel (ciclina E) que ndo se sustentou ao longo da vida adulta. Achados
semelhantes foram encontrados no estudo feito em porcos desmamados aos 14 dias analisando somente
o compartimento proliferativo da cripta. Os autores também salientam a possivel influéncia no
metabolismo energético dessas células epiteliais (YANG et al., 2016). Ao avaliarmos a familia TGFp,
verificamos que apesar de niveis génicos de Tgfp1 reduzidos no filhote DP, a expressdo dos receptores

estudados ndo foi modificada.
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Além disso, o desmame precoce pode levar a uma alteracdo na expressdo de outros fatores de
crescimento que comprometem também o desenvolvimento do vilo (CUMMINS; THOMPSON, 2002).
A literatura € bem caracterizada quanto a presenca de altas concentra¢des de EGF em glandulas salivares,
no leite materno de diferentes espécies, assim como no lumen, epitélio e ldmina propria. Sabe-se que o
EGF esta envolvido na regulacdo pos-natal do desenvolvimento do trato gastrintestinal, e no intestino
delgado, age na maturacédo funcional dos enterdcitos e enzimas da borda em escova (BERSETH, 1987,
CHARLOTTE et al, 1993; LEE et al., 2008). A acdo do EGF é mediada pelo seu receptor EGFR
localizado na regido apical e basolateral dos enterdcitos. O EGFR pode ter diferentes ligantes, e quando
ativo fosforila as subunidades de tirosina kinase, que agem sobre substratos celulares em vias de
sinalizacdo, levando a um aumento da proliferacdo e diferenciacdo para reparo e desenvolvimento da
mucosa. Apesar de ndao observarmos alteracdes nos niveis de EGF, a significativa reducdo da expressao
de EGFR nos animais de 60 dias adultos poderia estar ligada a resposta proliferativa e crescimento do
vilo, ja discutidos anteriormente, visto que estudos demonstraram que a suplementacdo de EGF nas
dietas de leitdes desmamados facilita o desenvolvimento intestinal ao estimular a proliferacdo de
enterocitos (KANG, 2010). Entretanto a dificuldade de avaliacdo dos niveis proteicos para melhor
analise de funcgdo do sistema EGF-EGFR é uma limitacdo do nosso estudo.

Os processos proliferativos da cripta intestinal sdo dependentes de uma cascata de sinalizagédo
em resposta aos estimulos dados ao nicho de célula-tronco. Notamos que o desmame precoce
desencadeou uma reducdo da expressdo do gene Lgr5 de forma imediata no filhote e um aumento na
vida adulta, caracterizando respostas inversas nas duas fases como uma possivel reacdo compensatéria.
O mesmo ocorreu com o gene Ascl2, sendo que aos 120 dias, este gene se mostrou novamente reduzido.
Ambos alvos da via Wnt, e a expressdo de Ascl2, descrita em animais geneticamente modificados, é
essencial para a manutencdo do nicho de células-tronco Lgr5+ no epitélio intestinal adulto, sendo sua
perda associada a hiperplasia de cripta e projecdes tipo bolsas nas vilosidades (FLIER et al., 2009). Em
um estudo inicial, o grupo de Hans Clevers (Universidade de Utrecht) demonstrou que a atividade de
Whnt é encontrada nas regides entre vilos, estimulando a proliferacéo, e a inibicdo da via induzida pela
delecdo do Tcf4 (molécula sinalizadora que forma um complexo nuclear com a p-catenina) leva a perda
de células-tronco e reducdo da atividade proliferativa, com maior diferenciacdo de enterdcitos
(KORINEK et al., 1998). Comparativamente, em nossos achados em ratos de 18 e 60 dias, a reducéo e
0 aumento de expressdo respectivamente as idades, acompanharam as respostas dos marcadores de
célula-tronco (Lgr5 e Ascl2), demonstrando que o DP comprometeu o perfil de expressdo génica
responsavel pelo desenvolvimento do vilo. Estudos demonstram que células-tronco intestinais

respondem de forma diferente aos mesmos sinais de Wnt (DAVID, 2008), ou seja, outros caminhos



78

podem coordenar com a sinalizacdo Wnt e distinguir diferentes respostas, o que poderia justificar a queda

na expressdo do marcador Ascl2 aos 120 dias em nosso estudo.

No estudo de Fevr et al. (2007), usando modelos de camundongos modificados, demonstrou-se
que a perda de B-catenina dentro do epitélio intestinal resultou em auséncia de proliferacdo de células
em 2 dias, perda de cripta em 4 dias e morte por faléncia intestinal em 6 dias. Eles também demonstraram
que dentro das mesmas condigdes, células-tronco adultas quiescentes marcadas com timidinaH® por um
longo prazo podem gerar enterdcitos dentro de alguns dias. Porém, curiosamente neste mesmo estudo,
0s autores encontraram a sinalizagdo Wnt ativa ao avaliarem os niveis de axina 2, que estavam
aumentados em células Paneth, e no nicho de células-tronco, e de forma menos proeminente na regiao
das células progenitoras amplificadoras (FEVR, 2007). Esses resultados sugerem que a via Wnt mantém
0 estado indiferenciado das células-tronco intestinais, além de estimular a auto renovacéo e proliferacao
de células progenitoras. Em nosso estudo, apesar das modificagdes génicas observadas em Wnt3A, o

gene Axin2 apresentou somente uma tendéncia a diminuigdo de expressao nos filhotes.

Niveis de BMP aumentados nos filhotes e reduzidos em adultos de 60 dias, como 0s que
encontramos, confirmam sua agdo de forma antagdnica a via Wnt. Dentro desse mesmo contexto, a via
de sinalizacdo Notch em células-tronco da base da cripta também é necessaria para o0 processo de
proliferacdo e sobrevivéncia das células nesta regido. Entretanto, conforme colocado anteriormente,
Notch e seu antagonista Atohl em conjunto com a via candnica de Wnt atuam na regulacdo de células
progenitoras e sao responsaveis pela diferenciacdo e destino das populacdes celulares (ES et al., 2005).
A regulacdo dos genes Notchl e Notch2 em animais DP, em nosso estudo, teve um comportamento
semelhante ao longo do tempo, sendo que nos filhotes somente Notchl apresentou reducéo, e nos adultos
houve uma diminuigdo em Notchl e Notch2 e consequente aumento do gene Atohl na mesma idade,
permanecendo assim aos 120 dias. Ao contrario do esperado, animais DP aos 18 dias apresentaram
reducdo do gene Atohl, porém de acordo com a literatura, a regulacdo do nicho de células-tronco da
base é independente de Atohl, enquanto a regulacdo de Notch no destino da célula epitelial é Atohl-
dependente, sugerindo que Notch tem alvos distintos para regulacdo de células-tronco e progenitoras.
(VANDUSSEN et al., 2012). A reducdo da expressdo proteica de Hesl na vida adulta (60 dias) €
proporcional & reducdo dos niveis génicos de Notch, e consequente aumento de Atohl. Um estudo com
camundongos nocautes para Hes1, Hes3 e Hes5 verificou a redugdo do numero de células proliferativas
e a mudanca de posi¢cdo com ligeira expansao e migracdo de células progenitoras para base da cripta. A
migracdo anormal e expanséo de cripta com ma localizacdo de células-tronco e progenitoras pode levar

a uma diferenciacéo celular prejudicada (Ueo, 2012).



79

O periodo de desmame, também promove mudangas na atividade de algumas enzimas intestinais
como a ornitina descarboxilase que esta envolvida na renovacgdo e crescimento da mucosa, e COmo
funcionalmente também se conhece alteracfes nos niveis de enzimas ligadas a digestdo. Ao analisarmos
a expressao génica da Si (sacarase/isomaltase) e Lct (lactase), verificamos que o DP desencadeou efeitos
antagbnicos sobre essas enzimas em concordancia com a literatura. O estudo de Lin et al (1998)
analisaram a expressdo da Si, encontraram atividade aumentada ap6s o DP assim como nossos achados

nos niveis génicos da Si aos 18 dias com reducdo da Lct na mesma idade.

Estudos realizados em linhagens de células epiteliais e animais nocaute demonstraram que a
vilina tem a funcdo de regular a dindmica da actina no cortex celular, que afeta a morfologia, migracao
e sobrevivéncia da célula (HALL et al., 1994; KUMAR et al., 2004; WANG et al., 2007). Apesar de ndo
observarmos alteracdo na expressao génica de vilin, avaliamos também se o processo de alteracdo
enzimatica poderia estar correlacionado com a diferenciacdo celular de enterdcitos, ja que o tamanho do
vilo no animal DP adulto também sofreu alteracdo. Sugerimos que a atrofia das vilosidades juntamente
com a reducéo da proliferacdo, alterou o nimero de células absortivas no DP de forma imediata aos 18
dias e apesar de ndo haver diferenca significativa entre grupos nos animais adultos, a reducdo aos 120
dias em comparagéo aos adultos jovens de 60 dias poderia ser explicada pela diminui¢do do processo de
fissdo de criptas ao longo do envelhecimento, conforme estudos anteriores (CLAIRT; OSBORNE,
1985).

Sabemos que a camada de muco formada por células caliciformes garante um papel importante
no processo de defesa, formando uma barreira protetora que impede o contato dos microrganismos com
0 epitélio. A maioria das células caliciformes produz mucinas neutras e em regides de maior
concentracdo bacteriana, células com producdo de mucina acida estdo aumentadas (GASKINS, 2001).
O estudo com porcos desmamados aos 14 dias apresentou reducdo das células caliciformes e um impacto
negativo na imunidade inata do animal (CRISPEL,2019). Da mesma forma, verificamos que o nimero
de células caliciformes, reativas para o PAS, foi reduzido nas vilosidades aos 18 e 60 dias. O aumento
de Muc2 nos filhotes poderia ocorrer por estimulo da capacidade protetora apés a transi¢do abrupta de
dieta com a retirada do leite materno. A redugdo das células caliciformes PAS-positivas juntamente com
a diminuicdo do crescimento do vilo pode afetar também a eficiéncia da capacidade absortiva ao longo
do desenvolvimento, visto que a camada de muco intestinal é responsavel pela absor¢do do ferro bio-
disponivel (CONRAD, 1993). Se associarmos as analises em humanos, podemos justificar o fato de
bebés desmamados precocemente (antes do periodo recomendado) terem maior incidéncia de anemia

ferropriva. Em contrapartida, ao longo do envelhecimento, o0 aumento observado no vilo e na cripta de
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120 dias pode ser gerado pelo aumento da diferenciacao celular como efeito compensatério para garantir
a protecdo da mucosa. Conforme descrito em um estudo, a inativacdo simultanea de ligantes de Notch
(DII1 e DII4) resulta na conversdo de células progenitoras proliferativas em células caliciformes pos-
mitética concomitante com a perda de células-tronco Lgr5™, Olfm4* e Ascl2* (FARIN, 2016). Este pode

ser outro fator na reducao de Ascl2 aos 120 dias visto em nosso estudo.

Em continuidade com as analises de células diferenciadas, células de Paneth tém sua funcao bem
caracterizada sobre o nicho de células-tronco, manutengédo da microbiota intestinal e como barreira fisica
altamente organizada com interface imunolégica. Mecanismos moleculares que levam a alteragdes em
celulas Paneth secretérias foram relacionados a doencas inflamatorias intestinais como a doenca de
Crohn e a enterocolite necrosante (WEHKAMP, 2010). Fica evidente, de acordo com a literatura, que a
mudanca de destino da célula Paneth para um estado de desdiferenciacéo e um carater de célula-tronco
é dependente da ativacdo constitutiva da via Notch (YU, 2018) no epitélio intestinal e de seu alvo (Hes1),
que em nosso estudo se mostraram reduzidos. Sugerimos entdo, que apos 0 desmame precoce, 0 NUMero
de células Paneth aumentado aos 18 e 60 dias e a concomitante elevacdo de Defa24 (defensina) podem
indicar um comportamento mais protetor do epitélio com a mudanca da dieta, mesmo sem haver uma

injuria caracterizada morfologicamente.

Para melhor compreensdo e entendimento do comportamento das linhagens diferenciadas no
intestino ap6s o desmame precoce, avaliamos também marcadores de células enteroenddcrinas e suas
possiveis consequenciais metabolicas. A capacidade de producdo de diferentes horménios ao longo da
vida, confere ao intestino sua caracteristica de plasticidade hormonal. Os hormdnios pds prandiais ou
horménios liberados durante o jejum tem influéncia direta sobre a homeostase da glicose. Entretanto,
hormonios intestinais agem ndo s6 indiretamente através do pancreas sobre os niveis de glicose no
sangue, mas também controlando o fluxo de nutrientes através do intestino e adaptacdo metabdlica pela

modulacdo do apetite.

Baixos niveis génicos de cromagranina A (Chga) foram encontrados ap6s o DP em todas as
idades avaliadas, sugerindo um significativo comprometimento desta molécula. A redugdo da
proliferacdo celular demonstrada pode ser um dos fatores que influenciou esse processo, ja que a perda
do receptor Notch leva a uma reducdo da expressédo de neurogenina 3 (Ngr3), com uma diminuicdo
relevante de células enteroendocrina (MELLITZER, 2010).

Ja a expressdao de Glpl, que age em celulas beta no pancreas e potencializa sua liberacdo de

insulina em resposta & glicose, ndo apresentou grandes variagbes a partir do desmame precoce.
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Entretanto, para avaliar o impacto desses marcadores no sangue, analisamos as concentracdes de glicose
a partir do teste de tolerancia a glicose, e vimos que nos animais 18 dias DP a curva glicémica apresentou
niveis significativamente mais baixos que nos animais AM, enquanto nos animais adultos notamos o
aumento significativo dos niveis aos 60 dias. Com a mudanc¢a do padrdo alimentar e a introducdo de
racdo com maior concentracdo de carboidrato, a liberacdo de insulina pode ter sido aumentada para
compensar a carga glicémica aos 18 dias, porém esse possivel aumento insulinémico (ndo avaliado) ndo
foi adequado para manter o controle glicémico nos adultos de 60 dias, que apresentaram uma intoleréncia
a glicose de caréater transitorio (aos 120 dias essa resposta foi atenuada mostrando somente uma

tendéncia aumentada).

Os resultados obtidos para expressdo génica comparando os efeitos do DP foram adicionados ao
heatmap e as andlises de componentes principais foram adicionadas a fim de avaliar o perfil dos
marcadores moleculares intestinais de acordo com o desenvolvimento e mudanca na dieta. Observamos
no painel que o gene Ascl2 apresentou um aumento com o envelhecimento no DP conforme pontuages
mais altas registradas aos 120 dias. Ja pela andlise de PCA, no qual correlacionamos os dados com 0s
mesmos marcadores génicos vistos no heatmap, ndo encontramos diferencas significantes, porém o DP
desencadeou uma pequena variagdo no grupo 60 dias identificado por um cluster mais a direita ao longo
de Dim1.

O constante equilibrio entre destino absortivo e secretdrio induzido pela sinalizagdo Notch nos
levou a investigar se as modificagdes génicas observadas nesta via poderiam estar relacionadas a
alteracdes epigenéticas, ja que o periodo de amamentacdo é fundamental para o desenvolvimento do
intestino. Observamos que ndo houve modificacdes significativas derivadas de metilacdo do DNA,
porém o nimero amostral pode ser um fator de interferéncia no resultado obtido. O estudo em amostras
derivadas de animais € complexo e a dificuldade alia-se ao fato da mucosa ter sido utilizada como um
todo, sem separacdo da area das criptas para esta analise. Sabemos também que as principais
metiltransferases de DNA s&o reguladores criticos de alteracdes epigenéticas pds-natais em células-
tronco intestinais com implicagfes para saude. Diante de nossos achados génicos de alteracdo dos
principais marcadores de células-tronco, buscamos entender também se 0s genes responsaveis pelo
estabelecimento e manutencao da metilagéo estariam alterados no desmame precoce. A enzima Dnmt1,
considerada uma metiltransferase de manutencéo para estabelecer padrdes de metilacdo em células filha
durante a mitose, encontrou-se reduzida nos adultos (60 dias) e esses niveis foram mantidos até os 120
dias. Em contrapartida, as Dnmt3a e Dnmt3b, conhecidas como metiltransferases de novo para

estabelecer padrdes de metilagdo durante o desenvolvimento, apresentaram redugéo aos 18 dias em DP,
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e 0s baixos niveis da Dnmt3b foram encontrados somente aos 120 dias. No estudo que avaliou mudancas
epigenéticas em dois periodos da vida (nascimento e desmame) associadas a maturacéo e a diferenciacao
de células-tronco intestinais, foi demonstrado que a delecdo de Dnmtl resultou em alteracoes
morfoldgicas apds 7 dias. Esse quadro foi caracterizado pela atrofia das vilosidades e reducéao de células
proliferativas positivas para Ki67 no intestino delgado, e de células caliciformes na regido do célon.
Nesse mesmo estudo, a delecdo condicional da Dnmt3a resultou em pequenas mudancgas em fatores
transcricionais de genes associados ao desenvolvimento intestinal, indicando que outros genes de Dnmt
de novo podem compensar essa delecdo (YU, 2015). Curiosamente em outro estudo, modificagOes
epigenéticas também foram vistas em histonas (H3K4me2 e H3K27ac) em células-tronco intestinais de
adultos e suas progenitoras (KIM, 2014). Diante disso, podemos sugerir que as possiveis variacoes
encontradas em nosso estudo, nos animais DP durante o processo de proliferacdo e diferenciacéo celular,
podem ser associadas aos padroes de modificagfes das enzimas de metilagdo e essa regulacédo

epigenética pds-natal prossegue além da infancia.

7. CONCLUSAO

Ao finalizarmos nosso projeto, foi possivel demonstrar que o desmame precoce induzido em

ratos foi capaz de promover alterac6es morfoldgicas e moleculares com impactos metabdlicos tais como:
v' Atrofia das vilosidades até a vida adulta;
v Redugdo da proliferacdo em filhotes e adultos de 60 dias;

v Modificagdo do perfil génico das principais vias de sinalizacdo envolvidas no processo

proliferativo e de diferenciacdo celular;
v" Alteragdo de niveis génicos de marcadores do nicho de células-tronco;
v" Aumento da expressdo génica da p27;

v" Reducdo do namero de células absortivas (enterécitos) e secretora (caliciforme) com
aumento de células Paneth como possivel agdo compensatoria da capacidade protetora

do epitélio;
v Reducao da expressdo do marcador de célula enteroenddcrina;

v" Alteragdo transitéria do metabolismo de glicose;
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v Reducdo da expressdo da Dnmtl em animais adultos de 60 e 120 dias;

v" Reducdo da expressdao da Dnmt3a e Dnmt3b nos filhotes e aumento da Dnmt3b em
adultos de 120 dias.

Sugerimos que as respostas celulares ao DP podem ser duradouras e permanentes na mucosa
intestinal, indicando que a amamentacgdo regular é fundamental para o desenvolvimento do intestino

delgado e sua manutencéo na vida adulta.
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