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RESUMO 

 

Costa, A.V. Efeito do desmame precoce sobre marcadores moleculares e desenvolvimento da 

mucosa intestinal. 2021. Tese (Doutorado em Ciências) – Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade de São Paulo, São Paulo; 2021. 

 A amamentação é uma importante fonte alimentar na primeira infância e, considerando 

seu papel na regulação do crescimento e desenvolvimento da mucosa intestinal, o desmame precoce 

(DP) poderia promover alterações na proliferação e diferenciação celular com comprometimento da 

função intestinal. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os marcadores relacionados ao 

processo de proliferação celular, diferenciação e fatores de crescimento do epitélio intestinal, 

observando os efeitos imediatos e tardios desencadeados pelo DP. No 15° dia de vida pós-natal, 

ratos Wistar foram submetidos ao DP, sendo separados de suas mães e mantidos em gaiola isolada, 

enquanto no grupo controle amamentado, os animais permaneceram com as mães até 21 dias. O 

intestino delgado foi coletado aos 18, 60 e 120 dias para avaliação de: expressão gênica e proteica; 

detecção e localização de moléculas para o estabelecimento do nicho de células tronco; efeitos 

epigenéticos a partir de genes diferencialmente expressos, e marcadores metabólicos. Dentre os 

parâmetros morfológicos, observamos que a altura das vilosidades foi significativamente diminuída 

pelo DP aos 18 e 60 dias, enquanto a profundidade da cripta não foi alterada pela alimentação, 

porém aumentou com o desenvolvimento. O índice proliferativo foi significativamente diminuído 

pelo DP aos 18 e 60 dias. A partir da contagem de células diferenciadas, verificamos que o número 

de enterócitos e de células caliciformes (vilo) diminuiu aos 18 dias; aos 60 dias somente o número 

de células caliciformes/vilo foi reduzido (DP), e aos 120 dias houve um aumento dessa população 

no eixo cripta-vilo, após o DP. Já a população de células de Paneth, presente somente na cripta, 

aumentou aos 18 e 60 dias. A partir da avaliação de genes-alvo para marcadores epiteliais, notamos 

que a expressão de sacarase, mucina 2 e defensina foi elevada pelo DP aos 18 dias, e de forma 

contrária, o gene Chga (célula enteroendócrina) e a expressão de lactase foram diminuídos pelo DP 

na mesma idade. Dentre os marcadores de fatores de crescimento, o DP causou a redução de Tgfb1 

aos 18 dias, e de Egfr aos 60 dias. Destacamos que dentre os marcadores do ciclo celular, houve um 

aumento da Cdkn1b (p27) no DP em todas as idades avaliadas. Dentre os marcadores de células 

tronco, Lgr5 e Ascl2 tiveram redução aos 18 dias no DP, e aumento aos 60 dias, sendo que somente 

Ascl2 respondeu aos 120 dias, com diminuição após o DP. Avaliamos os marcadores das principais 

vias de sinalização 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 redução da expressão de Notch 1, Notch 2 e BMP2. Nos animais de 120 dias 



somente nos níveis de Atoh1 aumentaram no DP. Em termos de níveis proteicos, Hes1 diminuiu nos 

animais DP aos 60 dias. As modificações epigenéticas foram estudadas também, sendo 

inconclusivas após o sequenciamento, porém observamos uma redução da expressão 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 diminuíram com o DP. Em termos de metabolismo, 

observamos que nos animais de 18 dias em DP ocorreu uma redução de glicemia sérica, e de forma 

contrária, aos 60 dias houve uma elevação significativa (teste de tolerância a glicose- GTT). Nossos 

resultados demonstraram que o desmame precoce comprometeu o processo de proliferação celular 

no intestino delgado, com efeitos sobre a expressão de genes-alvo marcadores do nicho de células 

tronco e de diferenciação celular, afetando as populações de enterócitos, células caliciforme e de 

Paneth, imediatamente após a interrupção do aleitamento, aos 18 dias. Vários efeitos foram 

mantidos até a idade adulta com modificação fenotípica e metabólica. Sugerimos que as respostas 

celulares ao DP podem ser duradouras e permanentes na mucosa intestinal, indicando que a 

amamentação regular é fundamental para o desenvolvimento do intestino delgado e sua manutenção 

na vida adulta. 

 

Palavras chaves: Amamentação; Diferenciação 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 Tgfb1 at 18 

days, and of Egfr at 60 days. Interestingly, among cell cycle markers, Cdkn1b (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 Atoh1 

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 Hes1 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 Dnmt1 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. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Desenvolvimento do epitélio intestinal  

O epitélio do trato gastrintestinal tem como funções primárias a secreção e absorção de 

nutrientes, além de proteção contra patógenos ambientais. Anatomicamente, a região intestinal se 

divide em intestino delgado, que se subdivide em duodeno, jejuno e íleo, e intestino grosso composto 

pelos segmentos do cólon e reto. Nas duas regiões, o tecido epitelial presente na camada mucosa 

tem alta capacidade de renovação (3 - 5 dias), quando comparado a outros no organismo (HEATH, 

1996). 

O desenvolvimento do intestino delgado compreende três estágios: morfogênese e 

proliferação celular, diferenciação celular e maturação funcional (MONTGOMERY et al, 1999). A 

mucosa do intestino delgado apresenta numerosas protrusões em forma de dedos conhecidos como 

vilos que se projetam em direção ao lúmen e em sua base estão em associação com invaginações 

denominadas criptas (figura 1). Vilos e criptas são formados por uma simples camada de células 

epiteliais colunares, sendo o vilo considerado o compartimento funcional (alta capacidade absortiva) 

e a cripta, o compartimento proliferativo do intestino delgado (DUNN, 1967). 

Figura 1. Representação do intestino delgado indicando as vilosidades em direção ao lúmen, lâmina 

própria e as invaginações denominadas criptas. 

Considerando o compartimento proliferativo na cripta intestinal, a proliferação se dá a partir 

de células-tronco, com capacidade de auto- renovação, e de células em transição em amplificação 

(TA) progenitoras com alta atividade de enzimas envolvidas com a síntese de DNA, onde se dividem 

4 a 5 vezes dando origem à células comprometidas com as diferentes linhagens celulares: 



enterócitos, células enteroendócrinas, 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 formação das vilosidades ocorre em cerca de 8 semanas de gestação na 

região do intestino proximal (MAHESHWARI, 2006). A maturação epitelial continua durante o 

período pós-natal até a infância. Este processo é modulado por hormônios e fatores de crescimento 

presentes na circulação sistêmica, 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 

(gestação de 21 dias). A partir do 15º dia há intenso processo proliferativo, formação de lumens 

secundários (17º dia) e reorganização tecidual para projeção dos vilos primitivos (DUNN, 1967), e 

do 18º ao 21º dia, as células epiteliais se diferenciam (WILSON, 1989). 

Em ratos, a organização do eixo cripta- vilo é visível ao nascimento, e apresenta vilosidades 

formadas por uma única camada de células colunares epiteliais, que em sua maioria, apresentam as 

microvilosidades, compondo uma superfície absortiva bem definida. Durante a terceira semana de 

vida pós-natal, a mudança de cinética celular leva à uma contínua proliferação de células epiteliais, 

que ocorre somente na cripta, e à migração de células para o topo do vilo, onde entram em apoptose, 

mantendo a característica de renovação rápida. Em ratos adultos o tempo de renovação epitelial de 

células da cripta é de 10h a 14h e o tempo de trânsito ao longo do comprimento do vilo é de 48h 

(HENNING, 1985). 

Para que ocorra crescimento em extensão, é necessário haver a fissão de criptas. 

Comparativamente, a incidência de fissão de criptas é maior em jovens e o aumento torna-se menos 

frequente na vida adulta. Como mencionado, a fissão impulsiona o crescimento e a manutenção 

normal do tecido (PIN C, 2015; METCALFE C, 2014). Dessa forma, a maior incidência de fissão 

de cripta ocorre durante o desenvolvimento em aproximadamente 40% de todas as criptas na região 

do jejuno e 60% de todas as criptas na região do cólon médio (ST CLAIR WH, 1985). Por volta de 

10 semanas de desenvolvimento pós-natal, a taxa de fissão de cripta é reduzida e se mantém em 

torno de 5%, variando entre as diferentes regiões do intestino delgado e cólon (LANGLANDS AJ, 

2016). 

Em termos de populações, as células epiteliais dos vilos dividem-se em absortivas 

(enterócitos), caliciformes e tuft cells, sendo que a primeira população apresenta funções 

enzimáticas, de forma que ao fazer contato com o lúmen, as células abortivas participam do processo 

de digestão e absorção intestinal.  



Ao final da fase de amamentação, ocorre uma adaptação dietética, e a mucosa intestinal 

passa por mudanças, como a substituição de dissacaridases presentes na borda em escova (lactase 

para sacarase/isomaltase) e a diminuição da atividade endocítica do enterócito, resultando em 

fechamento das junções intercelulares (XIONG et al., 2015). A expressão da sacarase-isomaltase 

(Si) é regulada de modo antagônico à lactase no período do desmame, sendo evidenciado seu 

aumento a partir do 16° ou 17° dia de vida pós-natal no rato, atingindo o pico máximo de expressão 

na vida adulta (IKO F., TOSHINAO G., 2004). 

1.2 Amamentação e desmame 

Durante o desenvolvimento pós-natal, a amamentação é um agente importante na 

programação do crescimento. Nesse período, o colostro e o leite materno são os primeiros alimentos 

ingeridos pelo neonato (BARAM et al., 1977; KOLDOVSKÝ et al., 1995; LETTERIO et al., 1994; 

DONAVAN E ODLE, 1994; WADA E LÖNNERDAL, 2014). O leite apresenta em sua composição 

proteínas, aminoácidos e microrganismos que atuam tanto na maturação intestinal como na função 

imunoreguladora e contribuem para defesa do bebê contra patógenos bacterianos e virais, 

contribuindo para redução do grau de virulência, como na infecção por COVID-19 (COSTA et al., 

2021). Dentre as moléculas secretadas no leite materno, podemos destacar as proteínas do soro do 

leite, caseínas, lactoferrina, alfa lactoalobumina, mucina 1, triptofano, imunoglobulina A secretora 

(sIgA) dentre outras, fornecendo o complemento necessário contra doenças infecciosas e 

desenvolvimento da criança. 

Na primeira infância, o leite humano é a principal fonte de triptofano, um aminoácido 

precursor de serotonina e niacina. (LIU & NEWBURG, 2013; O’MAHONY et al., 2015) Este 

aminoácido tem a função de controlar a expressão de peptídeos antimicrobianos no intestino 

delgado, atua na regulação da motilidade intestinal, modulação da microbiota intestinal e como 

agente anti-inflamatório por meio de receptores de hidrocarbonetos aril (AHR) (BORGES et al., 

2017; METIDJI et al., 2018). Por outro lado, a ausência ou deficiência de triptofano, por absorção 

intestinal reduzida ou dietas restritivas em proteína, está relacionado com maior incidência de 

doença inflamatória intestinal e síndrome do intestino irritável (TALEB, 2019). Em um estudo de 

coorte, bebês que foram alimentados exclusivamente com leite materno eram menos suscetíveis a 

enterocolite necrosante (NEC) apresentando redução de 32% a 80% em número de casos, enquanto 

bebês que tomaram exclusivamente fórmula, apresentaram maior tendência à inflamação. Esta 

resposta foi devido a expressão de indol-3-láctico (ILA), um metabólito do triptofano que é 

fornecido pelas bactérias intestinais como Bifidobacterium, em cuja proliferação é estimulada pela 

ingestão de leite materno (GREGORY et al, 2016; MENG et al, 2020). 



De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS) e o Fundo das Nações Unidas para 

Infância (UNICEF), a amamentação exclusiva deve ser mantida até os 6 meses de idade e após esse 

período, a continuidade até os 2 anos deverá ser feita juntamente com alimentação sólida 

complementar. Estatisticamente, menos de 40% dos bebês no mundo são amamentados 

exclusivamente durante os primeiros 6 meses de vida. (OMS, 2021).  

Durante o rápido crescimento e desenvolvimento da primeira infância, o ferro é um elemento 

traço vital para as reações metabólicas, síntese de DNA e transporte de oxigênio, sendo sua maior 

concentração presente no leite materno e a absorção sendo pela camada de muco produzida por 

células caliciformes do intestino delgado. Apesar das baixas concentrações de ferro presente no leite 

materno, a absorção é mais eficiente que o ferro presente em leite de fórmula. Além disso, no 

período de desmame, a proporção de ferro absorvido é reduzida em 10% tanto em humanos quanto 

em roedores (SHERIDAN, 2019). Já na vida adulta, a absorção de ferro se dá por proteínas presentes 

na borda em escova. O estudo que analisou níveis gênicos de Dmt1, responsável por induzir a 

absorção do ferro em adultos, demonstrou que os níveis dessa proteína se encontravam aumentados 

em enterócitos de ratos lactantes quando comparados a ratos desmamados confirmando, que a 

amamentação exclusiva é suficiente para manutenção de estoques adequados de ferro por pelo 

menos seis meses (FRAZER, 2007).   

Em ratos, o aleitamento é gradativamente substituído pela ingestão de alimento sólido da 

terceira para a quarta semana de vida pós-natal, fase que caracteriza o desmame natural, levando a 

uma mudança de composição 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 21º dia de vida pós-natal. Em contrapartida, o desmame precoce se caracteriza pela 

abrupta separação materna e retirada do leite e de todos os seus fatores antecipadamente. 

Estudos publicados por nosso grupo demonstraram que no estômago o desmame precoce 

aumenta a atividade proliferativa este estímulo é correlacionado com ganho de atividade do receptor 

de EGF (EGFR) (OSAKI et al., 2011; OSAKI; GAMA, 2013), mudança da atividade da 

corticosterona (GHIZONI, 2014), e variação dos níveis de TGFβ (OGIAS et al., 2010). O EGFR 

age por diferentes vias de sinalização, mas durante o desmame precoce, a via de MAPK está ativa 

e controla proteínas do ciclo celular, como p21 e p27 (OSAKI; GAMA, 2013). Recentemente, foi 

observado que o aumento da atividade proliferativa na mucosa gástrica em animais filhotes de 18 

dias podem estar relacionados a redução dos níveis de Tr2 e p27 (SILVA, 2021). Além disso, o 

desmame precoce desencadeou a diferenciação de células mucosas do colo (OSAKI; CURI; 



ALVARES, 2010) e modificação da resposta ao estresse (GHIZONI, 2014), que em conjunto podem 

reprogramar todo o processo de crescimento e maturação da mucosa gástrica (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 período de amamentação, são reduzidas após o desmame com a introdução de 

alimentos sólidos, porém o envolvimento dessas enzimas no processo de diferenciação e 

proliferação celular ainda é pouco conhecido (BEERS et al., 1995). Além disso, assim como 

caracterizado no estômago, o desmame precoce também induz a atividade da enzima ornitina 

descarboxilase importante no processo de adaptação e crescimento da mucosa intestinal (LIN et al., 

1998). Evidências demonstram que os processos de maturação intestinal e adaptação enzimática 

podem ser controlados por hormônios como a corticosterona (KEYSER et al, 1990). 

1.3 Ciclo celular  

 O controle da proliferação celular se dá através da regulação do ciclo celular pela passagem 

das fases G1, S, G2 e M a fim de garantir a correta replicação do material genético, separação dos 

cromossomos, senescência e morte celular. Mecanismos intracelulares são responsáveis pela 

progressão do ciclo celular envolvendo ativação de uma família de proteínas denominadas quinases 

dependentes de ciclinas (CDKs) e sua associação com subunidades reguladoras positivas, 

pertencentes a família das ciclinas que formam um complexo catalítico ciclina-CDK. Oscilações 

nos níveis de ciclina, implicam em modificações nas atividades dos complexos, e na duração das 

fases do ciclo celular. Dentre as proteínas do complexo ciclina-CDK, destacam-se a ciclina E e a 

CDK2. Os níveis de ciclina E são regulados durante o ciclo celular normal, e a proteína acumula-se 

na transição G1/S, e sendo completamente degradada até o final da fase S. A ciclina E se liga e ativa 

CDK2 para controlar entrada e progressão da fase S. A atividade do complexo ciclina E-CDK2 é 

controlada pela moléculas inibidoras denominadas CKIs, dentre as quais estão 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 equilíbrio entre a proliferação e a diferenciação celular, 

e essa regulação é fundamental para a homeostase da mucosa intestinal ao longo da vida. Em 

contrapartida, uma falha na proliferação ou a perda dos gatilhos de diferenciação podem levar a 

várias doenças, dentre as quais estão os tumores.   

 

  



1.4 Linhagens celulares no intestino delgado 

Em torno de 90% do epitélio intestinal é composto por células absortivas, também 

denominadas enterócitos, que são altamente polarizados, caracterizados pela presença de 

microvilosidades que formam uma borda em escova, constituindo uma estrutura altamente 

organizada na superfície apical (KONG et al., 1998). Um dos principais componentes estruturais da 

célula absortiva é a vilina, presente nas microvilosidades com função de organizar seu eixo 

principal. Na mucosa intestinal, observou-se que a expressão de vilina aumenta à 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 são responsáveis pela digestão e absorção de nutrientes, 

como mencionado anteriormente. Para executar essas funções especializadas, elas adquirirem a 

capacidade de regular a expressão de proteínas relevantes, como enzimas digestivas, receptores, e 

transportadores de membrana. A regulação desses genes específicos depende do período de 

desenvolvimento e da região do intestino, de forma que o rápido crescimento coincide com as 

mudanças na função da membrana da borda em escova. Em mamíferos, é evidente que há uma 

interação entre a sucção, o crescimento intestinal e a membrana celular na borda em escova. A 

expressão de cada gene muda sequencialmente durante o período de crescimento do feto, período 

de amamentação, desmame e idade adulta. Como exemplo, a modificação dieta de mamíferos 

desmamados de leite para alimentos sólidos é paralela à mudança de atividade da lactase que, em 

ratos e camundongos, é elevada na fase fetal, diminui por volta do dia 21 (período do desmame) e 

permanece na idade adulta em um nível correspondente a 20% do nascimento (TUNG J, 1997). A 

expressão de sacarase-isomaltase (Si) é regulada de maneira contraria. Sua atividade é indetectável 

durante a sucção e aumenta seus níveis aos 16 ou 17 dias pós-natal (TUNG J, 1997). 

Além da linhagem absortiva, as linhagens secretórias compõem as outras populações 

celulares do epitélio intestinal (figura 2). Considerado como órgão endócrino, o intestino possui 

células enteroendócrinas (EEC), que embora escassas em relação às outras populações, 

compreendem aproximadamente 1% de todas as células epiteliais, e são essenciais no processo de 

regulação da digestão, motilidade intestinal, controle do apetite e do metabolismo (MAY; 

KAESTNER, 2011). Os hormônios intestinais agem nos níveis de glicose no sangue, indiretamente 

por via pancreática, como também controlam o fluxo de nutrientes no intestino. Dentre os hormônios 

liberados pelas EEC, o GLP-1 é liberado no processo pós-prandial, potencializa a liberação da 

insulina pelas células beta-pancreáticas e controla a adaptação metabólica por meio da modulação 

do apetite. 



Distribuídas em todo epitélio, as células EEC produzem mais de vinte hormônios e são 

diferenciadas morfologicamente e pelo principal hormônio produzido. Quando diferenciadas e 

maduras, as células enteroendócrinas adquirem um número crescente de grânulos citoplasmáticos e 

perdem a capacidade de se dividir. Dentre as moléculas secretadas, estão também fatores 

neurotróficos e colecistoquinina (CCK), importante regulador hormonal do processo digestório 

(KONG et al., 1998).  

Estudos desenvolvidos a partir da técnica de sequenciamento de célula única e em 

organoides demonstraram que há 5 linhagens distintas de EEC capazes de gerar células com perfis 

hormonais diferentes, responsivas a um gradiente de sinalização ao longo do eixo cripta-vilo. A 

partir da zona de célula-tronco na região da cripta intestinal, células EEC passam por três estágios 

de diferenciação até completar sua função secretora de hormônio. O destino secretor é determinado 

fora da zona de célula-tronco, por ausência da ativação da via de sinalização 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 sinalização de BMP no vilo 

inibe a diferenciação a partir de células-tronco e permite sua expansão. Quando a BMP é ativada 

em organoides, este muda do estado de cripta para vilo, reduz a expressão de GLP-1 e aumenta a 

síntese de secretinas, neurotensinas e expressão de PYY. Ou seja, quando ocorre a inibição da 

sinalização de BMP in vivo, há um estímulo na expressão de hormônios restritos à cripta e reprime 

a expressão de hormônios tipicamente no vilo (BEUMER J, 2018). 

O destino das células enteroendócrinas é limitado pelas células progenitoras com baixas 

taxas de divisão, diferentemente de outras linhagens secretórias como as células caliciformes que 

são favorecidas por células progenitoras em maior proliferação (BASAK O, 2017).  

Dentre as outras linhagens epiteliais intestinais está a população de células caliciformes, que 

aparece precocemente durante a fase de desenvolvimento. Essas células também são polarizadas, e 

contêm grânulos de mucina, localizados logo abaixo da região apical da membrana  (RADWAN et 

al, 1990). A mucina secretada reveste a superfície livre e confere proteção contra bactérias 

patogênicas e produtos bacterianos. Existem duas camadas de muco que recobrem o epitélio 

intestinal. A primeira camada é estéril de forma compacta, e apresenta lisozimas secretadas pelas 

células de Paneth, e a segunda camada mais externa, apresenta uma composição mais fluida com a 

função de facilitar a adesão de bactérias residentes da microbiota intestinal. Ressalta-se que, no 

intestino delgado, a propriedade viscosa da camada de muco é dada pela mucina 2 (MUC2), 

principal marcador das células caliciformes intestinais (MCGUCKIN, M. A; 2011). Estudos 

mostram que mudanças no padrão alimentar podem influenciar na quantidade e proporção do 



conteúdo de mucina no intestino delgado de ratos, alterando as características funcionais do 

ambiente intestinal (SHARMA et al., 1995; SHARMA, 1995). 

O muco secretado pelas células caliciformes serve como importante barreira para impedir a 

invasão de patógenos na mucosa, que possam levar à inflamação intestinal. Assim, as células 

caliciformes são consideradas constituintes ativos no processo de defesa do organismo em conjunto 

com o sistema de resposta imune. Em um modelo de colite induzida por sulfato de dextrano de sódio 

(DSS) em camundongos, observou-se que as células linfoides inatas e células T induzem a 

diferenciação indireta de células caliciformes, e há aumento de transcrição de MUC2 (YANG S, 

2021). Outro estudo analisou as consequências das diferentes idades de desmame em porcos, 

demonstrando que animais desmamados precocemente apresentaram uma redução do número de 

células caliciformes e eram mais susceptíveis a impactos metabólicos, a partir da redução da função 

barreira e desequilíbrio do sistema imune (GARCÍA G.R, 2016). 

As células de Paneth representam o quarto tipo celular presente no epitélio intestinal, são 

células secretoras, e podem ser facilmente reconhecidas pelos seus grânulos acidófilos. Essas células 

não se dividem, estão localizadas somente na base da cripta e originam-se diretamente de células-

tronco (VAN DER FLIER; CLEVERS, 2009). Diferente das outras linhagens celulares, à medida 

que amadurecem, as células de Paneth apresentam um padrão migratório em direção à 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 grânulos acidófilos em seu citoplasma 

(LUESCHOW SR, 2020). 

Funcionalmente, as células de Paneth apresentam grânulos secretórios que contém proteínas 

específicas como lisozimas, defensinas e peptídeos antimicrobianos liberados em direção ao lúmen 

com função de permeabilizar e digerir a parede de bactérias patogênicas regulando a microbiota 

intestinal, além de auxiliar na proliferação e diferenciação do epitélio a partir da secreção de fatores 

de crescimento (CLEVERS, 2013). 

Considerada constituinte essencial da cripta, as células de Paneth compõem o nicho de 

células-tronco na cripta intestinal e interagem com as células positivas para a proteína G acoplada 

ao receptor de leucina 5 (Lgr5). (SATO, T. AND CLAVERS, 2013). Estas, são responsáveis pela 

manutenção e proliferação do nicho de células-tronco Lgr5+ através da expressão de fator de 

crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento transformante alfa (TGF alfa) e Wnt3, assim 

como ligantes Notch acoplados em sua superfície (KIM et al, 2012; SATO, T. AND CLAVERS, 



2013). Experimentos in vitro evidenciaram que células de Paneth dão suporte para o crescimento e 

sobrevivência da população de células-tronco ativas (SATO T, 2011).  

O estudo conduzido por Barker e colaboradores (2007) identificou que a molécula Lgr5+ é 

o principal marcador de células-tronco intestinais, sendo restrito às células colunares na base da 

cripta que dão origem a todas as outras linhagens epiteliais no órgão. Sua expressão está associada 

com a auto renovação e diferenciação nas 3 populações descritas acima, assim como a própria 

linhagem da célula de Paneth.  A posição relativa, o número de células de Paneth e de células Lgr5+ 

são importantes para o processo de fissão de criptas, descrito anteriormente. que dá origem a 2 

criptas filhas, fazendo o crescimento em extensão do órgão.  

 

 

Figura 2. Representação esquemática de células intestinais ao longo do eixo cripta- vilo. 

Organização do nicho de células-tronco na base da cripta entre as células de Paneth. As células 

progenitoras na zona de transição em amplificação (TA) a partir da posição +4 e, em seguida em 

diferenciação para as quatro linhagens, que migram em direção 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) compõem o nicho de células-tronco descrito por 

Cheng e Leblon em 1974 (CHENG; LEBLOND, 1974). A localização, comportamento e número 

de células-tronco intestinais foram caracterizados por diversos pesquisadores que identificaram uma 

zona a partir das 3 primeiras posições das células de Paneth diferenciadas na base até a quarta 

posição na cripta. Esses resultados foram comprovados por marcadores de síntese de DNA como a 

bromodeoxiuridina e a timidina H3, que indicaram a retenção das células nesta região (YEUNG; 

KUO, 2011). Assim, as CBC, estimadas em 4 a 5 por cripta, são positivas marcadores proliferativos 

(inclui-se a proteína Ki67) e estão localizadas entre as células de Paneth, em uma zona pós- mitótica 

a partir da posição +1 (base) até a posição +4 (mais superficial na cripta) (BARKER et al., 2007). 

Essas CBC entram em ciclo de forma lenta e dão origem às células progenitoras de ciclo rápido com 

divisão assimétrica. As células TA sobem no eixo da cripta e na diferenciação seguem dois caminhos 

para linhagens absortivas ou secretoras.  

As linhagens secretoras são derivadas de células progenitoras que surgem para ocupar a 

cripta a partir da posição +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+ 

após um processo de lesão (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 é mantida por competição neutra entre duas células filhas 

(SNIPPERT et al., 2010) O equilíbrio entre a quiescência e a atividade de células-tronco intestinais 

garante a regulação necessária para a rápida renovação do epitélio, na homeostase do tecido, e reparo 

dos tecidos lesionados. Durante a morfogênese, esse nicho é influenciado por células epiteliais 

diferenciadas próximas assim como por células mesenquimais juntamente com a matriz extracelular 

que permitem a comunicação epitélio-mesênquima (UMAR, 2010).  

Estudos demonstraram que a proximidade de células-tronco e células de Paneth evidencia 

que a função da célula-tronco Lgr5 é promovida por células de Paneth disponível na região. Em 

experimento in vivo, onde foi reduzida parcialmente a população de células de Paneth por mutação 

de Gfi1 e deleção condicional de Sox9, a redução em número de células-tronco coincidiu com a 

redução de Paneth (BASAK, O, 2011).   

Em processos de lesão ou perda de Lgr5, células precursoras da linhagem secretória e 

absortiva se desdiferenciam formando novas células Lgr5 para compor as CBC. Estudos investigam 



que esse pool de células-tronco reserva caracterizado na posição +4 é mais resistente à lesão em 

casos de perda de Lgr5 e atua como principal fonte de suprimento celular indispensável para 

regeneração 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 homólogo dos genes do complexo Achaete- Scute em Droshophila melanogaster (ALDERS et al., 

1997), que funciona como fator de transcrição e tem sua expressão predominantemente detectada 

em tecidos extraembrionários. No epitélio intestinal, Ascl2 codifica proteínas reguladoras do destino 

celular, e é essencial para manutenção de células Lgr5+. Quando superexpresso em outras 

populações celulares resulta em hiperplasia de cripta e formação de pequenas bolsas (tipo-cripta) 

hiperproliferativa nos vilos (VAN DER FLIER et al., 2009). Em contrapartida, quando deletado 

Ascl2 em modelos de organoides, não houve perda de células-tronco, mas houve redução na 

velocidade de proliferação. Adicionalmente, mostrou-se que a expressão e a resposta de Ascl2 é 

dependente da via de sinalização Wnt (SCHUIJERS et al., 2015).  

Já o gene Olfm4 (olfactomedina 4), inicialmente caracterizado como hGC-1 (ZHANG et al., 

2002), também tem sua função associada com propriedades de célula-tronco intestinal, porém 

diferentemente dos marcadores Lgr5 e Ascl2, que têm sua expressão regulada pela via Wnt, Olfm4 

tem sua expressão regulada pela via Notch. Em murinos, a glicoproteína foi originalmente 

identificada como um fator importante na origem de células granulocíticas hematopoieticas, e 

posteriormente, a Olfm4 foi caracterizada na matriz extracelular, com a função de facilitar a adesão 

celular (ligando-se a caderinas e lectinas de células superficiais) e participar da regulação 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, o nicho de células-tronco na cripta do intestino delgado tem a homeostase mantida 

por meio da expressão de genes como Lgr5, Ascl2 e Olfm4 com o suporte de um gradiente. 

1.6 Vias de sinalização:  

Wnt, Notch, EGFR e BMP 

A atividade proliferativa e de diferenciação do epitélio intestinal é dependente de um 

gradiente de sinalização ao longo do eixo cripta-vilo (BEUMER, 2020). 

A via de sinalização Wnt desempenha uma importante função no desenvolvimento e 

renovação do epitélio intestinal. O conjunto de proteínas Wnt forma uma família altamente 



conservada de moléculas sinalizadoras de forma autócrina e parácrina. Wnt induz efeitos biológicos 

por meio de ligação tanto ao receptor Frizzeld como à proteína relacionada ao receptor de 

lipoproteína (LRP), promovendo um aumento de β-catenina no citoplasma e sua interação com o 

fator 4 de célula T (TCF4) – fator de transcrição, no núcleo. Em condições normais, a β-catenina 

forma um complexo de proteínas contendo o complexo polipose adenomatosa (APC), axina e a 

proteína glicogênio sintase quinase-3β (GSK-3β), e seus níveis são rigidamente controlados através 

da mediação do complexo de degradação ubiquitina/proteasoma (UMAR, 2010). 

É evidenciado o envolvimento desta via em diferentes processos como a manutenção de 

células-tronco e células progenitoras através do controle do ciclo celular, assim como diferenciação, 

controle da migração e localização de células epiteliais ao longo do eixo cripta- vilo, 

desenvolvimento da linhagem de células secretórias e diferenciação de células de Paneth 

(RADTKE; CLEVERS, 2005). Como mencionado, o principal componente proteico da via Wnt é a 

β-catenina que quando translocada para o núcleo da célula é capaz de se ligar a fatores de transcrição 

e ativar genes alvo para o processo de proliferação 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 (β-catenina e Tcf4) foram deletados, inibindo Wnt ligante e receptor 

de interação, confirmando a perda de células proliferativas da cripta, o que levou à degeneração 

intestinal (FEVR; ROBINE; LOUVARD; HUELSKEN, 2007). 

Assim como na via Wnt, a função da via de sinalização Notch mediada pelo contato célula-

célula é bem estabelecida tanto na regulação do compartimento proliferativo da cripta e proliferação 

de células progenitoras quanto nos processos de diferenciação de linhagens de células absortivas em 

relação às secretoras (ARTAVANIS-TSAKONAS, 1999; RICCIO et al., 2008). Esta via é ativada 

através de receptores Notch (Notch 1 e Notch 2) e sua família de ligantes DSL (Delta/Serrate Lag2) 

separados em dois subgrupos: Delta like (Dll1, Dll3, Dll4) e Serrate like (JAGGED1 e JAGGED 

2). Dll1 e Dll4 são expressos em células secretoras com expressão proeminente de ligantes DSL por 

células de Paneth acoplados à membrana que garantem a manutenção da homeostase do ambiente 

(PELLEGRINET et al., 2012; SASAKI et al., 2016).   

O engajamento do receptor Notch e seu ligante, induz a clivagem proteolítica do receptor 

alfa secretase. O receptor Notch clivado (NCID) se transloca para o núcleo resultando em um ativo 

complexo transcricional e sua ativação induz a expressão de hairy/enhancer of split (Hes). O fator 

de transcrição Hes1 ativa a expressão de genes alvo que vai regular a proliferação e diferenciação 

celular (SCHRODER, 2002). 



Para melhor entendimento da função de Notch no intestino, mutações que levam à ativação 

constitutiva de Notch foram realizadas e resultaram em depleção de células secretórias e aumento 

da linhagem absortiva com concomitante aumento da proliferação (FRE et al., 2005). Outro estudo 

demonstrou que a sinalização Notch age de forma independente da ação de β-catenina e influencia 

no controle da proliferação de células progenitoras através da regulação da expressão de p27, 

proteína que promove a parada do ciclo celular. Ou seja, a sinalização Notch no intestino delgado 

reprime a expressão da proteína p27 para garantir a manutenção de células proliferativas na cripta 

(RICCIO et al., 2008).  

Outro fator de transcrição, Atoh1 (Math1 para camundongos, Hath1 para humano) é 

regulado negativamente pela via de sinalização Notch. Atoh1 é expresso em células progenitoras 

secretoras quiescentes e maduras (Yang, 2001; NOAH; SHROYER, 2013). Consistente com o 

processo de deleção genética de Hes1 em animais e consequente inibição de Notch, o estudo 

observou um aumento da ativação de Atoh1 e maior diferenciação de células caliciformes, Paneth 

e enteroendócrinas no epitélio intestinal. O promotor de Atoh1 tem sido descrito por conter sítios 

de ligação de Hes, sendo assim, a indução de Hes1 pelo receptor Notch age como um repressor 

transcricional para silenciar o fator de transcrição Atoh1 e suprimir o destino de células secretórias 

(DEMITRACK, 2016). 

Outro fator regulatório de renovação e reparo tecidual é o fator de crescimento transformante 

beta (TGFβ) e seus receptores TβR1 e TβR2, também pertencentes ao complexo de sinalização da 

BMP agindo sobre a cascata de sinais intracelulares Smad. Estudos sugerem que a presença da 

sinalização BMP no topo da vilosidade pode suprimir a sinalização Wnt pela inibição da β-catenina 

e comprometer o crescimento do vilo (SHYER et al., 2016). Enquanto que a sinalização Wnt 

estimula a proliferação de células-tronco e células progenitoras na cripta, a sinalização BMP age 

como um regulador negativo desta proliferação (HE et al., 2004). As atividades de sinalização BMP 

e Wnt formam gradientes reversos ao longo do eixo cripta vilo para estruturar a autorrenovarão e 

diferenciação das células-tronco intestinais (QI et al, 2017).  

Estes gradientes de sinalização também controlam a inter conversão e desdiferenciação de 

células progenitoras para células-tronco na cripta do intestino delgado, entretanto mecanismos de 

modificações epigenéticas também estão associados (LINDEMANS et al., 2015).  

  



1.7. Epigenética 

 Epigenética é o termo que se refere às mudanças na expressão gênica herdadas através de 

mitose, sem envolver mudanças na sequência do DNA. Mudanças epigenéticas são compreendidas 

a partir da metilação do DNA, modificação em histonas e cromatinas, além de RNAs não 

codificantes (JIRTLER, 2007). 

 Em mamíferos a metilação do DNA se dá por adição covalente de um grupo metil na posição 

5’ da citosina predominantemente dentro do dinucleotídeo CpG por meio de transferência 

enzimática pelas DNA metiltransferases (Dnmt). (ROBERTSON, 2001. Os dinucleotídeos CpG 

podem aparecer em pontos esparsos ou concentrados em regiões conhecidas como ilhas CpG. Estas 

ilhas são encontradas na região promotora dos genes, responsáveis pela regulação da expressão 

gênica e são definidas como regiões do DNA maiores que 200 pares de base contendo 

aproximadamente 50% de bases C e G e aproximadamente 60% de dinucleotídeos CpG (LI, 2002). 

A metilação do DNA é importante no controle de várias funções do genoma. A presença de um 

“capuz” metil sobre uma citosina que precede uma guanina pode inibir a ligação de fatores de 

transcrição a estas regiões, resultando na ausência de transcrição gênica. Essa metilação do DNA é 

estabelecida por meio da Dnmt de novo (Dnmt 3a e Dnmt3b) durante o desenvolvimento e este 

padrão é mantido após a replicação pela Dnmt1 conhecida como enzima de manutenção que metila 

citosinas no dinucleotídeo CPG durante a síntese do DNA (FUKUSHIGE, 2009).  

 O intestino está sujeito às modificações do padrão dietético, como mencionado, e às 

mudanças morfofuncionais que ocorrem durante o desenvolvimento e se estendem à manutenção 

até a idade adulta. Em função disso, as células intestinais podem ser alvo de modificações 

epigenéticas que prosseguem além da infância (KELLERMAYER, 2010). Em mamíferos, o padrão 

de metilação do DNA muda de uma maneira altamente regulada desde o desenvolvimento do 

embrião, e as consequências fenotípicas da deleção da Dnmt1 no intestino dependem do estágio de 

desenvolvimento em que a perturbação ocorre. A metilação aberrante do DNA e a instabilidade do 

genoma se correlacionam em uma série de patologias, incluindo doença inflamatória intestinal 

(IBD) e câncer associado à colite (HARTNETT, 2012). Outro estudo realizado em animais, 

demonstrou que a deleção condicional de Dnmt1 (animais Villin-Cre) causa a hipometilação de 

regiões regulatórias associadas a vários genes de células-tronco intestinais, em adultos, resultando 

em expressão gênica inadequada durante a diferenciação e proliferação da zona de cripta. No 

entanto, nesse modelo, as células da cripta ainda eram capazes de formar novas células para renovar 

o intestino, e níveis normais de metilação de DNA foram restabelecidos após dois meses de deleção 

do gene. Ou seja, a redução da metilação não diminui a capacidade de auto renovação das criptas e 



causa apenas mudanças modestas na homeostase da cripta intestinal.  (SHEAFFER, 2014). Uma 

análise mais aprofundada revelou que esta recuperação foi devido ao fato de que Dnmt3b tornou-se 

mais ativo em células deficientes de Dnmt1 e, em seguida, re-metilou o DNA. Deve-se ressaltar que 

os camundongos que não possuem enzimas Dnmt1 e Dnmt3b morrem antes de nascer. 

Anteriormente, pensava-se que o gene Dnmt3b agia apenas para estabelecer novos padrões de 

metilação do DNA, mas essas últimas descobertas sugerem que esta enzima pode atuar também 

como uma metiltransferase de manutenção. Em resumo, os estudos sugerem que o controle da 

função da célula-tronco no intestino adulto pode ser influenciado pelo desequilíbrio entre processos 

epigenéticos maturacionais pós-natais (ELLIOTT, 2016; SHEAFFER, 2014).   

  



 

7. CONCLUSÃO 

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

ratos foi capaz de promover alterações morfológicas e moleculares com impactos metabólicos tais 

como:  

✓ Atrofia das vilosidades até a vida adulta; 

✓  Redução da proliferação em filhotes e adultos de 60 dias; 

✓  Modificação do perfil gênico das principais vias de sinalização envolvidas no 

processo proliferativo e de diferenciação celular; 

✓ Alteração de níveis gênicos de marcadores do nicho de células-tronco; 

✓ Aumento da expressão gênica da p27; 

✓ Redução do número de células absortivas (enterócitos) e secretora (caliciforme) com 

aumento de células Paneth como possível ação compensatória da capacidade 

protetora do epitélio; 

✓  Redução da expressão do marcador de célula enteroendócrina; 

✓ Alteração transitória do metabolismo de glicose; 

✓ Redução da expressão da Dnmt1 em animais adultos de 60 e 120 dias; 

✓ Redução da expressão 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 amamentação regular é fundamental para o desenvolvimento do 

intestino delgado e sua manutenção na vida adulta. 
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