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RESUMO

DIETA DEFICIENTE EM DOADORES METIL ALTERA A DINAMICA DA CELULA
TRONCO INTESTINAL E AUMENTA A PROFUNDIDADE DE CRIPTA NO INTESTINO
DELGADO: ESTUDO EM MODELO IN VIVO E EM ORGANOIDES INTESTINAIS

Em populacdes infantis de paises em desenvolvimento a alta prevaléncia de déficit de
desenvolvimento fisico e cognitivo sdo associadas com alteragdes histoldgicas encontradas no
intestino delgado. Tais problemas estdo inseridos num ambiente de desnutri¢do, onde a
deficiéncia de micronutrientes desempenha grande relevancia. Com base no exposto o presente
trabalho teve por objetivo investigar o efeito da deficiéncia de doadores de metil in vivo sobre
a microestrutura do intestino delgado, verificando como estes afetam a dindmica da célula
tronco intestinal (CTI) in vitro. Camundongos gravidas foram randomizadas em grupos que
foram expostos a uma das quatro diferentes dietas: dietas controle CD- e CD+; dietas
isocaldricas deficiente em doadores, MDD- ¢ MDD+. +/- indica presenga/auséncia de
sulfametoxazol na formulagdo. Os filhotes foram amamentados pelas respectivas maes e
registrou-se consumo de alimentos, peso, crescimento, folato sérico e morfologia da cripta
intestinal. Apos sacrificio, cultivou-se enterdides a partir da cripta intestinal isolada. Resultados
revelaram proeminente redugdo de peso e crescimento dos animais expostos a dieta deficiente
de doadores metil (MDD+ e MDD-) em relacdo aos controle (p<0,05) e significativo aumento
da profundidade de cripta no jejuno em animais alimentados com dieta deficiente associada ao
sulfametoxazol. Tais alteragdes estiveram associadas a reducdes importantes de folato sérico no
grupo MDD+. Enterdides de animais expostos a dieta deficiente apresentaram reduzido nimero
do dominio de cripta e menor taxa de sobrevivéncia associadas a reduzida quantidade de células
proliferativas marcadas com EdU. Em enterdides cultivados em meio deficiente de doadores
metil, PCR-arrray mostrou expressivo aumento de Atohl (p=0.02) em relag¢do aos cultivados
em meio regular, indicando expansao do pool de progenitores comprometidos com a linhagem
secretoria. Nao se verificou diferencas de transcricio para Lgrd; contudo, a redugdo
transcricional de Lrigl (p=0.0460), Ascl2 (p=0.002) e Sox9 (p=0.009) sugerem que a via Wnt
encontra-se prejudicada. A metilacdo do DNA mostrou que, em relacdo ao controle, enterdides
cultivados em meio reduzido em doadores metil apresentaram menor percentil de metilagdao dos
genes relacionados a produ¢do de mucinas intestinais B4Galntl e Phosphol, alteragao
epigenética associada a menor expressao de tais genes. Do exposto conclui-se que no modelo

utilizado a deficiéncia de doadores de metil € condicao causal suficiente para induzir, em nivel



tecidual, alteragdes histoldgicas intestinais associadas a reducao de peso e crescimento. A nivel
celular tais alteragdes estdo relacionadas a fungdo prejudicada da CTI alterando também a
composi¢ao celular no eixo cripta-vilus com maior predominio da linhagem progenitora
secretoria. De forma geral, todas as alteragdes encontradas harmonizam-se com o papel bem
delineado do folato e demais doadores de metil como cofatores essenciais a sintese, maturagao
e metilagdo de DNA.

Palavras-chave: Organoides. Metilagdo. Célula tronco intestinal. Acidos

pteroilpoliglutamicos.



ABSTRACT
METHYL DONOR-DEFICIENT DIET CHANGES THE DYNAMICS OF INTESTINAL
STEM CELL AND INCREASES CRYPT DEPTH IN THE SMALL INTESTINE: STUDY IN
VIVO AND INTESTINAL ORGANOIDS MODELS

In child populations of the developing world, physical and cognitive development impairment
are highly prevalent and are accompanied by altered small intestinal (SI) morphology. Such
problems occur in an environment of malnutrition, a context where micronutrient deficiency
plays a major role. Based on the above, the objective of this study was to investigate the effect
of the deficiency of methyl donors (folate and choline) in vivo on the structure of the small
intestine, verifying the impact of those nutrients on the intestinal stem cell (ISC) dynamics in
vitro. We randomized pregnant dams to one of four different diets: control diet CD- and CD+;
isocaloric methyl donor deficient diet, MDD- and MDD+. +/- means presence or absence of
sulfamethoxazole in the formulation. We weaned pups to their dam's diet and measured growth,
folate status and SI crypt morphology. Following the sacrifice, enteroids were cultured from the
isolated intestinal crypt to assess ISC dynamics. Our results reveal a prominent reduction in
weight and growth of the animals exposed to the MDD as well as significant increase of crypt
depth in the jejunum and ileum segments of those animals. Such alterations were associated
with significant reductions in serum folate and increase in red blood cell size mainly in animals
exposed to a deficient antibiotic diet (MDD+). Enteroids from animals exposed to deficient diet
showed reduced number of crypt domain and lower survival rate associated with reduced
amount of EdU-tagged proliferative cells. PCR-arrray showed a significant increase of Atohl
suggesting expansion of the pool of progenitors compromised with the secretory lineage.
Reduction of the transcriptional of Lrig/, Asc/2 and Sox9, a subset of Wnt signaling target genes
suggest that pathway is impaired. The impaired ISC function found in the enteroids from MDD-
can be explained by the reduction of the quiescent ICS markers while Lgr5, the main marker
for high cycling ICS, was intact. In comparison to the control, methylation of DNA in the ISC
showed that enteroids cultivated in medium with low levels of methyl donors presented lower
percentile of methylation of the genes involved in the production of intestinal mucin B4Galntl
and Phosphol in the 3'CGI, an epigenetic alteration associated to lower expression of those
genes. From the above, we conclude that in the model used the deficiency of methyl donors is
a sufficient causal condition to induce at the tissue level intestinal histological alterations
associated with weight and growth impairment. At the cellular level, such alterations are related

to impaired ISC function, also altering the cellular composition in the crypt-villus axis with



greater predominance of the secretory progenitor lineage. At the molecular level the alterations
found were related to the reduction of DNA methylation in genes involved with mucin
production. In general, all the changes found harmonize with the well-delineated role of folate

and other methyl donors as essential cofactors for synthesis, maturation and methylation of

DNA.

Keywords: Organoids. Metilation. Intestinal Stem Cell. Pteroylpoliglutamic Acids
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1. INTRODUCAO

1.1. Enteropatia e deficiéncia nutricional

1.1.1. AlteragBes histolégicas intestinais encontradas em &reas geogréficas em
desenvolvimento estdo associadas ao mal funcionamento do intestino e déficit
de crescimento.

Em paises em desenvolvimento grandes problemas de satde publica como subnutri¢ao
e déficit do crescimento fisico encontram-se intimamente associados a altera¢des histologicas
intestinais cursando com uma inflamagao cronica subjacente da mucosa (FAGUNDES-NETO
et al., 1984; MORAIS; FAGUNDES NETO, 2003; MCKAY et al., 2010). Apesar de que tais
alteracdes histologicas do intestino delgado terem sido reportadas em praticamente todas as
areas geograficas em desenvolvimento do mundo, raros sdo os estudos explorando tal
fenomeno. Embora em humanos este fato possa a principio sugerir haver pouca diligéncia no
guiamento de tdo importante aspecto da saude infantil global, isto ¢ compreensivel, dado que
estudos de interven¢do nas comunidades avaliando a melhora das alteracdes histologicas como
principal variavel encontrarem uma série de barreiras praticas e ¢€ticas decorrente,

principalmente, da obtengao de amostras de tecido (MCKAY et al., 2010).

A exata causa e patogénese da enteropatia ambiental ainda ¢ incerta. Apesar disso, a
literatura cientifica apoia fortemente a no¢do de que enteropatia ambiental contribui de forma
relevante para um menor crescimento e desenvolvimento de criangas que vivem em areas
geograficas economicamente desfavorecidas. O fator chave para subnutricdo infantil ¢
desordem subclinica do intestino delgado, conhecido como enteropatia tropical, que €
caracterizado por atrofia de vilus, hiperplasia de cripta, aumentado da permeabilidade intestinal
e modesta mal- absor¢do (HUMPHREY, 2009). Apesar disso, os individuos portadores desta

condi¢do sdo assintomaticos e raramente manifestam algum sinal ou sintoma gastrointestinal.

As consequéncias derivadas das alteracdes intestinais excedem aquelas ja conhecidas
decorrentes do déficit de crescimento e faléncia das intervengdes nutricionais. Existem relatos
e evidencias fortes o suficiente que sustentam a baixa eficicia de vacinas orais nas areas onde
a enteropatia ambiental tem alta prevaléncia (KORPE; PETRI, 2012; HAQUE et al., 2014).
Quando comparada com criangas dos paises desenvolvidos, hd constatacao de que vacinas orais
para poélio e rotavirus sdo menos imunogénicas em criancas de paises em desenvolvimento,

sugerindo que uma alteracdo da imunidade cursa com a alteracdo da estrutura intestinal
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(LEVINE et al., 2010; PATEL; STEELE; PARASHAR, 2012). H4 uma conjunto complexo
onde alteragdes na microarquitetura intestinal se associa com retardo de crescimento, reduzida
imunidade e uma série de outros problemas dai decorrentes, que poderdao se manifestar apds

longo tempo na vida dos individuos afetados.

No tocante ao déficit de crescimento, estimativas atuais projetam haver no mundo haja
cerca de 178 milhdes de criancas com menos de 5 anos de idade que padecem desse mal
(BLACK et al., 2008). Nao obstante a magnitude de tal nimero, as reais estatisticas podem em
muito superar a estimativa levantada, pois muitos casos nao sao sequer reconhecidos como tal.
Considerando familias onde todos os membros, principalmente os pais, apresentam
sistematicamente retardo do crescimento, uma crianca que vir a apresentar déficit em altura
despertara pouca atencdo por intervengao, pois sera tida como normal no poo!/ genético daquela
familia (BIESALSKI, 2016; ORIA et al., 2016). A maioria absoluta dessas criangas vive em
condi¢des socioecondmicas onde, embora seja dificil determinar com exatiddo a causa do
retardo de crescimento, pode-se afirmar que a deficiéncia nutricional apresenta um papel de
altissima relevancia. Verifica-se que em paises em desenvolvimento, os fatores de maior
relevancia para baixo peso em criangas sao, dentre varios outros, o pobre status nutricional das
maes e, dado o contexto socioeconOmico em que estas estdo inseridas, o subsequente
fornecimento de dieta pobre em micronutrientes para a crianga nascida a partir destas mesmas

maes.

1.1.2. Fome oculta na infancia esta relacionada com mecanismos que impedem
ndo apenas o desenvolvimento fisico, mas também mental e intelectual

Estima-se que mais de trés bilhdes de pessoas sofrem de varios tipos de deficiéncia
causada por um ou mais micronutrientes. Entre estas, mulheres e criangas perfazem a maior
parte dos afetados. E interessante notar como o fator peso sofreu mudanca importante em sua
relevancia para a satde global no curso das tltimas décadas. Pela primeira vez na historia
humana, o risco de sofrer de males causados por sobrepeso ou obesidade sobrepuja o risco de
baixo peso, de maneira tal que impactos na morbimortalidade j& existem. Hoje a maioria da
popula¢do mundial vive em paises onde o sobrepeso e obesidade mata mais pessoas que a
desnutricdo (WHO, 2017). Foi visando discriminar entre os diferentes tipos de nutrigcao
inadequada que o termo faminto oculto (hidden hunger) foi introduzido. Este termo tem a

vantagem de descrever melhor o novo tipo de fome da situagdo contemporanea, sendo utilizado
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para descrever a condi¢ao onde 1 ou mais nutrientes nao estao presentes na dieta (BIESALSKI,

2013).

Tamanha énfase dada a falhas de crescimento em criangas tem por base um fator de
enorme relevancia: déficit de crescimento funciona como um biomarcador para o
desenvolvimento cerebral (BIESALSKI; BLACK, 2016). Nesse contexto, os primeiros anos de
vida sdo particularmente importantes devido ao desenvolvimento vital que ocorre em todos os
dominios. E nos primeiros anos de vida que o cérebro se desenvolve muito rapido, pois a
cinética de muitos processos estd acelerada como neurogénese, sinaptogénese, gliogénese,
mieliniza¢do e também rapido crescimento axonal e dendritico (GRANTHAM-MCGREGOR
et al.,, 2007). E também no mesmo periodo que o cérebro encontra-se mais vulneravel a
qualidade do ambiente onde subnutri¢cdo, stress, toxinas ambientais € pouca estimulacao social
podem afetar a estrutura e fungdo do 6rgao, de acordo com modelos animais (MEANEY et al.,

2000; RODIER, 2011).

A medida que se realiza uma analise mais reflexiva sobre a deficiéncia de
micronutrientes verifica-se que os prejuizos decorrentes da fome oculta ndo recaem apenas
sobre o individuo, mas também sobre suas comunidades e paises, pois uma sociedade € tao
prospera quanto prosperos sdo seus cidaddos. A existéncia e persisténcia de tais barreiras que
impedem o desenvolvimento do potencial pleno mental e intelectual do individuo reflete na
sociedade como um todo e repercute em baixos niveis educacionais, baixa produtividade e

baixo poder aquisitivo (BLEASE, 2011)

1.1.3. O intestino é um 6rgao chave para a compreensao de como a deficiéncia de
micronutrientes pode afetar os demais sistemas e 6rgdos no organismo.

A deficiéncia de micronutrientes impacta de forma ampla em toda a saide do organismo
apresentando consequéncias duradouras para a vida dos individuos. Contudo, a forma como a
deficiéncia de certos micronutrientes impacta especificamente na satide do intestino tem
particular importancia para compreensao de tal fendmeno dada a particularidade desse sistema
organico e seu papel em responder aos desafios causados pela pobreza, subnutricdo e suas
combinagdes (GUERRANT et al., 2013). Representando a maior superficie de interface entre
corpo € meio ambiente, o epitélio intestinal deve absorver nutrientes a0 mesmo tempo que
proporciona uma grande barreira de prote¢ao ao organismo. Tais fungdes implicam em um custo

metabolico muito elevado e faz do intestino o primeiro 6rgao a ser afetado sob condi¢des de
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nutricdo inadequadas (VAN DER SCHOOR et al., 2002). A forma como intestino responde a
tais condi¢des ambientais ¢ de grande importancia para todos os demais sistemas e 6rgaos,
afinal de contas todos os nutrientes passam obrigatoriamente pela barreira seletiva que o

intestino representa.

Inserida no contexto da fome oculta, as vitaminas hidrossoliiveis representam uma
importante classe de micronutrientes. Suas deficiéncias podem apresentar efeitos deletérios ao
correto funcionamento do organismo humano, uma vez que tais compostos sdo criticamente
envolvidos na regulacao do metabolismo enérgico e das fungdes enzimaticas, importantes para
expressdo génica como aquelas que envolvem a metilagdo de muitos processos bioquimicos

(BIESALKI, 2016).

1.2. Folatos sdo importantes micronutrientes requeridos a metilagdo de varios

[processos

A deficiéncia de folato ¢ causada por varios fatores, tais como insuficiéncia dietética,
mal-absor¢ao (por exemplo devido ao alcoolismo), situagdes que aumentem a necessidade do
folato (gravidez, por exemplo) e uso de medicamentos (drogas anti-folato) (STABLER, 2009).
Em primatas o sintoma mais evidente da deficiéncia do folato ¢ a anemia megaloblastica,
condi¢do onde a inibicdo da maturacdo dos percussores eritrocitarios causa um aumento do
volume das hemadcias. Outras patologias associadas a deficiéncia de folato incluem o retardo do

crescimento e defeito do tubo neural

C¢lulas eucariotas e procariotas requerem o cofator folato como aceptor/doador de
unidades de 1 carbono em uma variedade de processos biosintéticos (ROSSI; AMARETTI;
RAIMONDI, 2011). Tais processos incluem a sintese de purinas e pirimidinas, precursores de
acidos nucleicos (WAGNER, 2001; CRIDER et al, 2012) e uma grande variedade de
substancias biologicas, incluindo fosfolipidios, aminoacidos, e neurotransmissores
(TIBBETTS; APPLING, 2010). Folato entra ainda como cofator de importantes reagcdes de
metilagdo do DNA e assim contribui para efeitos epigenéticos (CRIDER et al., 2012).

E de grande relevancia ressaltar a peculiaridade do folato ante aos demais substratos
que podem ser doadores de grupos metil. Ha algumas outras moléculas que também podem
fornecer e transportar grupamentos metil (metionina, colina e vitamina B12); todavia, folato ¢

0 Unico capaz de geragdo de novo de grupos de 1 carbono. Dai advém a importancia do folato
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como o principal doador de substratos de 1 carbono (JACOB, 2000; CRIDER et al., 2012).

E importante ter em conta que o nome folato ndo designa uma molécula de estrutura
especifica e Unica, mas sim um termo genérico para todos os compostos de vitamina B
hidrossoluveis cuja atividade vitaminica estd baseada na estrutura comum do acido félico
também nomeado como acido pteroil-L-monoglutdimino (FINGLAS; WRIGHT, 2002). Como
mostra a figura 1, a molécula do acido pteroilmonoglutamico consiste de um residuo aromatico
de pteridina ligado através de uma ponte de metileno ao acido p-amino-benzdico (PABA),
principal precursor de folato na biossintese bacteriana. A estrutura quimica resultante da unido
dessas duas moléculas, liga-se entdo um ou mais residuos de acido glutdmico. O acido f6lico
¢ a forma mais oxidada e de maior estabilidade, ndo possui substitui¢des no carbono e tem
apenas um unico residuo de 4cido L-glutdmico. Essa forma raramente acontece na natureza
mas, devido sua estabilidade, ¢ a forma mais adequada de folato para uso em suplementagao

vitaminica e para suplementacao de alimentos (FINGLAS; WRIGHT, 2002; EBARA, 2017).

Folato ¢ amplamente distribuido em uma grande variedade de alimentos e grande
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Figura 1 - Estrutura do acido Pteroilmonoglutamico (acido folico), estrutura no qual baseiam a
atividade vitaminica de todos os folatos. O residuo de pteridina com o &cido p-aminobenzéico
(PABA) forma o &cido pterdico, estrutura comum a qualquer folato. A presenca de substituintes no

carbono alpha (o) determina os multiplos tipos de folatos existentes na natureza ou folatos
sintéticos. Fonte: (LUCOCK et al., 1989)

nimero de formas que diferem entre si na reducdo do grupamento pteroil, na presenca de
substituintes do 1-carbono e no nimero de residuos glutamil ligado ao grupamento pteroil. Os
dois tipos de folatos de maior abundéncia sdo o 5-metiltetrahidrofolato, que ¢ amplamente
distribuido em todos os alimentos, € 5 ou 10-formiltetrahidrofolatos que tendem a ser
encontrados em alimentos de origem animal (TIBBETTS; APPLING, 2010; VISENTIN et al.,
2014; EBARA, 2017).
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Folatos alimentares existem em sua maior parte na forma de poliglutamato e, portanto,
necessitam de hidrélise prévia para forma de folato monoglutamico para serem entdo
absorvidos pela mucosa intestinal. Tal hidrélise ¢ provida pela gama-glutamil hidrolase (em
humanos, glutamato carboxipeptidase II), enzima presente na borda em escova dos enterocitos
que tem funcionamento 6timo sob pH 6,5 (HALSTED, 1980; WAGNER, 2001; VISENTIN et
al., 2014).

Apesar da importancia da fonte alimentar, folato pode também ser obtido por sintese em
diferentes quantidades realizada pela microbiota intestinal. Bifidobacterium bifidum e
Bifidobacterium longum s3o capazes de produzir folatos em altas concentragdes enquanto
outras espécies de bifidobacterium produzem folatos em concentragdes bem inferiores (ROSSI;

AMARETTI; RAIMONDI, 2011; LEBLANC et al., 2013).

1.3. O intestino e sua organizacao

1.3.1. A unidade vilo-critpta representa a estrutura anatdmica basica do epitélio

intestinal

No adulto saudavel o intestino possui uma é4rea de cerca de 32m? , representando uma
das maiores interfaces que o organismo possui em contato com o meio ambiente (HELANDER;
FANDRIKS, 2014). Anatomicamente é dividido em dois segmentos bem definidos: intestino
delgado e intestino grosso (ou colon). O intestino delgado pode ser subdividido em 3 trés
segmentos proximal-distal: duodeno, jejuno e ileo. A area absortiva do intestino delgado esta
dramaticamente aumentada no duodeno gracas a presenga protrusdes semelhantes a dedos, que
se projetam em direcdo ao limen, os chamados vilos. Rodeando os vilos ha invaginacdes da
submucosa conhecidas como criptas de Lieberkuhn. A mucosa do intestino grosso ¢ desprovida
de vilos enquanto as criptas 14 existentes invaginam em grande profundidade na submucosa

(BARKER; VAN DE WETERING; CLEVERS, 2008).

O trato gastrintestinal ¢ revestido com uma camada de epitélio colunar simples que €
critico para digestdo e absor¢ao de nutrientes, bem como para prover uma importante barreira
fisica e fisioquimica entre o limen intestinal e o organismo. A capacidade regenerativa do
epitélio intestinal ¢é critico para a manutencdo da homeostase tecidual e reparo que se segue
apds a injuria sendo este um processo que requer respostas apropriadas da célula epitelial

incluindo proliferagdo, migragio, diferenciagdo e apoptose (DUBE; SOH; POLK, 2014).
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Os miofibroblastos epiteliais formam uma espécie de rede trabecular rodeando toda a
extensdo da cripta e desempenham um papel vital nas interagdes epitélio-mesénquima e na
regulagao da diferenciacdo das cé€lulas epiteliais através da secre¢ao de diversos fatores de
crescimento. Dentre tais fatores, destacam-se fator de crescimento hepatico (HGF), fator de
crescimento de queratindcito (KGF), e outros fatores de crescimento como lipidios da via de

sinalizagdo Wnt (JALADANKI; WANG, 2016) discutida em detalhes mais adiante.

C¢lulas tronco dentro de muito tecidos adultos residem dentro de um nicho formado por
estruturas e células que a rodeiam. O nicho da célula tronco intestinal ¢ uma estrutura anatémica
composta por células tronco, sua progénie e elementos do microambiente. Juntos, estes
elementos coordenam a produg¢do homeostatica das células funcionais maduras. Uma
importante fun¢do do nicho ¢ prover blindagem ambiental que sequestra as células tronco de
varios estimulos, tais como diferenciacao e apoptose, protegendo-as ainda do risco de producao
excessiva ao isola-las do potenciais substancias mutagénicas (MOORE; LEMISCHKA, 2006;
BARKER; VAN DE WETERING; CLEVERS, 2008).

1.3.2. O epitélio intestinal é composto por multiplos tipos celulares

A camada epitelial que recobre o intestino € composto por multiplos tipos celulares onde
cada tipo € especializado no desempenho de atividades especificas. Quando completamente
maduros, os principais tipos celulares que compdem a mucosa intestinal podem ser

categorizados em duas linhagens: secretoria e absortiva.

A linhagem absortiva ¢ composta pelos enterocitos. A linhagem secretoria ¢ composta
pelas células de Paneth, Globlet, enteroenddcrinas e células Tuft (MORI-AKIYAMA et al.,
2007). A abundancia relativa de cada tipo celular varia ao longo de cada segmento intestinal.
Enterdcitos, que sdo as células absortivas, perfazem o tipo celular mais abundante no intestino
delgado, sendo responsaveis pela absor¢cdo de nutrientes a partir dos alimentos e pela secregao
de um coquetel de enzimas hidroliticas no interior do limen. Células enteroenddcrinas
representam uma pequena fragdo, sendo responsaveis pela secre¢do de um grande niimero de
hormdnios entre os quais estdo inclusos serotonina, substancia P e secretina (SCHONHOFF;
GIEL-MOLONEY; LEITER, 2004). Células de Paneth sdo encontradas apenas na base da cripta
do intestino delgado. Elas secretam agentes antimicrobianos como criptidinas (defensinas) e

lisozima, que desempenham um papel essencial no controle da ambiente microbiologico do
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intestino (PORTER et al., 2002). As células Goblet sdo responsaveis pela produ¢ao de mucinas
e varios polissacarideos que compde 0o muco que reveste a mucosa intestinal, protegendo-a do
contato direto com microrganismos e lubrificando o movimento do conteudo luminal ao longo
do tubo digestivo. Outros tipos celulares sdo encontrados com menor frequéncia na mucosa

intestinal normal mas nao serdo abordados aqui.

Possuindo a mais rapida taxa de auto renovagao no organismo, a capacidade da mucosa
intestinal em manter-se integra depende em grande parte da capacidade de células responderem
a continua demanda de células para repor as que naturalmente morrem (CROSNIER;
STAMATAKI; LEWIS, 2006). Essa rapida capacidade proliferativa ¢ mantida gragas a um pool
heterogéneo de células tronco intestinais localizados na base de cada uma das criptas, que
permite a regeneracdo e diferenciagdo de todos os tipos de células do epitélio intestinal. Essa
populagdo de células tronco consiste de células distintas expressando diferentes niveis de
numerosos marcadores ao longo do eixo de comprimento da cripta (DUBE; SOH; POLK,
2014). Como as demais células tronco de tecidos adultos, a célula tronco intestinal apresenta
duas caracteristicas de grande relevancia: (1) longevidade, a populagdo de células tronco do
tecido deve ser mantida por um longe periodo tempo, geralmente toda a vida do organismo; (2)
pluripoténcia, muitas células tronco encontradas no adulto sdo capazes de gerar multiplos tipos

celulares (BARKER; VAN DE WETERING; CLEVERS, 2008).

1.3.3. Todos os tipos celulares do epitélio intestinal derivam de uma Unica célula

A Teoria Unitariana foi proposta originalmente por Cheng e Leblong (1974) e afirma
que todos os tipos de linhagens celulares existentes no epitélio que reveste o trato
gastrointestinal ¢ derivada de um unico tipo de célula tronco intestinal comum a todas aquelas
linhagens (CHENG; LEBLOND, 1974a). Este ¢ um conceito de grande importancia na
compreensdo de muitos fatores relacionados a natureza da célula tronco intestinal e de grande
aplicacdo na patobiologia de muitas afeccdes do trato gastrointestinal e serd referido amiude

pelo presente trabalho.

Evidéncias que apoiam a Teoria Unitariana derivaram da observac¢do de que uma tnica
célula sustentava em si a capacidade de regenerar todas as populagdes de células epiteliais da
cripta e vilos ap0s tratamento citotoxico que destruia todas as células tronco presentes na cripta

de intestino de rato, experimentagcdo demonstrada através do ensaio de microcoldonia de cripta.
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Uma técnica que consiste em radiagdo intensa e persistente de criptas intestinais até restar uma
unica célula por cripta. Desde que conte com pelo menos uma unica célula tronco viva, a cripta
¢ capaz de persistir produzindo regeneracao de diversos tipos celulares que se encontram em

condigdes fisiologicamente normais daquela cripta (WITHERS; ELKIND, 1970).

Mais recentemente o emprego da tecnologia de organoides demonstrou in vitro que uma
unica célula tronco intestinal pode dar origem ao chamados enteroides, capazes de manter a
estrutura cripta-vilos do intestino ¢ manter todos os diversos tipos celulares encontrados no

epitélio intestinal (SATO et al., 2009).

1.3.4. Dois modelos de célula tronco propdem-se a explicar como a atividade
proliferativa da cripta alimenta todo o epitélio intestinal com células funcionais

A forma precisa pela qual as células tronco intestinais preservam sua identidade
indiferenciada assegurando longevidade e pluripoténcia, a0 mesmo tempo em que alimentam
de forma continua todo o corpo do vilos com células maduras e diferenciadas, tem sido objeto
de debate por muitos anos (JALADANKI; WANG, 2016). Ha décadas existem dois modelos
que tentam explicar como esse mecanismo opera. Apesar de serem antigos, continuam sendo
utilizados pela falta de marcadores especificos ou de prova definitiva capaz de confirmar ou
rechacar um ou outro conceito (JOHNSON, 1979; BARKER; VAN DE WETERING;
CLEVERS, 2008). Os dois modelos sao conhecidos como modelo da Posi¢do +4 (também
conhecido como modelo classico) e modelo da zona de célula tronco, como mostrados na figura

2.

Evidéncias em suporte ao modelo cléassico (posicao +4) tém sido providas por Potten e
colaboradores (1974) tendo por base um modelo animal murino que submetia a criptas a 8 dias
de irradiagdo. Uma vez cessada a radiag@o e tratamento com pulsos de timidina tritiada, os
autores verificaram que havia uma reten¢do dessa timidina em células localizadas na altura da
posicado +4, relativa ao ponto mais baixo da cripta, imediatamente superior a mais alta célula de
Paneth, e que essa mesma célula era capaz de manter o template original de DNA (POTTEN;

KOVACS; HAMILTON, 1974; MARSHMAN; BOOTH; POTTEN, 2002).

Em linhas gerais, o modelo classico ou posi¢do +4 afirma que a base da cripta ¢ habitada
por células de Paneth terminalmente diferenciadas estando as células tronco localizadas
exatamente acima das células de Paneth (localizadas na posicao +4 a partir da base da cripta).

Ainda conforme o mesmo modelo, enterocitos, células Goblet e células enteroendocrinas sao
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derivadas de um progenitor oriundo da célula tronco localizada na posi¢do +4 que vai

diferenciando a medida que migra para fora da cripta em dire¢do ao vilos. Por outro lado, a

célula de Paneth se diferencia a medida que faz uma migracao descendente da posi¢ao +4 em

direcdo ao fundo da cripta (BARKER; CLEVERS, 2007; DOSSA et al., 2015; JALADANKI;

WANG, 2016).

O modelo da Zona de célula tronco foi proposto por Leblond e colaboradores sendo

baseado na descoberta de células colunares da base da cripta (CBC), que sao células pequenas,

indiferenciadas e proliferativas, que estdo ocultas entre as células de Paneth ocupando a base

da cripta abaixo da posicao +4. A populagdo destas duas células seriam as verdadeiras células

tronco (CHENG; LEBLOND, 1974b).

Modelo “Posigéo +4”

(1) . 4”@
Jungéo TR : i
N Enterdcito . &
cripta-vilus ‘ e enter%?fl:?icﬁna
L 4
’ 4
wSBD

Célula+4

Célulade
Paneth

Modelo “Zona de célula tronco”

, i
) J I
Enterdcito Célula Célula
\ Goblet enteroenddcrina

4 4

Célulade Célula
Paneth CBC

Figura 2 — Dois modelos propostos para explicar a natureza da célula tronco intestinal e como
esta alimenta o vilos. A esquerda o modelo da “Posicdo +4” que assume que a base da cripta é
habitada apenas por células de Paneth estando a célula tronco intestinal localizada na Posicéo
+4, imediatamente acima das células das células de Paneth. A esquerda o modelo da “Zona de
célula tronco” assume que a célula tronco residiria na base da cripta sendo intercaladas entre as
células de Paneth. Apesar dos dois modelos terem sido propostos ha quatro décadas, ndo ha provas
suficientes para rechacar um ou outro modelo. Fonte: BARKER; WETERING; CLEVERS., 2008.

Embora a verdadeira identidade da célula tronco hd muito tempo permanece um
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problema a ser solucionado, hd um consenso estabelecido de que existe pelo menos duas
categorias funcionais de célula tronco intestinal (MUNOZ et al., 2012; DOSSA et al., 2015;
CUIL;, CHANG, 2016):

(1) - células da base colunar da cripta (CBC) que sao células de rapida ciclagem;

(2) - células que compde a reserva quiescente de célula tronco (no modelo classico estas células
estariam dispostas ao longo de um anel localizado na posi¢do +4 da cripta; no modelo da “zona
de célula tronco” tais células ocupariam a base da cripta intercalando-se com as células de

Paneth).

A natureza e identidade precisa entre as células tronco intestinais quiescentes e de rapida
ciclagem ainda carece de estudos mais efetivos, de forma a identificar possiveis marcadores
capazes de distinguir entre os dois tipos. O gene Lgr5 codifica um receptor transmembrana que
representa um dos principais alvos da via Wnt, sendo expresso em células localizadas a base da
cripta posicionadas entre as células de Paneth. Tais células respondem pelo rapido turnover
homeostatico intestinal requerido pelo organismo (CLEVERS, 2013) . Colocadas em outras
palavras, células Lgr5+ representam o “cavalo de forca” entre as células tronco, sendo
responsaveis pelo suprimento didrio de células a cripta requerido para a continua auto
renovagao do epitélio intestinal. Enquanto isso um pool de células tronco quiescentes (pool de

reserva) pode existir localizado acima da base da cripta (LI; CLEVERS, 2010).

Nos mamiferos o gene Asc/2 ¢ homdlogo ao gene da mosca drosofila Achaete scute
complex (JOHNSON; BIRREN; ANDERSON, 1990) e codifica um fator de transcri¢do cujo
padrdo de expressdo € altamente restrito. Durante o desenvolvimento € encontrado em tecidos
extraembrionarios, mas no adulto 4sc/2 ¢ altamente controlado e restrito apenas a célula tronco
intestinal sendo sua expressao muito dependente de Wnt (VAN DER FLIER et al., 2007, 2009;
MUNOZ et al., 2012). Dado o fato de que a delecdo de Asc/2 resulta na completa perda de
células Lgr5+ e sua aumentada expressdo transgénica induz o surgimento de criptas
hiperplasticas e ectopicas no vilos (VAN DER FLIER et al., 2009), 4scl? é considerado um
regulador mestre do programa transcricional da célula tronco intestinal (SCHUIJERS et al.,

2015; YAN; KUO, 2015).

A proteina Bmil ¢é necessaria para renovacdo de células neurais e de células
hematopoiéticas e leucémicas (LEUNG et al., 2004; BARKER; VAN DE WETERING;
CLEVERS, 2008). Na cripta Bmil ¢ expresso sobretudo em células na posicdo +4 acima das
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células de Paneth como confirmou estudos com camundongos transgénicos marcados com
YFP-Bmil+. Células Bmil+ foram consideradas como as principais candidatas a célula tronco
de reserva da cripta, mas trabalhos recentes t€ém questionado tal assertiva. Estudos de
seguimento da linhagem a longo prazo mostrou que tais células possuem cinética similar a
Lgr5+ e que possivelmente Lgr5+ e Bmil+ apresentam alguma sobreposi¢ao de marcadores ou
talvez sejam a mesma populagdo de células (SANGIORGI; CAPECCHI, 2008), embora outros
estudos afirmem que se trata de duas populagdes celulares muito distintas. Ha também
evidencias em suporte de que células Bmil+ sdo, de fato, células tronco quiescente; entretanto,
difere da linhagem quiescente intestinal por ndo sofrer influencias da concentracdo de Wnt

secretado no meio (YAN et al., 2012).

Com evidéncias atestando contra Bmil como marcador da célula tronco quiescente,
outras proteinas de outros trés genes distintos foram propostas como potenciais alvos: Tert,
Hopx e Lrigl (MUNOZ et al., 2012). O inibidor pan-Erb, Lrig!, identifica um tipo de célula
bem distinto das células tronco Lgr5+ e que exibem um taxa de proliferacdo mais baixa que
Lgr5+. Lrigl+ sdo células normalmente quiescentes e proliferam apos a lesao ou dano da cripta,
sugerindo que tais células desempenham um importante papel na protecdo do epitélio intestinal

(POWELL et al., 2012).

Apesar da falta de uma assinatura definida da célula tronco intestinal, € possivel afirmar
que Lgr5 certamente representa o principal marcador da célula tronco de alta ciclagem e
desempenha importante papel no rapido furnover da cripta. A falta de consenso para Bmil o
coloca como um marcador ambiguo para ambos tipos (alta ciclagem e quiescente), ao passo
que Lrigl ¢ apoiado por fortes indicios de ser um marcador associado apenas a reserva
quiescente. Nesse contexto, Ascl2 desempenha um importante papel ao reforcar a identidade da

célula tronco de reserva respondendo a ativacdo através de Wnt.

1.3.5. Progressao da célula tronco intestinal para célula madura epitelial envolve a
expressao de marcadores adicionais especificos

Embora a assinatura da célula tronco intestinal baseada nos marcadores expressos por
tais células continuem um problema ainda a ser superado, a identificacdo das células
progenitoras e diferenciadas representam menor problema. A presente secdo aborda como a
expressao de diferentes marcadores esta relacionado com o direcionamento de células tronco e

progenitoras em direcdo a uma das linhagem maduras funcionais encontradas na mucosa
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intestinal, como mostrada na figura 3.

Como discutido anteriormente as linhagens celulares da mucosa intestinal podem ser
secretoria ou absortiva. Células da linhagem secretéria derivam de progenitores expressando o
gene Atonal Homolog 1 (Atohl, também chamado Mathl). Em camundongos, a dele¢dao de
Atohl, que é um fator de transcri¢do e componente terminal da via de sinalizagdo Notch, depleta
o niamero de Células de Goblet, de Paneth e células enteroendodcrinas no intestino delgado. Tal
dado indica que a transcri¢ao de Atohl ¢ fundamental para o comprometimento da célula tronco
intestinal para uma das trés células epiteliais adultas (YANG et al., 2001). Altos niveis de Notch
causa aumento da expressdo do um repressor trancricional Hes1 que, por seu turno, bloqueia a
expressao de Atohl (Mathl) levando as células progenitoras a se tornarem enterocitos
absortivos e reduz o numero de células comprometidas com a diferenciacdo da linhagem
secretoria (SUZUKI et al., 2005) . De forma reciproca, a baixa sinalizacdo de Notch eleva a
expressao de Hes1 o que leva a maior formagao de progenitores comprometidos com a linhagem
secretdria (enteroendocrinas, Goblet e Paneth) (VAN DEN BRINK; DE SANTA BARBARA;
ROBERTS, 2001).

Uma vez que a expressdao de Atohl leva ao comprometimento dos progenitores com a
linhagem secretdria, a posterior expressdo de marcadores adicionais ira determinar a
diferenciagdo terminal de tais progenitores com uma das trés linhagens adultas: a expressao de
Neurogenina (Neurog 3) leva a diferenciacdo em células enteroendrécrinas (JENNY et al.,
2002; SCHONHOFF; GIEL-MOLONEY; LEITER, 2004); a expressao de SRY-box containing
gene (Sox9) responsavel pela diferenciagdo e maturagdo de células de Paneth (BASTIDE et al.,
2007; MORI-AKIYAMA et al., 2014); E, por fim, a diferenciacdo dos progenitores em células
de Goblet exige a expressao do Kruppel like factor 4 (Kif4) (KATZ et al., 2002). SAM pointed
domain containing Ets transcription factor (Spdef) leva os progenitores da linhagem secretoria
para um passo a frente causando o comprometimento destes com um subtipo especifico da
linhagem que poderdo se tornar células de Paneth ou Células Goblet (GREGORIEFF et al.,
2009).
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Figura 3 — Progressédo da célula tronco intestinal rumo a diferenciacio. A esquerda da figura
estdo elencados alguns dos principais genes relacionados a expresséo da célula tronco. Lgr5 e
OIfm4 recebem especial destaque por serem o0s principais genes relacionados a célula tronco de
alta ciclagem. O centro do retAngulo hachurado d& destaque ao gene expresso nos progenitores
da linhagem secretoria (Atohl) e absortiva (Hesl). Destaca-se também a relacdo inibitdria
promovida pela expressdo de Hesl sobre Atohl o que causa reducdo da linhagem secretoria.
Mais a direita genes adicionais causam a diferenciacgéo terminal para uma das quatro linhagens
principais do epitélio intestinal. Fonte: elaborado pelo autor.

1.3.6. A homeostase da célula tronco intestinal é dependente da via de sinalizacéo
Wnt/p-catenina

Como comentado anteriormente, as células tronco de diferentes tecidos vivem em
nichos especificos que, dentre muitos atributos, protegem-nas de agentes externos, tendo grande
importancia na manuten¢do da identidade de tais células. Outro ponto de grande relevancia a
ser considerado no nicho ¢ a presenca de diferentes vias de sinalizag¢do tais como Wnt, BMP
(proteina morfogénic a oOssea), Notch, Ephrin, PI3 AKT e JAK/STAT1, que desempenham
importante papel na regulagdo da renovagado do epitélio intestinal e na fun¢ao da célula tronco
intestinal (BARKER; VAN DE WETERING; CLEVERS, 2008). Dentre estas, a via Wnt tem
um papel de grande destaque na manutengdo da célula tronco intestinal. Trata-se de uma via
altamente conservada no reino animal controlando a especificacao, destino e diferenciacao

celular em muitas espécies, desde a mosca drosofila até o homem (BISWAS et al., 2015).

A via de sinalizacdo Wnt foi a primeira via a ser demonstrada ter papel na regulagdo de

célula tronco intestinal. Hoje sabe-se que possui um papel central e Unico na regulagdo do
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processo de renovacgdo celular sob condi¢des bioldgicas, representando a principal forga
dominante subjacente a atividade proliferativa da cripta e também a principal causa de cancer
de colon ou de intestino apos a ativacao de sua mutagao (JOHNSON, 1979; KRETZSCHMAR;
CLEVERS, 2017), sendo descritos at¢ o momento 19 genes de Wnt nos genomas de
camundongos e de humanos (CLEVERS; NUSSE, 2012; PRESTON et al., 2014).

Embora a cripta seja também capaz de produzir Wnt, em grande parte secretada por
células de Paneth, os miofibroblastos epiteliais representam uma importante fonte de Wnt in
vivo. O funcionamento correto da via Wnt assegura o equilibrio adequado da divisdo celular
entre progenitores e células tronco sendo também de grande importancia para as novas células

divididas e que se encontram em migracao ao longo do eixo cripta-vilos (PINTO et al., 2003)

Além da importancia para as células tronco, a sinalizacdo de Wnt ¢ necessaria para a
maturacdo e diferenciacdo das células de Paneth na base da cripta. As células de Paneth migram
orientadas pelo alta concentracdo de Wnt existente na base da cripta, sendo também requerida
concentragdes maiores para que a célula de Paneth se diferencie e atinja o nivel de maturagdo

adequado.

Genes Wnt codificam moléculas de sinaliza¢do que sdo componentes de uma cascata de
transducdo (via de sinalizagdo Wnt). Os ligantes Wnt iniciam a ativagdo da via através da
interacdo com receptores de superficie da familia Frizzled (FZD). A ativagdo da via canonica
de Wnt, frequentemente referida como Wnt/p-catenina, tem como efetor intracelular chave a
proteina -catenina e requer a ativagdo do co-receptor LRP. As demais vias ndo-canonicas ndo

serdo tratadas aqui.

O mecanismo de ativacdo da via ¢ mostrado na figura 4. Na auséncia de ligantes, os
receptores Frizzled e LRP permanecem inativos e f-catenina citoplasmatica € sequestrada por
um complexo de destrui¢cao contendo diferentes componentes como APC e Axina. § -catenina
¢ presa e fosforilada por duas quinases do complexo de destrui¢do, caseina quinase 1 (CK-1) e
glicogénio sintase kinase 3 (GSK-3). Posteriormente a 3 -catenina fosforilada ¢ reconhecida
por uma E3 ligase que a ubiquitina para um proteossoma de degradagdo (KRETZSCHMAR;
CLEVERS, 2017).
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Figura 4 - Representacdo esquematica da via canénica de
sinalizacdo Wnt, que é inativa na auséncia de ligantes (painel
a esquerda). No painel a direita, a ativacdo dos receptores
Frizzled e LRP por Wnt determina a formacao de um complexo
que fosforila f-catenina, fazendo-a migrar para o nicleo e
deslocar fatores de transcri¢cdo TCF/LEF, levando a expressao
de vérios genes alvos da via. Fonte: KRETZSCMAR;
CLEVERS, 2017

A presenca de ligantes une os receptores Frizzled e LRP levando a fosforilagdo da
unidade de LRP com consequente formagdo de um complexo intracelular que inclui
Dishevelled (Dvl), GSK-3, APC, CK-1 e Axina. O complexo formado liga-se a B-catenina e a
fosforila. Uma vez fosforilada, B-catenina migra para o nucleo e desloca o complexo repressor
Groucho, formado por TCF (fator de célula T) e LEF (fator linfoide amplificador). Assim, uma
variedade de genes alvos da via Wnt podem ser expressos (KRETZSCHMAR; CLEVERS,
2017).

O silenciamento de TCF4 e B-catenina ou a inibicdo da atividade Wnt através do
aumento de expressdo do seu inibidor natural Dkk-1 inibe a prolifera¢do de células tronco na
cripta. Por outro lado, a mutagdo de APC (um regulador negativo de Wnt) ou a expressao de

formas oncogénicas de beta-catenina causam hiperproliferacao.

Os genes alvo da via de sinalizagdo Wnt permanecem um objeto de intenso estudo. Até
0 momento estima-se que o genoma humano possua 89 genes alvo da via de sinalizagdo Wnt/
B-catenina. Contudo, novos genes alvos provavelmente serdo identificados (HODAR et al.,

2010). Dentre os genes alvos da via de sinalizagdo Wnt, grande parte identifica marcadores de
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célula tronco. Muitos dos genes que expressam marcadores ja discutidos em sec¢des anteriores
do presente trabalho sdo controlados pela via Wnt, tais como Sox9, Lrigl, Ascl2 e Lgr5. A
expressao de LgrS, que ocorre em células tronco em sitios de intensa proliferagdo, ¢ uma

consequéncia direta de sinalizagdo ativa de Wnt (DE LAU et al., 2014).

1.3.7. A modulac¢io da via Wnt/f-catenina é fundamental para o estabelecimento e

cultivo de organoides intestinais a partir de células Lgr5+

Os recentes avangos na compreensao da dindmica de manutengdo e diferenciacio de
célula tronco tém permitido o estabelecimento de uma importante tecnologia de tecidos e
orgdos: o cultivo de organoides. Tratam-se estes de estruturas multicelulares compostas por
diversos tipos de células e capazes de auto-organizagdo, representando funcdo e estrutura do
orgdo de origem. Sdo utilizados como modelos para o desenvolvimento do orgdo, manutencao
e reparo ex-vivo. Podem ser obtidos a partir da células tronco embrionarias (ESC), células
tronco pluripotentes induzidas (iPSCs) ou a partir de células tronco adultas (SCHUTGENS;
VERHAAR; ROOKMAAKER, 2016). Organoides sdo chamados de diferentes nomes
conforme o orgdo que representam. No caso particular do intestino podem ser chamados de

enteroides (intestino delgado) ou colondides (intestino grosso).

O desenvolvimento dos enteroides tornou-se possivel gragas a identificacao de células
tronco intestinais adultas expressando Lgr5. Por outro lado, a modulagdo da via de sinalizacao
Wnt mostrou-se de crucial importincia no estabelecimento e manutencao de tais culturas. Por
exemplo, R-Spondina e Noggin sdo dois fatores de crescimento essenciais para o cultivo de
organoides a partir de células intestinais Lgr5+ e agem modulando de forma direta ou indireta
a sinaliza¢@o da via Wnt. R-Spondina interage na superficie celular com membros da familia

do receptor Lgr5 e potencializa a atividade da via de sinalizacdo Wnt (GLINKA et al., 2011).

A atividade de Noggin na potencializagdo de Wnt acontece de forma menos direta. A
via de sinalizagdo BMP (proteina morfogénica 0ssea) tem varios receptores expressos em
células epiteliais e mesenquimais; receptores estes cuja a ativacao por seus respectivos ligantes
causa a repressdao da via Wnt, limitando a replicagdo da célula tronco Lgr5+ e favorecendo a
diferenciagdo terminal (BISWAS et al., 2015; QI et al., 2017). Noggin inibe a via BMP e, desta

forma, favorece indiretamente o aumento da sinaliza¢ao da via Wnt.

A geracdo de camundongos expressando Lgr5-GFP tem permitido a purificacdo de
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células tronco intestinais Lgr5+ utilizando técnicas de citometria de fluxo. No cultivo de
enteroides, células tronco isoladas do epitélio crescem suspensas em Matrigel, uma matriz rica
em colageno e laminina, que mimetiza as propriedades da lamina basal (DE LAU et al., 2014).
Adiciona-se ao meio de cultivo um coquetel contendo fator de crescimento epitelial (EGF), R-
Spondinl (Rspol) e Noggin, tais sdo fatores suficientes para a manutencao dos sinais da célula
tronco sem presenca do nicho mesenquimal (SATO et al., 2009; SATO; CLEVERS, 2013;
SCHUIJERS et al., 2015). Assim, cultivado a partir da célula tronco o enteroide apresenta os

diferentes tipos celulares encontrados na mucosa intestinal adulta (SATO et al., 2009).

A figura 5 mostra uma representacdo geral de um enteroide. As células cultivadas
multiplicam-se indefinitivamente e formam esferas com um limen central e corpos em
protrusdo que correspondem as criptas. O lumen central desses enteroides corresponde ao
limen do intestino com as células epiteliais densamente unidas, polarizadas e completamente

diferenciadas. Células diferenciadas descamam por apoptose e sdo descartadas no limen do



enteroide (SCHUIJERS; CLEVERS, 2012).
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Figura 5 - A- diagrama mostrando uma
representacdo geral de um enteroide
onde podem ser vistos 0s dominios de
cripta (protrusdes que saem do corpo do
enteroide) e o dominio d vilos. B —
Fotografia microscopia confocal de um
enteroide intestinal onde as células
verdes no fundo do dominio de cripta
indicam células Lgr5+ Tamanho da
escala = 50um. Fonte: SCHUIJERS
CLEVERS, 2012.
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1.4. Metilagdo do DNA

A sequéncia do genoma humano e de varios outros animais estdo completas e
encontram-se disponiveis em bancos de dados publicos. Porém, a sequéncia primaria do DNA
¢ apenas o basico alicerce necessario a compreensdo de como o programa genético ¢ lido e
executado. Sobre a sequéncia de DNA existe uma outra camada hereditaria de informagao que
desponta agora a ser lida e apreciada, trata-se da epigenética. Esta informagao epigenética esta
armazenada como modificagdes quimicas na sequéncia do proprio DNA sem que este tenha sua
natureza alterada. Através da regulacdo da estrutura da cromatina e a acessibilidade ao DNA,
tais alteragdes quimicas influenciam como o genoma se faz manifestar através de uma ampla
gama de estagios de desenvolvimento do organismo, tipo de tecido e estados fisiopatologicos

(GOLL; BESTOR, 2005; BERNSTEIN; MEISSNER; LANDER, 2007).

As modificagdes epigenéticas em genomas de mamiferos sao classificadas em duas
categorias principais: metilacio de DNA e modificacdo de histonas (um dos principais
componentes da cromatina). O core das histonas que compdem o nucleossomo sdo passiveis de
sofrerem mais de 100 diferentes modificagdes pods-translacionais, inclusive acetilagdo,
metilagdo, fosforilagdo e ubiquitinagao. Tais modificagdes acontecem na cauda amino-terminal
das histonas (BERNSTEIN; MEISSNER; LANDER, 2007). Ha indicios de uma influéncia
bidirecional entre metilacdo de histonas e DNA, onde a metilagdo de histonas pode influenciar
a metilagdo de DNA e, por sua vez, o DNA metilado pode servir como molde para o
estabelecimento de certas modificagdes de histonas apds a replicagdo do DNA (ROBERTSON,
2005; JIN; LI; ROBERTSON, 2011). A modificagdo epigenética de histonas nao serd abordado

nesse texto.

Do ponto de vista molecular, a metilacio do DNA ¢ a adi¢do covalente de grupamentos
metil (-CH3) diretamente na cadeia de DNA por uma familia de enzimas chamadas de DNA
metiltransferases (DNMTs). Em mamiferos, a metilagdo do DNA ¢ feita na posi¢ao C-5 do anel
do residuo de citosina formando 5-metilcitosina (5-mC) (ROBERTSON, 2005), como mostrado
na figura 6. Em células somaticas de mamiferos, mais de 98% da metilagdo acontece na citosina
(C) que encontra-se ligada a guanina (G) formando o que se chama CpG dinucleotideo; em
células tronco embrionarias, cerca de 25% acontece fora do contexto CpG (LISTER et al.,

2009).
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Figura 6 - metilagdo de DNA. Em mamiferos a principal alteragéo
epigenética consiste da adicdo covalente de um grupamento CH3
ao carbono 5 da citosina formando 5-metil-citosina (5-mC). Este
processo é catalisado por uma familia de enzimas chamadas de
DNA metiltransferases (DNMT)

Em mamiferos a familia de DNMTs ¢ composta por quatro enzimas: DNMT]I,
DNMT3a, DNMT3b e DNMT3L (OKANO et al., 1999; CHENG; BLUMENTHAL, 2008).
DNMT3a e DNMT3b tém preferéncia por CpG ndo metilados e catalisam metilagcdo de novo
durante a fase de desenvolvimento, sendo auxiliadas por DNMT3L, que ndo possuem atividade

catalitica propria.

DNMTT1 ¢ o tipo de DNMT mais abundante no citoplasma celular. Sua agao primaria é
agir como uma metiltransferase de manutengdo para metilar DNA semi-metilado apds a
replicacdo do DNA e, desta forma, exibir o padrdao de metilacdo do DNA parental. Dessa forma,
DNMTI mantem e assegura a marcagdo epigenética como um fator estavel e hereditario

(ROBERTSON, 2005; CRIDER et al., 2012).

A aparente divisdo entre metiltransferase de manutengao e metiltransferase para sintese
de novo nao ¢ estanque. Cooperacdo entre diferentes tipos de DNMT ¢ requerida para a
metilagdo de algumas regides gendmicas, particularmente elementos repetitivos. Ha indicios de
que, durante a fase de replicacio, DNMT1 também pode ser requerida para metilagcao de novo
e que DNMT 3a/3b colaboram para a manutencao do padrao de metilacao (RIGGS; XIONG,
2004; EGGER et al., 20006).

Em mamiferos a maioria dos CpGs sdo encontrados nas chamadas ilhas de CpG, regides
genomicas onde hd alta densidade dinucleotideos CG. Quase sempre tais regides sao
encontradas associadas a promotores de genes. Entretanto, ¢ importante lembrar que CpG
encontrado em tais ilhas tendem a ser protegidos de metilagdo, pois de uma forma geral a

metilagdo em ilhas CpG significa sindbnimo quase universal do silenciamento daquele dado gene
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(BIRD, 1986; SONG et al., 2005). Um exemplo de grande importancia ¢ a inativagdo do
cromossomo X nas fémeas de mamiferos, um fenomeno conhecido como compensagdo de
dosagem. Fémeas possuem dois cromossomos X, ao passo que o macho possui 1 X e 1 Y, mas
nas cé¢lulas das fémeas apenas um cromossomo X encontra-se ativo estando o outro
cromossomo densamente compactado e inativo. Esse processo de inativagdo e compactagdo

ocorre envolvendo a metilagdo nas ilhas CpG (JONES, 2012).

Existem alguns possiveis mecanismos pelos quais a metilagdo de dada sequéncia de
DNA pode causar o silenciamento de genes. O primeiro deve-se ao fato de que os CpG’s
metilados encontram-se associados a condensacdo da cromatina e isso acontece porque existem
proteinas que se ligam especificamente aos nucleotideos quando metilados. Dentre tais
proteinas, MeCP1 e MeCP2 sdo as mais estudadas. Uma vez ligadas aos sitios metilados, a
transcrigao pode ser alterada em decorréncia do dominio de repressao transcricional presentes
em MeCP1 e MeCP2 ou devido ao fato de que elas podem recrutar outras proteinas envolvidas
na condensac¢do da cromatina, impedindo o acesso de fatores de transcri¢ao a sequéncia de DNA

(ALLIS; JENUWEIN, 2016)

Genomas de mamiferos, como de todos os demais vertebrados, sdo globalmente
metilados no sentido de que todas as categorias de sequéncias de DNA (genes, transposons e

DNA intergénico) sao alvos para metilagdo de CpG (SUZUKI; BIRD, 2008)

Recentes estudos apresentaram provas de que o corpo de genes ativos em plantas e
animais sdo sempre densamente metilados. Embora desconhega-se o motivo preciso pelo qual
o corpo de tais genes sdo metilados, especula-se que possa ser algum mecanismo para a
supressao da iniciacao de transcrigdo intragénica. Outro ponto importante ¢ que a metilacdo em
certas regides do corpo de um gene encontra-se associado com a transcrigdo ativa daquele dado
gene (RAKYAN et al., 2004; FENG et al., 2010). Este ¢ um aspecto muito importante da
epigenética, pois muitos estudos tém focado na metilagdo do DNA como sendo uma marca para
o silenciamento genético. Porém, estudos apontam que metilagdo do DNA pode funcionar como
um mecanismo de ativacao de transcrigdo, como por exemplo a metilacio em CGIs ndo
promotoras como a regido final 3" de genes que promovem a ativacdo de genes em

camundongos ou células humanas in vitro (YU et al., 2013, 2015).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

e Avaliar o impacto da dieta deficiente de doadores metil sobre microestrutura do

intestino delgado em nivel tecidual, celular e molecular.

2.2 Especificos

e Estudar se a deficiéncia combinada de doadores metil (folato e colina) € por si suficiente

para de induzir aumento da profundidade de cripta no intestino delgado.

e Analisar o impacto da dieta deficiente de doadores metil sobre a dinamica da célula
tronco intestinal, especificamente os parametros de maturagdo, proliferacdo e

diferenciagao.

e Investigar as alteragdes na transcri¢ao de marcadores relacionados a identidade de célula
tronco intestinal bem como a marcagdo epigenética relacionadas com a dieta deficiente

de doadores de metil.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Modelo murino de deficiéncia de doadores metil

Camundongos Wild-Type C57BL/6 gravidas com gestagdo entre 11-14 dias foram
adquiridas (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, Estados Unidos) e mantidas em instalagdes
de barreira maxima onde gaiolas estéreis eram individualmente ventiladas com ar filtrado. O
acesso a instalagdo de barreira era feito apenas mediante a troca de roupas em sala limpa apds
vestimenta de protetor de sapatos, luvas, mascara facial, gorro e avental, seguido pelo banho
seco em jato de ar. Todos os equipamentos e suprimentos eram desinfectados prévios ao seu
uso. As condigdes ambientais contemplavam temperatura ambiente de 22+2°C, humidade

relativa entre 30-70% e ciclo claro escuro 14-10h.

Quando gravidas, fémeas foram segregadas em gaiolas diferentes com livre acesso a
agua estéril e entdo randomizadas para uma das quatro dietas experimentais, cuja composi¢ao
completa pode ser visualizada na Tabela 1. Cada dieta foi admnistrada ad libitum como dietas
purificadas (Research Diets Inc, Estados Unidos). Tais dietas foram adquiridas devidamente
formuladas e suplementadas com vitaminas e esterilizadas através de radiacdo gama antes de
admnistradas aos animais, sendo todas isocaldricas e isonitrogénicas. Os animais foram
agrupados em quatro grupos, de acordo com dieta que lhes eram administradas. Os grupos

foram assim distinguidos:

1. CD- : controle da dieta, sem antibiotico na formulacgao;

2. CD+ : controle da dieta, acrescido de antibiotico (sulfametoxazol);
3. MDD-: Dieta deficiente em doador de metil, sem antibiotico;

4. MDD+ : dieta deficiente em doador de metil, acrescida de antibiotico (sulfametoxazol).



Tabela 1 - Composicdo das dietas utilizadas para alimentar os animais no modelo murino
de deficiéncia de doadores de metil.

Proteina
Carboidrato
Gordura
Total
Kcal/g

Ingredient
Caseina

L-Cistina

Amido de milho

Maltodextrinal0

Dextrose

Sucrose

Celulose, BW200

Inulina

Oleo de soja

Mineral Mix 510026

Mineral Mix $10026A

Fosfato de Célcio

Carbonato de Célcio

Citrato de Potassio,1 H20
Cloreto de sodio

Vitamina Mix V10001

Vitamina Mix V14901 (No Folate)

Bitartarato de colina

Succinilsulfatiazol

Total

CD- CD+ MDD- MDD+
g% kcal% g% kcal% g% kcal% g% kcal%
19.0 20 18.8 20 19.0 20 18.8 20
63.1 65 62.5 65 62.3 64 61.7 64
6.5 15 6.5 15 6.5 15 6.5 15
100 100 100 100
3.77 3.77 3.77 3.77
g kcal g kcal g kcal g kcal
200 800 200 800 200 800 200 800
3 12 3 12 3 12 3 12
346 1384 346 1384 346 1384 346 1384
45 180 45 180 45 180 45 180
250 1000 250 1000 250 1000 250 1000
0 0 0 0 0 0 0 0
75 0 75 0 75 0 75 0
25 25 25 25 25 25 25 25
70 630 70 630 70 630 70 630
10 o] 10 0 10 0 10 0
0 0 0 0 0 0 0 0
13 0 13 0 13 0 13 0
5.5 0 5.5 0 5.5 0 5.5 0
16.5 0 16.5 0 16.5 0 16.5 0
0 0 0 0 0 0 0 0
10 40 10 40 0 0 0 0
0 0 0 0 10 40 10 40
2 0 2 0 0 0 0 0
0 0 11 0 0 0 11 0
1071.05 4071 1082 4071 1069 4071 1080.05 4071

Fonte: dados da pesquisa.

CD- : dieta controle sem sulfametoxazol; CD+ :

Deficiente em doadores de metil sem sulfametoxazol; MDD+ :

metil com sulfametoxazol;

dieta controle com sulfametaxazol; MDD- :

dieta

dieta deficiente em doadores de

43
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O motivo pelo qual sulfametoxazol foi adicionado a formulacdo da dieta, foi dado pela
necessidade de reduzir a interferéncia da microbiota intestinal como um produtor e doador de outra
fonte de doadores de metil. Sendo sulfametoxazol um antimicrobiano da classe das sulfonamidas,
exerce agao bacteriostatica através da inibi¢ao bacteriana de acido dihidrofélico e tem espectro de
acdo sobre bactérias que habitam a érea intestinal. Como as demais drogas da classe das
sulfonamidas, ndao ha relatos de efeitos teratogénicos com uso de sulfametoxazol

(MICROMEDEX® SOLUTIONS, 2017)

Antes de iniciar o desmame, o peso de maes e filhotes foram aferidos trés vezes por semana.
Aos 23 dias de vida, filhotes foram desmamados para a mesma dieta de suas respectivas maes e, a
partir de entdo, pesados duas vezes por semana. O consumo de alimento foi monitorado e
registrado semanalmente. Animais em amamenta¢do foram colocados juntos na mesma gaiola

conforme género e grupo experimental de cada dieta.

Ao atingir sete semanas de idade, os animais foram eutanasiados através do uso de camaras
saturadas com dioxido de carbono (COz). Apds a morte por asfixia com CO., foi executado
deslocamento cervical nos animais, seguindo o protocolo estabelecido pela instituigdo. Amostras
de sangue foram coletadas através de acesso retro-orbital e punc¢do cardiaca e utilizado para

quantificagcdo dos niveis séricos de folato e realizagdo do hemograma.

Todos os procedimentos envolvendo animais foram aprovados e executados de acordo com
as regras e recomendagdes estabelecidas pelo Institucional Animal Care and Use Committee
(IACUC) do Cincinnati Children’s Hospital Medical Center (CCHMC), Cincinnati, Ohio, Estados
Unidos.

3.2. Imuno-histoquimica

Para avaliar potenciais diferencas no padrao de proliferacdo de cripta causada pelas dietas
do estudo, utilizou-se 0 método de bromodeoxiuridina (BrdU), capaz de marcar células que estdo
replicando o DNA, ou seja, em estdgio proliferativo. BrdU, um analogo da timidina, ¢ incorporado
ao DNA durante a replicagdo, sendo posteriormente detectado por anticorpos anti-BrdU

(WOJTOWICZ; KEE, 2006). A incorporacao desse analogo de timidina permite a marcagao ainda
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nos animais vivos.

Para este procedimento seguiu-se as recomendagdes do fabricante do reagente utilizado,
Zymed® BrdU Staining kit (Invitrogen, Estados Unidos). Camundongos receberam injecao
intraperitoneal contendo 1.0mL de reagente concentrado por cada 100g de peso corporeo.
Transcorrido 2h apds a injecao, os animais foram sacrificados seguindo protocolo ja descrito.
Segmentos do intestino foram recolhidos, fixados em formalina tamponada neutra por 12-24h e

entdo processados para serem embebidos em parafina.

Os tecidos foram cortados entre 3-4um de espessura e colocados em laminas tratadas com
poly-L-lisina. Apos secagem em forno a 60 °C (50min), as laminas foram desparafinizadas e

coradas com BrdU.

Aquisicao digital das imagens dos slides foram feitas digitalmente utilizando microscopio
direto 3007 Nikon 90i. As imagens foram quantificadas por um terceiro operador sem que este

tivesse acesso a identidade das amostras.

3.3. Dosagem de folato sérico

O sangue utilizado para o processamento dos niveis de folato foi coletado em capilares e
transferidos imediatamente para microtubos separadores de soro, Microtainer® Tubes (Beckton
Dickson, Estados Unidos). Estes foram mantidos por 2h sob temperatura ambiente de forma a
permitir a formacao e retracdo do codgulo. O sangue foi centrifugado (4 °C, 1000RPM, 20min).
O soro sobrenadante foi separado da porg¢ao celular sanguinea e armazenado imediatamente a -80

°C até o momento do processamento.

A dosagem das concentragdes séricas de acido folico/folato foram feitas através de ELISA
seguindo as recomendacdes do fabricante do kit utilizado, CEA610Ge (Cloud-Clone Corp.,
Estados Unidos). Apos todo o preparo da placa e adigdo da solucdo de parada, os pogos da placa
tiveram seus valores de absorbancia lidos imediatamente no leitor de microplaca em 450nm
Synergy H1 (Biotek, Estados Unidos). Os dados de absorbancia foram interpolados na curva

padrdo do ensaio para calcular os valores de foltato em pg/mL.
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3.4. Hemograma

A quantificacdo dos parametros hematologicos foi feita utilizando contador hematologico
automatizado Hemavet® 850 (Drew Scientific, Oxford, Estados Unidos). O sangue coletado dos
animais foi diluido com solucao diluente do equipamento utilizado na proporcao de 1:2. Os valores
obtidos eram multiplicados por 2. Antes de cada uso, sangue comercial controle era processado na
maquina para verificar se os parametros de controle de qualidade do equipamento se encontravam

dentro dos limites aceitaveis.

3.5. Morfometria intestinal

Secgdes transversais do jejuno foram obtidos a partir de 1cm do estdmago, seccdo de jejuno
Scm do estomago, seccao do ileo Icm a partir do cécum. As seccoes foram lavadas com PBS e
imediatamente inseridas em cassetes histologicos que foram imergidos em formalina 4%. Apos
24h, formalina foi substituida por etanol 70%. Os segmentos foram embebidos em parafina,
seccionados em cortes de Sum e, entdo, corados com hematoloxilina-eosina. As dimensdes de
cripta foram medidos e quantificados de maneira cega por um segundo operador que ndo preparou
as amostras. O software ImageJ (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012) foi utilizado para

fazer as medidas de profundidade de cripta.

3.6. Enteroides murinos

Com o objetivo de observar e comparar comportamento das células da cripta de intestino
isoladas dos animais, em face a condi¢cdes ambientais ainda mais controladas, criptas de cada grupo
de animais foram extraidas para gerar enteroides e cultivadas em meio regular e meio sem doadores

de metil, ou seja, meio desprovido de folato e colina.

O método para isolamento da célula tronco intestinal e geracdo de enteroides a partir destas
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foi executado conforme metodologia publicada anteriormente (SATO et al., 2009; MAHE et al.,
2013; MOORE et al., 2015). Camundongos foram sacrificados por inalagdo de CO seguido por
deslocamento cervical. Utilizando algoddao umedecido com alcool 70%, fez-se prévia limpeza
sobre o abdomem dos animais e em seguida a cavidade abdominal foi aberta com o auxilio de
tesoura. Com o objetivo de padronizagao, de forma a ter sempre a mesma porgao do intestino em
todos os animais, os procedimentos seguintes foram realizados em todos os animais. Removeu-se
todo o seguimento intestinal compreendido entre o estobmago e cécum. Com auxilio de uma régua
calibrada, excluiu-se o duodeno, este foi considerado como sendo os primeiros 4cm proximais
(mais proximo ao estdmago). Os proximos 4-5cm apos remocgao do duodeno, foi a porgdo de jejuno

utilizada para isolamento de criptas em todos os animais do estudo.

Utilizando uma seringa curva injetou-se tampao fosfato salina modificado (DPBS) gelado
(4 °C) no lumem do segmento intestinal isolado com o objetivo de remover todo o seu contetido
luminal. Apds limpeza, o segmento foi cortado longitudinalmente, lavado mais uma vez com
DPBS gelado e entdo cortado em pequenos pedagos de 0,5-1cm. Os pedagos foram transferidos
para um tubo conico de 15mL contendo DPBS gelado. A suspensdo foi mantida sob
homogenizag¢do 3D em camara fria por cerca de 5 minutos. Findo esse tempo, o liquido do tubo
foi substituido por SmL do tampao de quelagao (DPBS e EDTA 2mM). A suspensao foi novamente
colocada sob homogenizacdo em camara fria. Apoés 30 minutos, aspirou-se todo o tampdo de
quelagdo e adicionou-se 6mL do tampao de agitacao (DPBS, sorbitol 54,9mM e sucrose 43,3mM).
A suspensao foi cuidadosamente agitada com a mao em movimentos verticais durante 2 minutos,
com o objetivo de reduzir a for¢a das conexdes entre os diferentes folhetos histologicos do
intestino e assim liberar as criptas para a suspensdo (STELZNER et al., 2012). Ap6s dois minutos
de agitacao, um microscopio invertido era utilizado para visualizar se houve suficiente liberagao
de criptas para a suspensdao. Em caso negativo, agitacdo por tempo adicional 0,5-1 minuto foi
realizada. Caso a suspensdo apresentasse numero suficiente de criptas (cerca de 15-20/campo),
todo o contéudo era filtrado utilizando filtro com malha de nylon 70pm. O filtrado era coletado
em um tubo conico de S0mL. A quantidade de criptas presente em 10uL da suspensao filtrada era
visualizada novamente ao microscopio invertido e, entdo, a suspensdo foi centrifugada por 5
minutos a 150RCF em 4 °C. Apds o descarte do sobrenadante, Matrigel® (matriz extracelular) e
fatores de crescimento foram manipulados e adicionados as criptas isoladas com a finalidade de

ressuspendé-las.
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Para todos os experimentos foi utilizado Matrigel® sem fenol red e reduzido em fatores de
crescimento (Corning Inc, Estados Unidos, Cat# 356231). Antes de ressuspender as criptas com
Matrigel®, este precisou ser adicionado de fatores de crescimento conforme as concentracdes

mostradas na tabela 2.

Tabela 2 — Materiais utilizados na composi¢dao da matriz de crescimento dos enteroides.

Material Fabricante Referéncia Concentracao/
mNoggin recombinante R&D systems  6997-NG/CF 0,625ug/pnL
mR-Spondinl R&D systems  4120-RS 3,25png/ulL
recombinante

mEGF recombinante R&D systems  2028-EG 0,625ug/nL
Matrigel® Corning 356231 -

Fonte: elaborado pelo autor

O material entdo foi aplicado em placas de cultivo celular de 12 ou 24 pocos e colocados
em incubadora (37°C, 5% CO2 e 95% humidade) por 15 minutos para que o matrigel pudesse
polimerizar. Ap6s polimerizagao foi adicionado a cada pogo 700uL de meio minigut requerido
para o cultivo de enteroides. Aqui ¢ de grande importancia destacar que uma vez que criptas
isoladas dos quatro grupos in vivo foram postas a crescer em dois tipos de meio minigut (meio
regular e meio sem doadores de metil), foram criados oito grupos experimentais conforme figura

7.
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Figura 7 - Diagrama esquematico exemplificando a geragdo de grupos experimentais obtidos a partir do
cultivo de criptas isoladas do jejuno de animais submetidos as dietas experimentais do presente estudo.

CD-: dieta controle sem antibi6tico (sulfametoxazol);

CD+: dieta controle com antibiético

(sulfametoxazol); MDD-: dieta deficiente em doadores metil sem antibidtico (sulfametoxazol); CD+: dieta
controle com antibiético (sulfametoxazol). Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela 3 — Composi¢dao do minigut utilizado no cultivo de enteroides murinos.

Material Fabricante Referéncia  Concentracao/mL
Meio DMEM/F-12 advanced Gibco * -
Penicillin-Streptomycin 100X Gibco 15140148 10U
(10.000U/mL)

N-2 Supplement 100x R&D systems ARO009 Ix

B-27 Supplement 50x Gibco 17504044 1x
Glutamax® 100x Gibco 35050061 Ix
HEPES 100X Gibco 15630106 10mM

*Para minigut regular foi utilizado Advanced DMEM/F-12 (Cat# 12634010). Para meio minigut sem
doadores de metil, foi utilizado uma formulag@o customizada de DMEM/F12 que néo continha folato nem
colina.

A troca de meio foi feita a cada 3-4 dias. Antes de trocar o meio, estes eram aquecidos a 37
°C e eram suplementados com os trés fatores de crescimento (mR-Spondin, mNoggin e EGF) antes

de serem adicionados aos pogos.

A cada 6-7 dias os enteroides eram submetidos a uma nova passagem. Nesse processo, 0s
pogos eram lavados com DPBS gelado e todo matrigel era aspirado com uma pipeta de 1000uL,
sendo transferido para um tubo conico sobre gelo. Apos centrifugacao (150RCF, Smin) e remogao
do sobrenadante, os enteroides eram desestabilizados de sua estrutura com uma seringa de insulina
(21G) com movimentos de up-and-down. Durante esse processso, a estrutura dos enteroides era

fisicamente destruida. Contudo, cada fragmento de cripta pdde crescer e gerar um novo enteroide.
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ApoOs uso da seringa, adicionou-se mais DPBS gelado e seguiu-se nova centrifugagdo. Apds
remogao do sobrenadante, adicionou-se matrigel contendo as mesmas concentragdes de fatores de
crescimento utilizadas pela primeira vez durante o isolamento das criptas. A suspensdo foi
plaqueada e posta a polimerizar no interior de uma incubadora por 15 minutos antes de receber

meio minigut, com ou sem doadores de metil.

3.7. Imunofluorescéncia

Enteroides foram plaqueados em p-chamber com 8 pocos (Ibidi, Alemanha) seguindo o
protocolo descrito no item anterior. Para evitar eventuais distirbios na atividade proliferativa dos
enteroides, removeu-se apenas metade do meio em que estes se encontravam e em seguida
adicionou-se aos pocos uma solucdo contendo S5-ethynyl-2-deoxyuridine suficiente para
reestabelecer o volume inicial. A solugdo foi preparada conforme instrucao presente no manual do
kit Click-IT® EdU Proliferation Assay (Invitrogen, Estados Unidos). Os enteroides permaneceram
sob incubagao durante 30 minutos e entao foram lavados 3 vezes com PBS antes de serem fixados
com paraformaldeido 4% por 15 minutos. Seguiu-se mais 3 lavagens e os enteroides foram
permeabilizados com Triton x-100 0,5% por 20min. A remog¢do do triton foi sucedida por 3
lavagens com PBS antes dos pogos receberem 500uL do coquetel do kit contendo, dentre outros,
tampodes e o fluoroforo Alexa fluor® 594. A incubag¢do com o coquetel tomou 30 min., sendo
sucedida por 3 lavagens com albumina sérica bovina 3% (em PBS). Os ntcleos foram contra-
corados com DAPI 1/1000 por 3 min. As imagens foram adquiridas com o microscopio Nikon

3300 (Nikon, Japao).

3.8. PCR-array para celula tronco intestinal

Com a finalidade de avaliar o impacto da deficiéncia dos doadores de metil sobre a
transcrigdo génica da célula tronco intestinal, realizou-se um ensaio customizado de um painel
especificamente elaborado de genes envolvidos na manutengdo e identidade da célula tronco

intestinal, conforme descrito na Tabela 4.
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Para este fim, criptas do jejuno de camundongos wild-type foram isoladas seguindo
metodologia ja descrita acima. Apos isolamento, as criptas foram cultivadas em meio minigut
regular ou meio minigut contendo apenas 10% da concentracao de doadores de metil presentes no
meio regular (meio doador de metil reduzido), ou seja, depletado em 90% da concentracdo de
doadores de metil. O objetivo foi recriar o fendtipo da deficiéncia de doador metil in vitro. Apds
trés sucessivas passagens cultivadas em meio reduzido de doadores de metil, os enteroides
assumiam padrdo morfologico similar aos enteroides cultivados a partir da cripta de animais que
recebiam a dieta pobre em doadores de metil. Apds a terceira passagem, € uma vez que estes

apresentavam a mesma morfologia, os enteroides eram coletados e tinham seu RNA extraido.

A extragdo total do RNA foi feita seguindo as instru¢des recomendadas pelo fabricante do
kit utilizado, Aurum™ Total RNA Mini Kit (Cat# 7326820, Biorad, Estados Unidos). Ao término
da extracdo, uma aliquota de 1uL do RNA obtido foi quantificado por espectrofotometria com o
equipamento Nanodrop® (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) para fins da verificagdo da
qualidade do RNA extraido e para a determinagdo da quantidade necessaria para a construg¢ao do

DNA complementar (cDNA).

O cDNA foi sintetizado utilizando 1pug do RNA total de cada amostra, incubada com a
enzima transcriptase reversa iScript™ Advanced cDNA Synthesis Kit (Cat#17255038, BioRad,
Estados Unidos) e com 4gua reagente tipo I completando para volume total final de 20uL por
reacdo. O cDNA sintetizado foi mantido em um freezer a -80 °C até sua amplificacdo por uma

reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (Real Time-PCR).

Para este procedimento utilizou-se um conjuto de primers comerciais (PrimePCR™

SYBR® Green) que estdo identificados na tabela 4 na coluna Identifica¢do do ensaio.

RT-gPCR foi realizada seguindo as instru¢des do fabricante do kit SsoAdvanced™
Universal SYBR® Green Supermix (Cat#1725271, Biorad, Estados Unidos). Em resumo, 2ug de
cDNA foi misturado a 2uLL. de mix para RT-qPCR perfazendo um volume de reagdo de 20uL.
Volumes iguais da mistura (25uL) foram adicionados a cada pogo da placa que foram adquiridas

ja contendo o set de genes especificos predispensados.



Tabela 4 — Primers comerciais utilizados para PCR array da célula tronco intestinal

Gene Sigla
SAM pointed domain containing ets
.. Spdef
transcription factor
SRY-box containing gene 9 Sox9
Leucine-rich repeats and immunoglobulin-like .
. Lrigl
domains 1
Kruppel-like factor 4 (gut) KIf4
Hypoxanthine guanine phosphoribosyl Hort
transferase P
HOP homeobox Hopx
Hairy and enhancer of split 1 (Drosophila) Hesl
Bmi1 polycomb ring finger oncogene Bmil
Achaete-scute complex homolog 2 Ascl2
Actin, beta Actb

Cédigo
UniGene

Mm.26768
Mm.286407
Mm.245210

Mm.4325
Mm.299381

Mm.181852
Mm.390859
Mm.289584
Mm.196417
Mm.391967

Identificacao do
Ensaio

gMmuCED0046601
gMmuCED0044685
gMmuCIiD0013023
gMmuCEDO0045416
gMmuCEDO0045738

gMmuCIiD0007483
gMmuCED0045734
gMmuCED0040846
gMmuCED0001620
gMmuCED0027505

Fonte: Elaborado pelo autor

3.9. Perfil de metilacéo
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Com vistas a determinar o impacto da dieta deficiente em doadores de metil sobre o perfil

de metilacao da célula tronco intestinal, realizou-se anélise quantitativa da metilagdo de DNA em

células tronco a partir de enteroides cultivados em meio regular deficiente em doadores metil

(folato e colina). Os enteroides utilizados para esta metodologia foram cultivados durante o mesmo

set e na mesma placa que os enteroides utilizados para avaliar a RT-qPCR do item anterior.

DNA gendmico foi isolado a partir do pool de 5 pocos (cerca de 480 enteroides) por cada

um dos dois grupos. DNA foi extraido seguindo as intru¢des do fabricante do kit utilizado, DNA

Isolation Kit (Qiagen, Estados Unidos). Apods breve sonicacdo, DNA gendmico foi tratado com

bisulfito de sodio utilizando EZ DNA Methylation-Direct™ Kit (Cat#D5020, Zymo Research,

Estados Unidos).
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O tratamento com bisulfito de sédio representa uma etapa fundamental do processo
analitico pois o bisulfito desamina seletivamente a citosina do DNA convertendo-a em uracila,
mas nao interfere com 5-metilcitosina (5-mC). Este tratamento causa uma alteracdo na sequéncia
priméria do DNA permitindo que os processos analiticos posteriores possam distinguir entre

citosina nao metilada e 5-mC (SUSAN et al., 1994)

Apo6s a conversao, o DNA modificado pelo bissulfito foi amplificado através da PCR.
Através da utilizagdo de primers adaptadores especificos isolou-se fragmentos de 200-500bp.
Utilizando o instrumento Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Estados Unidos), realizou-se o
ensaio de fluorescéncia com Pico Green™ (Molecular Probes, Estados Unidos) para determinar a
quantidade e distruibui¢do das bibliotecas de fragmentos geradas. O sequenciamento do DNA foi
feito no equipamento Illumina Hi-Seq 2000 (Illumina Inc, Estados Unidos) conforme protocolo
padrdo do fabricante. Para cada biblioteca, o protocolo do Illumina foi utilizado para fazer um
chamado por base do DNA, registrando os resultados gerados num arquivo fastq. Efetuou-se
controle de qualidade da leitura do equipamento analisando os arquivos fastq com o programa

FastQC e entdo as leituras foram alinhadas ao genoma de referéncia de camundongo.

3.10. Analise quantitativa da metilacdo do DNA por sequenciamento por bissulfito

Metilacdo em regides CpG especificas foram quantificadas utilizando a técnica de
pirosequenciamento com bisulfito de sodio processada com auxilio do instrumento PyroMark™
Q96 MD (Qiagen, Estados Unidos). As sequéncias de primers e ensaios de sequenciamento estao
sumarizados na tabela 5

Para fins de controle de qualidade analitico, para cada ensaio foram inclusos controle
positivo (DNA gendmico tratado com CpG metilase) e controle negativo (DNA nao metilado) ao
longo do set de processameto das amostras com vistas a reduzir os vieses e aumentar
reprodutibilidade.

Considerando que em muitos genes a eficiéncia de amplificagdo para DNA metilado pode
ser afetada por mudangas na temperatura de anelamento para PCR, as temperaturas de anelamento
dos primers foram previamente otimizadas para também reduzir o viés do PCR, conforme

publicado anterioremente (SHEN et al., 2007).
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3.11. Analise Estatistica de metilacdo dos genes

Para determinar se as diferencas de metilacao global foram significantes, os dados foram
submetidos a um teste de proporgdes com a regido 200-bp como a unidade de observagao. Com
vistas a verificar se houve significancia estatistica da sobreposicao de cada categoria GO, aplicou-

se o teste exato de Fisher e os valores de P foram ajustados com a correcdo de Bonferroni



56

Tabela 5 — Sequéncia de primers e ensaios de sequenciamento utilizados na andlise de metilagdo do presente estudo

Gene Senso Antisenso 5' biotinilado Primer de sequenciamento Regiao
sequenciada

Linel TGATAGTTTTTGGAATAGGTAGAAGT CCCAAATAATACAAACTCTCACTTAA TTGAGGTAGTATTTTGTGTG GGTYGGGGAT
AGTYGGTT

IAP AAGGAAAGGGGGAGATGTTGG CRCCTAAAACRTATCACTCCCTAA ATTTTATGTGTTTTGTTTTT TTYGTGAYGT
TAATTYGGTY
GATGG

B4galntl GGGGAGAGGGAAAAAGATGTTAGG ACTCTCCTCCCCTACCAAAT ATTTTTTTAGGGTTGGTT YGTAGGTYGG
GGTGTTTTAAGTAATTATTAAAT AATTTGGYGGT

GGTTGGAGAAGTTTGTG AYGTGTTGTG

GGTGGAYGAY

GATTTTGTTT
TTAYGGYGYG TA

GAYGTGTTYG

AGAAGAYGTT

LparS TGGTTTTTTTTAGGTTTTTTGTGTTAG ACCTACCCTTCCACAATTC GTGTGGGTTTTTATTTTGT TGTTYGTTGT
GTTYGTYGTT
YGYGTGTATA
GTTYGTTTTA

Phosphol GAAGTAGGAGTTTTGTTTGGTTATGAA CTTCCCCCTACTCCCAAAA TTGGTTATGAATTGTAATAAA TYGTTTATGT
GTTGTATGTATTTATTGTAGTAGT TTGGYGATAG

GGGGATGGTT
TYGTAGATAG T

TTYGYGATA

GGTGGTAYGT

AGGTTTTYGG

GTAGTTGTTG
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4. RESULTADOS

4.1. Exposicao pré-natal e pos-natal da dieta deficiente em doadores metil

A exposicao a dieta deficiente em doadores metil durante o periodo pré-natal e vida pds-
natal esteve associada de forma significante a redu¢do de peso corporeo em camundongos
(Figuras 8 e 9). Esse resultado foi encontrado em ambas as dietas onde os doadores de metil
estavam ausentes (nao importando a presenga ou auséncia do antibidtico sulfametoxazol) quando

comparadas as dietas controle com antibidtico ou sem antibiotico.

Em animais machos a média e erro padrao da média no grupo CD- para as primeiras trés
semanas foi 6,52 + 0,52; valor este muito préximo aos pardmetros do grupo CD+: 6,92 + 0,47. No
mesmo periodo avaliado os valores médios de MDD- (4.59 + 0,21) e MDD+ (4,89 + 0,32)
mantiveram-se afastados dos valores do controle como mostra a Figura 8A. A mesma exata
tendéncia foi observada para os filhotes fémeas de camundongos expostos a dieta CD - (6,57 +
0,50) e CD+ (6,91 £ 0,45) cujos valores de média sempre se mantiveram superior aos valores dos

grupos MDD- (4,86 = 0,33) e MDD+ (4,88 + 0,31), como mostra a figura 8B.

A andlise de variancia bi-caudal (two-way ANOVA) comprova redugdo de ganho de peso
corporeo associada a deficiéncia de doadores metil verificada tanto na prole de animais machos
como na prole de fémeas, conforme mostra Figura 8. As diferengas mais importantes dizem
respeito apenas a presenga ou auséncia de doadores metil na dieta, ou seja, ndo foram encontradas
quaisquer diferencas importantes causadas pelo uso do antibiotico, seja quando comparadas as
duas dietas deficientes (MDD+ e MDD-). Nos animais alimentados com dieta deficiente, o ganho

de peso foi cerca de 46% menor comparado aos animais da dieta controle.

E importante ressaltar que apesar do peso entre os grupos recebendo dieta deficiente em
doadores metil fosse marcadamente baixa em relacdo aos filhotes recebendo dietas controles

durante o periodo de amamentacao, estes resultados ndo estiveram associados a perdas fetais.
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Figura 8 — Camundongos expostos a dieta deficiente em doadores de metil durante o periodo pré-natal e pés-natal
apresentam peso acentuadamente baixo. Pesos dos animais estratificados por sexo durante as 3 primeiras semanas de
vida. A - animais machos. B- animais fémeas. * indica diferenca significativa entre os grupos controles (CD- e CD+) e
0s grupos da dieta deficiente em doadores metil (MDD- e MDD+), conforme o ANOVA bicaudal.

Em relacdo ao grupo controle sem antibiotico, CD- (6,84 £+ 0,07), o comprimento médio
da cauda em camundongos, um substituto equivalente ao crescimento linear nestes animais, foi
significativamente inferior nos demais grupos, CD+ (6,44 + 0,13), MDD- (6,00 = 0,01) e MDD+
(6,04 £ 0,11), conforme mostra a figura 10, onde os valores médios e erro padrao da media aqui

descritos podem ser visualizados.

Apesar dos resultados encontrados mostrarem que as dietas deficientes em doadores de
metil foram associadas a animais de baixo peso € menor comprimento de cauda, ndo foram
verificadas diferengas importantes entre o consumo de alimentos dentre animais que consumiam
tais dietas (Figura 11A e 11B). O reduzido ganho de peso e crescimento linear dos animais
expostos a dieta e/ou antibiotico ndo podem ser explicados por uma baixa ingesta de alimentos
pois nao foi encontrada significancia importante de ingesta entre os diferentes grupos. Exceto pela
hiperfagia verificada no grupo de animais alimentados com dieta deficientes de doadores de metil

sem antibidtico (MDD-), a massa de alimentos consumida diariamente (g) ou a eficiéncia de

alimentagdo ndo exibiram diferencas importantes entre os grupos avaliados (Figura 11B)
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Figura 9 - Camundongos expostos a dieta deficiente de doadores de metil durante o periodo pré-natal e pés-natal

(machos e fémeas) apresentaram reduzido ganho de peso. O peso dos animais expostos a dieta deficiente seguiu
prejudicado até a sétima semana de vida.
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Figura 10 - Comprimento de cauda de camundongos expostos a dieta deficiente em doadores metil no periodo pré-
natal e pds-natal é significativamente inferior em animais expostos a dieta controle com antibiético (CD-) e em
animais expostos a dieta deficiente em doadores metil com ou sem antibi6tico (MDD- e MDD+). One-way-ANOVA
com teste de correcdo de Tukey para multiplas comparaces.
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Figura 11 - Diferengas no peso dos camundongos submetidos a diferentes dietas ndo pode ser explicado com base na
diferenca da ingesta de alimentos entre os animais dos diferentes grupos da dieta. (A)- o grupo MDD- foi o Unico a exibir
alguma diferenga importante, no presente caso, mostrou aumento significativo do consumo de alimento (p<0,05) (B) — A
eficiéncia alimentar, parametro que relaciona a quantidade de alimento consumida com o ganho de peso no corpo do
animal, foi praticamente a mesma entre os diversos grupos avaliados. One-way ANOVA foi o teste utilizado para avaliar
diferencas das medias.

4.2. Status de folato sérico

A medida da concentracdo de acido félico sérico avaliada nos camundongos com 7 semanas
de idade mostrou decréscimo acentuado dos niveis de folato nos animais submetidos a ambas as
dietas pobres em doadores de metil (MDD- e MDD+). As concentracOes de folato em tais dietas
(MDD- e MDD+) foram cerca de 82% inferiores as dietas controles (CD+ e CD-) como mostra a
figura 12A e 12B. Contudo, as analises estatisticas empregadas pelo presente estudo mostraram

significancia apenas no grupo MDD- em relagcdo aos controles (p<0,05).
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Figura 12 - Niveis séricos de folato em valores absolutos (A) e em
valores relativos ao controle (B) em animais expostos a dieta deficiente
em doadores metil durante o periodo pre-natal e nas 7 semanas
seguintes de vida. Grupo deficiente de doadores metil com antibiético
(MDD-) reduz significativamente a concentra¢do sérica de folato
(p<0,05). Apesar da grande reducdo aparente também no grupo
MDD+, tal diferenga mostrou ser ndo significativa estatiscamente. Em
termos relativos ao controle CD-, a deplecé&o de folato no grupo MDD+
foi de 90% enquanto no grupo MDD- cerca de 99%. Fonte: dados do
presente trabalho
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4.3. Indices hematoldgicos

Apesar dos resultados sistémicos, os achados hematoldgicos sugestivos de um quadro de
deficiéncia de folato, ou seja, sugestivo de anemia megaloblastica, foram mais proeminentes no
grupo MDD+ apenas. A figura 13B ilustra tais achados mostrando que, quando comparada ao
grupo controle sem antibi6tico, o volume corpuscular médio dos eritrécitos foi significativamente
maior no grupo da dieta deficiente combinada com antibiético (MDD+ : 59,84+1,68; CD-:
53,90+0.36; p=0,001). Contudo, o valor da amplitude de distribuicdo do tamanho eritrocitario
(RDW) mostrou-se particularmente elevado no grupo da dieta deficiente sem antibi6tico grupos
(MDD-: 28,25+0,49), estando este grupo com média significativamente superior quando
comparado ao grupo controle sem antibidtico (CD-: 24,05+0,81; p = 0,003) grupos (MDD+ :
25,13+0,58; p= 0,023), como mostra a figura 13A.

Na figura 13C, a comparacdo dos valores de hemoglobina através do teste de ANOVA néo
mostrou diferencas entre os grupos avaliados. Entretanto, a comparagédo entre MDD+ e CD- pelo
teste de T Student mostrou diferencas significativas entre os dois grupos (MDD+ : 14,00+0,33;
CD-: 15,36+0,36; p=0,025).
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Figura 13 - Efeitos hematolégicos decorrentes da deficiéncia de folato em camundongos expostos
a dieta deficiente em doadores de metil sugerem quadro compativel com anemia megaloblastica.
A — Amplitude de distribuicdo do volume eritrocitario (RDW) encontra-se significativamente
elevado no grupo exposto a dieta deficiente sem antibiotico (MDD-) quando comparado ao
controle sem antibiotico (CD-) ou comparado ao a dieta deficiente com antibioético (MDD+). B -
Volume corpuscular médio dos eritrdcitos (MCV) encontra-se significativamente elevado no grupo
MDD+ (p=0,001), o volume eritrocitario aumentado encontra-se intimamente ligado a uma
reducdo da concentracdo da hemoglobina na série vermelha (C).
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4.4. Histologia

Foram encontradas ao longo da mucosa intestinal, reas circunscritas e delimitadas nos quais
a profundidade de cripta era maior do que nas areas vizinhas. Os resultados obtidos para o jejuno,
quando submetidos ao crivo estatistico de significancia mostraram que o alongamento de cripta
esteve associado ao uso do antibiotico sulfametoxazol e ndo a exposi¢ao da dieta deficiente de
doadores de metil (figura 14), muito embora as muitas areas de alongamento de cripta estejam
presentes no intestino de animais expostos a dieta. No ileo as alteragdes de cripta foram de forma
qualitativa e quantitativa mais pronunciadas que aquelas encontradas no duodeno, como mostra a
histologia desses animais (figura 15). Particularmente interessante também foi o fato de que o uso
do antibidtico esteve associada a hipertrofia de cripta de forma significante. Embora nao
quantificado, chamou ateng¢ao a redu¢do no nimero de células de Paneth e aumento no niimero de

células Goblet observado no ileo, como mostra a figura 16.
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Figura 14 - Profundidade de criptas de Jejuno (A) e ileo (B) em camundogos expostos
a dieta deficiente de doadores de metil. Em ambos (A e B) o uso do antibi6tico induziu
hipertrofia de cripta de forma significante (p<0,05). A associac¢ao entre 0 uso cronico
do antibidtico e o alongamento de cripta pode ser vista de forma mais evidente no
ileo.

JEJUNO ILEO
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Figura 15 - Histologia de ileo e jejuno de camundongos expostos a dieta deficiente de doadores metil desde o
periodo pré-natal e sacrificados com sete semanas de vida. Os circulos em amarelo chamam aten¢do paras
&reas com aumento da profundidade de cripta que aparecem na forma de patches. A presenca de antibiético
na dieta mostrou ser um fator de maior relevancia para hipertrofia de cripta do que a auséncia de doadores
de metil. Coloragé@o hematoxilina e eosina. Magnitude do aumento em 20x.
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Figura 16 - lleo de camundongos expostos a dieta deficiente em doadores metil, onde as diferengas
na profundidade de cripta mostraram-se mais pronunciadas que no jejuno. Grandes diferencas no
nimero de Goblet e Paneth (ndo quantificadas) foram registradas. Os grupos MDD+ e CD+
apresentam um consideravel aumento do ndmero de células Goblet e reducéo considerével das
células de Paneth.
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4.5. Imuno-histoquimica

O numero de células marcadas com BrDU por cripta sugerem, a primeira vista, uma
diferenca entre os grupos onde a dieta CD+ e MDD+ possuem os mais altos nimeros de células
positivamente marcadas (figura 17). Entretanto a andlise estatistica mostrou nao existir nenhuma

diferenga importante entre nenhum dos grupos.
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Figura 17 - Criptas do jejuno mostrando a quantidade células marcadas com BrdU. No topo
cortes histolégicos sugerem um aumento de células positivamente marcadas no grupo MDD+.
Embaixo, numero de células marcadas ndo mostrou diferencas significativas entre quaisquer

dos grupos (p>0,05)
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4.6. Enteroides

Uma vez isoladas e cultivadas como previamente descritas, criptas do jejuno dos quatro grupos
de animais mostraram-se viaveis e capazes de proliferar adequadamente em meio minigut regular
e minigut desprovido de doadores de metil (folato e colina). Grandes diferencas morfologicas
foram encontradas entre as criptas isoladas dos diversos grupos quando crescendo entre os dois
tipos de minigut.

Quando cultivados em meio minigut regular, os grupos oriundos da dieta sem doadores de
metil (MDD+ e MDD-) apresentam com tamanho superior aos controles (CD+ e CD-), grande
alongamento do dominio de cripta e tendéncia a menor quantidade de brotamento de criptas por
enteroide (figura 19), assumindo uma morfologia préxima a de um padrdo tubular. O padrao

morfologico dos enteroides foi mantido mesmo apos sucessivas passagens.

Quando cultivados em meio sem doadores metil, enteroides oriundos dos quatro grupos
apresentaram tendéncia de se desenvolver na forma de um padrdo tubular de crescimento,
expandindo o tamanho do dominio de cripta e com tendéncia a reduzir o dominio de vilos. Em tal
tipo de meio, MDD- e CD+ demonstram serem os grupos melhor adaptados a sobreviver em meio

pobre em doadores de metil (figura 20)

A analise de cé¢lulas em estado proliferativo realizada com EdU também revelou diferentes
padrdes de proliferacao quando as criptas cresciam em meio com doadores metil. Em meio minigut
regular os grupos MDD+ e CD+ apresentaram redugdo consideravel de células proliferativas

comparadas ao controle CD- como mostra a figura 21.

A analise do tamanho nuclear foi realizada medindo-se a area mediana dos nudcleos dos
enteroides (Figura 22). Tal analise revelou diferencas significativas entre enteroides oriundos das
dietas deficientes de doadores de metil (MDD- e MDD+) e a dieta controle, sendo destes Gltimos
muito superiores em tamanho. Embora também tenha se verificado aumento do tamanho nuclear
em enteroides do grupo CD+, tal aumento ndo foi significativo. O antibidtico revelou-se um
importante discriminante entre as dietas deficientes em doadores metil, aumentando de forma

significativa o tamanho nuclear do MDD+ em comparagédo ao grupo MDD-.
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Figura 18 - Enteroides cultivados a partir de criptas isoladas de jejuno de camundongos expostos as
dietas controles e deficiente de doadores metil, cultivados em meio minigut regular (A) e minigut sem
doadores metil (B) em passagem 0 (3 dias idade). Cultivados em meio minigut regular (A), as dietas
CD+, MDD- e MDD+ apresentam dismorfismo quando comparadas ao controle CD-. Quando
cultivados em meio sem doadores metil (B), o dismorfismo, CD- reduz o nimero de dominios de critpta
e embora tal parAmetro ndo seja alterado nos grupos CD+, MDD- e MDD+, a morforlogia de tais
enteroides sugere ainda mais dismorfismo.
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Figura 19 - Numero de criptas/enteroide em enteroides obtidos a partir do isolamento de criptas de jejuno
cultivadas em minigut regular (A) e minigut sem doadores de metil (B). Em meio regular (A), enteroides do
controle sem antibiotico (CD-), mostram numero significativamente aumentado de criptas quando comparadas
com qualquer um dos outros trés grupos. Quando cultivados em meio sem doadores de metil (B), ha um grande
decréscimo no nimero cripta/enteroide no grupo CD- e assim, quaisquer diferencas importantes mostram-se
inexistentes.
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Figura 20 - Sobrevivéncia de enteroides obtidos a partir do isolamento de criptas de jejuno cultivados em
minigut regular (A) e minigut sem doadores de metil (B) em passagem 0 (zero). A sobrevivéncia foi
calculada como a percentagem de enteroides viaveis remanescentes apds o sexto dia de cultivo. Seja
cultivado em meio regular ou meio deficiente de doadores metil, MDD+ apresenta sobrevivéncia
significativamente reduzida (p<0,05) comparada a dieta controle e também a MDD-
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Figura 21 — Microscopia confocal e quantificacdo de células positivamente marcadas com EdU (células em
vermelho) em enteroides obtidos a partir do isolamento de criptas de jejuno cultivados em minigut regular.

Magnificagdo: 20x
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Figura 22 — Enterdides derivados de criptas de animais expostos a dieta deficiente em doadores de
metil possuem tamanho aumentado dos nucleo celular. Figura mostra a area de seccfes transversais
de nucleos na base do dominio de vilus de enteroides cultivados em minigut regular. Enteroides
oriundos de cripta de jejuno de animais submetidos a dieta deficiente em doadores de metil apresentem
nlcleos significativamente maiores em comparagédo ao controle CD- (p<0,05). MDD+ apresenta
nucleos superiormente significativos em relacdo a MDD-

72



73

4.7. PCR array

ApOs trés sucessivas passagens crescendo em meios minigut regular e/ou meio reduzido
em 90% de doadores de metil (minigut MDR), enteroides cultivados a partir de criptas do jejuno
apresentaram-se visualmente diferentes com caracteristicas morfologicas semelhantes aquelas
observadas em enteroides derivados da cripta de animais expostos a dieta deficiente de doadores
metil (figura 23). Ou seja, controles apresentaram morfologicamente normais, com um grande
nimero de dominios de cripta distribuidos homogeneamente ao redor do dominio de vilos, ao
passo que enteroides do meio minigut MDR apresentaram dismoérficos com tendéncia a pouco

dominios de cripta, padrao tuboide e grande alongamento dos dominios de cripta.

Uma vez atingido o fen6tipo acima descrito, procedeu-se a coleta do RNA total para andlise
transcriptomica. Esta andlise, centrada essencialmente na transcri¢do de genes para identidade de
células tronco intestinais e linhagens progenitores, nao mostrou qualquer diferenca para os genes
de célula tronco da reserva +4: Bmil (p=0,753), Lgr5 (p=0,1831), e Hopx (p=0,4347). Contudo,
enteroides cultivados em minigut MDR mostraram valores significativamente baixo para os genes
de células tronco A4scl2 (p=0,0002) e Lrig (p=0,0047) comparados aos enteroides cultivados em

minigut regular, conforme mostra tabela 6.

Enteroides cultivados em minigut MDR, exibiram significativo aumento transcricional do
gene Atohl (p=0,0305), gene relacionado a identidade da reserva de precursores da linhagem
secretoria da mucosa intestinal. Em contrapartida, Hes! (p=0,6348), associado ao precursor da

linhagem absortiva, ndo mostrou diferencas entre os dois grupos de enteroides avaliados (Tabela

6).

Entre os genes relacionados ao processo de maturacdo celular, apenas Sox9 (p=0.0094)
mostrou diferenga importante revelando-se significativamente baixo no grupo cultivado em

minigut MDR.

A figura 24 mostra de forma sucinta as diferencas de transcrigdo mais importantes
encontradas entre os dois grupos avaliados. De forma geral, o cultivo de enteroides em minigut

MDR mostrou redugdo de genes relacionados a identidade de células tronco, seguido também por
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reducdo transcricional de um gene associado a maturagdo celular (sox9). Tais reducdes

transcricionais foram acompanhadas do aumento de Atohl, associado ao pool de reserva da

linhagem secretoria.

Figura 23 - Fotografias representativas de enteroides com 6 dias de idade cultivados em meio minigut regular
(A) e meio minigut reduzido em doadores metil, MDR (B)

Tabela 6 - Resultados da transcricao de genes de enteroides cultivados em meio minigut regular e meio reduzido em
doadores metil.

Gene p value
Ascl2 0.0002 *
Lrigl 0.0047 *
Bmil 0.7530
Hopx 0.4347
Lgr5 0.1831

Células tronco
intestinais

Atoh1 0.0305 *

Hesl 0.6348

Progenitores

Sox9 0.0094 *

KIf4 0.0181

Diferencia¢do
terminal

Spdef | 0.2049

(*) estatisticamente significante
Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 24 - Resultados significativos de PCR encontrados entre o grupo cultivado em minigut regular e minigut MDR.
A deficiéncia de doadores metil reduz a transcri¢do de genes de célula tronco (Lrigl e Ascl2), aumenta gene da
linhagem progenitora secretéria (Atohl) e reduz transcrigédo de gene relacionado a diferenciagéo terminal de células
maduras encontrada em células de Paneth (Sox9)

4.8. Metilagcdo do DNA

A metilacdo global do DNA realizado em elementos repetitivos mostrou reducao
importante do nivel de metilagdo do DNA no grupo cultivado com minigut reduzido em doadores
metil (minigut MDR) somente para [AP (p=0,04). O percentil de metilagdo de LINE-1 ndo revelou

qualquer diferengas entre os dois grupos, conforme mostra a figura 25.

A analise do nivel de metilagdo dos genes (realizado nas 3" CGIs) relacionados com a

maturacdo e diferenciagdo ndo mostrou quaisquer diferencas de metilacdo para Lpar5 entre os dois
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grupos (p=0,1305). Em contrapartida, B4Galntl (p=0,0005) e Phosphol (p=0,0020) envolvidos

na sintese de glicofoslipidios mostrou-se que estes genes encontram-se significativamente menos

metilado (figura 26).
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Figura 25 - Metilagdo global de DNA em células tronco intestinal em
enteroides cultivados em meio minigut regular e minigut reduzido em
doadores metil (MDR). IAP mostrou-se menos metilado ao passo que
ndo foi encontrada qualquer diferenga quanto ao nivel de metilacio
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Figura 26 — Metilacdo de DNA em células tronco intestinal em enteroides cultivados em meio
minigut regular e minigut reduzido em doadores metil (MDR). B4galntl e Phosphol exibiram
nivels de metilacao significativamente mais baixos no grupo minigut MDR. Lpar5 ndo mostrou

gualquer diferenca importante.
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho foi pensado com o objetivo de estudar os efeitos da deficiéncia na dieta
de doadores de metil (referidos aqui como folato e colina) sobre a dindmica da célula tronco
intestinal. Para este objetivo, a prole de camundongos foi exposta ou ndo a dieta sem doadores
metil ainda no periodo pré-natal, seguindo-se com tais dietas na amamentagado e periodo de vida
subsequentes. O estudo procurou focar essencialmente sobre o impacto de tal dieta no jejuno,

segmento onde a maior parte da absor¢do de muitos nutrientes ocorre.

O uso de modelos experimentais animais para o estudo da deficiéncia de folato/acido félico
constituiu um problema por longo tempo, pois embora tal nutriente seja de grande importincia
para todos os mamiferos, apenas primatas exibiam alteragdes hematoldgicas decorrentes da
remocao de folato em suas dietas (WAGNER, 2001). A preocupagdo com alteracdes
hematologicas como forma de certificagdo da deficiéncia de folato ¢ justificavel ante a mais

evidente caracteristica da falta de folato: anemia megaloblastica.

Em modelos murinos experimentais a remocgao isolada de folato era raramente utilizada
como estratégia para produzir dietas experimentais de deficiéncia deste micronutriente pois tais
dietas t€ém como principal fonte de nitrogénio o fornecimento da proteina caseina; esta, por sua
vez, contém concentragdes adequadas de folato, que sdo requeridas para o crescimento normal
dos animais (WALZEM; CLIFFORD, 1988; BILLS et al., 1992), muito embora tais concentragoes
sejam tidas apenas como residuais. Tal problema foi, pela primeira vez, contornado por Walzem
& Clifford (1988) que empregaram a utilizacdo de uma mistura de aminoacidos em substituicao
ao uso da proteina caseina como principal fonte de nitrogénio em dietas elaboradas para

camundongos e ratos (WAGNER, 2001).

A formulagao de todas as dietas utilizadas no presente estudo utilizou caseina purificada
como fonte de nitrogénio, mas ainda assim mostrou-se eficiente em causar a deficiéncia de folato
como demonstrado pelas dosagens séricas, achados hematoldgicos e por outros indicios como
discutido adiante. Parte do éxito logrado pode ser imputado a qualidade do modelo utilizado, onde
a privagao iniciou-se no periodo pré-natal seguindo-se pelas semanas de vida subsequentes; outra
parte do éxito pode ser atribuida as condigdes de barreiras fisicas utilizadas pelo presente estudo,
como o acesso altamente controlado ao ambiente dos animais feito somente sob paramentazi¢ao

com vestimentas estéreis, uso de ar purificado, manipulacdo asséptica, etc.
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As diferengas de peso em animais expostos a dieta sem doadores metil ¢ um fator de
precoce destaque no presente estudo. A perda de peso em roedores submetidos a deficiéncia de
folato ja foi relatada anteriormente em outros trabalhos (TAGBO; HILL, 1977; WALZEM;
CLIFFORD, 1988; BILLS et al., 1992; GOSPE et al., 1995). Em tais estudos, camundongos
perderam peso de forma gradativa vindo a apresentar um pico de diferenca por volta da quinta
semana apoOs a implantacao da dieta (BILLS et al., 1992; GOSPE et al., 1995). Apesar das
diferengas metodoldgicas entre os trabalhos citados e o presente estudo, vale salientar a
reprodutibilidade de que o modelo aqui utilizado foi realmente capaz de induzir deficiéncia do
micronutriente. No presente trabalho, a cinética observada na diferenca de peso entre grupo
controle e dieta deficiente (maxima de diferenga entre 2-3 semanas) pode ser atribuido ao fato da
prole ter nascido de maes com grau de deficiéncia nos dois micronutrientes utilizados e ndo apenas

acido folico como nos demais estudos.

Em estudo publicado por Gospe e colaboradores (1995), camundongos com deficiéncia de
folato ndo apenas consumiam maiores quantidades de alimento (sem ganho consideravel de peso
corpdreo), mas também derramavam fra¢des significativas da por¢do de alimentos a eles
diaritamente ofertada. Dada a consisténcia destes resultados, os autores chegaram mesmo a propor
que o comportamento associado a destruicdo de alimento poderia ser decorrente de alteragdes
neuroquimicas subjacentes a deficiéncia de tal nutriente e que tal observacdo poderia, inclusive,
ser utilizada como parametro para o monitoramento da deficiéncia severa de folato em
camundongos (GOSPE et al., 1995). A hipdtese de um componente neural alterado associado a
deficiéncia do nutriente como um fator capaz de induzir modificagdo comportamental foi
explorada por trabalhos mais recentes. Em um modelo de deficiéncia pré-natal de folato, similar
ao utilizado no presente estudo, a prole de camundongos nascidos de fémeas em dieta deficiente
de folato mostraram-se significativamente pouco exploradores no teste de campo aberto.
Adicionalmente, os mesmos animais gastavam mais tempo no brago fechado do labirinto e,
consequentemente, menos tempo no brago aberto, uma clara evidéncia de que a deficiéncia

gestacional de folato causou ansiedade nos camundongos (FERGUSON et al., 2005).

Os mecanismos pelos quais os micronutrientes promoveram um apropriado ganho de peso
ndo ¢ completamente elucidado. Uma possivel explicac@o seria que a mé nutrigdo, ao proporcionar
um aporte insuficiente de micronutrientes, pode interferir com as fun¢des normais da microbiota

explicando, assim, a rela¢ao existente entre desnutricao e disbiose (BIESALSKI, 2016). Uma vez
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que a digestdo de nutrientes e obtengdo de energia sao fungdes comuns atribuidas a microbiota
intestinal (ROSSI; AMARETTI; RAIMONDI, 2011; FOXX-ORENSTEIN; CHEY, 2012), a
interferéncia na microbiota proporcionada pela deficiéncia de micronutrientes poderia

potencialmente prejudicar o balango energético do hospedeiro.

5.1.0scilagio dos valores de folato sérico encontrados no presente estudo

O uso de valores de referéncia para quaisquer parametros bioldgicos em camundongos € algo
de dificil estabelecimento e padronizagdo. Tais parametros oscilam ao sabor de uma ampla gama
de variaveis que dificilmente seriam padronizaveis dada as proprias caracteristicas biologicas da
espécie. Portanto, a avaliagcdo a deficiéncia de folato sérico com base em valores previamente

estabelecidos ¢ algo ndo factivel.

Outros trabalhos que produziram deficiéncia de folato em camundongos reportaram
valores de folato séricos diferentes daqueles encontrados pelo presente estudo. Tais discrepancias
podem ser explicadas por diversos fatores dentre os quais vale a pena destacar as diferentes
nuances do modelo animal utilizado em cada estudo e, sobretudo, as diferentes metodologias
analiticas empregadas. MacGregor e colaboradores (1990) relataram valores da ordem de 0,69 +
0,06 ng/mL; Bills et al (1992) encontraram valores 2,54 + 0,69 ng/mL; o método analitico utilizado
por ambos foi um ensaio microbioldgico com Lactobacillus casei capaz de quantificar os derivados
do acido folico. Leamon et al (2008) encontraram valores da ordem de 35nM quantificado através
de radioimunoensaio. O presente trabalho, fazendo uso da técnica de imunoensaio enzimatico,
encontrou valores inferiores a 10 pg/mL em animais que se alimentaram da dieta pobre em
doadores metil. Tais valores sendo em média 15 vezes menor que o valor de folato encontrado nos
animais da dieta controle (CD+ e CD-) demonstrou claramente que o fendtipo de deficiéncia de

folato foi alcangado com sucesso.

5.2. Alteracoes hematologicas encontradas harmonizam-se com um esperado quadro de
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deficiéncia de folato em animais expostos a dieta deficiente de doadores de metil

Em humanos e outros primatas ¢ bem estabelecido a relagdo causal entre deficiéncia de
folatos e o estabelecimento de anemia megaloblastica, doenga cuja caracteristica de maior
evidéncia ¢ a macrocitose eritrocitaria, caracterizada pelo aumento do volume corpuscular médio
(MCV) observado no hemograma ou visualizado através do esfregago do sangue periférico. Em
camundongos a mesma relacao causal € aplicavel; entretanto, apesar da doenca hematoldgica
decorrente da deficiéncia de folato em camundongos compartilhar muitas das caracteristicas com
a anemia deficiente de folato em humanos, a macrocitose, caracteristica mais marcante, ndo esta
necessariamente presente em tais roedores (PORSE, 2010). Além do mais, deve ser considerada a
limitagao do método utilizado pelo presente estudo em quantificar com exatidao a presenca de
eritrocitos macrociticos, pois sabe-se que inferir a presenga de macrocitose por meio de indices
hematimétricos obtidos de contadores automatizados pode levar a subestimar a presenca desta em
mais 30% dos casos (DAVIDSON; HAMILTON, 1978). Portanto, para as condi¢des utilizadas
pelo modelo animal utilizada no presente estudo o aumento da amplitude de distribui¢ao de
tamanho das hemacias (RDW) (figura 13A) e redugdo do valor de hemoglobina sdo indicativos de
uma alteragdo de um quadro hematoldgico. A constatacao da implantagdo da macrocitose no grupo
MDD+ como vista na figura 13B ndo ¢ uma condi¢@o necessaria para anemia megaloblastica e no
presente modelo pode ser explicada tanto pela exacerbagdo da deficiéncia de folato (efeito
combinado da deficiéncia de origem dietética e deficiéncia de folato sintetizado pela microbiota)
como também pode ser devido a um efeito colateral do uso de sulfametoxazol. Embora plausivel,
consideramos como pouco provavel que a macrocitose seja produto uma reagao adversa, dado que

a mesma reagdo ndo foi verificada nos animais do grupo controle com antibioético (CD+).

Ademais, ¢ oportuno mencionar, uma avaliacdo laboratorial do perfil hematoldgico dos
animais implicaria em adicionar analises que contemplassem, dentre outros, a atividade de 6rgaos
hematopoiéticos, ferrocinética hepatica e a quantidade das unidades formadoras de colonias de
cada linhagem hematoldgica fugindo, dessa forma, ao escopo do presente estudo. O que deve ser
plasmado de tal resultado ¢ o efeito combinado da dieta pobre em doadores metil associado a
presenca do antibidtico sulfametoxazol. Sob tais circunstancias parece haver um efeito sinérgico
do antibidtico e dieta, que leva a exacerbagdo do fenotipo estudado, proporcionando visibilidade

ndo apenas local (a nivel de intestino), mas também visibilidade sist€émica como a que se observa
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no hemograma. A administracdo do antibidtico comprometeu gravemente uma fonte extra de
folatos (sintetizados pela microbiota) e, combinado com a dieta deficiente em doadores metil,

produziu efeitos muito pronunciados também ao nivel tecidual e celular como visto mais adiante.

No presente trabalho, a visibilidade das repercussdes sistémicas (entendidas aqui como as
alteracdes hematologicas encontradas) verificada de forma contundente no grupo da dieta
deficiente com o antibidtico, MDD+, ilustra a importancia que a microbiota intestinal pode
desempenhar em condi¢des de deficiéncia de micronutrientes, bem como na fisiologia do trato
gastrointestinal como um todo. Em condigdes fisiologicas normais, parte de alguns dos
micronutrientes necessarios ao organismo sio obtidos através de uma relagdo mutualistica por
micro-organismos que habitam o trato gastrointestinal (FOXX-ORENSTEIN; CHEY, 2012;
LEBLANC et al., 2013). A cronica administracdo de sulfametoxazol, um antibidtico de acdo
bacteriostatica, causou mudancas na microbiota intestinal dos animais, possivelmente reduzindo
de forma qualitativa e/ou quantitativa as bactérias 14 presentes que, por sua vez, impactaram
negativamente na produc¢do de metabdlitos de 1 carbono no grupo que recebeu antibidtico

associado a dieta (MDD+).

5.3. A heterogeneidade de transportadores ao longo do intestino delgado pode fornecer
potencial explicacdo para o ileo ter sido o segmento mais afetado com a dieta
deficiente de doadores de metil.

Os achados histologicos do presente estudo demonstraram que a deficiéncia de doadores
de metil foi, de fato, capaz de causar alteragdes na microestrutura do trato do intestino delgado, tal
como foi hipotetizado anteriormente no inicio do presente trabalho. Como ja mostrado nos
resultados, tais alteracdes estruturais vao além das simples diferengas de profundidade de cripta e

passam por uma reestrutura¢ao no tamanho e disposicao espacial ao nivel celular.

A principio, o presente trabalho foi delineado para investigar em maior profundidade as
alteracdes a serem encontradas no duodeno, dado que este segmento constitui a parte do intestino
delgado onde ocorre a maior parte da absorcao de nutrientes. Isto foi planejado ao considerar que
a enteropatia ambiental, dentre outras caracteristicas, reduz a capacidade absortiva do intestino e

modifica a microestrutura da mucosa intestinal. Contudo, o resultado obtido foi levemente
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diferente daquele esperado.

Ao contrario do resultado reportado por Howards et al, onde as alteragdes no ileo
provocadas pela dieta deficiente de doadores metil chegaram a ser irrisérias (HOWARD:;
WAGNER; SCHENKER, 1964), os achados do presente estudo encontraram no segmento ileal as
alteragcdes mais fortemente pronunciadas em termos de hipertrofia de cripta. Especulamos que a
porcao ileal foi mais afetada devido a propria disposi¢ao anatomica do ileo, ou seja, sob a condigao
de dieta pobre em nutrientes, as células da mucosa foram gradativamente absorvendo os nutrientes
bem como nutrindo a si proprias no sentido proximal-distal, de forma tal que o bolo alimentar ao
chegar no ileo dispds de concentragdes ainda mais inferiores daqueles nutrientes. Além da
disposi¢do anatdomica, adicionariamos o fato de que em roedores o ileo ndo expressa proteinas para
realizar o transporte ativo de folatos (QIU et al., 2006). Enquanto no jejuno, onde o folato ¢é
majoritariamente absorvido, a absor¢do se da por meio de transporte passivo, que segue um
gradiente de concentracdo e também por meio de transporte ativo via transportador de folato
reduzido 1 e 2 (RFT-1 e RFT-2) e proteina ligadora de folato (FBP) (BUTLER et al., 2006;
MOESTRUP, 2006; QIU et al., 2006).

5.4. A hipertrofia de cripta associada ao uso de antibiotico pode estar relacionado ao
papel na microbiota na producio de folatos e na diferenca de biodisponibilidade
entre folatos.

O uso do antibidtico sulfametoxazol por si foi suficiente para induzir uma moderada
hipertrofia de cripta de forma similar aquela hipertrofia induzida pela dieta pobre de doadores
metil. A este efeito, atribuimos ser uma ag¢do indireta do sulfametoxazol que se da através da
mediacdo deste sobre a microbiota, ndo um efeito direto decorrente da acdo da droga sobre as
células da cripta. Isto pode ser afirmado com base em prévios experimentos in vitro onde
utilizamos diferentes concentragdes desse antibidtico sem que qualquer a¢do ao nivel de cripta
fosse observada. Mesmo nas concentragdes mais altas (dado ndo mostrado). Portanto, acredita-se
que tal efeito deve-se ao dano causado a microbiota por esse antibiotico; esta, uma vez danificada,
reduziria a producdo de doadores de metil ao hospedeiro. Uma representacdo diagramatica da agdo
do antibidtico sobre o comprimento da cripta ¢ mostrada na figura 27. Nesta figura a cripta ¢
alimentada por duas fontes de folatos, uma fonte representa os folatos alimentares providos pela

dieta, a outra fonte representa os folatos que sdo constantemente sintetizados pela microbiota. O
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uso do antibiotico, por sua a¢ao bacteriostatica, prejudicaria o funcionamento de uma das fontes
de folatos (microbiota). Por conseguinte, causaria uma deficiéncia parcial de folato com

consequéncia para o comprimento da cripta.

Folatosda
microbicta

Figura 27 - Hipotese proposta para explicar o aumento da profundidade de cripta associado
ao uso de antibidtico no modelo utilizado pelo presente estudo (in vivo). O aumento do
comprimento de cripta associado ao sulfametoxazol seria decorrente de uma acéo indireta
do efeito bacteriostatico do antibidtico sobre a microbiota intestinal e ndo uma acéo direta
sobre a célula intestinal. A ac@o sobre a microbiota determinaria um decréscimo na produgao
de folatos criando, dessa forma, algum grau de deficiéncia de folato no intestino. Hipétese
proposta foi baseada principalmente na observacdo de que altas concentracOes de
sulfametoxazol in vitro ndo apresentou qualquer efeito sobre comprimento da cripta em
enteroides, pois a concentracao de &cido félico no meio de cultivo fornecido foi constante e
inalteravel. Fonte: elaborado pelo autor.
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Complementando a explanagdo acima, outra explicagdo que se soma a moderada
hipertrofia de cripta causada pelo sulfametaxozal diria respeito a diferenga de biodisponibilidade
entre folatos providos através da dieta e aqueles sintetizados pela microbiota. Embora em
mamiferos a absor¢ao de nutrientes aconteca primariamente no duodeno e na porg¢ao alta do jejuno,
o folato produzido por bactérias que habitam o célon excedeu a ingesta didria e pode
potencialmente afetar o status de folato do hospedeiro. Em estudos realizados em criangas e
filhotes de porcos, evidenciou-se que a microbiota colonica produziu principalmente folato
monoglutamilado, que ¢ a forma de folato que tem a maior taxa de absor¢ao (KIM et al., 2004;
ROSSI; AMARETTI; RAIMONDI, 2011). Em ratos, a administragdo cecal de dacido p-
aminobenzdico (precursor do folato) radiomarcado resultou num aumento de folato radiomarcado
em varios tecidos do hospedeiro (RONG et al., 1991). Mesmo em humanos, ¢ sabido que a ingesta
tipica de folatos decorrentes da dieta ¢ muitas vezes sub-6tima para muitos individuos; algo que €,
com frequéncia, atribuido a pobre biodisponibilidade dos folatos naturais presentes nos alimentos
(MCNULTY; PENTIEVA, 2004). Portanto, ao considerarmos tais achados na literatura e os dados
obtidos pelo presente trabalho, especulamos que no modelo utilizado pelo presente estudo os
folatos produzidos pela microbiota poderiam representar uma melhor fonte deste micronutriente e
de outros doadores de metil para o intestino; fonte esta com maior biodisponibilidade do que a

fonte de folatos alimentares providos através de dieta.

A redugao na sintese de micronutrientes decorrentes da alteragdo na microbiota foi alvo de
um interessante estudo realizado por Brown et al. (2014), onde os autores mostraram que em
camundongos, o consumo de uma dieta moderadamente pobre em micronutrientes em combinacao
com exposi¢ao oral a espécies de Bacteriodales e Escherichia coli causa alteracdes no intestino

delgado similares aquelas da enteropatia ambiental encontrada em humanos.

Hé muito existem relatos sobre a relagdo clinica bem estabelecida entre a administracao de
acido folico e a melhora da Sprue tropical. Tais relatos datam de pelo menos 7 décadas (SUAREZ;
SPIES; SUAREZ, 1947), mas desde entdo poucos estudos tém tentado explorar a reciproca de tal
fendmeno, o que ¢ em parte compreensivel pois, como ja discutido anteriormente, havia uma
grande escassez de modelos animais disponiveis. Consideramos que o modelo aqui apresentado

pode ser util para estudar essa relagdo existente entre folatos e alteragdes na microestrutura
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intestinal.

5.5. Contribuic¢ao do presente estudo ao modelo as doencas relacionadas a pobreza

Os dados encontrados no presente estudo podem fornecer alguma contribuicdo ao ciclo
vicioso das doencas da pobreza. Dentre outros, tal modelo afirma que as alteracdes intestinais
observadas na enteropatia ambiental sdo uma resposta adaptativa da mucosa a um constante e
sustentado desafio microbiologico, associada a um pobre status nutricional. Como parte de tal
resposta haveria secre¢do de biomoléculas ativas (citocinas e quimiocinas), recrutamento e
ativagao de células do sistema imune inato, bem como células apresentadoras de antigenos para o
sistema imune adaptativo. Outra consequéncia dessa resposta inclui o desvio de nutrientes para
serem utilizados na sintese de proteinas de fase aguda e outros mediadores inflamatorios. Como
consequéncia, haveria um desvio de energia retirada do anabolismo requerida para a constru¢ao
de novos tecidos priorizando o catabolismo e assim causando o déficit de crescimento

(HUMPHREY, 2009).

A literatura oferece inimeros casos e exemplos que ilustram bem o papel da inflamagao cronica
como causa de anormalidades histoldgicas da mucosa intestinal comumente encontradas na

enteropatia ambiental. Dentre tais estudos destacam-se os seguintes:

e O caso das criangas de Gambia cujo instalado déficit de crescimento naquela populacéo
pode ser explicado pela elevada permeabilidade intestinal e altas concentraces de 1gG
EndoCAb associado a inflamacdo bacteriana cronica (CAMPBELL; ELIA; LUNN, 2003);

e O pobre crescimento linear de frangos criados em ambientes altamente contaminados
contrastando com o desenvolvimento normal dos controles em ambientes limpos ou
tratados com antibiéticos (SOLOMONS et al., 1993);

e Os dados de criancas com AIDS ou portadores da doenga celiaca demonstram que a
inflamacdo crénica e a integridade comprometida da mucosa constituiram elementos
precursores das alteracdes histologicas comumente encontradas na enteropatia ambiental e
associadas com déficit de crescimento (WITTENBERG et al., 2004)

Além dos estudos supramencionados, uma longa série de trabalhos adicionais poderiam ser
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aqui citados para mostrar que o entendimento da relacdo de causalidade estabelecida entre
inflamagao, desestruturagdo da micro-arquitetura do intestino e associagdo com deficiéncia do
crescimento em altura ¢ algo bem estabelecido (STEPHENSEN, 1999; MORAIS; FAGUNDES
NETO, 2003; CALDER et al., 2009; MCKAY et al., 2010; KORPE; PETRI, 2012). Uma vez
mostrado tais relacdes na literatura, chama-se aqui atengdo acerca das implicagdes que os dados
obtidos com o presente estudo trazem sobre tal entendimento (inflamacgao-alteragao histologica

intestinal-reducgdo de crescimento linear).

Embora seja limitado pela auséncia de dados acerca da microbiota e dados concernentes a
imunologia, as informacdes obtidas com o presente estudo sugerem que a resposta inflamatdria
crOnica evocada por patdogenos externos nao representa, necessariamente, uma condi¢ao sine qua
non para o estabelecimento das alteragdes encontradas na estrutura do intestino delgado
(enteropatia ambiental). Os dados obtidos com o modelo do presente estudo apontam que a
deficiéncia do doadores de metil sdo, per si, suficientes como fator de causalidade para tais
alteragdes. E, como visto anteriormente, tais alteragdes na estrutura histolégica mostrou-se
satisfatoriamente associada a redugdo do crescimento linear no modelo utilizado no presente

trabalho.

E de grande importancia aclarar que ao propor que as alteragdes histolégicas intestinais
poderiam ser causadas com a deficiéncia dietética de doadores de metil, ndo implica na negagao
de outras relacdes causais e mecanisticas que explicam o mesmo fendmeno. Nesse interim, € muito
mais provavel que sob condigdes clinico-epidemioldgicas, multiplos fatores estejam agindo de
forma sinérgica e até mesmo sincrona no estabelecimento da enteropatia ambiental, como estd bem
ilustrado e proposto pelo ciclo vicioso das doengas relacionadas com o baixo poder aquisitivo

(GUERRANT et al., 2013; ORIA et al., 2016).

O fato de alteracOes histologicas intestinais e déficit de crescimento serem potenciais
consequéncias apenas de deficiéncia de micronutrientes, como demonstrado no presente trabalho,
joga-se mais luz sobre o fenomeno e chama-se por mais responsabilidade a todos os paises,
independente do status de desenvolvimento econdmico que estes possam por ventura ostentar. E
bem verdade que a subnutricdo ¢ altamente prevalente em paises ndo desenvolvidos ou em
desenvolvimento. Contudo, ndo chega a ser exclusividade de tais areas geograficas. Mesmo no

mundo industrializado, onde as condi¢cdes sanitdrias sdo otimizadas e, portanto, o fator
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predisponente a infecgdes entéricas tem pouca relevancia, a desnutrigdo pode acontecer, seja por
limitagdes de justi¢a social ou ainda por mas escolhas dos individuos acerca de sua alimentagao

(THUROW, 2016).

5.6. Enterodides derivados de animais expostos a dieta deficiente em doadores metil
apresentam dismorfismo e funcio da celula tronco intestinal prejudicada que
persiste mesmo sob condicoes otimizadas de cultivo.

Com o objetivo de compreender os efeitos decorrentes da privagdo de doadores metil sobre
a dindmica da célula tronco intestinal, criptas intestinais foram isoladas a partir do jejuno dos
animais submetidos as diferentes dietas com vistas ao estabelecimento de enteroides. Também
chamados de mini-intestinos, tais enteroides sdo capazes de recapitular a complexidade dos
diversos tipos celulares presentes no epitélio intestinal, mantendo as relagdes de diferenciacao
cripta-vilos e também muitas das maiores fungdes da mucosa intestinal como a secre¢do de ions

sodio e excregdo de cloreto (FOULKE-ABEL et al., 2014; ZACHOS et al., 2016).

No tocante ao cultivo de enteroides realizado no presente trabalho, chamamos atengao
sobretudo ao fato de que criptas oriundas de animais expostos a dieta deficiente em doadores metil
originavam sempre enteroides dismoérficos, ndo importando o nimero de passagens a que fossem
submetidos, ndo importando se doadores de metil estivessem ou ndo presentes no meio de cultivo.
Isso demonstra de forma clara algum nivel de informacdo gravada diretamente na memoria da
célula tronco intestinal. Embora ndo seja possivel afirmar com precisdo como esta memoria opera,
elucidamos mais adiante que um componente epigenético obtido a partir de um perfil de metilagao
diferencial do DNA da célula tronco desempenhou um papel de grande relevancia para o fendmeno

observado.

Todavia antes de adentrar em vias mecanisticas, ¢ oportuno reclamar atencdo para a
conservagao da morfologia altamente dismoérfica dos enteroides mesmo apds sucessivas passagens
em condi¢des normais de desenvolvimento. Um resultado in vitro que ainda de dificil extrapolacao
para o in vivo, leva ao questionamento sobre que momento se situaria o ponto de retorno ou ndo-
retorno, ou seja, em que momento a intervengao in vivo seria capaz de lograr €xito ao reparar ou

evitar toda a desorganizacdo morfologica da microestrutura intestinal e as demais consequéncias a
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ela associadas. Fica claro que tal ponto de retorno nao € ap6s o isolamento de criptas que aconteceu
apods a sétima semana de vida. A ndo intervengdo ao longo do curso do estudo representou uma
grande limitacdo do presente trabalho, pois assim nao foi possivel saber se existe ponto de retorno
para além da periodo pré-natal. Mesmo assim, tais resultados veem a corroborar com outros
estudos na importancia de buscar compreender a dinamica e tempo adequado a tais intervengoes,
pois a partir de certo ponto elas se mostram irreversiveis (ADAIR et al., 2013; LEROY et al.,
2014). Status adequado de vitaminas € pré-requisito para o desenvolvimento saudavel no inicio da
vida. A ndo provisdo de micronutrientes no tempo adequado tem consequéncias que perdurarao

por toda a vida do individuo (ELMADFA; MEYER, 2012; LEROY et al., 2014).

No presente trabalho, o tamanho médio aumentado dos enterdides provenientes das dietas
pobres em doadores de metil é decorrente de uma reagao hiperplasica da cripta como demonstrado
pelo tamanho aumentado do nucleo das células que compde os enterdides. Resultados semelhantes
obtidos in vivo foram reportados por Howards e colaboradores (1978) onde, ao estudar a
deficiéncia de folato em ratos, encontraram o didmetro de nucleos dos vilos de jejuno

significativamente maiores nos animais expostos a dieta sem folato.

Embora sem informagdo acerca do tamanho do citoplasma, a area livre existente entre os
ndcleos do grupo MDD+ sugere-se que a relagdo nucleo/citoplasma também se encontrava
aumentada. Tais mudangas megaloblasticas tais como nucleo grande e cromatina frouxa sdo
sugestivos da presenga de cé€lulas jovens ainda em estado de maturagdao ou em diferenciacao. De
forma paralela, as alteracdes celulares pareceram induzir uma série de outras alteracdes na
estrutura do enteroide que precisariam ser ainda melhor exploradas. Em outro estudo, a dieta pobre
em doadores de metil feita ainda na fase fetal, induziu remodelamento da organizagao celular no
estdmago, onde as c€lulas secretoras de grelina assumiram uma posi¢ao aberrante localizando-se
na regido inferior das células oxinticas. Em consequéncia, houve disfun¢des na secre¢ao do
peptideo gastrico grelina com dramaticos efeitos para o crescimento dos animais (MALONEY;
HAY; REES, 2007). E provavel que estudos futuros subsequentes mostrardo, para além das

alteracdes de remodelamento gastrointestinal, alteragcdes também de natureza funcional.

Uma série de evidéncias indicam que a célula tronco € elemento de grande importancia na
compreensdo e intervencao de tais alteracdes. Afinal, o reparo e a continua renovagao da mucosa

intestinal apds dano ou lesdo dependem, em ultima instancia, da célula tronco intestinal. Tais
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células sdo capazes de auto-renovacao e producdo de todos os tipos celulares indiferenciados

necessarios ao tecido (WEISSMAN, 2000; BARKER; CLEVERS, 2007).

Sendo o sistema organdide um modelo ensaio ex vivo que ¢ reflexivo da funcdo da célula
tronco in vivo (BOJ et al., 2015), no presente trabalho o comportamento dos enteroides cultivados
mostram esclarecimentos importantes do que acontece na mucosa intestinal a nivel de célula tronco
intestinal nos animais de onde as criptas derivam. O cultivo em meio minigut sem doadores metil
reduziu a quantidade de dominio de criptas em enteroides de todos os grupos; em meio regular,
numero de dominios de cripta foi reduzido nos grupos CD+, MDD- e MDD+ quando comparados
ao controle sem antibidtico (CD-). A reducgdo da capacidade proliferativa em meio deficiente ¢ um
fenomeno esperado e trivial; contudo, chama ateng¢ao a permanéncia da reducao do dominio de
cripta mesmo no meio regular quando lhe sdo fornecidos os nutrientes ¢ meios adequados para
crescimento. De forma similar, o reduzido indice de sobrevivéncia de enterdides derivados de
criptas de animais expostos a dieta deficiente de doadores metil (MDD+ ¢ MDD-) quando
comparados aos controles com ou sem antibiotico (CD+ e CD-), apontam para alteragdes a nivel
de célula tronco intestinal. Juntos, a alteragdo nos dominios de cripta e redugdo do indice de
sobrevivéncia de enteroides obtidos pelo presente trabalho apontam para um declinio no potencial
regenerativo da célula tronco intestinal e sdo reminiscentes da perda da capacidade de repovoar o

eixo cripta-vilos nos grupos

Cripta e vilos formam uma estrutura que juntamente com miofibroblastos epiteliais
(circulam a cripta) e mesénquima constituem a unidade anatdomica do epitélio intestinal. Esta
unidade anatomica gera continuamente 4 tipos celulares que podem ser classificados em duas
linhagens: absortiva e secretoria. Células de Paneth, Goblet e enteroenddcrinas pertencem a
linhagem secretéria. Os enterdcitos que perfazem a maior quantidade de células da mucosa
intestinal, pertencem a linhagem absortiva (SATO et al., 2009; NOAH; DONAHUE; SHROYER,
2011; PRESTON et al., 2014). No modelo enteroide, ha auséncia de miofibloblastos ¢
mesénquima, mas os demais fatores encontram-se conservados, de sorte que tais enteroides ou
“mini-intestinos” recapitulam essencialmente todos os aspectos da auto renovagdo cripta-vilos

enquanto permanecem geneticamente e fenotipicamente estaveis (SATO; CLEVERS, 2013).

5.7. Deficiéncia de doadores metil causa aumento transcricional de A7ohl relacionado ao
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aumento do compartimento de progenitores comprometidos com a linhagem
secretoria

Ha mais de 30 anos encontra-se em voga na literatura dois modelos relativamente opostos
que se propdem a explicar como células tronco intestinais multipotentes alimentam a atividade
proliferativa da cripta (JALADANKI; WANG, 2016). O primeiro modelo, também conhecido
como modelo cléssico, ¢ chamado de “Posicdo +4”, uma referéncia direta a quarta posi¢do de
células a partir da base da cripta, local onde habita a célula tronco de mais alta multipoténcia
(POTTEN; KOVACS; HAMILTON, 1974); o segundo modelo diz respeito ao conceito da “zona
de célula tronco®, localizada abaixo da posi¢cao +4 (CHENG; LEBLOND, 1974a). Ainda que sejam
objeto de uma grande falta de consenso e matéria para amplas e fecundas discussdes, os
marcadores avaliados pelo presente estudo representam pelo menos duas populacdes distintas de
células tronco intestinais como sugerido seja pelo modelo da posi¢cdo +4 seja pelo modelo da zona

de célula tronco (DOSSA et al., 2015).

No presente trabalho, a redu¢do transcricional dos marcadores de célula tronco Lrigl e
Ascl? sugere que o pool de células tronco intestinais se encontra diminuido na auséncia de
doadores de metil. Em acordo com este achado, houve aumento da transcri¢do de Afoh 1 (progenitor
das células da linhagem secretoria intestinal) e redu¢do de Sox9, um dos alvos da via Wnt,
requerido para maturagdo de células de Paneth (MORI-AKIYAMA et al., 2007). Quando tomados
juntos, tais resultados de biologia molecular indicam que a deficiéncia de doadores de metil
induziu nos enteroides um rearranjo do numero de células que os compdem, reduzindo o pool de
células tronco e células de diferenciacdo terminal (Paneth no presente caso) mas aumentando o
pool de reserva de células da linhagem progenitora secretoria. Esta observacdo também se
harmoniza com o fato da baixa sobrevivéncia de enteroides MDD+ ser inferior a qualquer outro
enteroide (em qualquer meio de cultivo), pois MDD+ possui o menor numero de células em

proliferacdo, como demonstrado pelo presente trabalho através da incorporagao de EdU.

Outro ponto de relevancia sobre a reducdo dos genes de célula tronco Lrigl e Ascl2 no
grupo deficiente em doadores metil diz respeito ao fato de que tais genes, junto com Sox9, também

pertencem a um agrupamento de genes alvo da via de sinalizacdo Wnt (AL ALAM et al., 2015).

A secrecao de Wnt ¢ essencial para a manutencdo do estado indiferenciado das células

tronco intestinais e para maturagao das células de Paneth (VAN ES et al., 2005; ANDREU et al.,
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2008). Células de Paneth, por sua vez, sdo responsaveis pela secrecdo de Wnt (principalmente
Wnt3) na base da cripta, criando um loop necessario a manuten¢ao da zona de célula tronco
intestinal (FARIN; VAN ES; CLEVERS, 2012). Os dados obtidos pelo presente trabalho sugerem
duas evidéncias de que a via Wnt se encontra prejudicada em enteroides cultivados em meio pobre

em doadores metil:

(1) Baixa transcricdo de Sox9, requerido a maturacao da célula de Paneth que, por seu
turno, representa a principal fonte de Wnt na cripta.
(2) Baixa transcricdo dos genes de célula tronco intestinal Lrigl e Ascl2, alvos da via Wnt.

A observagdo de que a via Wnt se encontra potencialmente prejudicada sob a deficiéncia
de doadores de metil ¢ importante para explicar ndo apenas a baixa sobrevivéncia de enterdides
derivados da cripta de animais expostos a dieta MDD+ (manuteng¢ao de célula tronco prejudicada,
figuras 19 e 20), mas pode vir a ser um fator crucial para explicar o padrdo altamente dismoérfico
encontrado em enteroides MDD- ¢ MDD+. A via de sinalizagdo Wnt, como as demais vias de
crescimento, promove proliferacdo e crescimento celular. Contudo, difere das demais vias dada a
sua especial habilidade de dar formato a tecidos em crescimento, agindo no processo como um
fator de crescimento direcional (HUANG; NIEHRS, 2014; LOH; VAN AMERONGEN; NUSSE,
2016; NUSSE; CLEVERS, 2017). Sinais da via Wnt sdo capazes de instruir novas células a se
alocarem de forma ordenada de maneira a formarem estruturas organizadas em vez de meros
corpos amorfos (WU et al., 2013; HUANG; NIEHRS, 2014). A relacao existente entre a provavel
reducdo da sinalizacdo da via Wnt e os baixos valores de transcri¢do de Lrigl, Ascl2 e Sox9 sao

exemplificados na figura 28.
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Figura 28 — Hipotese mecanistica envolvendo sinalizagdo Wnt e os efeitos
encontrados pelo presente estudo em enterdides. Setas curvas continuas
representam a sinalizacao autécrina da via Wnt (pequenos circulos fechados
marrons) que sdo secretados pelas células de Paneth e agem sobre elas para
promover maturacdo das mesmas. A seta curva pontilhada mostra a alca
paracrina, onde Wnt age sobre células vizinhas para manter a célula tronco
intestinal indiferenciada, preservando a atividade proliferativa da cripta. As
setas retas exemplificam o papel de fator unidirecional de Wnt responsavel por
dar forma aos tecidos. No presente caso a seta ascendente indica o gradiente
de Wnt responsavel por orientar a alocacdo de células progenitoras de
enterdcitos, células absortivas e células de Goblet ao longo do eixo vertical da
cripta. A seta descendente mostra o gradiente crescente de Wnt que é seguido
pelas percussores de células de Paneth que ocupardo a base da cripta. Os
simbolos do relampago representam possiveis pontos de causados pela
deficiéncia de doadores metil. Reducédo da atividade de célula tronco intestinal
(observado pela reducéo dos genes alvo de Wnt Lrigl e Ascl2). Reducéo do
marcador de maturacdo da célula de Paneth (Sox9). Fonte: elaborado pelo

Recentemente a redugdo da via de sinalizagdo Wnt foi reportada como causa das alteragdes
na microestrutura intestinal relacionada com avancgo da idade, sendo estas decorrentes da perda da
capacidade regenerativa da célula tronco intestinal (NALAPAREDDY et al., 2017). Nalapareddy
et al., (2017) demonstraram que em camundongos senescentes a alteragcdo estrutural da mucosa
intestinal esta associada a menor transcricdo de Wnt, Ascl2, Lrigl, Tert e outros genes. Os

enteroides gerados a partir de animais idosos apresentavam reduzido numero de criptas por
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enteroide. De forma muito interessante, através da adicao de Wnt ao meio de cultivo, os autores
conseguiram restaurar a morfologia e nimero de criptas/enteroides em enteroides derivados dos
animais senescentes. Assim, o estudo de Nalapareddy et al., (2017) também oferece suporte de que
a via Wnt pode também estar relacionada com a reduzida capacidade regenerativa associada a dieta

deficiente de doadores metil (particularmente MDD+) encontrada pelo presente trabalho.

O dismorfismo do dominio de cripta observado nos enteroides cultivados a partir dos
animais expostos a dieta sem doadores de metil (MDD- e MDD+) sdo bem mais pronunciados que
nos tecido dos animais que deram origem as criptas. Esta diferenca de intensidade entre in vitro
(enteroide) e in vivo (histologia) pode ser explicada por uma caracteristica basica do modelo
enteroide: a auséncia de miofibroblastos pericriptais que sao importantes fontes de Wnt in vivo.
Assim, em animais submetidos a dieta deficiente em doadores metil, apesar da pouca produgao de
Wnt pela cripta, ha fornecimento de Wnt por tais miofibroblastos, o que minora o dano. Quando

tal fonte ¢ isolada, os danos tornam-se mais proeminentemente visiveis.

Resultados de biologia molecular estio em consonancia com os resultados de biologia
celular no presente trabalho, pois se hd um aumento da quantidade de progenitores (linhagem
secretoria), explica-se o grande nimero de células imaturas com volumes aumentados na base do
dominio de vilos nos grupos deficientes de doadores metil. Torna-se também explicavel o aumento
de profundidade das criptas, pois sabe-se que tais progenitoras ocupam uma por¢do da cripta
chamada de zona de transito amplificante (Transit-Amplifying Compartment), formada por células
oriundas do compartimento da base (onde habitam células tronco), e que possuem
comprometimento para diferencia¢do em células maduras (JOHNSON, 1979). Estes achados estao

exemplificados na figura 29.
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Figura 29 — Explicagdo proposta para alongamento de cripta na
deficiéncia de doadores de metil. O aumento do tamanho dos enteroides
sob auséncia de doadores de metil é decorrente da expansdo da zona de
transito amplificadora e ocorre as expensas da redugdo do
compartimento de células tronco intestinais e de células maduras.
Adicionalmente, a zona de trénsito amplificadora também sobre
alteracbes qualitativas, pois ha um aumento da quantidade de
progenitoras comprometidas com a linhagem secretéria. Fonte:
Elaborado pelo autor

Na figura 29 a dificuldade das células da zona de transito amplificadora em acessarem o
vilos pode ser atribuida a baixa disponibilidade de folatos, pois tais células devem estar maduras
e o folato € substrato fundamental ndo apenas para sintese de DNA mas também requerido para
sua maturacdo (WAGNER, 2001). A via Wnt prejudicada pode ser outro fator de importancia para

explicar o dismorfismo das criptas.

O resultado da biologia molecular encontra-se de acordo também com o achado histologico
in vivo do presente estudo, onde se verificou uma reducao do nimero de células Paneth e aumento
do nimero de células Goblets no intestino de animais que recebiam antibidtico associado ou nao
com a dieta deficiente de doadores metil. A biologia molecular faltou apenas evidenciar aumento
de KIf4, gene associado a diferenciacdo terminal de células Goblets, que nos resultados obtidos no

presente trabalho ndo mostraram diferencas entre os grupos avaliados.

Dados obtidos com o presente trabalho e também os resultados de outros estudos sugerem
um arco bem mais amplo de resposta do epitélio intestinal ante a deficiéncia de certos
micronutrientes, evocando respostas reacionais da mucosa intestinal no sentido de adaptar-se

aquele ambiente. Convém citar trabalhos avaliando a importancia da vitamina A para o epitélio
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onde foi encontrado que em modelo in vitro a deficiéncia de retinois foi capaz de perturbar a
diferenciagdo de células epiteliais da mucosa causando a perda da funcao de barreira (BIESALSKI;
NOHR, 2004). De forma similar aos resultados encontrados pelo presente trabalho, Cha e
colaboradores (2010) encontraram que a deficiéncia de vitamina A foi capaz de alterar a
composi¢do celular do intestino delgado de camundongos, causando aumento no nimero de

células Goblet e producao de mucinas concomitante a reducao do numero de células Paneth.

O porqué da deficiéncia de doadores metil causar uma expansdo do compartimento
progenitor da linhagem secretdria e ndo a expansao do compartimento da linhagem absortiva ¢ um
desafio de dificil explana¢do. Sem a posse de qualquer dado que possibilite langar mdo de alguma
hipotese restaria apenas a grosseira especulagdo. Uma das especulagdes versa acerca do fato de
que o estado nutricional afeta a microbiota e vice-versa (BIESALSKI, 2016). Tendo tal conceito
por base, a deficiéncia de folato/colina demandaria, por meio de algum mecanismo genético, o
aumento da produgdo de células Goblet para produzir e secretar mais mucinas € assim prover meio
(camada externa do muco) e alimento para bactérias comensais, possivelmente produtoras de
folato e outros nutrientes. Deve-se entretanto ressaltar que o presente estudo nao dispos de nenhum
dado que minimamente corrobore tal explicacdo, de forma que estudos adicionais deveriam ser

realizados para verificar a veracidade de tal hipotese.

5.8. A manifestacdo da deficiéncia de folato sobre o epitélio intestinal encerra muitas
semelhancas com a deficiéncia de folato sobre o tecido conjuntivo sanguineo.

Ainda sobre a natureza identitaria das células que compdem os enteroides em meio
deficiente em doadores metil, a alta transcrigdo de Afohl sugere estarem as c€lulas presas em um
estdgio maturativo intermedidrio (ndo sdo funcionais/maduras nem células tronco) e, assim, ¢
possivel tragar alguns paralelos sobre como a deficiéncia de doadores de metil se manifestaria na
mucosa intestinal e no tecido conjuntivo sanguineo, especificamente na série vermelha mieloide,
condicdo chamada anemia megaloblastica. A anemia megalobléstica ¢ uma condi¢do clinica

caracterizada laboratorialmente por aumento do volume eritrocitario, hemoglobina corpuscular

média e hipersegmentagdo de neutréfilos. A principal condicdo causal € a deficiéncia de folato e/ou
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cobalamina (vitamina B12). Na patobiologia dessa condi¢ao clinica, se encontra a sintese ineficaz
de DNA nas células precursoras hematopoiéticas e assincronismo de maturagdo das células

progenitoras (GREEN; DATTA MITRA, 2017).

A comparagdo entre as duas condi¢cdes encerra em si alguma utilidade, pois ambas
decorrem da deficiéncia do mesmo micronutriente. Ambos tecidos, apesar de muito distintos em
forma e fung¢do, possuem alta renovagao. A diferenga ¢ que a deficiéncia no tecido sanguineo foi
altamente explorada em diversos estudos e encontra-se muito bem caracterizada e consolidada sob
diversos aspectos, enquanto o efeito sobre a mucosa intestinal é relativamente pouco conhecida
uma vez que vem sendo pouco explorada. As similaridades encontradas estao expostas na tabela e

poderao futuramente sugerir o funcionamento de mecanismos ou vias conservadas.

Tabela 7 - Comparativo entre algumas das caracteristicas mais comuns entre a deficiéncia de
folato sobre o intestino e deficiéncia de folato sobre linhagem vermelha eritroide (anemia
megalobléstica)

Série eritroide® Mucosa intestinal Evidéncia
experimental
encontrada

Alta renovagao (*45 dias) Alta renovacdo (3-5dias) -

Hiperplasia no compartimento de reserva Hiperplasia no compartimento ~ Aumento de

(medula dssea) de reserva (cripta) profundidade de
cripta invivo e in
vitro

Aumento da reserva de precursores Aumento da reserva de Alta transcri¢do de

eritroides precursores da linhagem Atohl em

absortiva enteroides

Redugdo do nimero de células maduras Reducdo de células maduras Redugdo da

(eritrdcitos) circulantes transcricdo de Sox9
(Células Paneth) nos
enteroides

Aumento do volume nuclear Aumento volume nuclear Aumento da 4rea da

secc¢ao transversal
do nucleo de

enteroides
Producao e destruigcao de células Nao investigado Nao investigado
(eritrdcitos) nao adequadamente pelo presente
maturadas estudo

Fonte: Elaborado pelo autor

& Dados hematolégicos citados na tabela sdo de origem bibliografica (WINTROBE; GREER, 2009)

*Refere-se ao tempo de vida médio da hemacia de camundongo (GOTTLIEB et al., 2012) (CHENG; LEBLOND,
1974c)
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5.9. Em enterdides a deficiéncia de doadores de metil associada a reducio da marcacgao
epigenética de genes relacionados a producio de mucinas

Tendo em vista que o folato representa, dentre os demais substratos de 1 carbono, o maior
e o principal doador de metil e por isso tem grande relevancia na metilagdo do DNA (CRIDER et
al., 2012), buscou-se avaliar a potencial contribui¢cdo da deficiéncia de doadores metil na metilagao

de DNA ¢ sua correlagdo com os efeitos observados sobre os enteroides.

A andlise do padrao global de metilagdo ¢ uma técnica de elevado custo e demanda muito
tempo, entretanto a analise da metilagdo de elementos repetitivos realizadas com o presente estudo
(LINE-1 E IAP) pode servir como um marcador alternativo e confiavel para a metilacao global do
DNA genomico (YANG et al., 2004). Essa andlise foi de grande importancia para que fosse
possivel verificar se o padrdo diferencial de metilagio dos genes avaliados aconteciam

simplesmente porque o DNA encontrava-se globalmente metilado.

No presente estudo, a deficiéncia de doadores metil sobre a metilacdo global do DNA

mostra, a primeira vista, um efeito dubio:

(1) O primeiro marcador de global do DNA, IAP, mostrou-se significativamente menos
metilado em células tronco intestinal de enteroides cultivados em minigut MDR
(reduzido em doadores metil), sugerindo que a deficiéncia de tais nutrientes (doadores
de metil) de fato impactava de forma relevante e direta a metilacdo de DNA,

(2) O segundo marcador global do DNA, LINE-1, ndo apresentou diferencas de metilagéo
nas células tronco de animais do grupo controle e grupo cultivado em minigut MDR
(reduzido em doadores metil). Tal informacédo sugere que as diferengas encontradas na
metilacdo das demais areas do DNA ndo poderiam ser explicadas apenas pela diferenca

da metilag&o global do DNA entre os dois grupos.

Estes resultados in vitro, aparentemente dibios, sugerem que apesar do impacto direto que
a deficiéncia de doadores metil apresentou sobre o perfil de metilagdo do DNA, mecanismos outros

também operavam para criar um padrao diferente de metilagao ante a falta de tais nutrientes. Em
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outras palavras, as diferencas de metilagdo dos genes avaliados ndo podem ser explicados

simplesmente por um baixo aporte de doadores de metil em um dos grupos.

Mesmo os resultados in vivo podem apresentar alguma dificuldade em conciliagdo com a
metilacao do DNA. Vale mencionar a utilizagdo do modelo de camundongo agouti com o qual
evidenciou-se que o aumento no fornecimento de doadores de metil na dieta de camundongos
gravidas aumentou a metilacao em determinados /oci na prole dos animais e vice-versa (COONEY;
DAVE; WOLFF, 2002; WATERLAND; JIRTLE, 2003). Utilizando ratos, Maloney e
colaboradores (2007) encontraram resultado totalmente diverso ao constatar que a deficiéncia de
doadores de metil durante a gravidez ndo impactava no perfil global de metilacio do DNA na prole
dos animais. Assim, com vistas a conciliar o papel dos doadores de metil sobre o DNA, os citados
autores propuseram que a dieta deficiente em doadores metil ndo influenciaria a metilagdo do DNA
de forma direta, mas talvez através de um mecanismo secundario. Sob o mecanismo proposto, a
deficiéncia de tais nutrientes causariam altera¢des no metabolismo, incluindo o metabolismo de
certos aminodacidos tais como glicina, homocisteina, treonina e serina. Por sua vez, tais alteragdes
exerceriam efeitos indiretos sobre o genoma, que poderiam vir a mudar o padrdo de metilagao

(MALONEY; HAY; REES, 2007).

Frequentemente o nivel de metilacio do DNA encontra-se associado diretamente a
expressao de um dado gene, de forma que quanto mais metilado ¢ uma dada regido do DNA menos
expressa sera aquela regido. Entretanto, o presente trabalho, ao estudar a metilagdo em célula
tronco intestinal, analisou especificamente a metilacio de DNA nas 3" CGIs. Demonstrou-se que
a metilacdo de tais areas estéd diretamente associada ao aumento da transcri¢dao de genes (YU et al.,
2015), de forma que quanto menor o nivel de metilagdo 3" CGIs de um dado gene, menos transcrito

sera aquele gene.

No presente estudo, a diminuida metilagio de DNA nas 3" CGls dos genes Phosphol e
B4galntl, induziu a redugdo transcricional dos mesmos genes. Logo, o cultivo de enteroides em
meio minigut MDR causou a reducdo transcricional dos genes Phosphol e B4galntl. Isto €
interessante pelo fato de que tais genes estdo relacionados com a producao de mucinas intestinais
ligando-os ao resultado in vivo sobre aumento do numero de células Goblet. O gene Lpar5 que
codifica um dos receptores para o acido fosfolipidico ndo apresentou diferencas no percentil de

metilacdo entre os grupos. No intestino a expressdo de Lpar5 encontra-se associado aos
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enterdcitos, sendo de grande importancia para a regulagdo do trocador de Na'/H" tipo 3 (NHE3),

expresso na superficie de tais células (LIN et al., 2010).

B4galnt] ¢ um gene que codifica uma das galactosiltransferases importantes para sintese
de mucina tipo-O (PATSOS et al, 2009). Phosphol, um gene correlato, adiciona grupamentos
fosfatos a carboidratos. Os resultados obtidos com reducao da metilacdo de tais genes em
enteroides cultivados na deficiéncia de doadores de metil apontam, mais uma vez, para parametros
ligados a natureza da maturagdo da mucosa, pois tais genes estdo relacionados com a biossintese
dos glicoesfingolipidios, e sdo intimamente ligados a maturagao intestinal por estarem envolvidos
na modulagdo da fungao de barreira intestinal através, principalmente, da produgdo de muco. De
forma adicional, tais lipidios podem modular receptores para virus, bacterias e toxinas (KIM; HO,

2010)

Carboidratos expressos em superficies celulares desempenham papel de grande relevancia
no reconhecimento célula-célula, incluindo a adesdo de microrganismos a células do hospedeiro
(KARLSSON, 1995). Em modelos animais foi demonstrado que modificagdes qualitativas ou
quantitativas do muco t€ém importancia no sucesso da colonizacdo intestinal por bactérias. Tem
sido postulado que alteracdes nos mecanismos pelos quais o intestino regula os padrdes de
glicosilacdo da mucosa intestinal tem impacto direto sobre o organismo e na susceptibilidade deste
a infeccdes por certas bactérias, doenga inflamatoria intestinal e alguns tipos de canceres,
ajudando, potencialmente, a explicar a aumentada ou reduzida sensibilidade do hospedeiro a
doencas infecciosas especificas durante a infancia (DAl et al., 2000; CAMPBELL; YU; RHODES,
2001). Ante tal perspectiva, o achado do presente estudo de que hd uma reduzida metilagdo do
DNA nas 3" CGls dos genes Phosphol e B4galntl, reduzindo a ativagdo transcricional destes
genes, harmoniza-se bem com tal conjectura. Dessa forma, a deficiéncia de doadores de metil ao
causar uma reducao transcricional de genes envolvidos nos processos de glicosilagdo que, por seu
turno, poderia contribuir para a susceptibilidade a infec¢ao, pode ter alguma potencial relevancia

patofisioldgica.

Por outro lado, a hipometilagdo nas 3" CGIs de Phosphol e B4galntl, por ser uma
marcacao epigenética associada a reducao de transcrigdo de tais genes parece contradizer-se com
o aumento de Atohl verificado através de PCR-array. Em outras palavras, se ha aumento do

numero de progenitores comprometidos com a linhagem secretoria como indica o aumento de
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Atohl, por que genes da producdo de mucinas expressos por células diferenciadas da linhagem
secretoria seriam marcados para serem menos expressos? Estudos adicionais se fazem necessarios

em vistas a compreender a associacdo entre os dois achados.

Todos os resultados encontrados pelo presente estudo harmonizam-se com o conhecimento
ja consolidado bem estabelecido na literatura sobre a bioquimica do folato no que concerne a sua
importancia para sintese ¢ maturagao de DNA bem como a relevancia de sua metilagao. A figura
30 representa um diagrama proposto para conciliar o papel estabelecido e consolidado de doadores
metil como fatores essenciais na maturacdo do DNA e os resultados encontrados pelo presente

trabalho.

metilagdo
Genes
glicosidases

Doadores

‘l( Maturagdo

l Sintese
DNA

Progenitores
linhagem
secretéria

*

Células
maduras e
funcionais

Demanda
Tproliferat'lva
na cripta

Figura 30 - Modelo de integracdo proposto para conciliar o papel dos
doadores de metil, especialmente o folato, com os efeitos observados pelo
presente estudo sobre cripta e célula tronco intestinal. A deficiéncia de folatos
reduz o aporte de células funcionais maduras nos vilos, forcando a cripta a
responder com o aumento da produgdo de células progenitoras. A reducéo da
metilacao nas 3" CGls de genes envolvidos com a metilagao estaria envolvido
no aumento seletivo de progenitores da linhagem secret6ria sobre a linhagem
absortiva. A cripta responde com o aumento da producao de progenitores, mas
estes sdo impedidos de tornarem-se plenamente funcionais dado que a
deficiéncia de folato impede a maturacdo da célula. Por conseguinte, a
deficiéncia de células persiste ativando mais uma vez 0 mesmo mecanismo
criando, dessa forma, um ciclo vicioso. Fonte: elaborado pelo autor.
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Sob tal perspectiva, dado o essencial papel do folato para sintese de DNA, a deficiéncia de
doadores metil reduziria o aporte de células maduras e funcionais nos vilos da mucosa intestinal.
Por sua vez, a reducao de células maduras, causaria um aumento da demanda da atividade
proliferativa da cripta intestinal e, como consequéncia, haveria uma expansdo da linhagem
progenitora secretoria aumentando a zona amplificadora de transito que, por seu turno, causaria o
alongamento da cripta observado na deficiéncia de tais nutrientes. A seletiva expansao da linhagem
secretoria pode ser uma potencial resposta compensatoria ao efeito que a deficiéncia de doadores
metil exerceria sobre a metilagdo de alguns genes envolvidos na sintese de glicosidios (B4GalTl
e Phosphol). Uma vez expandido a linhagem de progenitores secretorios, um reduzido nimero de
células seria capaz de ascender ao corpo do vilo, dado que a deficiéncia de folato possuiria efeito
inibitorio direto sobre a maturagdo do nucleo de tais células. Impedidas de ascender no vilo, o
déficit de células maduras e funcionais persistiria ativando mais uma vez esse mecanismo como
um ciclo vicioso que se retroalimenta e manteria o fenotipo da deficiéncia de doador metil

observado nos enteroides € em menor extensao in vivo.
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6. CONCLUSAO

No modelo de deficiéncia de doadores metil utilizado pelo presente estudo foi possivel
concluir que dieta pobre em tais nutrientes (folato e colina) ¢ uma condigdo causal suficiente para
estabelecer reducao do ganho de peso e déficit de crescimento linear, alteracdes estas que se
mostraram associadas a aumento da profundidade de cripta no intestino delgado. Outrossim, a
administracdo de antibidtico sulfametoxazol revelou-se um fator capaz de induzir aumento do
comprimento de cripta a nivel tecidual e agravar alguns parametros da célula tronco intestinal in
vitro. Tais efeitos devem-se provavelmente a modulagdo da microbiota causada pelo antibidtico
mas para tanto estudos adicionais devem ser realizados.

O aumento da profundidade de cripta em nos animais expostos a dieta deficiente de
doadores metil encontrou correlagdo com a funcdo de célula tronco prejudicada em enterdides
cultivados a partir daquelas criptas. A persisténcia do dismorfismo dos enterdides derivados de
criptas de animais expostos a dieta deficiente em condi¢des otimizadas de cultivo sugere que a
exposicao in vivo a deficiéncia de doadores metil induz algum tipo de memoria na célula tronco
intestinal que persiste mesmo apos diversas passagens.

A redugdo da funcdo de célula tronco intestinal verificada em enterdides derivados de
animais expostos a dieta deficiente em doadores metil encontra-se relacionada com redugdo
transcricional de marcadores de célula tronco intestinal da reserva quiescente (Ascl2, Lrigl e
Sox9), mas ndo com a reducdo de células tronco de alta ciclagem como Lgr5. Nesse contexto os
achados de biologia celular e molecular sugerem haver redugdo da via de sinalizagdo Wnt mas
para tanto estudos adicionais deverdo ser realizados.

Em enteroides cultivados em condic¢oes deficitarias de doadores de metil a alta transcri¢ao
de Atohl aponta uma expansdo da reserva de progenitores comprometidos com a linhagem
secretoria, resultado este condizente com o aumento qualitativo das células Goblet verificadas em
animais expostos a dieta deficiente.

Ainda a nivel molecular, a analise de metilagdo de DNA em células tronco de enteroides
revelou redu¢do do percentil de metilagdo em genes envolvidos com producdo de mucinas,
alteracdo estd associada a reducdo transcricional deste genes. Gene de proteina transportadora
Lpar5 ndo se encontrou alterado. A expansdo dos progenitores da linhagem secretoria

concomitante a marcagdo epigenética associada a reducao transcricional de genes relacionados a
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producao de mucinas nos mesmos enterdides, parece contraditdrio e estudos adicionais se fazem
necessarios a melhor compreensao deste fenomeno.

De forma geral todas as alteragdes encontradas pelo presente estudo harmonizam-se com
o papel bem delineado do folato e demais doadores de metil como cofatores essenciais a sintese e

maturagdo e metilagcdo DNA.
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