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Resumo

O trato gastrointestinal (TGI) consiste em trato alimentar que se estende da boca até o anus e
orgdos glandulares acessorios que lancam seu contetdo na luz desse trato. Seus processos
fisiolégicos envolvem a motilidade, secrecdo, digestdo, absor¢do de nutrientes e agua que
passam para a circulagdo sanguinea. O metabolismo lipidico é bastante complexo e dindmico,
qualquer alteracdo pode ocasionar acumulo de lipidios no sangue causando as dislipidemias
levando a sindrome metabdlica. As lipoproteinas sdo particulas de proteinas e lipideos
responsaveis pelo transporte de substancias hidrofobicas no meio hidrofilico do plasma, tais
como: colesterol, fosfolipideos, triglicerideos, éster de colesterol. Séo classificadas de acordo
com seu tamanho, composicdo e densidade, sendo elas: QM, VLDL, LDL e HDL. A apoClll
é uma apolipoproteina sintetizada no figado incorporada na VLDL e no intestino incorporadas
nos QM.Consideradas co-fator inibitério para a lipoproteina lipase, a qual hidrolisa os TG
fornecendo AGL para as células. Camundongos transgénicos para apoCllI humana possuem
absorcéo e transporte das lipoproteinasVLDL e QMcomprometidos, tornando-se portanto,
hipetrigliceridémicos.Considerando que alteracbes no metabolismo das lipoproteinas podem
causar alteracbes morfoldgicas, processos inflamatérios e diversas patologias como
aterosclerose, 0 objetivo deste trabalho foi realizar a identificacdo e quantificacdo de célula
caliciformepresenteno ileo de camundongos machos da linhagem C57BL/6 dislipidémicos
que super expressam a apoClIl humana (apoClllI-tg, n=4) e seu respectivo controle, os ndo
transgénicos (normais), que expressam somente sua apoClll fisioldgica (ntg, n=4).
Observamos por meio de quantificacdo da célula caliciforme no ileo destes camundongos
transgénicos, que ndo houve alteragdes em relacdo ao nimero de células, quando comparados
ao seu grupo controle, o0 que ndo caracteriza processo inflamatorio, neste 6rgao.
Palavras-chave: ApoClII. Hipertrigliceridemia. Sistema Digestorio.

Abstract

The gastrointestinal tract (GIT) consists of alimentary tract that extends of the mouth until the
anus and accessory glandular organs that throw their content in the light of this treatment. Its
physiological processes involve the motility, secretion, digestion, absorption of nutrients and
water that pass into the circulation. The lipid metabolism is quite complex and dynamic, any
alteration can cause accumulation of lipids in the blood causing the dyslipidemias leading to
the metabolic syndrome. Lipoproteins are particles of proteins and lipids responsible for the
transport of hydrophobic substances in the hydrophilic medium of plasma, such as:
cholesterol, phospholipids, triglycerides, cholesterol ester. They are classified according to
their size, composition and density, being: QM, VLDL, LDL and HDL. ApoClll is a liver
synthesized apolipoprotein incorporated into the VLDL and intestine incorporated into the
WM. They are considered an inhibitory cofactor for lipoprotein lipase, which hydrolyzes TG
by supplying AGL to cells. Transgenic mice for human apoClIll have absorption and transport
of the compromised lipoproteins, thus being hypetriglyceridemic. Considering that alterations
in the metabolism of lipoproteins can cause morphological alterations, inflammatory
processes and several pathologies such as atherosclerosis, the objective of this work was to
perform the identification and quantification of caliciform cell present in the ileum of
dyslipidemic C57BL / 6 male mice that express super apoClll (apoClll, n = 4) and their
respective control, non-transgenic (normal), which express only their physiological apoCllII
(ntg, n = 4). We observed by means of quantification of the goblet cell in the ileum of these
transgenic mice, that there were no changes in the number of cells, when compared to their
control group, which does not characterize inflammatory process in this organ.

Key-words: ApoClIl. Hypertriglyceridemia. Digestive System.

1. INTRODUCAO
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O sistema digestdrio € complexo e altamente especializado, consiste em um sistema tubular
longo (Trato Gastrointestinal, TGI) que compreende o es6fago, estbmago, intestino delgado
(duodeno, jejuno e ileo) e o intestino grosso (ceco, colon ascendente, colo transverso, colo
descendente, colo sigmoide, reto, canal anal) dispostos em série ao longo do eixo
rostrocaudale cada 6rgdo sucessivo possui caracteristicas morfoldgicas distintas expressando
tipos diferenciados de células Unicas permitindo que o tubo realize funcgdes essenciais de
ingestdo, digestdo, absor¢do de nutrientes, eliminacdo e homeostase metabolica(HEATH,
2010).

A funcdo priméria do sistema digestorio é levar os nutrientes, dgua e os eletrdlitos do
ambiente externo para 0 ambiente interno corporal por meio da digestdo, este processo ocorre
principalmente no limen intestinal por meio de células secretoras epiteliais e glandulas
acessorias (SILVERTHORN, 2017).

A parede do TGI, da parte inferiordo es6fago até o canal anal, possui 0 mesmo arranjo
basico, é formada por camadas de tecido que da parte externa para a interna sdo: tunica
mucosa, tela submucosa, tdnica muscular e tanica serosa. Através do epitélio intestinal ocorre
a captacdo seletiva dos nutrientes e a rejeicdo de agentes nocivos, essa superficie é
amplificada por estruturas denominadas vilosidades as quais aumentam a superficie de
contato para absorcao de nutrientes (TORTORA; DERRICKSON, 2013).

Constantemente renovado, o epitélio intestinal é constituido de células especializadas
como: enterdcitos, células de Paneth e células caliciformes, além de linfécitos intra-epiteliais,
provenientes da lamina prépria, que promovem a protecdo do TGI interagindo com a
microbiota intestinal, bem como com antigenos(ROSS,2016).

As células caliciformes estdo distribuidas entre as diversas células absortivas, séo
menos abundantes no duodeno e aumentam em ndmero em direcdo ao ileo no intestino
delgado. Séo originalmente colunares, assumem morfologia permanente de um célice por sua
continua producdo e acumulo de vesiculas,responsaveis pela producdo de glicoproteinas
acidas do tipo mucinas, formam ligacGes cruzadas entre si para originar 0 muco, protegendo e
lubrificando 0 revestimento do intestino (JUNQUEIRA;
CARNEIRO;ABRAHAMSOHN,2017).

O desenvolvimento de distirbios metabdlicos relacionados a obesidade, metabolismo
lipidico hepatico, processos inflamatorios e alteracbes na funcdo protetorada barreira
intestinal estd diretamente relacionada a populacdo de ceélulas caliciformes presentes no
epitélio intestinal (BENOIT et al.,2014).
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O intestino desempenha um papel crucial na regulacdo da homeostase lipidica por
absorcdo de gordura dietética através de secrecGes enddcrinas de hormoénios e mediadores
imunoldgicos. E responsavel também por sintetizar o quilomicron (QM), lipoproteina
especializada que contém triglicerideos,colesterol e fosfolipideosdietéticos (JATTAN et al.,
2017).

As lipoproteinas plasmaticas sdo estruturas esféricas basicamente constituidas por um
nacleo de lipideos neutros hidrofébicos (ésteres de colesterol e triglicerideos), envoltos por
substancias relativamente hidrofilicas (fosolipideos, colesterol livre e proteinas). O
componente proteico das lipoproteinas é denominado apolipoproteina e séo classificadas
como apoA, apoB, apoC, ApoE e variam no tamanho e na composicdo quimica.
Asapolipoproteinas participam na formacdo de cinco classes de lipoproteinas: QM, HDL
(lipoproteina de alta densidade), LDL (lipoproteina de baixa densidade), IDL (lipoproteina de
baixa densidade) e VLDL (liproproteina de muito baixa densidade) (NOVAK et al., 1996).

A via biologica do metabolismo das lipoproteinas € extremamentecomplexa e inclui
trés etapas importantes de transporte de lipideos no plasma: o ciclo exdgeno, ciclo enddgeno
e o transporte reverso do colesterol em que as gorduras, principalmente o colesterol dos
tecidos, retorna para o figado e as HDL nascentes captam o colesterol ndo esterificado dos
tecidos periféricos pela acdo da lectina colesterol aciltransferase, formando as HDL maduras;
por meio da CETP, ocorre também a transferéncia de ésteres de colesterol da HDL para
outras lipoproteinas, como a VLDL e LDL (FALUDI etal., 2017).

Desde a década de 80, varios modelos animais expressando genes (transgénicos) ou
com auséncia de genes (knockout) que alteram o perfil das lipoproteinas no sangue foram
criados e sdo utilizados até os dias de hoje para a elucidacdo de questbes complexas
relacionando o metabolismo da glicose e dos lipideos. Dentre tais modelos,estdo os da
linhagem de camundongos transgénicos que super expressam o0 gene da apolipoproteina
apoCIll humana sendo assim classificados como transgénicos, tornando-se
hipertrigliceridémicos com altas concentra¢des de acidos graxos livres (AGL) no sangue(ITO
et al.,2009).

A apoClIl é componente de quilomicra e VLDL, sendo o figado o principal local de
sintese e, em menor grau no intestino, € composta por 79 aminoacidos, sendo uma das
apolipoproteinas mais abundantes no sangue, importante co-fator inibitério da LPL.Niveis
elevados desta apolipoproteina alteram a captacdo hepatica e a depuracdo de remanescentes

de lipoproteinas ricas em TG, além de suas funcdes extracelulares, desempenha um papel
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intracelular na promogdo da secre¢do de VLDL-TG a partir do figado. Como resultado,
niveis plasmaticos elevados daapoCllIl estdo associados ao aumento da producdo hepatica de
VLDL-TG e diminuicdo da depuracéo sistémica de lipoproteinas ricas em TG, contribuindo
para o desenvolvimento de hipertrigliceridemia (CHENG et al.,2017).

Camundongos apoCllI-tgn acumulam mais tecido adiposo, aumento de citocinas e
quando tratados com dieta hiperlipidica, desenvolvem esteatose hepatica ndo alcoolica,
desencadeando eventos que determinam a evolucdo da esteatose para inflamacGes e morte
celular, devido aumento no contetdo de glicerolipideos hepéaticos (PAIVA et al.,2017).

Mucinas secretadas pelas células caliciformes intestinais formam uma barreira
protetora importante para o funcionamento do TGI. A reducdo na quantidade de células
caliciformes € um indicativo de processo inflamatério e infec¢bes agudas podendo causar
danos subsequentes a mucosa intestinal (TRUTER et al.,2017).

Em estudo realizado com camundongos C57BL/6 induzidos com dieta hiperlipidica
versus uma dieta com baixa quantidade de gordura, foi possivel observar alteracdes na
producdo e diferenciacdo das células caliciformes presentes no epitélio intestinal destes
animais. As alteracfes na funcdo destas células epiteliais e na morfologia do epitélio
intestinal destes animais tratados com ambas dietas, confirma que alteracBes metabdlicas
estdo diretamente relacionadas a processos inflamatérios (ZHOU et al., 2018).

Considerando que o estudo das estruturas corporais relacionadas as dislipidemias em
humanos é complexa por questdes éticas, 0 camundongo apoClllI-tg tem sido utilizado como
modelo de dislipidemia e tem demonstrado diversas alteracfes morfoldgicas em seus 6rgaos.
Neste estudo foi realizado a identificacdo e quantificacdo de célulacaliciformeno ileo de

camundongos dislipidémicos que super expressam a apoClII-tg humana.

METODOLOGIA

Todos os procedimentos foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Experimentos com Animais da Universidade Estadual de Maringa com registro
CEUA n° 6558180517 e Comissdo Interna de Biosseguranca - CTNBio n° 819/2013
(CONCEA,2013).

Os animais foram distribuidos em grupos, utilizamos 6 camundongos machos, com
180 dias de vida, da linhagem C57BL/6, que super expressam a (apoClll-tg) humana e seus

respectivos controles ndo transgénicos (ntg) que expressam somente sua apoClII fisioldgica.
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Estes animais foram criados e mantidos no biotério setorial do Departamento de
Ciéncias Fisiologicas, em estantes ventiladas (isolados dos outros animais), com livre acesso
a agua e alimento (ragdo balanceada Nuvilab®), ciclo de claro e escuro de 12 horas e
temperatura em 23+1°C.

Ap0s o cruzamento entre 0s animais transgénicos e nao transgénicos obtemos a prole
heterozigota de machos e fémeas, os quais foram separados aos 30 dias. Aos 60 dias de vida,
coletamos o sangue caudal para genotipagem, que consiste em dosar os triglicerideos
plasméticos, com jejum noturno de 12 horas. Foram considerados transgénicos os animais
que apresentam trigliceridemia maior que 300mg/dL e ndo transgénicos abaixo de 100mg/dL
(SALERNO et al.,2007).

Aos 180 dias, os animais foram deixados em jejum de 12 horas, pesados e realizada
coleta de uma gota de sangue caudal para avaliacdo da glicemia (glicosimetro e tiras de
dosagem Optium® Xceed Point of Care). Para as dosagens bioquimicas, os animais foram
exanguinados via retroorbital (ap6s anestesia), momento em que ocorreu a eutanasia. O
sangue foi coletado com anticoagulante EDTA, centrifugado para obtencdo do plasma.
Foram dosados colesterol e triglicerideos plasmaticos com utilizacdo de Kits colorimétricos
(Labtest®) de acordo com as especificacdes dos fabricantes.

A anestesia foi realizada individualmente em camara com isoflurano
(Isoforine®100%). A camara foi preenchida com fluxo de 100% de isoflurano, foram
mantidos por aproximadamente 1 minuto ap6s a sedacdo do animal, garantindo assim um
estado de inconsciéncia e a ndo percepg¢éo da dor pelo animal.

Apbs a coleta do sangue e eutanasia, realizamosa laparotomia e o ileofoi coletado,
fixado em paraformaldeido tamponado e submetido a rotina histolégica. Foram emblocados
em parafina para obtencdo de cortes transversais semi seriados de 4um, em seguida
desparafinados e corados pela técnica de Alcian-Blue (AB 2,5) pH 2,5 para deteccdo de
sialomucinas e sulfomucinas (SANTOS et al.,2018).

Apos a identificagdo, foram quantificadas o total de 2560 células do epitélio da tinica
mucosa do ileo de cada animal, em seguida, as células caliciformes presentes foram contadas,
e calculada a proporcdo de ceélulas caliciformes/100 células epiteliais, nas quais foram
submetidas a técnica histologica e coloracdo Alcian-Blue (AB2,5) pH 2,5 (TREVIZAN et
al.,2016).

As andlises estatisticas foram definidas de acordo com a distribui¢do de dados, assim o

teste D”Agostino-Pearson e/ou de Shapiro-Wilk verificou a distribuicdo dos dados. Aqueles
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com distribuicdo normal foram apresentados pela média * desvio padrdo e comparados entre
0s grupos pelo teste T de Student. Realizou-se testes estatisticos definidos de acordo com a
distribuicdo de dados pelosoftware GraphPad Prism® Version onde os valores de p<0,05

foram considerados estatisticamente significativos.

RESULTADOS

Demonstramos na TABELA | o peso corporal, glicemia, resultado da dosagem
plasméatica de triglicerideos e colesterol. Observamos o0 aumento significativo nas
concentracdes de triglicerideos no grupo transgénico em relacdo ao grupo controle (p<0,05),
confirmando nosso modelo experimental, os demais parametros analisados ndo apresentaram

diferenga significativa.

TABELA I: Peso, Glicemia, Trigliceridemia, Colesterolemia de camundongos C57BL/6 ndo
transgénicos (ntg) e transgénicos (apoClII-tg).

NTG (n=4) ApoCllIl (n=4)
Peso () 23,0£1,5 22,727
Glicose (mg/dL) 127,8+33,4 122,0+23,4
Triglicerideo (mg/dL) 91,0+66,3 595,5+218,3*
Colesterol (mg/dL) 70,8+31,8 99,30+33,4

*=p<0,05, ntg: NaoTransgénico, apoCllI-tg: Transgénico

Foram quantificadas as células presentes em 64 criptas por animal. Os dados obtidos
foram submetidos ao teste T com auxilio do software GraphPadPrism®Version 5.01 e
valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.  Ap6s a  analise
quantitativa, os resultados identificaram que ndo houve alteracdes significativas em relacédo ao
namero de célula caliciforme no ileo dos camundongos que super expressam a apoCllil
Humana (7,9+1,7 células/cripta) em relacdo ao mesmo segmento em animais ndo transgénicos

(6x1células/cripta) como mostra o grafico representado na figura 01.
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FIGURA 01: Namero de CCs presentes em 100 células epiteliais e micrografia da coloragdo Alcian
Blue 2,5 de ileo de camundongos C57BL/6 que super expressam a apoClllI humana e seus controles, 0s

ndo transgénicos. A seta indica as células caliciformes.

3.1 DISCUSSAO

A hipertrigliceridemia considerada um tipo comum de dislipidemia,relacionadas
principalmente com o metabolismo das lipoproteinas plasmaticas, podem afetar
significativamente o processo de acumulo de gordura corporal. Estudo realizado com
camundongos transgenicos indicam que a super expressdo da apoClll leva a obesidade
guando induzida por dieta a partir de lipoproteinas ricas em TG, fator de risco para
aterosclerose e doengas cardiovasculares(RAPOSO et al., 2015).

O TGI é essencial ndo apenas para ingestdo e absorcdo de nutrientes, mas também
para a imunidade, realizando fungdo de barreira evitando que bactérias e endotoxinas no
limen do TGI entrem na circulagdo sanguinea. A diminuicdo da proliferacdo de células
caliciformes e secrrecdo do muco leva ao mau funcionamento da barreira intestinal e induz
infeccdo enterogénica, que pode levar a graves infeccoes sistémicas (ISHII et al., 2009).
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Ressaltamos ainda que o epitélio intestinal composto por células especializadas,
forma uma barreira fisica e bioquimica e a desregulacédo da funcéo dessa barreira, pode gerar
0 aumento da permeabilidade por meio da mucosa intestinal contribuindo para a ativagédo
imunoldgica local e sistémica. Quando h& permeabilidade intestinal e ativacdo do sistema
imune, podem ocorrer disfungdes e processos inflamatoérios intestinais (ANDRADE et al.,
2015).

Em estudo realizado com foco nos parametros metabodlicos e intestinais, foram
analisadas amostras do plasma, figado, tecido adiposo branco, duodeno, jejuno e colon de
ratos durante dieta rica em gorduras, especificamente creme lacteo, foi possivel observar
alteracdes de duas populacdes de células envolvidas na funcéo protetora do epitélio intestinal
(células caliciformes e células de Paneth) implicando diretamente na composicdo da
microbiota intestinal( BENOIT et al., 2014).

Poucos estudos relacionam o TGI a super expressao apoClll, entretanto é digno de
nota que o intestino é o principal fornecedor de nutrientes do organismo e que existe uma
guantidade consideravel de evidéncias que demonstram o controle metabolico direto e
antecipatorio iniciado pelo intestino (FANDRIKS, 2016).

Em nosso estudo observamos que ndo houve alteracdo significativa nas células
caliciformes destes camundongos, porém, em estudo onde foi investigado as alteracdes do
intestino de ratos no qual foram submetidos a ingestdo de dieta hiperlipidica,foi possivel
evidenciar alteraces na fungdo e diminuigdo no numero de células caliciformes, alterando
também a permeabilidade intestinal, sugerindo que essa disfuncdo experimental pode ser um
fator predisponente para o desenvolvimento de doencas inflamatdrias intestinais (LEE et
al.,2017).

CONCLUSAO

Assim conclui-se em nosso estudo, através de analise histoldgica, que a dislipidemia
causada por alteracdes genética da apoClIl humana ndo alterou a quantidade de nimero das
celulas caliciformes no intestino destes animais.

Atribuimos este fato, ao intestino ter mecanismos de controle metabodlico e
adaptacdo, porém, este € apenas um parametro avaliado, novos estudos estdo sendo realizados
para elucidar se asuper expressdo da apoClllhumana pode levar a alteragcfes em outros

componentes intestinais.
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