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RESUMO

A falta de estimulacdo proteica modifica a arquitetura da mucosa intestinal e compromete a
matura¢do do tecido linfoide associado ao intestino, porém ainda ndo esta esclarecido se a
presenca de linfocitos convencionais interfere nesse processo. Camundongos da linhagem
C57BL/6 e C57BL/6 deficientes para a enzima RAG (RAG-/-) foram alimentados apds o
desmame com dietas experimentais AIN93G contendo 15% de caseina ou 15% aminoacidos
livres, com o intuito de avaliar os seus efeitos no desenvolvimento da resposta imune e na
arquitetura da mucosa intestinal. Independente da dieta consumida, os animais RAG-/- ganharam
menos peso quando comparados ao grupo controle e nenhum grupo apresentou acumulo
substancial de tecido adiposo. Animais C57BL/6 alimentados com a dieta de aminoacidos livres
revelaram niveis maiores de IgM sérica quando comparados com os C57BL/6 que consumiram a
AIN93G. A dosagem de sIgA fecal no sobrenadante e a morfometria das vilosidades ndo
apresentaram diferencas significativas entre os grupos. Além disso, o consumo da AIN93G
aumentou a presenca de células caliciformes duodenais e colonicas em animais C5S7BL/6 quando
comparados com RAG-/-. Ainda, independente da dieta ingerida, animais C57BL/6 apresentaram
maior numero de linfocitos intraepiteliais quando comparados ao RAG-/-. Assim, ¢ possivel
concluir que a auséncia de linfocitos pode dificultar o ganho de peso, aumentando a secre¢do de
IgM e diminuindo a presenca de células caliciformes e de linfécitos intraepiteliais, independente

da dieta consumida.

Palavras chave: Resposta imune; Dieta; GALT
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1. INTRODUCAO

O estado nutricional de um individuo € capaz de modular a sua resposta imune dado ao
fato que os nutrientes desempenham um amplo papel no desenvolvimento e na manutengdo da
homeostase do sistema imune (FARIA et al., 2013). A exposi¢do aos antigenos da dieta através
da alimentacdo e antigenos da microbiota desencadeiam uma resposta imune ndo inflamatoria
caracterizada pela tolerancia imunologica com efeitos sistémicos e locais (FARIA; WEINER,
2005).

Durante a digestdo de macromoléculas no intestino delgado ocorre a estimulagdo de um
perfil imunologico por antigenos da dieta, concomitante a algumas proteinas dietéticas intactas ou
parcialmente degradadas que podem ser absorvidas e levadas para o sangue, gerando uma
resposta imune ao alcangar 6rgdos sistémicos, tanto em humanos quanto em camundongos
(FARIA et al., 2013). Apenas peptideos contendo oito residuos de aminoacidos ou mais podem
ser apresentados através do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) (SOUZA, 2016).
Sendo assim, devido ao pequeno tamanho molecular, os aminodcidos em sua forma livre ndo sdo
apresentados na fenda do MHC e, portanto, ndo séo considerados moléculas antigénicas (FARIA
et al., 2013), indicando que a forma de administragio proteica pode influenciar a resposta imune.

O tecido linfoide associado ao intestino (gut associated lymphoid tissue - GALT) compde
o sistema imune do intestino sendo formado por um perfil celular especial que favorece a
manutengdo de um ambiente tolerogénico ao discriminar e responder apropriadamente aos
antigenos (WEINER et al., 2011).

Os linfocitos intraepiteliais (intraepithelial lymphocytes - IEL) constituem uma populagio
heterogénea de linfocitos T distribuidos entre os enterdceitos do intestino delgado e sdo capazes de
responder aos antigenos do limen, atuando assim na manuten¢do da barreira e da homeostase

intestinal (SOUZA, 2016). Além disso, ha outros tipos celulares, como, por exemplo, as células



caliciformes responsaveis pela producdo de muco que constitui a primeira linha de defesa contra
componentes microbianos (SOUZA, 2016).

As imunoglobulinas (Ig) sdo moléculas circulantes importantes na defesa contra antigenos
(VAZ; CARVALHO, 2009) e possuem suas classes e fungdes definidas pela estrutura de sua
cadeia polipeptidica pesada (MURPHY; TRAVERS; WALPPORT, 2010). A IgM ¢ uma classe
produzida durante o desenvolvimento da célula B, expressa no inicio da resposta imune, antes de
ocorrer hipermutag@o somatica (diversificagdo de classes) e maturacdo por afinidade. A troca de
isotipo das Igs ocorre apos a estimulag@o das células B por algum antigeno pelo mecanismo de
recombinacdo genética (MURPHY; TRAVERS; WALPPORT, 2010), como, por exemplo, a
imunoglobulina A secretéria (sIgA) que possui efeitos locais na mucosa intestinal (FARIA et al.,
2013).

O desenvolvimento de projetos experimentais pode contar com o sistema in vivo que
proporciona condi¢des naturais, envolvendo animais, como, por exemplo, camundongos,
empregados na maioria das pesquisas em imunologia por possuir similaridade genética a
humanos (KINDT; GOLDSBY; OSBORNE, 2008). Além disso, estes animais podem ter
facilmente seu genoma manipulado (CHORILLI; MICHELIN; SALGADO, 2007) para avaliar
alteragOes especificas. Um exemplo ¢ a linhagem RAG knockout (RAG-/-), que € incapaz de
gerar linfocitos B e T especificos, uma vez que ndo possuem os genes RAG que codificam
enzimas com papel importante no rearranjo e recombinagdo dos genes de imunoglobulina e
moléculas receptoras de linfocitos T durante o processo de recombinagio genética (recombinagao
VDJ) (CHAGAS JUNIOR, 2014).

De modo auxiliar, dietas experimentais sdo utilizadas em ensaios laboratoriais com
animais para avaliar altera¢des diversas, inclusive no sistema imune da mucosa intestinal. Desta

forma, Reeves, Nielsen e Fahey (1993) descreveram a dieta growth do American Institute of



Nutrition (AIN-93G), recomendada entre as dietas experimentais por apresentar a férmula
indicada para as fases de crescimento de camundongos, podendo ser amplamente utilizada em
diferentes aplica¢des devido a facilidade de adaptagio ao protocolo especifico.

Alguns trabalhos ja avaliaram os efeitos dessas dietas em camundongos CS7BL/6,
observando que a matura¢do do sistema imune nesses animais ¢ prejudicada apos a ingestdo,
além de provocar altera¢des intestinais como a redugdo das células caliciformes e IELs

(MENEZES et al., 2003; SOUZA, 2016).

2. OBJETIVOS

Avaliar os efeitos da dieta contendo aminoécidos livres comparada a dieta de proteinas
intactas na resposta imune sistémica e de mucosa intestinal em camundongos na auséncia de
linfécitos, e verificar se os efeitos da presenga da proteina da dieta na resposta imune sdo

dependente dos linfocitos convencionais.

3. METODOLOGIA
3.1. Animais

Camundongos C57BL/6 (n=6) e CS7TBL/6 knockout para a enzima RAG (n=13) (4 a 6
semanas de idade) com livre acesso a agua e alimentagdo foram agrupados de acordo com o sexo
e mantidos em micro isoladores coletivos do biotério do Laboratorio de Imunobiologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte,
Minas Gerais. Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob

protocolo nimero 335/2017.



3.2. Dieta experimental
Apdés o desmame, os animais foram alimentados durante 11 semanas com dietas
experimentais AIN93G (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993) contendo 15% de caseina ou 15%

aminoacidos livres (Rhoster Industria e Comércio Ltda., SP, Brasil) (MENEZES et al., 2003).

Semanas | i s
0 4 11
Nascimento Desmame e inicio Sacrificio
da dieta (Analise sorologica e
(AIN93G ou AA) histologica dos vilos
intestinais)

Figura 1: Delineamento experimental. Fonte: Elaborada pela autora.

As dietas possuem a composi¢do nutricional semelhante, diferenciando-se apenas na fonte
proteica, em que a AIN93G possui a caseina na forma intacta e a dieta de aminoécidos (AA)
dispde de aminoacidos livres em substitui¢do proporcionalizada da caseina (Tabela 1). A
distribui¢do foi realizada em forma de pellet, que consiste em uma opera¢do de moldagem, na
qual particulas finas sdo aglomeradas em uma forma compacta, visando reduzir o desperdicio e

facilitar a preensdo e mastigagdo do alimento pelo animal (FARIAS, 2010).



Tabela 1: Composicao dietética das dietas utilizadas AIN93G e aminoacidos livres (AA)

Dietas/ingredientes AIN93G AA
Amido de milho 397,486 397,486
Caseina lactea 150 -
Blender AA RN9526A - 150
Amido dextrinizado 182 182
Sacarose (agucar cristal) 100 100
Oleo de soja 70 70
Celulose MC - 101 50 50
Mix mineral AIN-93G 35 35
Mix vitamina 10 10
L-cistina 3 3
Bitartarato de colina 2,5 2,5
Tert-butylhydroquinone (BHT) 0,014 0,014
Total (g) 1000 1000
Kcal/g 3,9 3,9
Composic¢ao centesimal (%)

Carboidratos 69 69

Proteinas 15 15

Lipideos 16 16

Fonte: Reeves, Nielsen e Fahey (1993 — Adaptada).

3.3. Peso corporal

Os animais foram pesados semanalmente no mesmo dia e horario, em fluxo laminar para
evitar possiveis contaminagdes. Manteve-se a temperatura local em aproximadamente 26°C,
proporcionando a manutenc¢do da temperatura corporal dos animais constante. O peso médio de

cada grupo foi avaliado e expresso através da curva de crescimento.



3.4. Obtencao do Soro

Os animais foram anestesiados utilizando 100 uL. de solug¢do de 25% de Cloridrato de
Quetamina e 25% Xilazina diluidas em 50% de salina fisiologica, aplicada via intraperitoneal. O
sangue foi coletado através de pulsdo cardiaca, transferido para microtubos e centrifugados a
12000 rpm por 20 minutos para separagdo do soro, seguido da coleta e armazenamento a -20°C

para analises posteriores.

3.5. Indice de adiposidade

Para avaliar obesidade nos animais foi utilizado o indice de adiposidade. Antes do
sacrificio, os camundongos foram pesados e, apos a coleta do sangue, o tecido adiposo
epididimal foi retirado e pesado (PEREIRA et al., 2018). Em seguida, realizou-se o seguinte

calculo:

peso dao tecido adiposo epididinal

Indice de Adiposidade=
pesa carparal final

3.6. Avaliacio da sintese de IgA secretoria (sIgA)

Apbés o sacrificio dos animais, as fezes foram coletadas no célon, pesadas e
homogeneizadas em 100 mg/mL de tampao salina-fosfato (PBS). As anélises foram realizadas de
acordo com o protocolo de Torres (2018). Para avaliar os niveis de sIgA, anticorpo de cabra anti-
imunoglobulinas totais de camundongos 1 mg/mL (Southern Biotechnology) foi diluido
(1:10.000) em tampdo carbonato (pH 9,6). A reagdo teve como controle positivo (padrido)
anticorpos purificados IgA (10 ug/mL) (Southern Biotechnology) de camundongo em uma
diluigdo 1:10 em PBS-caseina e como controle negativo utilizou-se somente PBS-caseina. Foi

considerado como limite de detec¢do a concentragdo 12,5 pg/mL.



3.7. Ensaio Imunoenzimatico para medida de IgM

Amostras de soro dos animais foram utilizadas para avaliar os niveis de IgM produzidos
apos a ingestdo das dietas, segundo o protocolo de Souza (2016). Anticorpo de cabra anti-
imunoglobulinas totais de camundongos 1 mg/mL (Southern Biotechnology) foi diluido (1:4.000)
em tampdo carbonato (pH 9,6). A reacdo teve como controle positivo (padrdo) anticorpos
purificados IgM (15 pg/mL) (Southern Biotechnology) de camundongo em uma dilui¢do 1:10 em
PBS-caseina e como controle negativo, somente o PBS-caseina. Foi considerado como limite de

detec¢do a concentragdo 37,5 pg/mL.

3.8. Analise Histologica do Intestino Delgado

Ap0s o sacrificio, os intestinos dos animais foram retirados e fragmentados em duodeno e
colon, conforme descrito por Souza (2016), e para confec¢do das laminas foi utilizado o
protocolo de Silva (2010). As imagens do intestino foram capturadas por uma microcamera JVC

TK-1270/RGB nos aumentos de 100x e 200x.

3.9. Morfometria das vilosidades

Para avaliagdo morfométrica dos vilos foi utilizado o programa /mage/ e as imagens
capturadas no aumento de 100x a partir da regido basal do vilo até seu apice através de laminula
milimetrada, descontando-se as criptas (SILVA, 2010). Foram selecionados dois vilos integros
por seccdo histolégica em dez campos diferentes, sendo o resultado final apresentado como

meédia de vinte vilosidades/animal.
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Figura 2: Exemplo do campo utilizado para analise morfométrica dos vilos intestinais.

Fonte: A autora.
3.10. Quantificacio de células caliciformes

As células caliciformes do duodeno e do colon foram identificadas nas imagens
capturadas das 1aminas histologicas coradas pela técnica hematoxilina-eosina (HE) (MELLO et
al., 2012) em aumento de 100x com auxilio do programa Image.J, as quais foram selecionadas
através de diferentes pixels (SILVA, 2010). Foram consideradas todas as células caliciformes
presentes nos vilos do duodeno (desconsiderando-se as criptas) de dez campos diferentes em cada
animal, assim o resultado final é apresentado como a média de células caliciformes por animal.
Considerou-se 500 um de superficie do colon (TORRES, 2018) de dez sec¢des histoldgicas
distintas em cada animal, de modo que o resultado expressa a média de células caliciformes em

500 um/superficie do colon por animal.

3.11. Quantificacio de linfocitos intraepiteliais (IELs)
Os IELs foram identificados no aumento de 200x em microscopio de luz pela sua

localizagdo basal em relagdo aos nucleos dos enterdcitos e por apresentarem pequeno halo claro
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de citoplasma ao redor de seu denso nucleo esférico e regular (SILVA, 2010). Para a
quantificagdo dos IELs com auxilio do programa /mageJ, foram consideradas 100 células
epiteliais por cada dez fragmentos distintos de cada animal, ndo incluindo células caliciformes. O

resultado € apresentado como a média de IELS em relagdo a 100 células epiteliais.

3.12. Analise Estatistica
Para as avaliagGes estatisticas entre as variaveis utilizou-se o Teste 7 de Student e ANOVA

considerando-se o nivel de significancia p < 0,05.

4. RESULTADOS

Ao longo das onze semanas, o ganho de peso dos animais foi monitorado, observando-se
diferencga significativa (p<0,05) a partir da terceira semana quando comparamos os camundongos
RAG-/- alimentados com a dieta AIN93G com os animais controle (Figura 3A), sendo mantida
até o dia do sacrificio. Ja os animais alimentados com a dieta de aminoacidos, por sua vez,
apresentaram diferenca significativa (p=0,001) a partir da quinta semana (Figura 3B).
Simultaneamente, nenhum dos grupos analisados apresentou acumulo substancial de tecido
adiposo avaliado pelo indice de adiposidade (Figura 3C), ou seja, os animais ndo estavam obesos

(p>0,05).
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Figura 3: Curva de ganho de peso corporal e indice de adiposidade. Ganho de peso corporal de
camundongos C57BL/6 e C57BL/6 RAG-/- alimentados com dieta controle AIN93G ou dieta AA
foi monitorado durante 11 semanas (A e B). Indice de adiposidade ¢ expresso pelo peso do tecido
adiposo epididimal/peso corporal final (C). Barras representam valores (média + desvio padrio)
de um grupo (n = 3); (*) representa a diferenga entre os grupos: *p<0,05 **p=0,001 ***p=0,0001

####20,0001. Fonte: Elaborada pela autora.

Para evidenciar a presenca de anticorpos especificos no soro dos animais foram
considerados apenas os animais C57BL/6, dado que, a quantifica¢do das Ig analisadas em RAG-/-
(controle negativo) ndo foi significativa (dados ndo mostrados), corroborando com a nao
producdo de imunoglobulinas devido a incapacidade de gerar linfécitos B.

Os animais C57BL/6 alimentados com AA produziram maiores niveis de IgM sérica
(p=0,0039) quando comparada aos animais alimentados com dieta AIN93G (Figura 4A). Em
relacdo aos niveis de IgA no sobrenadante do homogeneizado das fezes, ndo foi observada

diferenca significativa (Figura 4B).
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Figura 4: Concentragido total de imunoglobulinas IgM (A) e sIgA (B) séricas e nas fezes de
camundongos C57BL/6 alimentados com dieta controle AIN93G ou dieta AA. Barras
representam valores (média + desvio padrdao) de um grupo (n=3); (*) representa a diferenca entre

os grupos (Teste 7 de Student bicaudal). Fonte: Elaborada pela autora.

A morfometria das vilosidades ndo apresentou diferenga significativa entre os grupos
avaliados (Figura 5).

400-
3004 - Ja

2004 L4
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S
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o
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C57BL/6 RAG--~ C57BL/6 RAG--
AIN93G  AIN93G AA AA

Figura 5: Morfometria das vilosidades do duodeno de camundongos C57BL/6 alimentados com
dieta AIN93G (n=3) ou dieta AA (n=6) e RAG-/- alimentados com dieta AIN93G (n=3) ou dieta
AA (n=7). Barras representam valores (média + desvio padrdo) de um grupo. Fonte: Elaborada

pela autora.
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A analise histologica também consistiu na quantificagdo de células caliciformes e de IELs
no duodeno desses animais conforme apresentado nas Figuras 6 e 7, respectivamente. Foi
possivel observar que os animais C57BL/6 que consumiram a dieta AIN93G revelaram maior

quantidade de células caliciformes no duodeno (p=0,0041) (Figuras 6A e 6E).
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AINS3G AINS3G  AA AA

Figura 6: Analise morfologica duodenal. Fotomicrografias da morfologia das vilosidades do
duodeno e das cé€lulas caliciformes (setas) de camundongos C57BL/6 alimentados com dieta
AIN93G (n=3) (A) ou dieta AA (n=3) (B), e RAG-/- alimentados com dieta AIN93G (n=6) (C)

ou dieta AA (n=7) (D). Representagdo grafica da quantificagdo de células caliciformes no
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duodeno (E). Barras representam valores (média + desvio padrdo) de um grupo; (*) representa a

diferenga entre os grupos (Teste ANOVA). Fonte: Elaborada pela autora.

Com a quantificac¢do de IELs (Figura 7), observou-se que, independente da dieta ingerida,
os animais C57BL/6 (Figuras 7A e 7B) possuem maior numero de IELs (Figura 7E) quando

comparados ao RAG-/- (p=0,0003).
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Figura 7: Analise morfologica duodenal. Fotomicrografias da morfologia das vilosidades do
duodeno e dos linfocitos intraepiteliais (setas) de camundongos C57BL/6 alimentados com dieta
AIN93G (n=3) (A) ou dieta AA (n=3) (B), e RAG-/- alimentados com dieta AIN93G (n=6) (C)
ou dieta AA (n=7) (D). Representacdo grafica da quantificagdo dos linfocitos intraepiteliais no
duodeno (E). Barras representam valores (média + desvio padrdo) de um grupo; (*) representa a
diferenca entre os grupos (Teste ANOVA). Fonte: Elaborada pela autora.

As células caliciformes do célon também foram quantificadas, apresentando diferenca
significativa (p=0,0057) (Figura 8E) entre os animais C57BL/6 que consumiram a dieta AIN93G

(Figuras 8A e 8B) em comparagdo aos animais RAG-/- alimentados com a mesma dieta.
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Figura 8: Andlise morfologica colonica. Fotomicrografias da morfologia das vilosidades do
colon e das células caliciformes (setas) de camundongos CS57BL/6 alimentados com dieta
AIN93G (n=3) (A) ou dieta AA (n=3) (B), e RAG-/- alimentados com dieta AIN93G (n=6) (C)
ou dieta AA (n=7) (D). Representagdo grafica da quantificagdo de células caliciformes no colon
(E). Barras representam valores (média + desvio padrdo) de um grupo; (*) representa a diferenca

entre os grupos (Teste ANOVA). Fonte: Elaborada pela autora.
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5. DISCUSSAO

Os dados obtidos demonstraram que os animais do grupo controle (C57BL/6) apresentam
ganho de peso corporal maior quando comparados aos RAG-/- independente da dieta ingerida. O
menor peso corporal apresentado pelo RAG-/- pode ser devido a caracteristica dos animais de
serem homozigotos (NEGRINI, 2018).

Em estudos realizados com animais C57BL/6 alimentados com as dietas AIN93G e AA
observou-se que os mesmos apresentam crescimento corporal normal durante oito semanas, bem
como alteracdes imunoldgicas, sugerindo que estas ndo decorrem de variagdes no estado
nutricional dos animais, uma vez que a dieta contendo aminoacidos livres € capaz de manter o
crescimento corporal normal de camundongos adultos, demonstrado pela curva de crescimento
semelhante entre os grupos (MENEZES et al., 2003; SOUZA, 2016).

A auséncia das proteinas na dieta interfere na produgdo de imunoglobulinas, indicando a
importancia dos estimulos antigénicos dietéticos para produgdo de imunoglobulinas séricas e
sIlgA (SOUZA, 2016). Com o objetivo de analisar os efeitos do consumo de dieta contendo
aminoacidos livres relacionados a reducdo da carga antigénica de proteinas na dieta em animais
C57BL/6 adultos em situages fisiologicas, Souza (2016) também utilizou as dietas
experimentais AIN93G e AA. Apds uma semana, os animais que consumiram aminoacidos livres
apresentaram niveis menores de IgA sérica, sendo que a IgM s6 se apresentou menor neste grupo
apos quatro semanas de consumo. Ainda, Menezes (2001) observou redugdo significativa na
concentragdo de imunoglobulinas séricas totais e nos niveis de sIgA em amostras do lavado
intestinal de camundongos alimentados com dieta de aminoacidos quando comparados ao grupo

controle que consumiu a dieta AIN93G. Porém, a enumeragdo celular no bago e na medula Ossea



19

demonstrou que ha mais células secretando IgM nos animais que consumiram a dieta AA,
indicando que ndo ocorre a mudanga de isotipo para IgG e IgA.

Dessa forma, ¢ provavel que a falta de estimulos pelas proteinas da dieta altere o processo
de ativacdo dos linfocitos B em sitios de producdo de imunoglobulinas efetoras (producdo de IgG
e IgA) conforme observado no presente estudo, no qual os animais C57BL/6 alimentados com
AA produziram niveis elevados de IgM sérica quando comparados aos animais alimentados com
dieta AIN93G. A formagdo de IgM resulta de contatos estabelecidos com auto-antigenos e
indicam uma atividade interna e autdbnoma do sistema imune independente de estimulos externos
(MENEZES, 2001).

Importante ressaltar que a IgA secretoria pode contribuir para a manutengdo da barreira e
da homeostase da mucosa intestinal (TORRES, 2018) e, assim, o contato antigénico dietético ou
com bactérias da mucosa intestinal pode desencadear uma reposta imune local com producdo de
IgA secretoria aumentada (WEINER et al., 2011). Uma vez secretada, a IgA torna-se parte da
matriz do muco atuando como um anticorpo neutralizante, capaz de se ligar a toxinas e receptores
de adesdo de microrganismos presentes no lumen (TORRES, 2018).

Os dados obtidos também se assemelham com os encontrados por Souza (2016),
confirmando que ha diferengas quantos aos niveis de sIgA no lavado do intestino delgado, apesar
de observarem que no colon, o consumo de dieta contendo aminoacidos livres promoveu
aumento da sIgA apds quatro semanas quando comparado ao grupo caseina. Menezes (2001)
também analisou a sIgA no lavado do intestino delgado e observou que os niveis estavam
significativamente reduzidos em camundongos que consumiram a dieta AA em comparagio aos
animais controle alimentados com a AIN93G.

A diferenga na produgdo de sIgA pode estar associada com alteragdes na quantidade de

células intestinais e suas fungdes. Menezes et al. (2003) sugeriram que a atividade das células da
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lamina propria estava pouco desenvolvida nos animais C57BL/6 que consumiram a dieta AA
percebendo, de maneira similar ao observado neste estudo, que houve uma redugdo no numero de
células caliciformes e de IELs no intestino delgado desses animais em compara¢do com o
consumo da AIN93G.

A morfometria dos vilos intestinais ndo mostrou diferenga entre os grupos, embora
Menezes et al. (2003) e Souza (2016) tenham observado que consumo da dieta AA pelos animais
C57BL/6 provocou alteracdes morfologicas no duodeno, representadas pelo aumento no
comprimento dos vilos, além do aspecto mais liso quando comparados ao grupo AIN93G. Um
estudo anterior mostrou que o padrdo morfologico das vilosidades observado nos camundongos
que consumiram a dieta de aminoacidos livres ¢ semelhante ao de animais recém-desmamados,
ou seja, antes da introducdo da dieta, demonstrando que as proteinas dietéticas participam da
maturagdo da mucosa intestinal (MENEZES, 2001).

Em seu estudo, Menezes (2001) também analisou a morfologia intestinal de camundongos
BALB/C da linhagem SCID, que ndo possuem linfocitos, assim como os RAG-/-, € observou um
alongamento das vilosidades, propondo que a auséncia ou a diminuig@o de linfocitos no intestino
seja responsavel pela mudanca na morfologia dos vilos. Contundo, em nosso estudo, a analise
morfométrica dos vilos dos animais RAG-/- e C57BL/6 ndo apresentou diferenca significativa.

O cdlon, por sua vez, apresenta um numero maior de células caliciformes em relagdo ao
intestino delgado, devido a sua fungdo fisioldgica distinta exercida pela mucosa. A producdo de
muco neste local facilita a progressdo do conteido fecal e atua na prote¢do quimica contra a
agressdo ocasionada por antigenos, toxinas e enzimas digestivas existentes no lumen (SOUZA,
2016). Observamos que a dieta de aminoacidos livres induziu no colon a mesma redugdo no
namero de células caliciformes apresentada no duodeno, que acompanhada pelo maior infiltrado

celular e edema da camada submucosa evidencia a hipdtese explicativa de Souza (2016) para o
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estado pro-inflamatério percebido apds o consumo da dieta AA. Com isso, € possivel que a
retirada das proteinas intactas da dieta tenha contribuido para o agravamento da inflamagao
intestinal, a qual ocorreu em virtude da ativagdo de receptores no intestino (mTOR) pela dieta
com aminoacidos livres (SOUZA, 2016).

De maneira interessante, camundongos C57BL/6 que consumiram a dieta AA desde o
desmame foram capazes de recuperar os efeitos desse consumo apos serem alimentados com a
dieta AIN93G, ou seja, reverteram os efeitos imunologicos da privagdo proteica, sugerindo que
estes efeitos sdo reversiveis. Estes resultados indicam que a intervengdo terapéutica pode
restaurar a fungdo imunoldgica (AMARAL et al., 20006).

A literatura dispde de poucos relatos sobre os efeitos de dieta contendo aminoécidos livres
em camundongos RAG-/- alimentados. Ainda assim, alguns estudos relatam que esses animais
exibem menor comprimento do vilo e uma perda de células caliciformes ao longo de todo o
comprimento do intestino delgado e no colon quando comparados a outros animais knockout
(OSTANIN et al., 2006).

Dessa forma, sugerimos que a auséncia de linfocitos, caracteristica apresentada em RAG-
/-, possa estar interferindo no processo inflamatorio, uma vez que a inflamag@o do intestino

delgado desses animais ¢ minima ou ausente (OSTANIN et al., 20006).

7. CONCLUSAO
As proteinas da dieta contribuem para a maturagio do sistema imune de mucosa, sendo a
presenca de linfécitos convencionais fundamental para que as proteinas atuem como antigenos e

favoregam a constitui¢do morfologica da mucosa intestinal.
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Além disso, a falta de estimulos antigénicos na dieta pode influenciar na troca de isotipos
de Igs interferindo na resposta imune adaptativa e, na auséncia de linfécitos convencionais, pode

ocorrer o comprometimento do ganho de peso.
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