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RESUMO

Os mastécitos estdo localizados na maior parte do trato digestorio; essas células
possuem varias fungdes associadas a processos alérgicos mediados por IgE, além
disso, os mastocitos parecem contribuir para o desenvolvimento fisiolégico de varios
tecidos, bem como participam de processos patoldgicos nao alérgicos. Nesse sentindo,
ha relatos do envolvimento dos mastdcitos na instalacdo de fibrose em diversas
doencgas. A ingestao de dietas ricas em lipideos se tornou muito comum no ocidente, e
a literatura cientifica tem relatado os efeitos deletérios desse tipo de alimentagao.
Contudo, pouco é conhecido sobre o impacto em filhos que foram gerados em maes
com esse habito alimentar. Dessa forma, como a ingestdo de elevados teores de
lipideos pode produzir modificacdes de longo prazo na prole, fendmeno denominado de
programacao fetal (fetal programming), objetivamos no presente estudo quantificar a
populagcdo mastocitaria e de fibras colagenas no trato gastrointestinal da prole de ratas
Wistar alimentadas com uma dieta constituida por 40% de lipideos (durante a gestagao
e lactacao), 30 dias apdés o nascimento. Ratas do grupo controle receberam dieta
padréo constituida por 3,5% de lipideos. Observamos uma redugao na densidade
mastocitaria apenas no jejuno de filhos de maes que consumiram dieta hiperlipidica,
contudo, o conteudo de fibras de colageno tipo I, colageno tipo Il e colageno total ndo
foi modificado. Portanto, a dieta hiperlipidica materna induziu programacao fetal na
prole, afetando especificamente sua populagdo mastocitaria no intestino delgado.
Contudo, ao menos 30 dias apdés o nascimento, a reducdo da populagdo mastocitaria

nao produziu impacto funcional quanto a matriz colagena jejunal.

Palavras-chave: Colageno. Trato gastrointestinal. Mastocito. Programacao fetal.



ABSTRACT

Mast cells can be found in all parts of the gastrointestinal tract; these cells have several
functions associated with allergic processes commonly mediated by IgE, in addition, mast
cells seem to contribute to the physiological development of various tissues, as well as in
non-allergic pathological processes. In this respect, mast cells activity appears to induce
fibrosis in several diseases. The intake of high-fat diets has become common in the
occident; however, despite its deleterious effects have been extensively reported and
studied, little is known about the impact of such eating habit to children from mothers that
ingested a high-fat diet during gestation. This is an important issue, since maternal
ingestion of high levels of lipid can produce long-term changes in the offspring, a
phenomenon called fetal programming, thus, the present study aimed at characterizing the
mast cell population and collagen fibers in the gastrointestinal tract of 30 days old offspring
from Wistar rat dams fed a 40% lipid diet during gestation and lactation. Control dams
were submitted to a normolipid diet (3.5% of lipids). We observed a reduction in mast cell
density only in the jejunum of offspring from mothers on a high-fat diet, however, the
content of type I, type Il and total collagen was not altered. Therefore, maternal high-fat
diet induced fetal programming in the offspring, particularly affecting the small intestine
and its mast cell population. At least 30 days after birth, a reduction in the mast cell

population did not show any functional impact concerning the jejunal collagen matrix.

Keywords: Collagen. Gastrointestinal tract. Mast cell. Fetal programming.
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1. INTRODUGAO
1.1 Mastécitos: trato gastrintestinal e fibrose.

Os mastécitos sao células granuladas que residem em todos os tecidos
vascularizados do organismo (Figura 1). Sdo derivados de células-tronco hematopoiéticas
e circulam em baixa concentracdo no sangue até migrarem para os tecidos, local onde
sofrem diferenciacéo e maturagao (A S KIRSHENBAUM et al., 1991) (BISCHOFF, 2007).

Figura 1. Fotomicrografia evidenciando a presenga de mastocitos no jejuno.

Lamina corada com azul de toluidina e observada utilizando-se lente objetiva de 40X. As setas indicam os
mastocitos.
Fonte: (O Autor).

Os mastdcitos sdo células que apresentam importante funcido na defesa do
organismo contra patdgenos e na imunorregulagdo. Assim, sua presenga no trato
gastrointestinal € um achado comum e esperado, ja que a mucosa do aparelho digestorio
representa a maior interface entre o meio externo e interno e esta constantemente
exposta a diferentes agentes. Os mastdcitos apresentam muitas fungdes no trato
gastrointestinal, de fato, sdo capazes de influenciar o fluxo sanguineo, a secrecéo de
agua e de eletrolitos, participam na mediagao da dor, entre outras fungdes (Tabela 1). Os
mastocitos podem ser encontrados em todas as camadas do trato gastrointestinal,
concentrando-se na lamina prépria da mucosa e na submucosa (ALBERT-BAYO et al.,
2019). A migragdo que permite a residéncia dos mastdcitos no trato gastrointestinal é

inteiramente dependente da expressao da integrina as37 (ABONIA et al., 2005).



Tabela 1. Papel fisiol6gico dos mastdcitos no trato gastrointestinal.
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Fungo epitelial Fungdo endotelial Influxo de células | Fungdo Reparo tecidual. Defesa do
para o tecido. neuroentérica. hospedeiro  a
patdgenos
- Secre¢do de agua e | -Fluxo sanguineo. -Neutrofilos -Peristaltismo -Cicatrizagdo de | -Bactérias
eletrolitos. -Contragdo do vaso. -Eosinofilos -Mediagdo de dor feridas -Virus
- Jungdo - integridade | -Permeabilidade- -Linfécitos -Fibrose -Parasitas
da barreira epitelial. coagulacao/fibrindlise.

Fonte: adaptado de BISCHOFF, (2007).

O fenodtipo dos mastocitos pode ser definido pelo conteudo de proteases de seus
granulos. De acordo com esse critério, temos: mastécitos que expressam triptase, mas
com pouca ou nenhuma quimase (MCT); mastdocitos que expressam quimase, mas com
baixa ou nenhuma expressao de triptase (MCC), e; mastdcitos que expressam triptase,
quimase e caxboxipeptidase (MCTC) (WEIDNER e AUSTEN, 1993). Alguns autores
consideram que a classificagdo baseada apenas no conteudo de proteases € ambigua
(ALBERT BAYO et al; 2019), ja que a expressao dessas proteinas pode variar
dependendo do microambiente tecidual (GALLI, BORREGAARD e THOMAS, 2011).
Assim, a classificacdo usual é baseada na localizagdo anatémica, de acordo com esse
critério, essas ceélulas podem ser agrupadas em mastocitos de tecido conjuntivo ou
mastocitos de mucosa.

No trato digestorio, os MCT s&o predominantes na camada mucosa (cerca de
98%), em contrapartida, representam apenas 23% de todos os mastdcitos na submucosa
(IRANI et al., 1986); por outro lado, os MCTC sao o principal fenétipo na submucosa
(quase 77%), enquanto o restante da populagdo € do fenétipo de MCT (IRANI et al.,
1989). Os mastdcitos contendo quimase, mas pouca ou nenhuma triptase (MCC), podem
ser encontrados, mas sdo bem incomuns (Tabela 2) (WEIDNER e AUSTEN, 1993).

Os mastocitos possuem papel direto na inflamacédo e através da liberagcdo de
mediadores, como histamina, heparina, triptase, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
fator de transformacao do crescimento beta (TGF-) e fator de crescimento de fibroblasto
basico (bFGF), essas células podem modular o reparo tecidual e a extensdo da fibrose
tissular (CHURCH e LEVI, 1997). De fato, em modelo murino de colite, os mastdcitos
aumentaram a proliferagao de fibroblastos, a sintese de colageno e a extensao da fibrose
(XU, et al.,, 2002). Os fenodtipos mastocitarios do trato gastrointestinal e os respectivos

mediadores liberados por essas células foram apresentados resumidamente na tabela 2.
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Tabela 2- Distribuicdo mastocitaria e mediadores associados.

CARACTERISTICAS MCT MCTC MCC MTC
TECIDO

Mucosa intestinal ++ + - n.r
Submucosa intestinal + ++ - n.r
MEDIADOR SINTETIZADO

Histamina +++ +++ n.r +++
Quimase - ++ ++ -
Triptase ++ ++ - +++
Carboxipeptidase - ++ n.r +++
Catepsina g - ++ n.r n.r
LTC4 ++ ++ n.r n.r
PGD2 ++ ++ n.r n.r
TNF-A ++ ++ n.r n.r
IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 ++ ++ n.r n.r

Os sinais representam uma medida qualitativa da presenca de mastocitos: +, baixa quantidade; ++,
quantidade moderada; +++, quantidade elevada; n.r, ndo relatado. (MCT) Mastécitos com triptases; (MCTC)
Mastocitos com triptase e quimase; (MCC) Mastécitos com quimase; (MTC) Mastdcito de tecido conjuntivo;
(LTC4) Leucotrieno C4; (PGD2) Prostaglandina D2; (TNF-A) Fator de Necrose Tumoral; (IL-4) Interleucina-
4; (IL-5) Interleucina-5; (IL-6) Interleucina-6; (IL-13) Interleucina-13.

Fonte: adaptada de KRISHNASWAMY, AJITAWI e CHI (2006).

Pelo exposto acima, é comum a associagdo do aumento do numero de mastécitos
com a fibrose tecidual em diferentes 6rgédos, e foi demonstrado que proteases
mastocitarias (triptase e carboxipeptidase) estimulam a proliferagdo de fibroblastos
(RUOSS, HARTMANN e CAUGHEY, 1991) ou possuem efeitos pro-fibréticos (quimase)
(BRADDING e PEJLER, 2018). Por outro lado, um estudo de revisdo sugere uma agao
antifibrética para as proteases mastocitarias, sendo a triptase e a quimase capazes de
ativar metaloproteinases da matriz (MMPs), as quais possuem acgao colagenasica
(BRADDING e PEJLER G, 2018).

Bradding e Pejler (2018) aventaram a hipétese de que a expressao da acao pro-
fibrética ou antifibrética dos mastécitos dependa da duragdo e/ou frequéncia da injuria
tecidual; argumentam que na vigéncia de estimulos passageiros a agao antifibrética dos
mastocitos prevalece, enquanto que durante estimulos crénicos ou repetitivos, a agéo proé-

fibrética se expressa (Figura 2).
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Figura 2: AgGes pro-fibréticos e antifibréticos dos mastdcitos e os possiveis mediadores envolvidos.

ANTIFIBROTICO PRO-FIBROTICO

Pradnflamatério
Citocinas; Quimiocinas m, — Ang W
(IL-4; !L-ﬂ. THF-a)

MEC- degradacio

(colageno; proteoglicanos: “‘*“““_’{fﬁ.-
Triptase Triptase. _..
- EResiAny 1 ——} Prafiteragio,
HHW‘IT $|m“ de \ eapreanio de
agio) w-i-!hmm
Pro-MM Hmm&uam s CTGF}
H‘f
Fibronectina
(degradagao)

Matriz Extracelular (MEC); Metaloproteinases da Matriz (MMPs); Interleucina 4 (IL-4); Interleucina 13 (IL-13);
Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a); Fator de Transformag&o do Crescimento Beta (TGF-b); Fator de
Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF); Fator de Crescimento do Tecido Conjuntivo (CTGF);
Angiotensina 1 (Ang I); Angiotensina 2 (Ang ).

Fonte: adaptado de BRADDING e PEJLER G (2018).

1.2 Programacao Fetal e Dieta: Consideragoes Gerais.

Alteragbes no ambiente intrauterino podem produzir modificagbes em longo prazo
na prole, fendbmeno denominado de programacao fetal (BOWMAN, SELEN ALPERGIN, et
al., 2019).

A programacéo fetal ocorre quando o ambiente ideal em que o feto se desenvolve
€ interrompido por fatores hostis, especialmente em periodos criticos da organogénese
(Figura 3). Parece ser um mecanismo importante que permite ao organismo em
desenvolvimento lidar com condicdes inadequadas. Contudo, uma vez que as mudancgas
ocorrem, o fendtipo pode se tornar permanente e determinar futuros problemas de saude
(PERRONE, SANTACROCE, et al., 2016). Do ponto de vista mecanistico, a programagao
fetal pode resultar de alteracbes epigenéticas, como a metilacdo de alguns genes
(GRATTAN, 2008)

Apesar de alguns estudos sugerirem que a dieta materna possa causar

programacao fetal, resultando em adaptagdo posterior (SHANKAR, HARRELL, et al.,
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2008), e que dietas maternas desequilibradas possam resultar em predisposi¢ao da prole
a doengas, mesmo na auséncia de obesidade materna pré-gestacional (GRIFFITHS,
WALTON, et al., 2016), os impactos sobre os fetos gestados em maes que ingerem dietas
ricas em lipideos foram apenas parcialmente investigados.

Mudangas no ambiente intrauterino de mulheres com dietas hipercaléricas podem
causar adaptacdes metabdlicas nos fetos, com consequéncias imediatas ou tardias
(NELSON, PHILLIPPA MATTHEWS e POSTON, 2010). Nesse caso, assim como se
observa em outras condicbes que afetam o trato gastrointestinal, o mastécito poderia
deixar de desempenhar um papel protetor e homeostatico e passar a ter um papel
prejudicial e proé-inflamatério, levando ao desenvolvimento de doenga gastrointestinal
como inflamacgao crénica, afetando a motilidade, a permeabilidade da mucosa, a fungao
de barreira intestinal e a sensibilidade visceral (RAVANBAKHSH e KESAVAN, 2019).

Figura 3. Influéncia da programacao fetal no desenvolvimento da prole.

. FETO CRIAMNCA,
MAE i
/ [ Ambiente
) . externo
Ambiente matermo:
Ambiente fetal
_ | Nutricao

Alteracdes da

"f niologia materna:
K Hﬁ' = Metabdlico 3
= Imune
=4

= Inflamatdrio
Estresse = Endécrino

; Estrutura e fungao do organismo
Desenvolvimento fetal it et e ey

= Akmentacio infanti

= Dieta infantil, atividade fisica

* Exposicio a0 estresse pos-natal

* Comportameanto materno parental

* Estresse pés-parto materno,

esiado de humor

Transiornos de desenvolvimento, funclo

Fonte: adaptado de LINDSAY, BUSS, et al., (2019).

1.2 Mastécitos, programacao fetal e trato gastrintestinal.

Do nascimento a infancia, ha um crescimento importante na densidade mastocitaria
no trato gastrointestinal, no entanto, a densidade e a distribuicdo dessas células no
aparelho digestorio de criangas ainda ndao sdao bem definidas (RAVANBAKHSH e
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KESAVAN, 2019). Evidéncias sugerem que os mastocitos participam na patogénese de
muitos disturbios do trato gastrointestinal (RAVANBAKHSH e KESAVAN, 2019). Assim,
na dispepsia funcional (DF), o aumento na densidade antral de mastocitos parece
provocar retardos no esvaziamento gastrico e disritmia pré-pradial em individuos
pediatricos; ainda, ha correlagdo entre a densidade mastocitaria gastrica e os sintomas de

plenitude pés-prandial e saciedade precoce comumente observada na DF (FRIESEN et al
2013). Apenas para citar outro exemplo, os mastocitos parecem participar na instalagao

de fibrose na esofagite eosinofilica (WERSHIL, 2009).

Cabe salientar que dietas maternas hipercaléricas e hiperlipidicas causam
modulagdo imunolégica em longo prazo nos filhotes, como demonstrado no tecido
pulmonar (GRIFFITHS, WALTON, et al., 2016). Dessa forma, poder-se-ia conjecturar que
tais modulagdes, oriundas de programacado fetal, alterassem também a funcéao
mastocitaria, a qual passaria a adquirir um papel pré-inflamatério.

Portanto, considerando as evidéncias de que os mastdcitos participam ativamente
na patogénese de inumeros disturbios do trato gastrintestinal em criangas e orquestram a
producao e degradacéao de fibras de colageno, avaliamos a hipotese de que a densidade
mastocitaria pudesse estar alterada no trato gastrintestinal de filhotes de maes
submetidas a dieta hiperlipidica, e que essa alteracao pudesse modificar o conteudo de
colageno ao longo do trato digestorio como consequéncias de um processo de
programacao fetal.

Uma melhor compreensdo de como essas células sado afetadas em individuos

pediatricos permitira o desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas no futuro.
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2. JUSTIFICATIVA

Para a realizacdo desta pesquisa, levamos em consideragdo a auséncia de
informagdes na literatura cientifica sobre a influéncia da programacao fetal na quantidade
de mastocitos e no teor de fibras de colageno ao longo do trato gastrointestinal. Muitos
processos nocivos que acometem o trato digestério estao relacionados aos mastdcitos e a
fibrose tecidual. Tal fato aliado a sugestdo de que habitos alimentares hiperlipidicos
maternos possam impactar na saude da prole, justificam estudos que visam investigar se
existe programacgado fetal no que tange a populagdo mastocitaria e o conteudo de
colageno no trato gastrointestinal de filhos de maes que ingeriram dietas ricas em lipideos

durante a gestacéo e lactacéo.
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3. OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi determinar a densidade mastocitaria e quantificar,
apenas nas regides onde a densidade mastocitaria se mostrou alterada, as fibras de
colageno do tipo | e lll no trato gastrointestinal da prole de ratas Wistar alimentadas com

racao contendo 40% de lipideos.
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4. MATERIAL E METODO

4.1. Animais.

O material bioldgico utilizado no presente estudo foi obtido de projeto devidamente
avaliado, revisto e aprovado pela Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais da
Universidade Federal de Uberlandia, CEUA/UFU (protocolo n°054/18 de 29 de agosto de
2018; ANEXO ).

Os animais utilizados foram ratos Wistar machos e fémeas com peso acima de 300
g e 180 g, respectivamente, os quais foram cedidos pelo antigo Centro de Bioterismo e
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Uberlandia (CEBEA/UFU). Os
animais tiveram livre acesso a ragao e agua, e foram mantidos em gabinetes com controle
de temperatura (25° C) e submetidos a ciclo claro-escuro de 12 h.

Ao final de cada dia, as fémeas foram colocadas nas caixas dos animais machos,
sendo 2 a 3 fémeas para cada macho. Pela manha, foram identificadas as fémeas
gravidas, através de esfregaco vaginal, as quais foram alocadas em caixas individuais e
divididas nos seguintes grupos:

Grupo 1 (grupo controle): animais que receberam dieta comercial durante a
gestacéo e lactagao, cujo teor de lipideos foi de 3,5%;

Grupo 2 (grupo experimental - dieta hiperlipidica 40%): animais que receberam

dieta hiperlipidica com teor de 40% de lipideos durante a gestacgao e lactagao.

4.2 Composigao das Ragoes.

A racao normolipidica consistiu em ragao comercial (Nuvilab®) para ratos,
contendo por peso: 19% de proteinas, 56% de carboidratos e 3,5% de lipideos,
totalizando 4,068 kcal/g (17,03 KJ/g). Ja a ragao hiperlipidica 40% foi preparada por
Fortunato-Silva (2019): adicionou-se a 48 g de ragdo comercial (Nuvilab), 18 g de
amendoim torrado, 5 g de chocolate ao leite, 3 g de biscoito maisena e 26 g de banha de
porco. Os ingredientes foram moidos, misturados e oferecidos na forma de pellets,
contendo por peso: 14% de proteinas, 35% carboidratos e 40% de lipideos, totalizando
5,83 kcall/g (24,39 KJ/g).
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4.3. Avaliagao Morfométrica do Sistema Gastrintestinal

4.3.1. Preparo dos 6rgaos e fixagao.

Para a avaliagdo morfométrica, a fim de garantir a variabilidade amostral, foram
utilizados no maximo dois filhotes de cada mae para cada experimento realizado. Os
filhotes selecionados tinham idade de 30 dias e foram anestesiados com tiopental (150
mg/kg, i.p.), eutanasiados por deslocamento cervical e 6rgéos, como estdmago, duodeno,
jejuno, ileo, cdlon, ceco e reto, foram coletados. O material foi irrigado com salina a 0,9%
para remover todo conteudo luminal e em seguida foi injetado o fixador Methacarn (60%
metanol, 30% cloroférmio e 10% &acido acético glacial), com uma seringa, dentro de cada
orgao.

Em seguida, o material foi fixado em Methacarn por mais 24 horas e
posteriormente mantidos em alcool 70%. Apds a etapa de fixagdo, as amostras foram
desidratadas em concentragdes crescentes de etanol (75, 85, 95 e trés vezes em alcool
absoluto), trés trocas de xilol e trés de parafina por meia hora em cada passo. Assim, o
material incluido em parafina foi cortado em micrétomo de forma a obtermos secgdes

transversais com 5 ym de espessura, as quais foram montadas em laminas de vidro.

4.4. Analises Histolégicas

4.4.1. Coloragao com azul de toluidina.

As laminas foram desparafinizidas e hidratadas até a obtengdo de uma graduagéao
alcodlica de 70%, foram entdo lavadas em agua corrente por 10 minutos, mantidas em
agua destilada por 5 minutos e, por fim, imersas em tampao citrato (pH 3) por mais 5
minutos.

As laminas equilibradas em tampao citrato foram coradas, por 3 minutos, em
solugao de azul de toluidina (0,5%) em tampao citrato (pH 3). O excesso de corante foi
removido por uma imersao rapida em tampéo citrato e as laminas foram desidratadas e

montadas com goma de damar.
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4.41.1. Andlise das laminas coradas com azul de toluidina.

A coloragdo com azul de toluidina permitiu que os mastécitos fossem facilmente
identificados, assim, realizamos a contagem total de mastocitos (expressa em
mastocitos/mm?). As andlises foram feitas em microscopio optico (OLYMPUS MODEL
CHT) utilizando-se lente objetiva de 40x. Para determinacdao da densidade mastocitaria,
as laminas foram escaneadas (HP scanjet 2400) e as areas das secgdes teciduais foram

determinadas utilizando-se o programa Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij) devidamente

calibrado.

4.4.2. Coloragao com picrosirius red.

As laminas foram desparafinizidas e hidratadas até a obtengdo de uma gradacéo
alcoolica de 70%, foram entdo lavadas em agua corrente por 20 minutos, mantidas em
agua destilada por 5 minutos e em seguida permaneceram no corante picrosirius red
(vermelho de picrossirius) por uma hora. Foram novamente lavadas em agua corrente por
15 minutos e em seguida contracoradas com hematoxilina por 30 segundos. As laminas

foram, entéo, desidratadas e montadas com goma de Damar.

4.4.2.1. Anadlise das laminas coradas com picrosirius red.

A combinacdo da coloracdo com picrosirius red e a luz polarizada fornece uma
ferramenta poderosa para a analise estrutural do colageno (Lattouf et al., 2014). As fibras
de colageno mais espessas, fortemente birrefringentes, apresentam-se coradas em
amarelo e vermelho e representam o colageno tipo |, enquanto as fibras mais finas e
dispersas, fracamente birrefringentes, apresentam-se coradas em verde e representam o
colageno tipo Ill. Assim, para a quantificacdo do colageno total (tipo | + tipo Ill), laminas
coradas com picrosirius red foram observadas em microscopio Nikon equipado com filtro
de polarizagdo. Foram analisados os campos histolégicos do jejuno utilizando-se lente
objetiva de 40x. Todas as imagens foram analisadas pelo programa Image J, e os valores
obtidos foram expressos como porcentagem de area marcada (ANEXO II). Como o trato
gastrintestinal é constituido de visceras ocas, cabe ressaltar que apenas as areas
correspondentes aos tecidos foram consideradas e computadas nas analises. Os dados

foram expressos em porcentagem.


http://rsb.info.nih.gov/ij
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4.5. Andlise Estatistica.

Para todos os parametros analisados utilizamos o software GraphPad Prism
Version 5.000©, empregando-se o teste de Kolmogorov-Sminorv para verificar se os dados
apresentavam ou nao distribuicdo normal (Gaussiana). Para os dados que apresentaram
distribuicdo normal, foi empregado o teste t de Student, para os que nao apresentaram,

utilizamos o teste de Mann-Whitney. O nivel de significancia adotado foi de 5% (P<0,05).
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6. RESULTADOS

6.1 Densidade de mastocitos no trato gastrointestinal da prole de ratas submetidas
a dieta hiperlipidica.

A densidade mastocitaria da prole de Ratas Wistar, submetidas a dieta
hiperlipidica, foi alterada apenas no jejuno (Figura 4 e 5).

Figura 4. Fotomicrografia do jejuno de animal do grupo controle (A) e da prole de ratas submetidas a dieta
hiperlipidica (B).

Laminas coradas com azul de toluidina e observadas utilizando-se lente objetiva de (40X). As setas indicam
o0s mastdcitos. Note a auséncia de mastdcitos no jejuno de filhos de maes que ingeriram dieta hiperlipidica
40%.

Fonte:O Autor, 2020.
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Figura 5. Densidade de mastdcitos ao longo do trato digestério de filhotes de maes que ingeriram dieta
controle (3,5% de lipideos) ou dieta hiperlipidica 40%. *P<0,05 vs. controle (Mann-Whitney). Os valores

representam os dados individuais de 5 a 11 animais.
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Fonte: O Autor, 2020.
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6.2 Colageno no jejuno da prole de ratas Wistar submetidas a dieta padrao ou
hiperlipidica.

No jejuno da prole de ratas Wistar submetidas a dieta hiperlipidica durante a
gestacdo e lactagdo, nem a quantidade de fibras de colageno do tipo | e Ill nem o
colageno total foram diferentes quando comparadas aquela da prole oriunda de ratas que
ingeriram dieta padrao.

Figura 6, Fotomicrografia da mesma secgédo do jejuno de rato do grupo controle obtida com luz nao
polarizada (A) e polarizada (B).

As laminas foram coradas com picrosirius red, contracoradas com hematoxilina e observadas utilizando-se
lente objetiva de 40X.

Fonte: O Autor, 2020.
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Figura 7. Fotomicrografia da mesma secc¢ao do jejuno da prole de rata do grupo experimental submetida a
dieta hiperlipidica obtida com luz n&o polarizada (A) e polarizada (B).

As laminas foram coradas com picrosirius red, contracoradas com hematoxilina e observadas utilizando-se
lente objetiva de 40X.

Fonte: O Autor, 2020.
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Figura 8. Tipos de colagenos no jejuno de ratos do grupo controle e na prole de ratas submetidas a dieta
hiperlipidica 40% (DH40%). P>0,05 vs. controle (teste t de Student). Os valores representam a média +
EPM de 5 a 8 animais.
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Fonte: O Autor, 2020.
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8. DISCUSSAO

A reducdo na populagdo mastocitaria do jejuno da prole de ratas submetidas a
dieta hiperlipidica evidencia a instalacdo de programacgao fetal no trato gastrintestinal
associada a essa modificagdo dietética. Em ratos adultos e humanos, o jejuno
corresponde a 90% ou 35% - 50% da extensao do intestino delgado, respectivamente
(BLAKER; IRVING; 2014; VDOVIAKOVA et al., 2016). Dada sua extensao, o jejuno & um
orgao importante para a absorgdo de nutrientes e sua motilidade impacta no
funcionamento geral do trato gastrintestinal. Portanto, modificagbes estruturais nessa
porcao do intestino delgado podem estar associadas a alteragdes funcionais significativas
e merecem investigacdo. Assim, um aspecto significativo que precisa ser analisado
refere-se a matriz extracelular, em especial o teor do seu principal componente, o
colageno (GELSEA; POSCHLB; AIGNERA; 2003). Nesse sentindo, apesar dos
mastécitos serem capazes de modular o conteudo de colageno nos tecidos, nao
observamos alteracées na quantidade de fibras de colageno do tipo | e lll, tdo pouco na
quantidade total dessas proteinas no jejuno da prole de ratas submetidas a dieta
hiperlipidica. Portanto, os mastocitos ndao parecem participar na formagado da matriz
colagena durante o desenvolvimento do trato gastrintestinal em ratos, ao menos néo até o
30° dia pos-natal. Contudo, a diminuigdo na densidade jejunal de mastécitos pode tornar a
resolucao de processos inflamatdérios locais deficitaria, dada a participacdo dessas células
na referida etapa da inflamacgao (Albert-Bayo, 2019), uma hipotese que permanece por
ser investigada.

A literatura cientifica relata que os mastdocitos podem alterar a permeabilidade da
mucosa intestinal e aumentar a secrecido de Cl, e a histamina, importante mediador
sintetizado e liberado por essas células, parece participar dessa alteragdao, bem como
pode promover aumento no tdnus muscular (Albert-Bayo, 2019). Assim, esperar-se-ia que
a diminuicdo dos mastdcitos pudesse ter implicagdes funcionais, tanto na motilidade como
na secregao intestinal. Contudo, dados ainda nao publicados do nosso grupo de pesquisa
mostram que a prole de ratas submetidas a dieta hiperlipidica 40% nao apresentou
alteragbes no enteropooling (acumulo de liquidos intestinais) induzido pela administragéo
de d6leo de ricino (FORTUNATO-SILVA; 2019); essa constatagdo associada as
observagdes descritas no presente trabalho sugerem que os mastdcitos nao participam no

efeito do 6leo de ricino no que se refere ao acumulo intraluminal de liquidos, tdo pouco
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que haja uma maior permeabilidade ja instalada, o que favoreceria esse processo. Outro
aspecto funcional avaliado por Fortunato-Silva (2019) foi a motilidade intestinal, a qual
nao se mostrou alterada em filhos de maes que ingeriram dieta hiperlipidica. Dessa forma,
a programacao fetal desencadeada pela ingestdo exagerada de lipideos, caracterizada
aqui por reducdo na densidade mastocitaria no jejuno da prole, ndo parece estar
associada a alteragdes na motilidade intestinal apds 30 dias do nascimento.

Por fim, nossos dados nao permitem indicar o que produziu a diminuigdo dos
mastécitos no jejuno, mas como a expressao da integrina a4z é importante para permitir
a chegada e fixacdo seletiva dos progenitores mastocitarios no intestino delgado
(GURISH et al., 2001), é provavel que a programacao fetal tenha diminuido a expressao
dessa molécula de adesdo na superficie dos mastocitos, uma hipotese que merece

futuras investigagdes.
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9.CONCLUSAO
A dieta hiperlipidica materna induziu programacgédo fetal na prole, a qual se
caracterizou por diminuigdo na densidade mastocitaria jejunal, mas que n&o se associou a

alteragbes no conteudo de colageno nessa porgao do intestino delgado.
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ANEXO IT

Foi utilizado o programa Image J para diferenciagdo das fibras de colageno na lamina corada

com picrosirius red.

1. Abrir a Figura

Clicar em Image >Color>Split Channels

Deixar a Aba escrito Red

Clicar em Image>Adjust>Threshold

Regular o Threshold de acordo com a Figura original

O resultado final ¢ apresentado como porcentagem da drea marcada em vermelho
Clicar na aba escrito Green

Clicar em Image >Adjust>Threshold

o © N kWD

Regular o Threshold de acordo com a Figura original

10. Somatoéria da area verde com a vermelha, resultando na area total



