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Resumo

A metaloproteinase de membrana 1 (MT1-MMP) é envolvida em processos de adesao
proliferacdo, migracéo celular e morte celular durante a organogénese e na fase adulta de
vertebrados. Entretanto, o seu papel no desenvolvimento do intestino delgado de
vertebrados ainda ndo foi estabelecido. Nés formulamos a hip6tese de que essa
metaloproteinase de membrana teria um papel relevante no processo de desenvolvimento
da mucosa intestinal. Para avaliar essa hipétese, detectou-se a marcacdo da MT1-MMP por
imunohistoquimica na mucosa intestinal ao longo do desenvolvimento pré e pos-natal de
ratos e galinhas para que, a partir de uma analise comparativa, fosse possivel inferir a
respeito do papel dessa metaloproteinase. No periodo pré-natal de ratos, a marcacdo da
MT1-MMP correlaciona com eventos que levam a morfogénese das vilosidades e
estabelecimento da homeostase tecidual. No periodo pré-natal de galinhas, a marcacao da
MT1-MMP correlaciona com eventos que levam ao crescimento do intestino. No periodo
pés-natal de ratos e galinhas, a marcagdo da MT1-MMP foi mantida no epitélio intestinal, o
gue nos levou a sugerir que essa metaloproteinase tem um papel importante na homeostase
tecidual durante toda a vida adulta. NOs sugerimos que o papel da MT1-MMP na
remodelacdo e crescimento da mucosa intestinal de ratos e galinhas esta relacionado com
adesdo, proliferacdo, migracdo e morte de células epiteliais e migracdo de células
mesenquimais. Esse € o primeiro trabalho que evidencia a MT1-MMP no intestino delgado
de vertebrados durante o desenvolvimento, possibilitando estudos subsequentes que
venham a esclarecer o papel dessa metaloproteinase na formacgéo desse importante 6rgéo.

Palavras chave: rato, galinha, desenvolvimento, mucosa intestinal, MT1-MMP.




Abstract

Membrane type | MMP (MT1-MMP) is involved in cellular adhesion, proliferation, migration
and cell death during organogenesis and adult phase of vertebrates. However, its role in the
development of the small intestinal has not been established. We formulated the hypothesis
that this metalloproteinase would play a relevant role in the development of the intestinal
mucosa. To assess this hypothesis was detected the labeling of MT1-MMP by
immunohistochemistry in the intestinal mucosa along the pre-and postnatal development of
rats and chickens so that from a comparative analysis, it were possible infer about the role of
this metalloproteinase. In the pre natal phase of rats, the labeling of MT1-MMP correlates
with events that lead to morphogenesis of villi and establishment of the tecidual homeostasis.
In the pre natal phase of chickens, the labeling of MT1-MMP correlates with events that lead
to growth of the intestine. In the postnatal phase of rats and chickens, the labeling of MT1-
MMP was maintained in the intestinal mucosa, which led us to suggest that this
metalloproteinase have a relevant role in the tecidual homeostasis throughout adulthood. We
suggest that the role of that MT1-MMP in the remodeling and growth of the intestinal mucosa
of rats and chickens is related with adhesion, proliferation, migration and death of epithelial
cells and migration of mesenchymal cells. This is the first work that evidence the MT1-MMP
in the small intestine of vertebrates during development, making it possible that further
studies will clarify its role in the formation of this important organ.

Key words: rat, chicken, development, intestinal mucosa, MT1-MMP.
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1. Introducéo

O intestino delgado € um oOrgao responsavel pela finalizacdo da digestdao dos
alimentos, absorcdo de nutrientes e secrecdo de horménios, sendo indispensavel

para a manutencgdo das atividades metabdlicas dos seres vivos.

Morfologicamente, o intestino delgado de mamiferos pode ser dividido em trés
regides: duodeno, jejuno e ileo. Esta divisdo é baseada na presenca de diferentes
tipos celulares e na organizacéo e funcéo de cada regido (SMITH et al., 2000).

De acordo com Junqueira e Carneiro (2010), o intestino delgado dos

mamiferos é formado pelas camadas mucosa, submucosa, muscular e serosa.

A camada mucosa €é constituida pelo tecido epitelial, |amina prépria e
muscular da mucosa. Uma caracteristica importante da mucosa é a presenca de
projecdes digitiformes que constituem as vilosidades intestinais, que s&o alongadas
e posicionadas em direcdo ao lumen. Essas vilosidades sdo de grande importancia,
uma vez que proporcionam um grande aumento da superficie de absorcéo. Entre os
pontos de insercdo das vilosidades existem pequenas aberturas de glandulas
tubulares simples, denominadas de criptas (glandulas de Lieberkihn), que se

aprofundam na lamina propria até a muscular da mucosa.

A lamina prépria da mucosa é constituida por tecido conjuntivo frouxo, vasos
sanguineos e linfaticos, fibras musculares lisas e fibras nervosas, ocupando a
porcado central das vilosidades e preenchendo os espacos entre as glandulas de
Lieberkiihn. As células musculares lisas sao responsaveis pela movimentacao

ritmica das vilosidades, que é importante para a absorcéo dos nutrientes.

De acordo com as fungdes e organizacéo do intestino delgado, este tem sido
considerado um o6rgao evolutivamente conservado em vertebrados, embora seu
tamanho e sua morfologia possam ser muito diferentes entre as espécies (SMITH et
al., 2000). Ha grandes variacdes estruturais nas camadas que o compdem e na
organizacdo da mucosa, como por exemplo, as pregas longitudinais, que sao
caracteristicas de peixes adultos, anfibios e répteis, sdo substituidas por vilosidades
em aves e mamiferos. Entretanto, ambas as estruturas estdo relacionadas com a

mesma funcdo que € o aumento da superficie de absor¢cdo (DAUCA et al., 1990).
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Além das vilosidades, aves e mamiferos tém como caracteristica comum a presenca

dos mesmos tipos celulares epiteliais e das criptas de Lieberkuhn.

Durante a morfogénese do intestino delgado em aves e mamiferos, a camada
mucosa passa por um processo de remodelacdo bastante marcante que culminari
com a formacao das vilosidades e criptas intestinais, estruturas essas que dao a
especificidade funcional do 6rgdo. Em virtude disso, a formacédo da camada mucosa

intestinal foi o foco do presente estudo.

1.1 Desenvolvimento do intestino

1.11 Mamiferos

A formacdo do sistema digestério em mamiferos tem inicio apdés o
estabelecimento dos trés folhetos germinativos: endoderme, mesoderme e
ectoderme. A partir do dobramento lateral da placa germinativa endodérmica,
envolvida pela mesoderme, forma-se uma estrutura tubular simples que dara origem
a todos os 6rgdos do sistema digestorio (SMITH et al.,, 2000). Com relacdo ao
intestino, a endoderme dar& origem ao epitélio, enquanto a mesoderme formara o

tecido conjuntivo que o sustenta e nutre (DAUCA et al., 1990).

Em embribes de ratos, o inicio da diferenciacdo da mucosa intestinal ocorre
por volta do décimo terceiro dia de vida intrauterina (DUNN, 1967). Entretanto, as
mudancas mais drasticas na mucosa intestinal sdo observadas entre os décimo
sexto e décimo nono dias de vida intrauterina, quando ocorre a morfogénese das
vilosidades intestinais (DUNN, 1967; MATHAN; MOXEY; TRIER, 1976; TRIER;
MOXEY, 1979; MADARA; NEUTRA; TRIER, 1981; QUARONI, 1986; DAUCA et al.,
1990; SMITH et al., 2000).

O epitélio da mucosa intestinal de embrides de ratos na semana anterior ao
nascimento € uma multicamada de células morfologicamente indiferenciadas
oriundas da endoderme (LOUVARD; KEDINGER; HAURI, 1992). As células epiteliais
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da camada mais préxima ao limen estdo unidas pelas jun¢des ocludentes, em sua
porcao apical, que atuam obliterando o espaco intercelular de maneira a constituir
uma barreira de difusdo. Nas camadas mais basais, as células do epitélio
apresentam poucos complexos juncionais compostos de juncdes ocludentes,
desmossomos e juncbes comunicantes (MADARA; NEUTRA; TRIER, 1981).
Circundando o epitélio estratificado, h4 uma densa camada de tecido mesenquimal
oriundo da mesoderme (DUNN, 1967; MATHAN; MOXEY; TRIER, 1976; SPENCE;
LAUF; SHROYER, 2011).

No decorrer da semana que antecede o nascimento, a morfogénese das
vilosidades intestinais progride por meio de trés eventos: 1- Reorganizacdo do
epitélio estratificado para formar o epitélio colunar simples a partir do rearranjo de
complexos juncionais entre células localizadas nas camadas basais, que leva ao
surgimento de lumens secundéarios (MATHAN; MOXEY; TRIER, 1976; MATSUMOTO
et al., 2002; SPENCE; LAUF; SHROYER, 2011). Os lumens secundarios
posteriormente se fundem entre si e com o lumen intestinal (Iltmen principal),
gerando assim dobras do tecido epitelial - vilosidades nascentes (MATHAN; MOXEY,;
TRIER, 1976; TRIER; MOXEY, 1979; SPENCE; LAUF; SHROYER, 2011); 2- Perda
de células epiteliais associadas a fusdo dos limens secundarios com o lumen
intestinal; 3- Expansdo do epitélio intestinal em direcdo ao Iimen como
consequéncia da migracao de células do mesénquima entre as células epiteliais,
que dard origem a lamina propria das vilosidades intestinais (MATHAN; MOXEY;
TRIER, 1976; TRIER; MOXEY, 1979; SPENCE; LAUF; SHROYER, 2011).

Ap6s o nascimento, ocorrem alteracdes drasticas na estrutura do intestino
que levardo a sua maturacdo. Em organismos como ratos e camundongos, a
maturacdo do intestino ocorre predominantemente durante os periodos de
amamentacdo e desmame (ap0s o décimo oitavo dia de nascimento) em decorréncia
da ingestdo de diferentes tipos de alimentos (COLLINS et al., 2006). Na fase de
desmame, ha substituicdo gradual do leite por alimentos solidos, ocorrendo assim a
transicdo de uma dieta com alto teor de gordura e baixo teor de carboidratos
(principalmente lactose e derivados) para uma dieta rica em carboidratos

(principalmente sacarose e amido) e pobre em gorduras (WALTHALL, 2005).

Baseado no tipo de alimento ingerido pelo filhote, os pesquisadores dividem o
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desenvolvimento pés-natal de ratos nos seguintes periodos: nascimento, quando
ocorre um aleitamento precoce, amamentacado e desmame (PACHA, 2000). Durante
0 periodo de amamentacdo, o numero de vilosidades intestinais ndo muda com a
idade, mas a sua altura pode alterar (WIDDOWSON, 1985; THOMSON; KEELAN,
1986). Apods o desmame, as vilosidades adquirem uma altura padrdo, ocorrendo
proliferagdo celular nas criptas e migracao e diferenciacdo celular ao longo das
vilosidades para repor células perdidas no apice - homeostase tecidual (LIPKIN,
1981).

1.1.2 Aves

O sistema digestério de aves se encontra imaturo durante a fase embrionéaria
e, apos a eclosdo, esse passa a ter grande importancia no crescimento desses
organismos. Nos primeiros dias ap0s a eclosdo, ocorrem alteragbes no tubo
digestorio para o consumo e utilizagdo dos alimentos. E necessario um periodo de
maturacdo para que o intestino delgado atinja um tamanho adequado e o pancreas
alcance niveis de producdo enzimatica que nao limitem a taxa de crescimento
(NITSAN, 1995).

No primeiro dia de incubacéo artificial, ocorre o inicio da formacéo do sistema
digestorio (MAIORKA; ROCHA, 2009) e, ap6s cinco dias, o intestino delgado
apresenta uma mucosa composta por tecido epitelial do tipo pseudoestratificado
(ASAI; OKANO; YASUGUI, 2005).

No décimo primeiro dia de incubacdo artificial, a mucosa intestinal possui
regides de epitélio colunar simples circundado por uma camada formada por células
mesenquimais e ha projecdes espacadas da mucosa em direcdo ao lumen, as
vilosidades nascentes (HAYES, 1965). No décimo terceiro dia de incubacdao artificial,
as ceélulas epiteliais sdo altas e a mucosa € formada por muitas projecdes
direcionadas para o lumen intestinal. A submucosa consiste de uma associagao
desorganizada de células mesenquimais (HAYES, 1965). No décimo quarto dia de
incubacéo artificial, ocorre a internalizacdo do intestino na cavidade abdominal

(MAIORKA; ROCHA, 2009). Nos seis dias que antecedem a eclosao, vilosidades
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intestinais sdo observadas na mucosa intestinal. A lamina prépria encontra-se no
centro das vilosidades que € recoberta por um epitélio colunar simples. Vilosidades

em processo de bifurcacdo sdo observadas (HAYES, 1965).

No inicio do periodo de incubacéo artificial, o desenvolvimento da mucosa
intestinal é lento, mas na Ultima semana o crescimento e maturagdo dessa camada
sdo acelerados, ampliando sua area de superficie de absorcdo em cerca de cinco
vezes devido ao aumento no numero de células epiteliais (UNI et al., 2003; UNI,
SMITH, 2011). As células caliciformes que produzem mucinas &cidas estédo
presentes e o tecido epitelial desenvolve rapidamente habilidades de digestédo e
absorcdo. Mudancas nas condi¢cdes de incubacédo (temperatura e oxigenacao)
podem afetar esses processos fisioldgicos e, consequentemente, alterar o
desenvolvimento do intestino (UNI; SMITH, 2011).

ApoOs a eclosao, a taxa de proliferacéo celular e a superficie de absor¢édo do
intestino delgado aumentam, no entanto, o tempo em que isso ocorre € diferente ao
longo do 6rgdo. No duodeno, as vilosidades quase atingem o seu crescimento
maximo no sétimo dia de vida, enquanto que no jejuno e ileo o crescimento delas
ultrapassa o décimo quarto dia de vida (UNI et al., 2000; ASAI;, OKANO; YASUGUI,
2005). O intestino delgado também passa por mudancas funcionais devido ao tipo
de alimento ingerido: de uma dieta rica em lipidios para uma dieta composta por
carboidratos e proteinas (NOY; SKLAN, 2001).

Além da semelhanca morfolégica da mucosa intestinal entre ratos e galinhas
adultos, o tempo de desenvolvimento pré-natal (21 dias) também é o mesmo. Assim,
a partir de uma andlise comparativa, € possivel estudar moléculas candidatas a
desempenhar um papel nos mecanismos de formacdo e maturacdo das principais

estruturas da mucosa intestinal ao longo do desenvolvimento pré e pos-natal.

1.2 Metaloproteinases de Matriz (MMPSs)

As metaloproteinases de matriz (MMPs), também conhecidas como
matrixinas, compreendem uma familia de endopeptidases dependentes de zinco

amplamente distribuidas nos seres vivos. Essas proteinas sdo capazes de degradar
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componentes da matriz extracelular, estando envolvidas em processos de
remodelagao tecidual durante o desenvolvimento dos vertebrados e na homeostase
tecidual do adulto (ZITKA et al., 2010). Por outro lado, as metaloproteinases estéo
envolvidas em processos patolégicos, como cancer, doencas vasculares, ateroma,
artrite e ulceracdo (VISSE; NAGASE, 2003; HU et al., 2007; LOPEZ-OTIN;
MATRISIAN, 2007).

Baseado na organizacdo de seus dominios funcionais, as MMPs sé&o
classificadas em quatro grupos (FANJUL-FERNANDEZ et al., 2009): a) MMPS
arquétipas, b) matrilisinas, c) gelatinases e d) MMPS ativadas por furina.

Dentre as MMPS arquétipas, sdo estabelecidos trés diferentes subgrupos com
base nas especificidades do substrato: a) colagenases, b) estromelisinas e c) outras
MMPS arquétipas. O subgrupo das colagenases é composto pelas MMP-1, MMP-8
e MMP-13, que degradam colageno. O Subgrupo das estromelisinas compreende
MMP-3 e MMP-10, que degradam muitos componentes da matriz extracelular. As
estromelisinas tém papel fundamental em importantes processos, como
desenvolvimento da glandula maméria, imunidade e cicatrizagdo (PAGE-MCCAW,
EWALD; WERB, 2007). O subgrupo das outras MMPs arquétipas compreende MMP-
12, MMP-19, MMP-20, MMP-27. A MMP-12 ou metaloelastase € a mais potente
enzima elastolitica, mas pode degradar também muitos componentes da matriz
extracelular, como agregan, fibronectina, laminina e colageno tipo IV (OVERALL,
2002). A MMP-19 possui potente atividade de degradacdo de componentes da
membrana basal, como colageno tipo IV, tenascina, gelatina e agrecan (STRACKE
et al, 2000). A MMP-20 ou enamelisina é secretada por ameloblastos e
odontoblastos, os quais sdo envolvidos com a formacédo do esmalte dentario (LLANO
et al., 1997; LU et al., 2008). Por ultimo, a MMP-27, em galinha, é capaz de degradar
gelatina e caseina (YANG; KURKINEN, 1998).

Dentre as matrilisinas, temos as MMP-7 e MMP-26, que degradam muitos
componentes da matriz extracelular, como colageno tipo IV, laminina e entactina
(OVERALL, 2002). As matrilisinas tém ainda sido associadas com remodelacédo do

Utero pos-parto e com a implantagcdo do embrido (QIU et al., 2005).

No grupo das gelatinases, destacam-se as MMP-2 e MMP-9, que estédo
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envolvidas com a ligacdo e processamento do coldgeno desnaturado ou gelatina
(GOMIS-RUTH, 2009), sugerindo que essas enzimas tém um importante papel na
remodelacdo de colageno da matriz extracelular. Assim, as gelatinases degradam
colagenos dos tipos |, IV, V, VII, IX, X, elastina, fibronectina, agregan, vitronectina e
laminina (OVERALL, 2002).

As metaloproteinases ativadas por furina sdo ainda classificadas em trés
subgrupos: a) MMPs secretadas, b) MMPs associadas a membrana plasmatica, c)
MMPs transmembranares do tipo Il. O subgrupo das MMPs secretadas compreende
as MMP-11, MMP-21 e MMP-28. MMP-11 é expressa durante a embriogénese,
involucdo tecidual e cicatrizacdo. MMP-21 tem sido detectada durante o
desenvolvimento embrionario em alguns 6rgdos como figado, intestino e pele
(FANJUL-FERNANDEZ et al, 2009). MMP-28 ou epilisina estd envolvida com a
regulacdo do processo de mielinizacdo do sistema nervoso central (WERNER;
DOTZLAF; SMITH, 2008). O subgrupo das MMPs associadas a membrana
plasmatica compreende as MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP24 e MMP-
25, as quais podem estar associadas a membrana plasmatica por um dominio
transmembranar (MT-MMPS transmembranar do tipo 1) ou via ancora de
glicosilfosfatidilinositol - GPI (MT-MMPs-GPI) (ZUCKER et al., 2003). As MMPs
transmembranares do tipo | sdo denominadas: MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP e
MT5-MMP (MMP-14, MMP-15, MMP-16 e MMP24, respectivamente). Estas MMPs
tém capacidade de clivar diferentes substratos, incluindo componentes da matriz
extracelular. As MT-MMPs também estdo envolvidas com a formacdo de novos
vasos sanguineos (FANJUL-FERNANDEZ et al., 2009). As MMPs associadas a
membrana plasmatica via ancora de GPI sdo denominadas: MT4-MMP e MT6-MMP
(MT17-MMP e MT25-MMP, respectivamente). A MT4-MMP tem uma baixa atividade
enzimatica, enquanto a MT6-MMP é capaz de degradar gelatina, colageno do tipo 1V,
fibronectina, fibrina e proteoglicanos (VELASCO et al.,, 2000). O subgrupo das
MMPs transmembranares do tipo Il compreende as MMPs-23A e MMPs-23B, que
parecem ter func&o no processo reprodutivo (VELASCO et al., 2000).

Todas as MMPs sé&o secretadas em uma forma inativa, necessitando serem
clivadas por outras proteases para se tornarem ativas. Por exemplo, a MMP-2 é
secretada na forma inativa (proMMP-2), sendo clivada pela MT1-MMP para formar
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uma molécula ativa (MMP-2). Assim, a MT1-MMP é conhecida como um ativador de
proMMP-2. Além disso, as células secretam inibidores enddgenos de MMPs
conhecidos como inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs). Ha quatro tipos
de TIMP: TIMP-1, -2, -3 e -4 (CHANG; WERB, 2001). Por exemplo, a atividade da
MMP-2 é regulada tanto pela MT1-MMP (ativador) como pelo TIMP-2 (inibidor)
(MATRISIAN, 1990; CHANG; WERB, 2001).

1.2.1 Metaloproteinases no desenvolvimento dos vertebrados

Varios estudos relevantes tém demonstrado o papel das metaloproteinases no
desenvolvimento de vertebrados. Alguns desses estudos sédo apresentados logo

abaixo.

Holmbeck et al. (1999) demonstraram que camundongos deficientes em MT1-
MMP desenvolvem uma série de anormalidades nos tecidos conjuntivo e 6sseo. Da
mesma forma, Yang et al. (2008) sugerem que a MT1-MMP e a MT3-MMP
apresentam distintas funcbes no desenvolvimento do sistema esquelético de

galinhas.

Longin et al. (2001) demonstraram que a MT1-MMP é expressa no testiculo
de embribes e adultos de ratos, juntamente com a MMP-2 e TIMP-2, e concluiram
que essa pode ser uma das proteases envolvidas na remodelacao dos testiculos na
pré-puberdade. Esses estudos concluiram ainda que MMP-2 deve estar envolvida
com a drastica remodelacdo que ocorre no epitélio seminifero de ratos ao longo do

desenvolvimento.

Oh et al. (2004) relataram que camundongos com MMP-2 e MT1-MMP
inativadas morrem imediatamente apds o nascimento, com insuficiéncia respiratéria,
vasos sanguineos anormais e fibras musculares imaturas. Nesses estudos
observou-se também que na auséncia de MMP-2 e MT1-MMP a fuséo de mioblastos

in vitro era significativamente atrasada.

Ayoub et al. (2005) em seus estudos relataram, por meio da inibicdo da MMP-

2 e MMP-9, que essas metaloproteinases diminuem a migracdo de neurbnios
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granulares durante a morfogénese do cerebelo em ratos no periodo pés-natal.

Alexander et al. (1997) em seus estudos analisaram a expressdo da MMP-2
durante a formacédo do coracdo em aves e sugeriram um papel para esta protease

na regulacao da migracao e invaséao celular.

Linask et al. (2005) em seu estudos sugerem que a MMP-2 regula a
coordenacdo dos estagios iniciais da organogénese cardiaca, afetando o
fechamento ventral do coragdo, a proliferacdo celular e a degradagdo de

componentes da matriz extracelular no mesocardio dorsal.

Kurakata et al. (2008) relataram que MMP-2 e MMP-9 desempenham um
papel fundamental na morfogénese do colébn em ratos, contribuindo com a

degradacdo e remodelacdo da matriz extracelular.

Margagliotti et al. (2008) demonstraram o papel da MT1-MMP na migracdo
dos hepatoblastos durante o desenvolvimento do figado.

Alguns estudos demonstraram ainda o papel das metaloproteinases na
formacdo dos rins de vertebrados (LELONGT et al., 1997; GUMPEL et al., 1999;
KANWAR et al., 1999; LEGALLICIER et al., 2001; ARNOULD et al., 2009).

Estudos mais recentes de Bruni-Cardoso et al. (2010), inibindo a atividade da
MMP-2, constataram que essa metaloproteinase contribui para a morfogénese da
prostata ventral de ratos, remodelando algumas proteinas da matriz extracelular, e,
consequentemente, gerando espacos para a bifurcacao e elongacao das estruturas

epiteliais. Os autores relatam ainda a influéncia da MMP-2 na proliferacéo celular.

Dessa forma, diante do que foi exposto sobre as metaloproteinases, a
metaloproteinase de membrana 1 (MT1-MMP) aparece como candidata a
desempenhar um papel nos processos de migracao, proliferacéo, dentre outros, que
estabelecem a remodelacdo da camada mucosa do intestino delgado em aves e

mamiferos.
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2 Objetivos

2.1. Objetivo Geral

» Detectar a marcacdo da metaloproteinase de membrana 1 (MT1-MMP) na
mucosa do intestino delgado de ratos e galinhas ao longo do desenvolvimento pré e
pés-natal, contribuindo assim com dados que permitam no futuro estabelecer o papel

desta metaloproteinase no processo de remodelacdo e maturacdo do 6rgéo.
2.2. Objetivos Especificos

. Detectar a marcacdo da metaloproteinase de membrana 1 (MT1-MMP)
na mucosa do intestino delgado de ratos ao longo do periodo pré-
natal e até o vigésimo quinto dia do periodo pés-natal;

. Detectar a marcacao da metaloproteinase de membrana 1 (MT1-MMP)
na mucosa do intestino delgado de galinhas ao longo do periodo pré-
natal e até o décimo quarto dia do periodo pds-natal;

. Estabelecer comparacfes entre ratos e galinhas a respeito da
marcacao espacial da metaloproteinase de membrana 1 (MT1-MMP)
durante os processos de remodelacdo e maturacdo da mucosa do
intestino delgado;

. Estabelecer comparagdes entre ratos e galinhas a respeito da
marcacao temporal da metaloproteinase de membrana 1 (MT1-MMP)
durante os processos de remodelacdo e maturacdo da mucosa do

intestino delgado.
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3 Material e Métodos

3.1 Coleta e manutencao dos animais

As fases do desenvolvimento de ratos e galinhas analisadas em nossos
estudos foram selecionadas com base em dados da literatura (DUNN, 1967;
MATHAN; MOXEY; TRIER, 1976; TRIER; MOXEY, 1979; MADARA; NEUTRA;
TRIER, 1981; NEUTRA, 1989; TOYOTA; YAMAMOTO; KATAOKA, 1989; DAUCA et
al., 1990; LOUVARD; KENDIGER; HAURI, 1992; HIRAMATSU; YASUGI, 2004;
MEIO et al, 2008; VAGNEROVA; KUCERA, 2004; PENKOVA et al., 2010).

3.1.1 Mamiferos

ApOs aprovacdo pela Comissédo de Etica do Uso de Animal — CEUA - da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (Parecer CEUA - 12709/2010), foram
realizados os procedimentos descritos a seguir para coleta dos estagios do

desenvolvimento pré e pos-natal de ratos utilizados neste estudo.

Obtencédo dos animais no periodo pré-natal: Fémeas de ratos Wistar (Rattus

norvegicus) foram colocadas para acasalar com machos, na propor¢cédo de 3:1, no
Biotério da Universidade Estadual de Ponta Grossa, no periodo de agosto a
dezembro, quando a temperatura ambiente €& maior. Ap6s 24 horas de
acasalamento, os machos foram separados e esfregacos vaginais foram realizados
nas fémeas para a deteccdo de espermatozoides. As fémeas contendo
espermatozoides na vagina foram separadas e acompanhadas durante todo o
periodo de desenvolvimento dos embrides. As ratas foram sacrificadas por
deslocamento cervical e os embrides foram coletados nos seguintes dias: 15°, 17°,
18° e 19° (E15, E17, E18 e E19, respectivamente). Os embrides foram lavados em
1XPBS (NaCl a 137 mM; KCl a 2,7 mM; Na,HPO,4 a 10 mM; KH,PO, a 1,8 mM, pH
7.,4) e fixados em paraformaldeido 2% por 48 horas a temperatura ambiente. Para

cada estagio de vida intrauterina, 3 animais foram sacrificados.
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Obtencéo dos animais no periodo pos-natal: Os filhotes foram sacrificados por

deslocamento cervical no dia do nascimento (FO) e nos seguintes dias de vida: 3°,
10° 18° e 25° (F3, F10, F18 e F25, respectivamente) apés o nascimento. Os
intestinos delgados foram coletados, lavados em 1XPBS e fixados em
paraformaldeido 2% por 48 horas a temperatura ambiente. Para cada estagio de

vida ap0s o nascimento, 3 animais foram sacrificados.

3.1.2 Aves

Apoés aprovacdo pela Comissdo de Etica do Uso de Animal —CEUA - da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (Parecer CEUA — 01/2012), foram
realizados os procedimentos descritos a seguir para a coleta dos estagios de

desenvolvimento pré e pos-natal de galinhas utilizados neste estudo.

Obtencdo dos animais no periodo pré-natal Ovos fecundados de galinha

(Gallus gallus domesticus) foram obtidos de Matrizeiro Industrial ldéneo. Apds
higienizacdo, os ovos foram mantidos em incubadora com temperatura constante de
37,8°C sob 60% de umidade no laboratério de Avicultura Experimental do
Departamento de Zootecnia da Universidade Estadual de Ponta Grossa. Os ovos
permaneceram na incubadora até os embrides atingirem os seguintes dias: 10°, 13°,
16° e 21° (E’'10, E’13, E’'16 e E’21, respectivamente). Animais inteiros no estagio
E’10 foram coletados. Animais nos estagios E’13, E'16 e E’21 foram sacrificados por
deslocamento cervical e os intestinos delgados foram removidos. Todo material
coletado foi lavado em 1XPBS e fixado em paraformaldeido 2% por 48 horas a
temperatura ambiente. Para cada estagio de incubacdo, 3 animais foram

sacrificados.

Obtencdo dos animais no periodo pés-natal: Ovos fecundados de galinha

foram acompanhados até a eclosédo. Os pintinhos foram alimentados com racdo e
mantidos em fotoperiodo de 12 horas no claro e 12 horas no escuro. Os pintinhos
foram sacrificados por deslocamento cervical no dia da ecloséao (P0O) e no 3°, 7°, 10°
e 14° (P3, P7, P10 e P14, respectivamente) dias apds a eclosdo. Em seguida, os

intestinos destes animais foram removidos, lavados em 1XPBS e fixados em
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paraformaldeido 2% por 48 horas a temperatura ambiente. Para cada estagio de

vida ap0s ecloséo, 3 animais foram sacrificados.

3.2 Histologia

Apo6s fixacdo, os materiais coletados foram desidratados em solugfes
crescentes de etanol (70% a 100%), por 60 minutos em cada solugdo a temperatura
ambiente. Na sequencia, procedeu-se a diafanizacdo dos tecidos, com duas
passagens de 30 minutos em xilol a temperatura ambiente. A pré-infiltracdo foi
realizada com 2 banhos de 30 minutos em parafina liquida a 55°C. Apds este
processo, 0s materiais foram emblocados na parafina e mantidos a temperatura

ambiente.

Cortes seriados de 5 pm foram depositados em l|aminas silanizadas
(STARFORD). Em seguida, os cortes foram desparafinizados, passando duas vezes
por xilol, por 5 minutos cada, a temperatura ambiente, e submetidas a série alcodlica

decrescente (90% a 70%) por 5 minutos cada a temperatura ambiente.

3.3 Imunohistoquimica

Nove cortes de cada animal, para cada etapa do desenvolvimento analisada
de ratos e galinhas, foram selecionados e tratados trés vezes com peréxido de
hidrogénio 20 volumes por 10 minutos cada, a fim de inativar a peroxidase
enddgena. Apds uma rapida passagem em 1X PBS, os cortes foram incubados com
o anticorpo primario (contra a MT1-MMP humana produzida em camundongo -
CHEMICON) preparado em solugao 1XPBS/BSA (Albumina de Soro Bovino) 1%, na
diluicdo 1:500, por 16 horas a 4°C. Em seguida, os cortes foram lavados trés vezes
em 1XPBS, por 5 minutos cada, e submetidos ao Kit de amplificacdo LSAB + Sys,
HRP (DAKOCYTO), conforme instrugcdes do fabricante. Em seguida, os cortes foram
lavados em 1XPBS e a marcacgéo foi revelada incubando-os com um substrato da
peroxidase, o 3,3 diaminobenzidina—DAB (SIGMA) a 37°C, por 5 minutos. Os cortes

foram lavados em agua destilada e contra corados com Hematoxilina de Harris por
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60 segundos. Em seguida, os cortes foram desidratados em séries crescentes
alcodlicas (70% a 100%), por 2 minutos cada, e mergulhados duas vezes em xilol,
por 2 minutos cada, a temperatura ambiente. Laminulas foram limpas em
diferenciador (99% de alcool e 1% acido cloridrico) e montadas com Permount
(FISHER CHEMICALS). Em um dos cortes de cada animal, para cada etapa do
desenvolvimento analisada de ratos e galinhas, o anticorpo primario foi omitido

(Controle negativo).

3.4 Analise dos resultados

Para a andlise dos resultados da imunohistoquimica, as laminas foram
fotografadas em fotomicroscopico Olympus DP72. Imagens de nove cortes com
marcacao para MT1-MMP de cada animal, para cada etapa do desenvolvimento de
ratos e galinhas, foram analisadas por dois observadores (duplo cego), que
avaliaram a localizacéo e intensidade da marcacgao (precipitado marrom) na regiao
da mucosa intestinal através de unidades subjetivas (WISE; LIN; FAN, 1992;
PASETTO, 2005):

(-) Auséncia de marcagéo

(+) Fraca intensidade de marcagéo

( ++) Moderada intensidade de marcagao
( +++) Forte intensidade de marcagéo

Apos andlise individual, os dados foram confrontados e cada etapa do
desenvolvimento recebeu uma classificacdo de acordo com as unidades acima

descritas (Tabela I) e os dados obtidos foram confrontados com a literatura.
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Resumo:

A metaloproteinase de membrana 1 (MT1-MMP) é envolvida em processos de adesao
proliferacdo, migracdo celular e morte celular durante a organogénese e na fase adulta de
vertebrados. Entretanto, o seu papel no desenvolvimento do intestino delgado de
vertebrados ainda ndo foi estabelecido. Nés formulamos a hipOtese de que essa
metaloproteinase de membrana teria um papel relevante no processo de desenvolvimento
da mucosa intestinal. Para avaliar essa hipétese, detectou-se a marcacdo da MT1-MMP por
imunohistoquimica na mucosa intestinal ao longo do desenvolvimento pré e pés-natal de
ratos e galinhas para que, a partir de uma analise comparativa, fosse possivel inferir a
respeito do papel dessa metaloproteinase. No periodo pré-natal de ratos, a marcacdo da
MT1-MMP correlaciona com eventos que levam a morfogénese das vilosidades e
estabelecimento da homeostase tecidual. No periodo pré-natal de galinhas, a marcacao da
MT1-MMP correlaciona com eventos que levam ao crescimento do intestino. No periodo
pés-natal de ratos e galinhas, a marcagdo da MT1-MMP foi mantida no epitélio intestinal, o
gue nos levou a sugerir que essa metaloproteinase tem um papel importante na homeostase
tecidual durante toda a vida adulta. N6s sugerimos que o papel da MT1-MMP na
remodelacdo e crescimento da mucosa intestinal de ratos e galinhas esta relacionado com
adesdo, proliferacdo, migracdo e morte de células epiteliais e migracdo de células
mesenquimais. Esse € o primeiro trabalho que evidencia a MT1-MMP no intestino delgado
de vertebrados durante o desenvolvimento, possibilitando estudos subsequentes que
venham a esclarecer o papel dessa metaloproteinase na formacgéo desse importante 6rgéo.

Palavras chave: rato, galinha, desenvolvimento, mucosa intestinal, MT1-MMP.
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Abstract

Membrane type | MMP (MT1-MMP) is involved in cellular adhesion, proliferation, migration
and cell death during organogenesis and adult phase of vertebrates. However, its role in the
development of the small intestinal has not been established. We formulated the hypothesis
that this metalloproteinase would play a relevant role in the development of the intestinal
mucosa. To assess this hypothesis was detected the labeling of MT1-MMP by
immunohistochemistry in the intestinal mucosa along the pre-and postnatal development of
rats and chickens so that from a comparative analysis, it were possible infer about the role of
this metalloproteinase. In the pre natal phase of rats, the labeling of MT1-MMP correlates
with events that lead to morphogenesis of villi and establishment of the tecidual homeostasis.
In the pre natal phase of chickens, the labeling of MT1-MMP correlates with events that lead
to growth of the intestine. In the postnatal phase of rats and chickens, the labeling of MT1-
MMP was maintained in the intestinal mucosa, which led us to suggest that this
metalloproteinase have a relevant role in the tecidual homeostasis throughout adulthood. We
suggest that the role of that MT1-MMP in the remodeling and growth of the intestinal mucosa
of rats and chickens is related with adhesion, proliferation, migration and death of epithelial
cells and migration of mesenchymal cells. This is the first work that evidence the MT1-MMP
in the small intestine of vertebrates during development, making it possible that further
studies will clarify its role in the formation of this important organ.

Key words: rat, chicken, development, intestinal mucosa, MT1-MMP.
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Introducéo

Uma das proteinas efetoras do desenvolvimento de vertebrados sdo as
metaloproteinases de membrana (MMPSs), que compreendem uma familia de
endopeptidases dependentes de zinco. As metaloproteinases sdo capazes de
degradar componentes da matriz extracelular, estando envolvidas na remodelacao
tecidual durante o desenvolvimento dos vertebrados e na homeostase tecidual do
adulto (ZITKA et al., 2010). Por outro lado, as metaloproteinases estao envolvidas
em processos patolégicos, como cancer, doencas vasculares, ateroma, artrite e
ulceracdo tecidual (HU et al., 2007; LOPEZ-OTIN; MATRISIAN, 2007; VISSE;
NAGASE, 2003).

Estudos vém demostrando o papel das metaloproteinases no processo de
organogénese (ALEXANDER et al., 1997; HOLMBECK et al., 1999; KANWAR et al.,
1999; LEGALLICIER et al., 2001; LONGIN et al., 2001; OH et al., 2004; AYOUB et al,
2005; LINASK et al, 2005; KURAKATA et al., 2008; YANG et al., 2007,
MARGAGLIOTTI et al., 2008; ARNOULD et al., 2009; BRUNI-CARDOSO et al.,
2010). E interessante que alguns desses estudos apontem que o papel das
metaloproteinases no desenvolvimento é atuar na remodelacdo e degradacdo de
componentes da matriz extracelular, promovendo proliferacdo e migracdo celular
(ALEXANDER et al., 1997; LEGALLICIER et al., 2001; AYOUB et al., 2005; LINASK
et al., 2005; BRUNI-CARDOSO et al., 2010).

Dentre as metaloproteinases que tém papel no desenvolvimento de
vertebrados, a MT1-MMP ¢é considerada importante para a formacao do sistema
esquelético (HOLMBECK et al., 1999; YANG et al., 2007) e de outros 6érgdos como o
figado, os rins e os testiculos (ALEXANDER et al.,, 1997; KANWAR et al. 1999;
LEGALLICIER et al., 2001; MARGAGLIOTTI et al., 2008).

Estudos a respeito da morfogénese da camada mucosa do intestino delgado,
que € um bom modelo para o entendimento dos processos de proliferacéo,
diferenciacdo, migracdo e morte celular que ocorrem durante o desenvolvimento
embrionario dos vertebrados e que atuam na homeostase tecidual das vilosidades
intestinais na vida adulta sdo abundantes na literatura, sendo grande parte deles
relacionados aos aspectos morfoldégicos (DUNN, 1967; TOYOTA; YAMAMOTO,;
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HIRAMATSU; YASUGI, 2004; VAGNEROVA; KUCERA, 2004; PENKOVA et al.,
2010). H& trabalhos que enfatizam o papel de fatores de transcricdo chaves do
desenvolvimento do intestino delgado de vertebrados (BARBARA et al., 2003;
THEODOSIOU; TABIN, 2003; MCLIN; HENNING; JAMRICH, 2009; ZORN; WELLS,
2009; PINCHUK et al., 2010; SPENCE; LAUF; SHROYER, 2011). Alguns estudos
que caracterizam proteinas efetoras dos processos de morfogénese da mucosa do
intestino delgado de vertebrados sdo também descritos na literatura (SAOTOME;
CURTO; MCCLATCHEY, 2004; SPENCE; LAUF; SHROYER, 2011; GROSSE et al.,
2011; PLAGEMAN et al., 2011).

Entretanto, ndo existe na literatura estudos a respeito do papel da MT1-MMP
no desenvolvimento do intestino delgado, e, principalmente, na formacdo da
mucosa, a qual possui as vilosidades e criptas intestinais que representam as
unidades funcionais do 6rgdo. Assim, o presente trabalho teve como hipétese que a
MT1-MMP teria um papel relevante no processo de remodelacdo e crescimento da
mucosa do intestino. Assim, dois vertebrados, rato e galinha, cuja morfologia do
intestino delgado é semelhante foram escolhidos para a realizagdo do presente
estudo.

Para testar essa hipotese, realizou-se a deteccdo, por imunohistoquimica, da
MT1-MMP na mucosa intestinal de ratos e galinhas ao longo do desenvolvimento pré
e pos-natal, em estagios relacionados a diferenciacdo anatdmica e funcional deste
orgao. Os resultados foram avaliados a partir de uma analise comparativa, a fim de
inferir a respeito do papel da MT1-MMP na remodela¢do e maturacdo da mucosa

intestinal.

Material e Métodos
Material Biolégico

As fases do desenvolvimento de ratos e galinhas analisadas em nossos
estudos foram selecionadas com base em dados da literatura (DUNN, 1967; DAUCA
et al, 1990; HIRAMATSU; YASUGI, 2004; VAGNEROVA; KUCERA, 2004;
PENKOVA et al., 2010).
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Apoés aprovacdo pela Comissdo de Etica do Uso de Animal — CEUA - da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (Parecer CEUA - 12709/2010 e Parecer
CEUA 01/2012), foram realizados os procedimentos descritos a seguir para coleta
dos estagios do desenvolvimento pré e pds-natal de ratos e galinhas utilizados neste

estudo.

Obtencdo dos animais no periodo pré-natal

Fémeas de ratos Wistar (Rattus norvegicus) foram colocadas para acasalar
com machos, na propor¢do de 3:1. Apés 24 horas, os machos foram retirados e
esfregacos vaginais foram realizados nas fémeas para a deteccdo de
espermatozoides. As fémeas contendo espermatozoides na vagina foram separadas
e acompanhadas durante todo o periodo de desenvolvimento dos embrides. As ratas
foram sacrificadas por deslocamento cervical e os embrides foram coletados nos
seguintes dias: 15°, 17°, 18° e 19° (E15, E17, E18 e E19, respectivamente).

Ovos fecundados de galinha (Gallus gallus domesticus) foram obtidos de
Matrizeiro Industrial ldéneo. Apdés higienizacdo, os ovos foram mantidos em
incubadora com temperatura constante de 37,8°C e 60% de umidade, sendo
realizada a viragem dos ovos todos os dias. Os ovos permaneceram na incubadora
até os embrides atingirem os seguintes dias: 10°, 13°, 16° e 21°. (E’10, E’13, E’'16 e
E’21, respectivamente)._Animais inteiros no estagio E’10 foram coletados. Animais
nos estagios E’13, E’16 e E’21 foram sacrificados por deslocamento cervical e o

intestino delgado foi removido.

Obtencdo dos animais no periodo pds-natal

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e o intestino delgado
foi removido no dia do nascimento (FO) e nos seguintes dias: 3°, 10° 18° e 25° (FO,

F3, F10, F18 e F25, respectivamente) ap0s 0 hascimento.

Ovos fecundados de galinha foram acompanhados até a eclosdo. Os
pintinhos foram alimentados com racédo e mantidos em fotoperiodo de 12 horas no
claro e 12 horas no escuro. Os pintinhos foram sacrificados por deslocamento
cervical e o intestino delgado foi removido no dia da eclosdo (P0O) e no 3°, 7°, 10° e

14° (PO, P3, P7, P10 e P14, respectivamente) dia ap0s ecloséo.
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Para cada estagio do desenvolvimento pré e pés-natal de ratos e galinhas, 3

animais foram sacrificados.

Todo material coletado foi lavado em 1X PBS, pH 7,4, e fixado em

paraformaldeido 2%, por 48 horas a temperatura ambiente.

Processamento para histologia

Apos fixacdo, todo material foi submetido a histologia convencional. Cortes
seriados de 5 pm foram obtidos em Iaminas silanizadas (STARFORD). Em seguida,
os cortes foram desparafinizados, passando 2 vezes por xilol, por 5 minutos cada a
temperatura ambiente e submetidos a série alcodlica decrescente (90% a 70%), por

5 minutos cada a temperatura ambiente.

Imunohistoquimica

Nove cortes de cada animal, para cada etapa do desenvolvimento analisada
de ratos e galinhas, foram selecionados e tratados trés vezes com perédxido de
hidrogénio 20 volumes por 10 minutos cada, a fim de inativar a peroxidase
enddgena. Apds uma rapida passagem em 1X PBS, os cortes foram incubados com
o anticorpo primario (contra a MT1-MMP humana produzida em camundongo -
CHEMICON) preparado em solucdo 1XPBS/BSA (Albumina de Soro Bovino) 1%, na
diluicdo 1:500, por 16 horas a 4°C. Em seguida, os cortes foram lavados trés vezes
em 1XPBS, por 5 minutos cada, e submetidos ao Kit de amplificagcdo LSAB + Sys,
HRP (DAKOCYTO), conforme instrugcdes do fabricante. Em seguida, os cortes foram
lavados em 1XPBS e a marcacgéo foi revelada incubando-os com um substrato da
peroxidase, o 3,3 diaminobenzidina—DAB (SIGMA) a 37°C, por 5 minutos. Os cortes
foram lavados em agua destilada e contra corados com Hematoxilina de Harris por
60 segundos. Em seguida, os cortes foram desidratados em séries crescentes
alcodlicas (70% a 100%), por 2 minutos cada, e mergulhados duas vezes em xilol,
por 2 minutos cada, a temperatura ambiente. Laminulas foram limpas em

diferenciador (99% de alcool e 1% acido cloridrico) e montadas com Permount
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(FISHER CHEMICALS). Em um dos cortes de cada animal, para cada etapa do
desenvolvimento analisada de ratos e galinhas, o anticorpo primario foi omitido

(Controle negativo).

Analise de resultados

Para a andlise dos resultados da imunohistoquimica, as laminas foram
fotografadas em fotomicroscopico Olympus DP72. Imagens de nove cortes com
marcacdo para MT1-MMP de cada animal, para cada etapa do desenvolvimento de
ratos e galinhas, foram analisadas por dois observadores (duplo cego), que
avaliaram a localizacéo e intensidade da marcacao (precipitado marrom) na regiao
da mucosa intestinal através de unidades subjetivas (WISE; LIN; FAN, 1992;
PASETTO, 2005):

(-) Auséncia de marcagéo

(+) Fraca intensidade de marcagéo

( ++) Moderada intensidade de marcacéo
( +++) Forte intensidade de marcagéo

Apos andlise individual, os dados foram confrontados e cada etapa do
desenvolvimento recebeu uma classificacdo de acordo com as unidades acima

descritas (Tabela I) e os dados obtidos foram confrontados com a literatura.

Resultados

Marcacdo da MT1-MMP na mucosa intestinal de rato ao longo do periodo pré-

natal

Animais no estagio E15 apresentaram mucosa intestinal com limen estreito e
epitélio circundado pelo mesénquima. As células epiteliais apresentavam ndcleos em

distintas posi¢cdes, ndo podendo ser definido se o epitélio era pseudoestratificado ou
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estratificado. A marcacdo da MT1-MMP foi fraca nas células epiteliais e
mesenquimais (Figura 1A).

Animais no estagio E17 apresentaram mucosa intestinal com Iimen amplo e
era evidente o processo de morfogénese das vilosidades, uma vez que foi possivel
notar que o epitélio estava passando por um processo de reorganizagdo para
formacéo do epitélio colunar simples e que houve invasédo de células mesenquimais
entre células epiteliais. A marcacdo da MT1-MMP foi observada nos espacos entre
as vilosidades em formacéo (Figura 1B), denominados de limens secundarios. No
epitélio e mesénquima, a marcacao da MT1-MMP permaneceu fraca.

Animais no estagio E18 apresentaram mucosa intestinal com liumen ainda,
mais amplo, epitélio colunar simples e tecido de origem mesenquimal no interior das
vilosidades. Células epiteliais degenerando foram observadas no lumen principal. A
marcacdo da MT1-MMP foi moderada no epitélio e entre fraca e moderada no

mesénquima (Figura 1C).

Animais no estagio E19 apresentaram mucosa intestinal com l[imen bastante
amplo, vilosidades mais alongadas e células em processo de degeneracao no lumen
principal. A marcacdo da MT1-MMP foi forte no epitélio. No mesénquima, a
intensidade da marcacéo da MT1-MMP foi similar a de E18 (Figura 1D).

Marcacdo da MT1-MMP na mucosa intestinal de rato ao longo do periodo pos-

natal

Animais no estagio FO apresentaram mucosa intestinal com intensa
vacuolizacdo das células epiteliais. Células epiteliais em processo de degeneracao
foram observadas no limen. A marcacdo da MT1-MMP foi forte no epitélio (Figura
2A).

Animais no estagio F3 apresentaram mucosa intestinal com vilosidades de
tamanho mais homogéneo, menor vacuolizacdo das células epiteliais e criptas em
processo de formacao. A marcagcao da MT1-MMP foi moderada nas células epiteliais
(Figura 2B).
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Animais no estagio F10 apresentaram mucosa intestinal com maior namero
de vilosidades, que apresentavam tamanhos diferentes. A marcacdo da MT1-MMP
foi forte nas células epiteliais localizadas a partir da por¢cdo mediana das vilosidades

e fraca nas criptas (Figura 2C).

Animais no estagio F18 apresentaram mucosa intestinal com vilosidades de
tamanho bastante homogéneo e células epiteliais degenerando no lumen. A
marcacdo da MT1-MMP foi forte e homogénea no epitélio e moderada nas criptas
(Figura 2D e 2D’).

Animais no estagio F25 apresentaram mucosa intestinal com vilosidades de
tamanho uniforme e em grande quantidade, bem como criptas desenvolvidas. A
marcacao da MT1-MMP foi forte e homogénea no epitélio. Nas criptas intestinais, a
intensidade da marcacgéo da MT1-MMP foi similar a de F18 (Figura 2E).

Marcacdo da MT1-MMP na mucosa intestinal de galinha ao longo do periodo

pré-natal

Animais no estagio E’10 apresentaram mucosa intestinal com limen amplo e
era evidente o processo de morfogénese das vilosidades, uma vez que foi possivel
notar que o epitélio estava passando por um processo de reorganizacdo para
formacao do epitélio colunar simples e que houve invasédo de células mesenquimais
entre células epiteliais. A marcacdo da MT1-MMP foi forte nas regides entre as

vilosidades em formacéao e fraca no mesénquima (Figura 3A).

Animais no estagio E’13 apresentaram mucosa intestinal com limen mais
amplo e um numero maior de vilosidades, mas essas eram curtas. A marcacao da
MT1-MMP foi forte nas regides entre as vilosidades e fraca no mesénquima (Figura
3B).

Animais no estagio E’16 apresentaram mucosa intestinal com epitélio colunar
simples. Notou-se alta densidade de vilosidades com tamanho uniforme e em
processo de bifurcacdo. E possivel observar um corddo de células epiteliais no

interior das vilosidades. Células epiteliais degenerando foram observada no limen. A
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marcacao da MT1-MMP foi forte nas células localizadas na base das vilosidades em
processo de bifurcacdo e nas regides entre as vilosidades e moderada no

mesénquima (Figura 3C).

Animais no estagio E'21 apresentaram mucosa intestinal vilosidades mais
altas e criptas desenvolvidas. Notou-se perda de células no &pice das vilosidades
(dados ndo mostrados). A marcacdo da MT1-MMP foi forte nas células epiteliais
localizadas a partir da porcdo mediana das vilosidades intestinais e fraca no

mesénquima (Figura 3D).

Marcacdo da MT1-MMP durante o desenvolvimento pos-natal da mucosa

intestinal de galinha

A mucosa intestinal de galinhas no dia da ecloséo apresentou vilosidades
mais altas e as criptas ja estavam bastante desenvolvidas. A marcacdo da MT1-MMP

foi forte e homogénea no epitélio e nas criptas intestinais (Figura 4A).

Apbs trés dias da eclosdo, a mucosa intestinal apresentou vilosidades em
processo de formacdo e muitas criptas. A marcacdao da MT1-MMP foi forte e
homogénea no epitélio e nas criptas intestinais. Notou-se a presenca de células

epiteliais degenerando no Iumen intestinal (Figura 4B e 4B’).

Aos sete dias apdés a eclosdo a mucosa intestinal apresentou vilosidades
maiores e criptas em processo de bifurcacdo. A marcacao da MT1-MMP foi forte e

homogénea no epitélio e nas criptas intestinais (Figura 4C).

A mucosa de galinhas de dez dias ap6s a eclosdo apresentou células em
processo de degeneragcdo no limen. A marcacdo da MT1-MMP foi forte no epitélio,
nas criptas intestinais e nas células em processo de degeneracdo no lumen (Figura
4D).

Aos guatorze dias apés a eclosdo a mucosa intestinal apresentou vilosidades
de tamanho mais homogéneo e as criptas eram numerosas. A marcacao de MT1-

MMP foi forte no epitélio e nas criptas intestinais (Figura 4E e 4E’).
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A Tabela | apresenta os resultados da intensidade da marcagédo da MT1-MMP
no epitélio e mesénquima nos diferentes estagios do desenvolvimento pré-natal do
intestino delgado de ratos e galinhas e no epitélio e criptas intestinais nos diferentes

estagios do desenvolvimento pés-natal de ratos e galinhas.

Discussao

No presente estudo, detectou-se por imunohistoquimica a marcacao da MT1-
MMP no intestino delgado de ratos e galinhas durante o periodo embrionario e apés
0 nascimento e eclosdo dos filhotes e pintinhos, respectivamente, com intuito de
inferir a respeito do papel dessa metaloproteinase no processo de desenvolvimento

da mucosa.

A marcacdo da MT1-MMP é detectada em células epiteliais e mesenquimais

durante a morfogénese das vilosidades intestinais

E sabido que a morfogénese da mucosa intestinal de ratos inicia-se por volta

do décimo terceiro dia de vida intrauterina (DUNN et al, 1967).

No décimo quinto dia de vida intrauterina de ratos, a mucosa intestinal
apresenta um lumen estreito e o epitélio € descrito por muitos autores como
estratificado (DUN et al., 1967; MATHAN; MOXEY; TRIER, 1976; TRIER; MOXEY,
1979; MADARA; NEUTRA; TRIER, 1981; QUARONI, 1986; DAUCA et al., 1990).
Entretanto, ha um trabalho que descreve o epitélio intestinal neste estagio do
desenvolvimento como em transicdo (pseudoestratificado para estratificado)
(SPENCE; LAUF; SHROYER, 2011). As células epiteliais mais préximas ao lumen
estdo unidas por juncbes ocludentes e as basais apresentam poucos complexos
juncionais formados por juncdes ocludentes, desmossomos e jun¢des comunicantes
(MADARA; NEUTRA; TRIER, 1981). Circundando o epitélio, ha uma densa camada
de tecido mesenquimal (DUN et al., 1967; MATHAM; MOXEY; TRIER, 1976; TRIER;
MOXEY, 1979; SPENCE; LAUF; SHROYER, 2011). A morfologia do intestino

delgado de embrides de ratos de quinze dias observada em nossos estudos esta de
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acordo com a descrita na literatura. Entretanto, devido & metodologia utilizada, nédo
foi possivel definir se o epitélio era pseudoestratificado ou em transicao.

A marcacdo da MT1-MMP foi fraca no tecido epitelial e no mesénquima,
indicando que essa proteina comeca a ser expressa antes do inicio do processo de

remodelacdo da mucosa intestinal.

Em ratos com dezessete dias de desenvolvimento intrauterino, o processo de
remodelacdo da mucosa intestinal é evidente, sendo observado o aumento do limen
e a morfogénese das vilosidades. A morfogénese das vilosidades pode ser dividida
em trés eventos principais: a) reogarnizacdo do epitélio; b) perda de células
epiteliais; ¢) migracéo de células do mesénquima entre as células epiteliais (DUN et
al., 1967; MATHAM; MOXEY; TRIER, 1976; TRIER; MOXEY, 1979; MADARA,
NEUTRA; TRIER, 1981; TOYOTA; YAMAMOTO; KATAOKA, SPENCE; LAUF;
SHROYER, 2011).

A marcacéo da MT1-MMP foi observada em espacos entre as vilosidades em
formacdo. Ha estudos que propbe a secrecdo da MT1-MMP na forma de vesiculas
de exocitose e sugere que esse seria um novo mecanismo para potencializar a sua
atividade no espaco extracelular (TARABOLETTI et al., 2002; HAKULINEN et al.,
2008). Baseado nesses dados sugere-se que a MT1-MMP seja secretada nos
espacos entre as vilosidades em formacao para potencializar a sua atividade no
processo de morfogénese. Porém, qual seria a funcdo da MT1-MMP nesse
processo? E descrito na literatura que a MT1-MMP promove degradacdo de
proteinas ocludinas e claudinas, levando a desorganizacao das jun¢cdes ocludentes
em células endoteliais do cérebro de ratos (YANG et al., 2007). Assim, € possivel
sugerir que a MT1-MMP promova a desestruturacdo de complexos juncionais entre
células epiteliais intestinais, desencadeando o processo de morfogénese das

vilosidades.

A marcacdo da MT1-MMP também foi observada no mesénquima, porém
fraca. Estudos a respeito do papel da MT1-MMP no processo de organogénese em
verterbrados sugerem que essa esteja envolvida com migracdo de células
mesenquimais (ALEXANDER et al., 1997; LEGALLICIER et al., 2001; AYOUB et al.,

2005; LINASK et al, 2005). Corrobando com esses estudos héa trabalhos em células
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de animais adultos que propbe que a MT1-MMP promova migracao celular
(KOSHIKAWA et al., 2000; KOSHIKAWA et al, 2003; ITOH, SEIKI, 2006; OKU et al.,
2006; TAKINO et al., 2006). Assim, é plausivel supor que esta proteina esteja
envolvida com migracéo de células do mesénquima para formacéo da lamina propria

das vilosidades intestinais.

Em animais no estagio E18, o processo de morfogénese das vilosidades
intestinais estava em estagio mais avancado, sendo evidente a presenca do tecido
conjuntivo no interior dessas. Nesse estagio, células em processo de degeneracdo

foram observadas no limen principal.

A marcacdo da MT1-MMP foi moderada no epitélio intestinal. E descrito na
literatura que a MT1-MMP ao atuar na degradacdo de componentes da matriz
extracelular pode promover tanto migracao celular como morte celular programada
(HOLMBECK et al., 2003; BELKAID et al., 2007; AUGUSTIN et al., 2009). Baseando-
se nesses dados, sugere-se que esta proteina esteja envolvida também com morte

celular programada durante a morfogénese das vilosidades.

Marcagdo da MT1-MMP e homeostase tecidual no intestino de ratos

Em animais no estagio E19, as vilosidades intestinais estavam bem formadas
e apresentavam intensa perda de células no topo. Segundo Cheng e Tam (2000), a
perda de células no apice das vilosidades intestinais no periodo de 19 a 20 dias de
vida embrionaria indica que a homeostase tecidual observado no rato adulto é
estabelecida antes do nascimento. No rato adulto, a homeostase tecidual € mantida
devido a ocorréncia de proliferacdo, migracao e diferenciacdo celular ao longo do
eixo cripta-vilosidade para repor ceélulas perdidas no topo das vilosidades
(LEBLOND; STEVENS, 1948).

A marcacdo da MT1-MMP foi forte nas células epiteliais, o que pode indicar
gue essa metaloproteinase esteja envolvida com migracédo celular e morte celular

programada para a manutencédo da homeostase tecidual.
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A marcacdo da MT1-MMP é mantida no epitélio intestinal de ratos no periodo

pos-natal

Animais nos estagios FO e F3 apresentaram intensa vacuolizacdo das células
epiteliais. E descrito na literatura que a vacuolizagdo das células epiteliais é devida a
absorcao do colostro (DUNN, 1967; WALTHALL et al., 2005).

A marcacdo da MT1-MMP foi forte na membrana dos vacuolos. Conforme
descrito na literatura, a MT1-MMP é uma proteina encontrada na membrana dos
endossomos (ITOH; SEIKI, 2006; TOTH et al., 2007), o que explicaria nossos

resultados.

A marcacdo da MT1-MMP em animais a partir do estagio F10 foi forte no
epitélio, entretanto observou-se uma diferenca espacial: no estagio F10, a marcacéo
estava presente nas células epiteliais que compBe a parte mediana e,
principalmente, apical, das vilosidades, enquanto que nos estagios F18 e F25, todo o
epitélio estava igualmente marcado. Koldovsky et al. (1966) em seus estudos de
cinética celular no intestino de ratos demonstraram que no periodo de amamentacao
(até 18 dias ap6s o nascimento) a taxa de migracdo celular € baixa. Baseando
nesses dados, € possivel sugerir que a auséncia de marcacdo da MT1-MMP nas
células epiteliais localizadas na base das vilosidades no periodo de amamentacao
signifigue que h& sempre células recém-formadas que néo iniciaram o processo de

migracao para o apice.

A marcacdo da MT1-MMP é detectada na mucosa intestinal de embrides de

galinha

Em animais no estagio E'10, a morfogénese das vilosidades intestinais ja
tinha iniciado. E sabido que o inicio do desenvolvimento da mucosa intestinal em
galinhas ocorre por volta do sexto dia de incubagéo artificial. Entretanto, ndo ha
estudos que descrevam o inicio da morfogénese das vilosidades, a qual ocorre
antes do nono dia de incubacgao artificial (COULOMBRE; COULOMBRE, 1958;
HAYES, 1965; ASAl; OKANO; YASUGUI, 2005).
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A marcacgdo da MT1-MMP foi forte nas regides entre as vilosidades. Overton e
Shoup (1964) observaram que nas regides entre as vilosidades ocorre intensa
proliferacdo celular. Um estudo recente a respeito do papel das metaloproteinases
no processo de organogénese em verterbrados relata o envolvimento da MMP-2 em
proliferacdo celular (BRUNI-CARDOSO et al., 2010). H& estudos ainda que
descrevem a MT1-MMP como um fator de crescimento que regula a proliferacdo de
células tumorais (HOTARY e al., 2003; NISHIDA et al., 2008). Assim, € plausivel
sugerir que a MT1-MMP esteja envolvida com proliferacédo celular na regido entre as

vilosidades.

A marcacdo da MT1-MMP também foi observada no mesénquima, porém
fraca. A presenca da MT1-MMP no mesénquima pode ser evidéncia de que essa
metaloproteinase esteja envolvida com migracdo de células dessa regido para
formacao da lamina propria das vilosidades.

Em animais no estagio E’13, era evidente o processo de morfogénese das
vilosidades, uma vez que foi possivel notar que o epitélio estava passando por um
processo de reorganizacdo para formacgdo do epitélio colunar simples e que houve

invasdo de células mesenquimais entre células epiteliais.

A marcagédo da MT1-MMP permaneceu forte nas regides entre as vilosidades,

o que reforca o seu provavel papel em promover proliferacédo celular.

Em animais no estagio E'16, vilosidades em processo de bifurcagcdo foram
observadas, a qual € descrita na literatura para embrides de quinze dias de
incubacdo (HAYES, 1965). Células epiteliais degenerando foram observadas no
[imen intestinal, mas ndo foram encontrados dados na literatura que confirmem esse

resultado.

A marcacdo da MT1-MMP foi forte em células localizadas na base e entre as
vilosidades em.processo de bifurcagdo. Sugere-se que essa metaloproteinase
promova proliferacdo e migracdo celular que levardo a formacdo de novas

vilosidades intestinais.
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A marcacdo da MT1-MMP é mantida no epitélio intestinal de galinha no periodo
pos-natal

Em animais no estagio PO, as vilosidades intestinais estavam mais altas e as
criptas intestinais mais desenvolvidas. Segundo a literatura, logo apés a ecloséo, ha
um aumento na taxa de crescimento do intestino correlacionada a mudanca do tipo
de dieta, que passa de rica em lipidios (vitelo) para rica em carboidratos (GEYRA et
al., 2001; UNI et al., 2000; UNI et al., 2003, NOY; SKLAN, 2001; UNI; SMITH, 2011).

A marcacdo da MT1-MMP foi forte e homogénea no epitélio e nas criptas, o
gque permite sugerir que essa metaloproteinase esteja promovendo intensa
proliferacdo e migracdo celular que culminam com o aumento da altura das

vilosidades intestinais.

Em animais no estagio P7, criptas intestinais em processo de bifurcacéo
foram observadas, o que esta de acordo com o descrito na literatura (UNI et al.,
2000). Segundo Uni et al. (2000), nessa etapa a morfologia e o padrédo de

proliferacéo e migracao celular do adulto ja estao estabelecidos.

A marcacdo da MT1-MMP foi forte nas células do epitélio e criptas intestinais.
Sugere-se que essa metaloproteinase promova proliferacdo e migracdo de células

que levardo a formacédo de novas criptas intestinais.

Em animais no estagio P10, um grande numero de células epiteliais
degenerando no lumen intestinal foi observado. Essa intensa perda de células
epiteliais pode estar relacionada ao comportamento alimentar dos animais que é

intenso nessa etapa do desenvolvimento (NOY; SKLAN, 2001).

A marcacao da MT1-MMP foi forte no epitélio e nas criptas intestinais e forte
no lumen intestinal, o que permite sugerir que essa proteina esteja envolvida com

morte celular programada.

Analise comparativa da marcacado da MT1-MMP ao longo do desenvolvimento
pré e pés-natal de ratos e galinhas
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MT1-MMP e morfogénese das vilosidades intestinais

Comparando-se os estagios E'10 de galinhas e E17 de ratos, nota-se eventos
comuns da morfogénese das vilosidades como a reorganizacdo do epitélio para
formacgéo do epitélio colunar simples e invasédo de células mesenquimais entre as
células epiteliais. Entretanto, diferentemente de ratos, no presente estudo ndo foram
observados limens secundarios e perda de células epiteliais durante a morfogénese
das vilosidades intestinais de galinhas. No entanto, ndo se pode descartar a hipotese
de que esses eventos ocorram em etapas anteriores, ndo analisadas em nosso

estudo e ndo relatadas na literatura.

A marcacao da MT1-MMP durante a morfogénese das vilosidades intestinais
em galinhas foi evidente nas regides entre as vilosidades, enquanto que em ratos
estava concentrada nos limens secundarios. Essa diferenca indica que a regulacéo
espacial e temporal da morfogénese das vilosidades intestinais é distinta entre
ambos os animais. A marcacdo da MT1-MMP foi detectada também no mesénquima
em ambos vertebrados, o que reforca a idéia de que essa proteina esteja envolvida
em migracao de células dessa regido para formacéo da lamina proépria.

MT1-MMP e bifurcacdo das vilosidades e criptas intestinais

Na mucosa intestinal de galinhas no estagio E'16 foi observada a bifurcacao
de vilosidades intestinais, o que esta de acordo com o descrito por Hayes (1965).
Entretanto, esse processo nao foi observado em ratos assim como ndo foi
encontrado relato na literatura. Sugere-se que a bifurcacdo de vilosidades em
galinhas ocorra para promover um rapido aumento do nimero dessas em funcao de
um aumento na absorcdo dos nutrientes oriundos do vitelo nesse periodo do
desenvolvimento (UNI; SMITH, 2011). No presente estudo, foi também evidenciada
a bifurcacdo das criptas intestinais em galinhas, a qual € descrita por Uni et al.
(2000). A bifurcacdo de criptas intestinais também €& descrita para ratos por Hayes

(1965), porem nao foi evidenciada em nossos estudos.

A marcacado da MT1-MMP foi forte nas vilosidades e criptas intestinais em

processo de bifurcagcdo na mucosa intestinal de galinhas, o que permite sugerir que
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essa metaproteinase participe da formacao de ambas estruturas.

MT1-MMP e homeostase tecidual

A marcacao da MT1-MMP observada em galinhas no estagio E'21 foi similar a
observada em ratos no estagio F10. Em ambos os animais, essa etapa corresponde
ao periodo de transi¢do da dieta liquida para sélida. Em ratos, estudos sobre cinética
celular no intestino demonstraram que a taxa de migracdo celular aumenta devido a
mudanca do habito alimentar (fase de desmame). Em galinhas, ndo ha dados na
literatura sobre cinética celular no intestino em desenvolvimento, mas € plausivel
inferir que a taxa de migragéo celular seja mais baixa no periodo de absor¢édo do
vitelo. Assim, podemos sugerir uma possivel relacao entre a marcacdo da MT1-MMP
e 0 processo de migracao celular no epitélio intestinal de ratos e galinhas quando da

transicao para a dieta sélida.

MT1-MMP e proliferacdo celular

A marcacdo da MT1-MMP foi mais forte nas células epiteliais localizadas na
porcdo mediana e apical das vilosidades intestinais de galinhas quando comparada
a de ratos, no periodo de transi¢do da dieta liqliida para a sélida. Sabendo-se que a
proliferacdo celular em galinhas é mantida em células epiteliais localizadas a partir
da porcdo mediana das vilosidades intestinais (UNI; PLATIN; SKLAN, 1998), é

possivel relacionar a forte marcacdo da MT1-MMP com esse processo.

Conclusao

A MT1-MMP é detectada nas células epiteliais intestinais de ratos e galinhas

em todos o0s estagios analisados ao longo do periodo pré e pds-natal.

A MT1-MMP correlaciona-se temporalmente com eventos que levam a

morfogénese das vilosidades intestinais em ratos e galinhas e com a bifurcacéo das
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vilosidades e criptas intestinais em galinhas.

A MT1-MMP correlaciona-se espacialmente com o periodo de transicdo da

dieta liquida para sdlida em ratos e galinhas

A deteccdo da MT1-MMP correlaciona-se temporalmente com a remodelacéo

e maturacao precoce da mucosa intestinal de galinha em relacéo a ratos.

Consideracfes Finais

Este € o primeiro trabalho comparativo que evidencia a MT1-MMP no intestino
delgado de vertebrados durante o desenvolvimento. Estudos subsequentes que
visem estabelecer as relacbes entre MT1-MMP e proliferacdo, migracdo e morte
celular durante o desenvolvimento do intestino delgado de ratos e galinhas sao
necessarios para elucidar o papel desta metaloproteinase na remodelacdo e

maturacédo da mucosa.
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Legendas

Figura 1. Fotomicrografias de cortes transversais do intestino delgado de ratos
(Rattus norvegicus), ao longo do desenvolvimento pré-natal, submetidos a
imunohistoquimica para MT1-MMP e contracorados com hematoxilina. A- E15:
o limen é estreito (cabeca de seta) e o epitélio € circundado pelo mesénquima. A
marcacdo da MT1-MMP é fraca nas células epiteliais (seta) e no mesénquima
(asterisco). A’- E15: corte controle. Ndo ha marcacdo da MT1-MMP no epitélio e
mesénquima. B- E17: o limen é maior e o processo de remodelacdo da mucosa
intestinal estd ocorrendo, podendo ser observadas vilosidades em processo de
formacdo. A marcacdo da MT1-MMP é observada nos espacos entre as vilosidades
em formacéao (setas). C- E18: o lumen € ainda maior, o epitélio é colunar simples e é
evidente o tecido conjuntivo no interior das Vvilosidades. Células epiteliais
degenerando sdo observadas no lumen (seta). A marcacdo da MT1-MMP é
moderada no epitélio (cabeca de seta) e fraca no mesénquima (asterisco). D- E19: o
[limen é bastante amplo, as vilosidades intestinais sdo curtas e largas e ha intensa
perda de células epiteliais (seta). A marcacdo da MT1-MMP é forte no epitélio
(cabeca de seta) e fraca no mesénquima (asterisco). E- Epitélio; EC—Epitélio Colunar
Simples; L — Lumen; LP-Lamina prépria; M- Mesénquima; TC-Tecido Conjuntivo;

VF-Vilosidade em Formacdao; VI-Vilosidade intestinal.

Figura 2. Fotomicrografias de cortes transversais do intestino delgado de rato
(Rattus norvegicus), ao longo desenvolvimento pds-natal, submetidos a
imunohistoquimica para MT1-MMP e contracorados com hematoxilina. A-FO: as
células epiteliais possuem muitos vacuolos com forte marcacdo para MT1-MMP
(seta). A’ -Detalhe de células epiteliais degenerando no limen (cabeca de seta) B-
F3: as vilosidades intestinais apresentam maior similaridade de tamanho, a
vacuolizacdo das células epiteliais diminuiu e as criptas intestinais estdo em
processo de formacdo (asteriscos). A marcacdo da MT1-MMP €& moderada nas
células epiteliais (setas). C- F10: ha um aumento do numero de vilosidades, que
apresentam tamanhos diferentes. A marcacdo da MT1-MMP é forte nas células
epiteliais localizadas a partir da porcdo mediana das vilosidades (seta) e fraca nas
criptas (cabeca de seta). D- F18: ha homogeneidade na altura das vilosidades e as

criptas estdo bem desenvolvidas. A Marcacdo da MT1-MMP é forte e homogénea no
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epitélio (seta) e moderada nas criptas (cabeca de seta). D’ Detalhe de células
degenerando no lumen (cabeca de seta). E- F25: presenca de vilosidades com
tamanho uniforme e em grande quantidade, bem como criptas desenvolvidas. A
marcacdo da MT1-MMP é forte e homogénea no epitélio (seta) e moderada nas
criptas (cabeca de seta). Cl-Cripta Intestinal; EC- Epitélio colunar simples; L-Lumen;
LP—La&mina Propria; TC — Tecido Conjuntivo; VI-Vilosidade Intestinal; VIT-Vilosidade

Intestinal Transversal.

Figura 3. Fotomicrografias de cortes transversais do intestino delgado de
galinha (Gallus gallus domesticus) ao longo do desenvolvimento pré-natal,
submetidos a imunohistoquimica para MT1-MMP e contracorados com
hematoxilina A- E’10: o lumen € amplo e o processo de remodelacdo da mucosa
intestinal jA foi iniciado, podendo ser observadas dobras do tecido epitelial
preenchidas por células mesenquimais (vilosidades em formac¢&o). A marcacdo da
MT1-MMP é forte nas regides entre as vilosidades em formacéo (seta) e fraca no
mesénquima (asterisco). B - E'13: o limen € mais amplo e o numero de vilosidades
intestinais € maior, mas essas sao curtas. A marcacdao da MT1-MMP é forte nas
regides entre as vilosidades (setas) e fraca no mesénquima (asterisco). C- E'16: o
epitélio intestinal € colunar simples. H& alta densidade de vilosidades com tamanho
uniforme e em processo de bifurcacéo (cabeca de seta branca). E possivel observar
um cordéao de células epiteliais no interior das vilosidades (retangulo). No limen sdo
observadas células epiteliais degenerando (cabeca de seta preta). A marcacdo da
MT1-MMP é forte nas células localizadas na base e entre as vilosidades bifurcando
(setas) e moderada no mesénquima (asterisco). D- E’21: as vilosidades sdo mais
altas e as criptas intestinais estdo desenvolvidas. A marcacdo da MT1-MMP é forte
nas células epiteliais localizadas a partir da porcdo mediana das vilosidades
intestinais (cabeca de seta branca) e fraca no mesénquima (asterisco). CI-Cripta
Intestinal; E-Epitélio; EC—Epitélio Colunar Simples; L-Lumen; M—Mesénquima; TC-

Tecido Conjuntivo VF-Vilosidade em Formacdao; VI-Vilosidade intestinal.

Figura 4. Fotomicrografias de cortes transversais do intestino delgado de
galinha (Gallus gallus domesticus), ao longo do desenvolvimento pds-natal,

submetidos a imunohistoquimica para MT1-MMP e contracorados com
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hematoxilina A- PO: presencga de vilosidades intestinais mais altas e de criptas
intestinais desenvolvidas. A marcacao da MT1-MMP é forte e homogénea no epitélio
(setas) e nas criptas (cabeca de seta). B- P3: presenca de vilosidades em processo
de formacédo (asterisco) e de muitas criptas intestinais. A marcacdo da MT1-MMP é
forte e homogénea no epitélio (setas) e nas criptas intestinais (cabeca de seta). B’-
Detalhe de células epiteliais degenerando no lumen (cabeca de seta). C- P7:
presenca de criptas intestinais em processo de bifurcacdo (asterisco). A marcacao
da MT1-MMP é forte e homogénea no epitélio (setas) e nas criptas intestinais
(cabeca de seta). D- P10: presenca no limen de células epiteliais degenerando
(cabeca de seta). A marcacdo da MT1-MMP foi forte no epitélio (seta branca), nas
criptas intestinais (asterisco) e nas células degenerando no lumen (seta preta). E-
P14: presenca de vilosidades de tamanho mais homogéneo. A marcacdo da MT1-
MMP foi forte no epitélio (setas). E'- Detalhe das numerosas criptas intestinais com
marcacao forte para MT1-MMP (cabeca de seta). Cl-Cripta Intestinal; EC—Epitélio
Colunar Simples; L-Lumen; LP-Lamina propria; TC-Tecido Conjuntivo; VI-

Vilosidade Intestinal; VIT-Vilosidade Intestinal Transversal.

Tabela I. Intensidade da marcagédo da MT1-MMP no epitélio intestinal e mesénquima
nos diferentes estagios do desenvolvimento pré-natal de ratos e galinhas e no
epitélio e criptas intestinais nos diferentes estagios do desenvolvimento pés-natal de
ratos e galinhas. ( + ) Fraca intensidade de marcacao; ( ++ ) Moderada intensidade

de marcacéao; ( +++ ) Forte intensidade de marcacao.
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FIGURA 2.
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FIGURA 3.
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FIGURA 4.
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Tabela |

Marcacdo da MT1-MMP na mucosa intestinal durante o desenvolvimento de

Mamiferos (Rato)

Desenvolvimento pré-natal Desenvolvimento pés-natal
Dia 15 | 17 | 18 | 19 Dia 0 3 10 18 25
Epitélio + + ++ | +++ | Epitélio | +++ | ++ | +++ | +++ +++
Mesénquima | + + + + Cripta + ++ ++
intestinal

Marcagdo da MT1-MMP na mucosa intestinal durante o desenvolvimento de

Aves (Galinha)

Desenvolvimento pré-natal Desenvolvimento p6s-natal
Dia 10 | 13 | 16 | 21 Dia 0 3 7 10 14
Epitelio 4+ |+ |+ |+ | EPItélio | 4+ | | A | A |t
Mesénquima | + + ++ + Cripta 4+ | | | A |
intestinal
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