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RESUMO

Kasai A. Efeito da desnutricdo protéica sobre a proliferacdo celular no epitélio
gastrico e sobre a expressao e os niveis de ghrelina durante o desenvolvimento pés-
natal em ratos [Dissertacdo]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo; 2009.

O epitélio gastrico de ratos sofre importantes modificagdes morfofisiol6gicas
importantes durante o primeiro més de vida pés-natal e a dieta € um dos principais
fatores que influenciam esse desenvolvimento. No presente trabalho, avaliamos os
efeitos da restricao protéica sobre o epitélio gastrico de ratos com 14, 30 e 50 dias
de vida po6s-natal. Ratos Wistar foram submetidos a dieta com 20% de proteina (C)
ou de restricao protéica a 8% (RP) durante todo o periodo pré e pos-natal. A
proliferacdo celular foi analisada pelo indice Metafasico (IM) e indice de Sintese de
DNA (IS). Além disso, observamos a massa corpdérea, massa do estdmago e
comprimento do intestino desses animais. Paralelamente, avaliamos a presenca de
ghrelina no epitélio gastrico por imunohistoquimica e sua concentragdo plasmatica
por ensaio imunoenzimatico (EIA). Animais do grupo RP apresentaram massa
corporea, massa do estbmago e do comprimento do intestino reduzidos em relacao
aos animais do grupo C (p<0,05). A proliferacao celular no epitélio gastrico em todas
as idades estudadas do grupo RP também se apresentou reduzida (p<0,05).
Observamos um maior numero de células imunomarcadas para ghrelina em animais
com 30 e 50 dias do grupo RP em comparagao aos animais de mesma idade do
grupo C (p<0,05). Nao houve diferenga no numero de células imunomarcadas para
ghrelina entre os animais de 14 dias. Os niveis plasmaticos de ghrelina
apresentaram a mesma tendéncia observada na imunomarcacdo. A partir dos
resultados obtidos, enfatizamos a importancia do consumo de quantidade adequada
de proteina durante o desenvolvimento gastrico de ratos e observamos que a

ghrelina apresenta resposta hormonal diferente de acordo com a idade do animal.
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ABSTRACT

Kasai A. Effect of protein restriction on cell proliferation of the gastric epithelium and
on ghrelin levels and expression throughout the postnatal development of rats
[Dissertagéo]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao
Paulo; 2009.

The gastric epithelium of rats undergoes morphophysiological changes throughout
the first month of life and diet is one of the main factors influencing the development.
This study aimed to evaluate the effect of protein restriction on stomach development
of rats at 14, 30 and 50 days. Wistar rats were fed a 20% protein diet (NP) or 8%
protein diet (RP) throughout the pre- and post-natal life. We analyzed the cell
proliferation by calculating the Metaphasic (MIl) and DNA synthesis (Sl) indexes. We
also observed the body and stomach weight and small intestine length. Additionally,
we evaluated ghrelin in gastric epithelium by immunohistochemistry and its plasma
levels by immunoenzymatic assay (EIA). Body weight, stomach weight and small
intestine length were reduced in RP animals when compared to C animals (p<0.05).
Cell proliferation in the gastric epithelium also decreased in the RP group at all ages
(p<0.05). We observed an increase in the number of labeled cells for ghrelin in 30-
and 50-d-old RP rats when compared to the C group at the same ages (p<0.05) and
no difference was found in 14-d-old animals. Plasma ghrelin levels showed the same
results observed in immunohistochemical reactions. Therefore, we can conclude that
protein restriction can affect the cell proliferation in all studied ages. These results
emphasize the importance of diet protein on the development of gastric mucosa and
protein restriction seems to differently modulate ghrelin response at different ages.

Key words: Stomach. Protein restriction. Ghrelin.



1 INTRODUCAO

1.1 Estdmago

O estbmago é um O6rgdao do trato gastrintestinal que, em ratos e
camundongos, pode ser dividido em trés regides histologicamente distintas,
denominadas: cornea, corpo e antro (Lee et al.,, 1982). A regidao da coérnea
apresenta-se como uma porcao dilatada e em forma de saco, continua ao es6fago,
revestida por um epitélio ndo-glandular, estratificado pavimentoso queratinizado (Lee
et al., 1982). O corpo e o antro sdo formados por um epitélio prismatico simples que
sofre invaginagao formando numerosas fossetas onde se abrem de 2 a 4 glandulas
tubulares (Lee et al., 1982).

A superficie luminal e as fossetas séo revestidas por células secretoras de
muco denominadas células mucosas superficiais. A glandula géastrica de um rato
adulto pode ser subdividida em trés segmentos: istmo, colo e base (Helander, 1981)
(Figura 1). Os diversos tipos celulares que compdem a glandula sao: células
parietais (oxinticas), células zimogénicas (principais), células mucosas do colo,
células endécrinas e células indiferenciadas (Helander, 1981; Kataoka et al., 1984)
(Figura 1).

células parietais

@l — células enddcrinas

B
ase Scélulas zimogénicas

Figura 1. A esquerda: Fotomicrografia de epitélio gastrico de ratos (Aumento original: X20;
coloracdo: Hematoxilina e Eosina). A direita: Esquema simplificado de glandula
gastrica de rato adulto. (Esquema adaptado de Modlin et al., 2003).

As células parietais podem ser encontradas em toda a extensdo glandular,

porém sdao mais abundantes na regiao do istmo e colo da glandula. Sao células



grandes quando comparadas as outras que constituem a glandula gastrica,
apresentam uma rede de canaliculos e sado caracterizadas pelo alto numero de
mitocondrias (Helander, 1981). Produzem ions H" e CI" que na luz géastrica formam o
acido cloridrico (Helander, 1981), que tem acao bacteriostatica e é responsavel pela
ativagdo da pepsina (Johnson, 1985). As células zimogénicas sdo secretoras de
pepsinogénio que, em presenca de pH acido, € convertido em pepsina, a enzima
responsavel pela digestdo de proteinas (clivagem de ligacdes peptidicas) (Johnson,
1985). Localizam-se na base da glandula gastrica e apresentam coloracao basofilica
devido a grande concentracdo de RNA na regido basal de seu citoplasma, enquanto
os granulos contendo pepsinogénio encontram-se no apice da célula (Helander,
1981).

As células mucosas do colo sdo pequenas e piramidais, e localizam-se entre
as células parietais na regido do colo da glandula (Helander, 1981). S&o produtoras
de muco (Helander, 1981), importante para a lubrificacdo da parede do estdmago e
protecdo contra danos fisicos e quimicos causados pela ingesta (Johnson, 1985;
Laine et al., 2008).

As células endécrinas sdo encontradas dispersas por toda a glandula
gastrica, porém em maior quantidade na regido basal. Existe uma ampla diversidade
de tipos celulares enddcrinos, tais como células “enterochromaffin-like” (ECL), G, D,
“X/A-like”, dentre outras. As células ECL localizam-se principalmente no corpo
gastrico e sao repletas de granulos contendo histamina (Helander, 1981). A célula D
produz somatostatina que age sobre as células parietais, inibindo a acdo da gastrina
(Helander, 1981). Células X/A-like sao produtoras de ghrelina, horménio que
estimula a liberagcdo do horménio de crescimento (GH) e também o apetite (Kojima
et al., 1999; Date et al., 2000). No antro, a célula G é responsavel pela secrecao de
gastrina que, entre outras funcgdes, estimula a producao de acido gastrico (Helander,
1981).

As células epiteliais gastricas originam-se a partir de células-tronco
localizadas na regidao do istmo e colo da glandula (Simdes, 1992; Karam e Leblond,
1999). Todas as células que revestem a unidade fosseta-glandula da mucosa do
corpo do estbmago tém origem a partir dessas células-tronco que migram bi-
direcionalmente para originar as diferentes linhagens celulares que constituem a
glandula gastrica (Karam e Leblond, 1999). Estudos morfolégicos e funcionais

sugerem que a partir dessas células-tronco surgem células pré-mucosas que migram



em direcdo a fosseta e se diferenciam em células mucosas superficiais; células pré-
parietais que tém migracado bi-direcional e originam células parietais; células pré-
mucosas do colo migram em diregcdo a regido do colo, onde se diferenciam em
células mucosas do colo, que continuam migrando em diregdo a base da glandula
para originar células pré-zimogénicas e zimogénicas; e células pré-enteroenddcrinas
que podem dar origem aos diferentes tipos celulares endocrinos (Karam e Leblond,
1999).

O corpo do estdmago, principal regido secretora do 6rgao, apresenta mucosa
espessa devido a grande quantidade de glandulas que a preenchem (Helander,
1981). No animal adulto, essa regido é constituida por fossetas curtas e glandulas
tubulares alongadas formadas pelos diferentes tipos celulares mencionados,
enquanto a regiao do antro possui fossetas profundas e glandulas relativamente
curtas, compostas por células mucosas e endécrinas (Lee et al., 1982).

O estbmago possui trés funcdes basicas: a) atividade secretora: secreg¢ao de
acido cloridrico, pepsinogénio, fator intrinseco, muco, agua, e alguns eletrélitos; b)
acao enddcrina: sintese de hormbnios como a gastrina, somatostatina, ghrelina,
entre outros e c) mistura e trituracdo do alimento ao fluido estomacal (Johnson,
1985).

A mucosa gastrica desenvolve-se tardiamente na vida fetal do rato e continua
a sofrer modificacées morfoldgicas e fisioldégicas importantes durante o primeiro més
de vida pos-natal (Simées, 1992). No inicio do desenvolvimento do animal, as
glandulas gastricas nao apresentam regides distintas e sao pouco profundas. Nessa
fase é possivel identificar apenas células parietais e células em diferenciacéo
(Kataoka et al., 1984; Simoes, 1992).

Por volta da terceira semana de vida p6s-natal, o amadurecimento estrutural e
funcional das células do epitélio gastrico ocorre concomitantemente com a transicao
alimentar do animal. Até os 14 dias de vida, o filhote alimenta-se exclusivamente de
leite e, apos esse periodo, comeca a se alimentar com ragdo mantendo uma
alimentacao mista até a fase do desmame, que ocorre por volta dos 21 dias de vida
(Henning, 1981). Enquanto o filhote passa por esse periodo de transicdo entre a
amamentacao e a ingestdo de racado (Henning, 1981), ocorrem os ultimos estagios
de diferenciacdo das células gastricas. A célula zimogénica finaliza sua maturacéo,
com a mudanca no tipo de pepsinogénio produzido (Kageyama, 2002). As células

mucosas do colo sdo morfologicamente evidentes somente a partir da 3° semana de



vida poés-natal (Kataoka et al., 1984), periodo em que também ocorre o
desenvolvimento dos receptores para gastrina (Takeuchi et al., 1981). Por volta do
22° dia de vida, as regides do istmo, colo e base comecam a ser reconhecidas
(Simdes, 1992).

Esta transicao de dieta, passando de um alimento rico em gorduras e lactose
e pobre em carboidratos para um alimento sélido, rico em carboidratos e sacarose e
pobre em gorduras (Henning, 1981), é paralela a alteracées importantes como a
acidificacao gradual do conteludo gastrico (Johnson, 1985). Durante as duas
primeiras semanas apds o nascimento o pH é aproximadamente 4 e diminui para 2,5
logo apds o desmame (Johnson, 1985), quando o érgao devera estar apto a digerir
racao solida.

Do ponto de vista de cinética celular, o epitélio gastrico dos ratos jovens
apresenta diferencas em relacdo aos animais adultos. De modo geral, pode-se dizer
que os indices proliferativos sdo mais baixos nos animais jovens devido ao
comprometimento desses epitélios com o crescimento e ndo ainda com reposicao de
células. Por outro lado, o compartimento proliferativo € mais amplo, abrangendo toda
a glandula gastrica (Alvares, 1992). A cinética celular deste epitélio continua a sofrer
alterac6es até a maturacdo completa, que ocorre ap6s 30 dias de idade (Simdes,
1992).

No rato adulto, o compartimento proliferativo é restrito as regides do istmo e
colo da glandula (Alvares, 1992; Simdes, 1992). A partir desse compartimento, as
células migram principalmente em direcdo a superficie para reposicdo celular
(Karam e Leblond, 1993a).

Todo o processo de renovagao celular, que inclui proliferagdo, migracéao,
diferenciacao, morte e exfoliacdo, € controlado por um conjunto de agentes. Os
mecanismos que coordenam o crescimento e a maturacado do trato gastrintestinal
envolvem diferentes fatores como as mudancas na dieta do animal, programa
genético, presenca de hormoénios e fatores de crescimento (Lee e Lebenthal, 1983;
De Andrade Sa et al., 2008).

Diversos estudos demonstraram que alteragdes na dieta como o jejum
alimentar influenciam positivamente a proliferacdo celular no epitélio gastrico de
animais lactentes (Alvares, 1992; Alvares e Gama, 1993). Essa resposta é inversa a
observada em animais com 30 dias de vida pés-natal, que apresentam um quadro
inibitério (Alvares e Gama, 1993) semelhante ao animal adulto (Alvares, 1987).



Quando o rato sofre desmame precoce aos 15 dias de idade, passando para
alimentacao exclusivamente semi-sélida (racéo) e é submetido ao jejum aos 18 dias
de idade, a proliferacao celular € inibida (Gama e Alvares, 2000). Assim, a mucosa
gastrica desses filhotes passa a responder ao jejum como o epitélio gastrico de um
rato adulto, evidenciando a dependéncia da maturacao da proliferacao celular desse
epitélio em funcao da alimentacgao.

O leite e os hormédnios presentes no leite (Koldovsky, 1980) e o prdprio
desmame, do ponto de vista fisiolégico, tém profunda influéncia sobre o
desenvolvimento normal da mucosa gastrica e também sobre a proliferacdo celular.
A somatostatina e o horménio de liberacdo do horménio luteinizante (LHRH) séo
horménios encontrados no leite e inibem a proliferacao do epitélio gastrico tanto in
vivo (Gama e Alvares, 1996) como in vitro (Goldfeder e Alvares, 2001).
Corticosterdides, também presentes no leite, atuam sobre o epitélio gastrintestinal
de animais em desenvolvimento, promovendo a maturagéo e a diferenciagdo celular
(Henning, 1981). A administracdo de glicocorticbéides em ratos lactentes estimula o
desenvolvimento precoce dos receptores para gastrina (Peitsch et al., 1981), a
atividade precoce de pepsinogénio (Furihata et al., 1972; Ikesaki e Johnson, 1983) e
inibe a proliferacao celular no epitélio gastrico (Gama e Alvares, 1998; Gama et al.,
2000).

1.2 Restricao Protéica

A desnutricdo é um problema mundial, presente principalmente nos paises
subdesenvolvidos. Considerada uma doenca, a desnutricao ou deficiéncia nutricional
caracteriza-se pela deficiéncia crbnica de um ou mais nutrientes (proteinas,
vitaminas, carboidratos, entre outros) na alimentacao do individuo (Monteiro, 2003).
Para o crescimento e a manutencao das dimensdes corporais € necessario que haja
condicOes 6timas, principalmente quanto a ingestéao e utilizagéo biolégica de calorias
e proteinas (Hoffmann, 1995). A deficiéncia nutricional também esta associada a
outras patologias tais como infeccoes, diabetes e obesidade (Sawaya, 2006) e
acomete principalmente criancas (0-4 anos), atingindo cerca de 10% das criang¢as no
Brasil (Monteiro, 2003). Nos ultimos anos, uma corrente de estudos tem sugerido
que um déficit nutricional durante um periodo critico e especifico do

desenvolvimento acarreta um efeito duradouro e persistente ao longo da vida do
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individuo, que o predispée a doencas como obesidade, diabetes e hipertensdo. Tal
efeito € denominado imprinting metabdlico (Waterland e Gaza, 1999).

Devido a sua gravidade, estudos tém utilizado modelos animais para
investigar os efeitos do déficit nutricional no organismo, principalmente sobre a
progénie. Diversas sao as metodologias empregadas para desenvolver a
desnutricdo em filhotes: aumento do numero de filhotes por mae, diminuindo a
quantidade de leite disponivel aos filhotes; retirada dos filhotes da mae lactente por
um periodo do dia para deixa-los com uma fémea nao-lactente ou em uma
incubadora. No entanto, os modelos experimentais mais utilizados sdo os que
empregam um déficit energético e/ou protéico durante as fases pré e/ou pos-natal do
animal, ou seja, é possivel que o animal seja gerado e/ou amamentado por uma
fémea que recebeu uma dieta com quantidade restrita de ragdo ou apenas com
restricdo de proteinas (Crnic e Chase, 1978).

A reducgéo protéica na dieta materna durante os periodos de gestacado e/ou
lactacdo promove diversas alteracées no organismo da progénie. Filhotes com 21
dias de vida, cujas maes foram alimentadas com dieta restrita a 8% de proteina
durante a prenhez e lactacao ou apenas durante a lactacédo, apresentam reducao de
50% na massa corpérea. Além disso, esses animais tém redugéo significativa na
massa do estbmago e no comprimento do intestino delgado em relacdo aos
controles (Weaver et al., 1998). Entretanto, esses autores observaram que, com
excecao da massa corpérea, tais efeitos sao revertidos quando os animais recebem
dieta com 20% de proteina ap6s o desmame.

Segundo Desai et al. (1996), os érgaos tém sua massa afetada de uma
maneira diferencial. Cérebro e pulmao, por exemplo, tém uma diminuicdo menor de
massa (5%) do que érgaos como pancreas e baco (30%) (Desai et al., 1996).

Dentre os estudos que abordaram os efeitos da restricdo protéica sobre o
trato gastrintestinal, o intestino teve maior enfoque, provavelmente devido a sua
importante funcdo absortiva. Deo e Ramalingaswami (1965) observaram retardo na
velocidade de migracdo celular (da cripta para o vilo) no intestino delgado de
macacos que receberam uma dieta com restricdo total de proteina. Em ratos, a
auséncia de proteina na dieta durante os periodos pré e pds-natal provoca reducao
do comprimento do intestino delgado e do nimero de neurdnios mioentéricos nesse

orgao (Gomes et al., 2006).
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Ratos separados de sua mée durante a transicdo para o desmame aos 17
dias de vida e submetidos a dieta de restricao protéica a 8% apresentaram reducao
da incorporacéao de timidina pelo intestino delgado e figado aos 21 dias de idade,
(Buts e Nyakabasa, 1985). Uma dieta de restricao protéica apdés o desmame até os
5 meses de idade pode desencadear aumento do numero de apoptoses no vilo
intestinal desses ratos (Bodiga et al., 2005).

Sabe-se que as enzimas intestinais sofrem maturacdo também durante o
primeiro més de vida pos-natal de ratos, coincidindo com a transi¢ao da dieta liquida
para a dieta solida (desmame). No entanto, quando ratos sdo submetidos a dieta de
restricdo protéica a 8% durante os periodos pré e pos-natal, verifica-se que ocorre
atraso na maturacdo das enzimas intestinais, ou seja, aos 21 dias o animal
apresenta altos niveis de lactase e baixos niveis de maltase e sucrase (Weaver, et
al., 1998). Esse atraso na maturacdo das enzimas também foi observado em ratos
qgue sofreram restricao alimentar a 50% durante a gestacao e toda a lactagédo (Young
et al., 1987).

Foram poucos os estudos que abordaram os efeitos da desnutricdo protéica
sobre a histofisiologia gastrica. Majumdar (1984) observou que ratos que sofreram
desnutricdo (por aumento do numero de filhotes para cada mée) desde o
nascimento até o 14° dia de vida pds-natal apresentam retardo de crescimento e
diminuicdo da concentragdo de gastrina antral, hormdnio que, dentre suas diversas
funcdes, estimula a secrecdo de acido gastrico. Com a reversdao do quadro
nutricional, os 6rgdos recuperam sua massa, porém a concentracdo de gastrina
ainda se mantém reduzida, com metade da quantidade normal (Majumdar, 1984).
Por outro lado, Montoya, Leterme e Lalles (2006), que usaram como modelo de
desnutricdo animais adultos tratados com uma dieta ausente em proteina, embora
ndo tenham avaliado os niveis de gastrina, observaram que o0s animais
apresentavam pH muito baixo e esvaziamento acelerado do conteudo gastrico, o
que pode sugerir um aumento na secrecao do horménio.

Animais adultos que sofreram restricdo protéica durante os periodos de
gestacdo e lactacdo produzem maior quantidade de muco e prostaglandinas na
mucosa gastrica. Assim, esse epitélio € menos afetado pela ulceracdo causada por
ingestao elevada de etanol ou por administracdo de indometacina (Paula et al.,
2005).



12

A regulacado do crescimento de 6rgaos € um tema complexo e ainda em
estudo. H& hormdnios de acdo geral sobre o organismo, como os horménios
tireoidianos, GH e fator de crescimento semelhante a insulina —1 (IGF-1); e outros de
acao local, como fatores de crescimento. No epitélio gastrico, varios fatores de
crescimento estdo presentes desde o nascimento, enquanto outros chegam ao
estbmago por meio do leite e da saliva (Koldovsky, 1989). O fator de crescimento
transformante B (TGF- B) é um desses peptideos e esta presente no estbmago
desde o periodo fetal (De Andrade Sa et al., 2003). Entre suas funcdes, encontra-se
a regulacao local da proliferacao celular (Alvares et al., 2007).

Em ratos com 21 dias de vida submetidos a dieta hipoprotéica, foi observado
que niveis de IGF-1, hormbénio muito importante para o crescimento do animal,
sofrem reducdo de quase 90% em relagdo aos animais controle e essa reducao é
minimizada com a progresséo da idade do animal. Desta forma, pode-se dizer que
esse hormdnio é dependente da quantidade de proteina na dieta e responde
diferentemente de acordo com a idade do animal (Fliesen et al., 1989). A restricao
protéica na dieta de ratos adultos também reduz os niveis séricos de IGF-1 (Oster et
al., 1995). Em humanos com habito alimentar vegetariano também ocorre reducao
dos niveis séricos desse hormdnio (Fontana et al., 2008).

Filhotes nutridos por maes submetidas a dieta de restricdo protéica durante o
periodo de lactagcdo apresentam aumento nas concentracbes de horménios
tireoidianos (Passos et al., 2002) e diminuicdo da expressdao de RNAm de GH
durante o desenvolvimento (De Moura et al., 2007). A reabilitacao nutricional ndo
consegue reverter esse quadro e a expressao do GH permanece reduzida (De
Moura et al., 2007). Esses resultados demonstram, particularmente, a importancia
de uma nutricao protéica balanceada, principalmente durante os periodos iniciais da
vida do animal.

Até meados da década de 90, acreditava-se que a liberacdo de GH estava
vinculada apenas a acado do horménio liberador do horménio de crescimento
(GHRH) e da somatostatina (responsavel pela inibicado da liberacdo de GH).
Recentemente, um novo horménio foi descoberto, a ghrelina, cuja acao esta

intimamente ligada a liberacao do GH (Kojima et al., 1999).
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1.3 Ghrelina

A ghrelina € um peptideo formado por 28 aminoacidos (Kojima et al., 1999)
resultante de um processo pos-traducional pela acdo da enzima pré-horménio
convertase 1/3 (PC1/3) a partir de uma proteina precursora denominada pré-ghrelina
(Zhu et al., 2006). Constitui-se no primeiro peptideo modificado por um acido graxo e
a presenca de uma acilacdo na terceira serina (Ser-3) € fundamental para ativacao
de seu receptor (Kojima et al., 1999).

Esse horménio liga-se ao receptor secretagogo do GH (GHS-R1a), que é um
tipo de receptor acoplado a proteina G (GPCR) com sete dominios
transmembranicos (Smith et al., 1999). A acdo do GHS-R1a se da pela ativacao da
fosfolipase C, gerando inositol-trifosfato (IP3) e diacilglicerol, que resulta no aumento
dos niveis intracelulares de célcio, desencadeando respostas celulares especificas
(Kojima et al., 1999).

A acilacao (octanoilacao) da Ser-3 ocorre principalmente no estdmago pela
acao da enzima ghrelina o-acil-transferase (GOAT) (Gutierrez et al., 2008). Assim
sendo, as formas principais de ghrelina encontradas no rato s&o: ndo acilada (sem
modificacao péds-traducional) e acilada (modificada pds-traducédo) (Hosoda et al.,
2000). A forma acilada corresponde ao peptideo ativo e a forma des-acilada é
inativa, pois ndao se liga ao GHS-R (Hosoda et al., 2000). A forma des-acilada
corresponde a maior parte da ghrelina encontrada no estémago (Hosoda et al.,
2000).

O GHS-R1a é expresso na hipéfise principalmente nas células somatotrofas
hipofisarias do lobo anterior. Também € expresso no hipotalamo, na regido do
nucleo arqueado (ARC) (Nakazato et al., 2001; Camifa, 2006). Apesar da relevancia
da expressao do GHS-R1a nos tecidos neuroenddcrinos, outros tecidos também
apresentam expressao para esse receptor, tais como: pancreas (Kageyama et al.,
2005), estdmago, intestino delgado e intestino grosso (Shuto et al., 2001; Dass et al.,
2003).

A ghrelina é produzida predominantemente pelo estdmago, mais
especificamente pelas células enddcrinas denominadas “X/A-like” (Date et al., 2000).
Essas células estdo presentes na regidao do colo e base da glandula oxintica e
raramente na regido do antro-piloro de ratos e humanos, apresentam formato

arredondado a ovéide, com granulos citoplasmaticos elétron-densos e compactos e
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podem também ser denominadas como células secretoras de ghrelina (Date et al.,
2000). Em ratos, esse peptideo é expresso principalmente na mucosa do estémago,
com concentracao diminuindo ao longo do intestino (Dornonville de La Cour et al.,
2001; Lee et al., 2002).

Foram identificados dois tipos de células produtoras de ghrelina no trato
gastrintestinal: células do “tipo fechado” e células do “tipo aberto”. No estébmago, a
maioria das células sdo do “tipo fechado”, e as células do “tipo aberto” aumentam
progressivamente do estdbmago para o intestino (Dornonville de La Cour et al., 2001;
Sakata et al., 2002; Zhao e Sakai, 2008). As células do *“tipo fechado” nao
apresentam contato com o lumen glandular e recebem estimulo hormonal, neuronal
ou por distensdao mecanica. Ja as células do “tipo aberto”, tém contato luminal, e sdo
reguladas por nutrientes ou pH (Solcia et al., 2000). Desta forma, pode-se observar
que as células produtoras de ghrelina podem ser reguladas por diferentes estimulos
e desempenhar diversos papéis fisioldgicos.

Células positivas para ghrelina podem ser visualizadas na mucosa gastrica de
ratos a partir do 212 dia de vida fetal e a concentracdo dessas células aumenta
progressivamente durante a segunda e terceira semanas de vida pés-natal
(Hayashida et al., 2002; Walia et al., 2009).

Além do estdmago, intestino delgado e intestino grosso, diversos outros
orgaos tais como pancreas, rins, hipofise e testiculo sdo capazes de sintetizar
ghrelina, porém em concentracées bem menores (Rindi et al., 2004; Yabuki et al.,
2006). A gastrectomia reduz cerca de 80% da concentracédo plasmatica de ghrelina
(Dornonville de La Cour et al., 2005). No entanto, apds a cirurgia essa concentragao
aumenta gradualmente, possivelmente devido a producdo compensatoéria desse
hormonio por outros érgaos, como o duodeno (Wang et al., 2008).

A ghrelina foi caracterizada, primeiramente, como sendo um hormonio
liberador de GH por uma via independente do GHRH hipotalamico (Kojima et al.,
1999), ou seja, esse peptideo estimula a liberacdo de GH pela hipéfise, tanto in vivo
como in vitro (Wren et al., 2000; Arvat et al., 2001).

Toshinai et al. (2001) demonstraram que o jejum alimentar leva ao aumento
dos niveis plasmaticos de ghrelina e sua consequente reducao no estémago. Com a
realimentacdo, os niveis plasmaticos de ghrelina sofrem reducdo, e no estdbmago
voltam as concentragcdes normais, sugerindo que a ghrelina é secretada do
estbmago para a corrente sanguinea em resposta ao jejum. Desta forma, a ghrelina
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também é responsavel pelo aumento do apetite (peptideo orexigénico) (Wren et al.,
2000; Nakazato et al., 2001; Toshinai et al., 2001).

No nucleo arqueado (ARC) do hipotalamo, uma regido relacionada a
regulacao do apetite, Kojima et al. (1999) relataram a existéncia de neurdnios que
expressam ghrelina. O ARC é critico para a regulagdo da alimentacdo e massa
corporal, pois contém neuropeptideos orexigénicos como o neuropeptideo Y (NPY) e
a proteina agouti (AgRP). A ghrelina, que atua como um antagonista da leptina
(horménio supressor do apetite), estimula a expressao do RNAm de NPY induzindo
o aumento do consumo de alimentos (Nakazato et al., 2001).

As informacdes sobre o estado nutricional do individuo chegam aos neurdnios
do ARC através da corrente sanguinea (Nakazato et al., 2001), com o aumento dos
niveis plasmaticos de ghrelina antes de cada refeicao e reducao a niveis minimos
uma hora depois. Ao agir como um sinal da fome, a ghrelina contribui para regulagcéo
da homeostase energética (Cummings et al., 2001).

Essa resposta de regulacao do apetite pode ser encontrada desde o inicio da
vida pos-natal. Ratos lactentes com uma semana de vida submetidos ao jejum por
oito horas apresentam reducdo da concentracdo de ghrelina no estbmago e
aumento de sua concentracao plasmatica (Hayashida et al., 2002).

A ghrelina também tem a capacidade de modular a proliferacdo de diversas
linhagens celulares como células hipofisarias e osteoblastos (Nanzer et al., 2004;
Maccarinelli et al., 2005), aumenta a motilidade gastrica e a secrecao de acido
gastrico (Masuda et al., 2000), estimula a formacao éssea (Fukushima et al., 2005),
tem acao anti-inflamatéria (Dixit e Taub, 2005), reduz a presséo arterial (Nagaya et
al., 2001). Além dessas diversas funcoes, foi observado que a administracdo de
ghrelina reduz a apoptose na mucosa intestinal de ratos submetidos ao jejum (Park
et al., 2008) e também inibe a apoptose em linhagens de célula de cardiomiécitos e
células endoteliais, agindo como um protetor desses tecidos (Baldanzi et al., 2002).

Tschép et al. (2000) observaram que a administracdo de ghrelina leva a
alteracoes metabolicas, resultando no aumento da massa corpoérea e reducao da
utilizacdo de gordura, além disso esse hormdnio estimula a adipogénese (Choi et al.,
2003). A administragdo subcutanea diaria de ghrelina em ratas gravidas, do 15° ao
21¢ dia de gestacao resulta no aumento da massa corporal de ratos recém-nascidos
(Hayashida et al., 2002).
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Em individuos obesos a concentragdo de ghrelina plasmatica é reduzida
(Tschép et al.,, 2001), enquanto em pacientes com anorexia nervosa ou bulimia
esses niveis encontram-se elevados (Tanaka et al., 2002; Janas-Kozik et al., 2007),
possivelmente numa tentativa de reequilibrar a homeostase energética.

O nivel de glicose no sangue também influencia a regulacdo da ghrelina.
Quando a glicose € administrada oral ou intravenosamente, a concentragcdo de
ghrelina plasmatica diminui (Shiiya et al., 2002). Em caso de hipoglicemia induzida
pela insulina, foi observado que houve aumento da expressdo de RNAm de ghrelina
no fundo gastrico, sugerindo que a ghrelina provavelmente deve agir como uma
molécula de sinal anabdlico durante uma deplecao energética (Toshinai et al., 2001).

Ratos adultos que receberam dieta com grande quantidade de gordura
apresentam redugao dos niveis plasmaticos e da expressdo de RNAm para ghrelina
no estdmago, enquanto animais que tiveram alimentacao com baixo teor protéico
apresentam expressao e niveis plasmaticos elevados de ghrelina (Lee et al., 2002).

A ghrelina esta profundamente envolvida em diversos processos fisioldgicos,
sendo fundamental na regulagdo do consumo alimentar, conectando o eixo cérebro-

estbmago com a finalidade de alcancar a homeostase energética.
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7 CONCLUSOES

A restricao protéica durante os periodos pré e pds-natal reduz o crescimento
e a proliferagao celular no epitélio gastrico, enfatizando a importancia do consumo
de quantidade adequada de proteina durante o desenvolvimento do animal.

Concluimos também que ha uma evidente diferenca na resposta hormonal
entre animais lactentes e desmamados, uma vez que a presenca de ghrelina nas
células gastricas e seus niveis séricos nao sofrem alteracao com a dieta aos 14 dias,
mas sao significativamente aumentados nos ratos de 30 e 50 dias.

O aumento na expresséo e nos niveis plasmaticos de ghrelina induzido pela
dieta de restricao protéica por um longo periodo pode ser uma estratégia adaptativa

de sobrevivéncia em resposta a diminuicdo da massa corpoérea destes animais.
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