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RESUMO

Osaki LH. O papel da dieta, do fator de crescimento transformante alfa e do receptor
do fator de crescimento epidermal na proliferacao e diferenciagdo celular durante o
desenvolvimento pés-natal do epitélio gastrico de ratos [Tese]. Sdo Paulo: Instituto
de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2009.

A interrupcao abrupta da amamentacdao no desmame precoce (DP) causa mudancas
na mucosa gastrica, como o aumento da proliferacao celular e da expressdao do
Fator de Crescimento Transformante a (TGFa). No presente trabalho, avaliamos o
papel desse peptideo por meio de seu receptor EGFR no controle do crescimento
gastrico. Ratos Wistar com 15 dias de vida pds-natal foram divididos em dois grupos:
amamentado (controle) e DP, no qual os filhotes foram separados da mée e
alimentados com uma pasta de ragdao. O desmame precoce aumentou 0 nimero de
células imuno-marcadas para o EGFR, que é expresso principalmente em células
mucosas superficiais e parietais. A diferenciacdo de células mucosas do colo foi
estudada por meio de reacdées com PAS-AB ou lectina BSIl, que mostraram um
aumento significativo dessa populacdo celular a partir do 17° dia de DP.
Paralelamente, observamos que a expressdo de mucina 6 também aumentou. Apo6s
a inibicdo do EGFR com AG1478, avaliamos a proliferacao celular pelos indices de
sintese de DNA (IS) e mitético (IM), e observamos reducado de ambos, acompanhado
de diminuicdo no numero de células mucosas do colo. As proteinas envolvidas na
sinalizagdo de EGFR e ciclo celular foram estudadas por Western Blot. O desmame
precoce induziu niveis elevados de p-ERK1/2 e p-Src no 172 dia e ndo alterou Akt,
p21 e p27. Nés sugerimos que o padrdao alimentar influencia a proliferacdo e
diferenciacdo no epitélio gastrico, e que TGFa/EGFR podem regular esses
processos durante o desenvolvimento pdés-natal, provavelmente por ativacdo das

vias de sinalizacdo de MAPK e Src.

Palavras-chave: Estbmago. Fator de Crescimento Transformante a. Receptor do
Fator de Crescimento Epidermal. Desenvolvimento p6s-natal.



ABSTRACT

Osaki LH. The role of transforming growth factor alpha and epidermal growth factor
receptor in the proliferation and differentiation of the gastric epithelium of developing
rats [PhD Thesis]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sé&o Paulo; 2009.

The abrupt interruption of suckling at early weaning (EW) causes changes in the
gastric mucosa, such as increased cell proliferation and Transforming Growth Factor
a (TGFa) expression. We evaluated the role of this peptide and its receptor EGFR in
the control of gastric growth. 15-d-old Wistar rats were splitted into two groups:
suckling (control) and EW, in which pups were separated from the dam and fed with
powdered chow. Early weaning increased the number of immunolabeled cells for
EGFR, which is mainly expressed in surface mucous and parietal cells. The mucous
neck cells differentiation was studied by PAS-AB or BSII lectin reactions, which
showed a significant increase in this cell population beginning at 17 days. We also
observed increased mucin 6 mRNA expression. After EGFR inhibition with AG1478,
we investigated the cell proliferation by calculating the DNA synthesis (Sl) and mitotic
(MI) indexes, and we found a reduction in both of them, followed by decreased
number of mucous neck cells. Proteins involved in EGFR signaling pathways and cell
cycle were studied by Western Blot. Early weaning induced p-ERK1/2 and p-Src
increased levels at 17 days and did not change Akt, p21 and p27. We suggest that
the diet pattern influences the proliferation and differentiation in gastric epithelium,
and that TGFa/EGFR can regulate these processes throughout the postnatal

development, probably by activating MAPK and Src signaling pathways.

Key words: Stomach. Transforming growth factor alpha. Epidermal growth factor
receptor. Postnatal development.



1 INTRODUCAO

O crescimento e a maturacao do trato gastrintestinal sdo coordenados por
diversos elementos, incluindo a dieta, horménios, fatores de crescimento e programa
genético (Lee e Lebenthal, 1983; Nanthakumar et al., 2005; De Andrade Sa et al.,
2008). A maior parte das modificacées ontogénicas ocorre durante as primeiras trés
semanas de vida pés-natal, quando o filhote passa por uma transicao de dieta, da
amamentacao para o desmame (Henning, 1981). Poucos estudos se concentram
nos mecanismos de interacdo entre os fatores mencionados acima, os quais
garantem o desenvolvimento equilibrado do epitélio gastrico.

O colostro e o leite sdo as principais fontes de nutricdo do animal recém-
nascido e contém anticorpos, nutrientes e fatores de crescimento que séao
importantes nessa fase de desenvolvimento. Estudos do nosso laboratério
mostraram que altera¢cdes no padréo alimentar induzem modificagbes na mucosa
gastrica. Alvares e Gama (1993) observaram que o jejum estimula a proliferacédo
celular na mucosa gastrica de ratos durante a fase de amamentacao, porém esse
efeito é oposto em animais adultos, que se alimentam de racdo. Ainda neste sentido,
a fase de desmame representa uma transicdo para a resposta ao jejum, e aos 22
dias ndo ha alteracdo da proliferacao celular gastrica (Alvares e Gama, 1993).
Quando a amamentacao é interrompida e substituida por alimento sélido no modelo
do desmame precoce, ja aos 18 dias observa-se que o jejum inibe a proliferacao
celular no estbmago desses animais, ou seja, os filhotes apresentam uma resposta,
semelhante a de um animal adulto (Gama e Alvares, 2000).

O desmame precoce induz outras modificagbes no epitélio gastrintestinal,
destacando-se 0 aumento na atividade de enzimas intestinais e gastricas (Lee e
Lebenthal, 1983; Lin et al.,, 1998, 2001), o que sugere maturacdo acelerada da
mucosa. Como os niveis de corticosterona aumentam logo apdés o desmame
precoce, é possivel que esse hormdnio esteja envolvido no amadurecimento
acelerado, uma vez que as alteragdes enzimaticas no estdmago e no intestino
ocorrem somente apOs a elevacao da corticosterona (Yeh et al., 1986; Lin et al.,
1998).

Dentre as moléculas que podem influenciar o crescimento pdés-natal do
estbmago estdo os fatores de crescimento transformante a e B (TGFa e TGFp).



Estudos de nosso laboratério mostraram que a mucosa gastrica expressa TGFB e
seus receptores ao longo do desenvolvimento peri e pds-natal e que tanto a
administracdo de hidrocortisona quanto o desmame precoce induzem
diferencialmente a expressdao desses peptideos (De Andrade e Sa et al., 2003;
Ogias et al., 2006; 2009). O TGFa e o seu receptor, o EGFR, também estédo
presentes na mucosa gastrica de ratos e, entre suas fungdes conhecidas estdo o
estimulo a proliferacdo, migracao, diferenciacao celular e a inibicdo de secrecao
acida (Rhodes et al., 1986; Nakajima e Kuwayama, 1993, 1995; Tétrault et al., 2005).
Nés demonstramos que o TGFa também é responsivo a modificagdo do padrao
alimentar, de modo que o desmame precoce aumenta sua distribuicdo e
concentragdo na mucosa gastrica (Osaki et al., submetido).

Portanto, o padrdo alimentar, corticosterona e fatores de crescimento
influenciam o desenvolvimento pds-natal do epitélio gastrintestinal, mas a interagéo
entre esses elementos, que deve garantir o crescimento normal do tecido, ainda

precisa ser esclarecida.

1.1 Estobmago

O estdmago é uma dilatacao do tubo digestdrio e no rato pode ser dividido em
trés regides distintas histologicamente: cérnea, corpo e antro. A regido da coérnea
possui um epitélio estratificado queratinizado, enquanto o corpo e o antro sao
formados por um epitélio simples secretor com glandulas tubulares que se abrem em
fossetas para a luz do estémago (Lee et al., 1982).

A regidao do corpo compreende a maior parte da mucosa glandular e, no
animal adulto, cada uma de suas glandulas pode ser subdividida em trés regibes:
istmo, colo e base. A superficie luminal e as fossetas séo revestidas por células
secretoras de muco denominadas, respectivamente, células mucosas superficiais e
da fosseta. As glandulas gastricas sdo compostas por populacdes distintas de
células epiteliais, representadas por: células mucosas do colo, também produtoras
de muco; células parietais, secretoras de acido cloridrico; e células zimogénicas,
secretoras de pepsinogénio (Helander, 1981; Ekelund et al., 1985). Além dessas
células epiteliais, ainda estdo presentes células enteroendécrinas (Johnson, 1985;
Date et al., 2000).



As células epiteliais gastricas originam-se a partir de células-tronco
localizadas na interface istmo-colo da glandula (Karam e Leblond, 1993a; Brittan e
Wright, 2004). Estudos morfologicos sugerem que a partir dessas células-tronco
surgem células pré-mucosas que migram em direcao a fosseta e se diferenciam em
células mucosas superficiais; células pré-parietais que tém migracéo bi-direcional e
originam células parietais; e células pré-mucosas do colo que migram em direcéo a
regiao do colo, onde se diferenciam em células mucosas do colo, as quais
continuam migrando em direcdo a base da glandula para originar células pré-
zimogénicas e zimogénicas (Karam, 1993; Karam e Leblond, 1993b, 1993c).

Hanby et al. (1999) haviam proposto que as células mucosas do colo
constituem uma linhagem celular distinta, importante e funcional, e ndo um estado
transitério na via de diferenciacao de células zimogénicas, e essa idéia foi apoiada
por outros pesquisadores (Dixon, 2001; Morgenstern et al., 2001). Entretanto, a
teoria de origem das células zimogénicas a partir de células mucosas do colo é bem
aceita e tem sido confirmada por outros estudos (Judd et al., 1999; Ramsey et al.,
2007; Lagapa et al., 2008). Ramsey et al. (2007) mostraram que a dele¢do do gene
Mist1 aumenta o numero de células mucosas do colo e sugeriram que essa resposta
resulta de uma diminuigcdo na transicao de células mucosas do colo para células
zimogénicas. Em um estudo sobre a clonagem das unidades gastricas, McDonald et
al. (2008) observaram que todas as células epiteliais originam-se de uma ancestral
comum e a presenca de células mucosas do colo positivas para pepsinogénio | é
consistente com a teoria proposta por Karam e Leblond (1993b, 1993c).

As células mucosas do colo sdo pequenas, triangulares e se localizam entre
as células parietais da regidao do colo da glandula. Seus nucleos sado basais € o
citoplasma é repleto de mucina, que € marcada positivamente com a reacao de
acido periédico-Schiff (PAS). Além das mucinas, essas células secretam outros
peptideos que desempenham importante papel protetor no epitélio gastrico, como os
fatores “trefoil” (Hanby et al.,, 1999). As mucinas sao glicoproteinas de alto peso
molecular que consistem de uma estrutura protéica com acucares ligados aos
residuos de serina e treonina por pontes O-glicosidicas. Diversos genes que
codificam mucinas ja foram identificados e, em humanos, a mucosa gastrica normal
expressa principalmente as mucinas 1, 5AC e 6 (Ho et al.,, 1995). Na regido do

corpo, a mucina 6 é expressa exclusivamente pela célula mucosa do colo, enquanto



a expressdo da mucina 5AC esta restrita as células mucosas superficiais e da
fosseta (De Bolds et al., 1995; Bartman et al., 1998; Reis et al., 2000). Em humanos,
a expressdao de RNAm para as mucinas 5AC e 6 no estdmago € observada em fetos
com 23 semanas (Reid e Harris, 1998). A mucina 6 tem co-localizagao celular com o
fator “trefoil” 2 (TFF2) e contribui para o papel protetor do muco contra agressées
quimicas e mecanicas (Laine et al., 2008). Nam et al. (2005) mostraram que o
tratamento com geranilgeranilacetona, um agente citoprotetor, aumenta os niveis de
MUC5AC e MUCG6 no estbmago e previne danos induzidos pelo etanol. Além disso,
a mucina produzida pelas células mucosas do colo possui um efeito antibiético,
inibindo o crescimento de Helicobacter pylori (Kawakubo et al., 2004).

As células parietais, secretoras de HCI, distribuem-se por toda a extensao da
glandula gastrica, sendo mais abundantes nas regides do istmo e colo. Essas
células sdo grandes comparadas as demais células epiteliais que compdéem a
glandula, possuem uma rede de canaliculos e sdo caracterizadas pelo alto numero
de mitocéndrias (Helander, 1981). Células zimogénicas localizam-se na base das
glandulas gastricas. A concentragcdo de RNA confere uma coloragdo basofilica na
regidao basal do citoplasma dessas células, enquanto os granulos contendo
pepsinogénio encontram-se no apice. Em relacao a origem das células zimogénicas,
Zhu et al. (2009) sugeriram que a moesina, uma proteina que tem expressao
crescente durante a diferenciagcdo dessas células a partir de células mucosas do
colo, possui um papel importante nesse processo, e pode também estar relacionada
com a fungéo das células zimogénicas.

Em ratos, estdo presentes também células enteroenddcrinas, tais como
células ECL, G, D e “X/A-like”. As células “enterochromaffin-like” (ECL) localizam-se
principalmente no corpo géastrico e sao repletas de granulos contendo histamina. As
células G, presentes na regidao do antro, secretam gastrina, que atua em receptores
CCK:; das células ECL, acelerando a sintese e liberacdo de histamina que, por sua
vez, estimula a secrecao acida (Chen et al., 2006). A somatostatina produzida pelas
células D diminui a atividade das células parietais, agindo diretamente ou
indiretamente pela inibicdo da acao da gastrina sobre as células ECL (Chen et al.,
2006). Células X/A-like secretam ghrelina (“gh-relina”, originalmente), que induz a
liberacdo do horménio de crescimento e também estimula o apetite (Kojima et al.,
1999; Date et al., 2000). A leptina, importante reguladora da tomada de alimento e



do balanco energético, foi descrita pela primeira vez no estémago por Bado et al.
(1998) e é expressa em células enteroenddcrinas e zimogénicas (Mix et al., 2000;
Cammisotto et al., 2005).

No rato, todos esses tipos celulares modificam-se estruturalmente, atingindo
completo amadurecimento funcional durante a terceira semana de vida péds-natal
(Simdes, 1992), que coincide com o periodo de transicdo alimentar. Durante as duas
primeiras semanas de vida, o filhote alimenta-se exclusivamente de leite e, apés
esse periodo, passa a ingerir também alimento sélido, mantendo uma alimentacao
mista de leite e racao até o momento de retirada completa do leite (Henning, 1981).
Assim, enquanto o filhote passa pelo desmame, ou seja, pelo periodo de transicao
entre amamentacado e ingestdo de ragao (Henning, 1981), ocorrem os ultimos
estagios de diferenciacdo das células gastricas. As células mucosas do colo séo
morfologicamente evidentes apenas a partir do 21° dia de vida pés-natal, mas é
possivel identificar seus precursores antes dessa idade (lhida et al., 1988; Kataoka
et al.,, 1990; Falk et al.,, 1994). No mesmo periodo, a atividade do pepsinogénio é
elevada, e o pH do estbmago cai de 4 para aproximadamente 2,5 como resultado do
aumento na secrecao acida (Johnson, 1985).

1.2Desmame precoce

O colostro e o leite materno séo os primeiros alimentos ingeridos pelo filhote e
contém muitos peptideos e esteréides biologicamente ativos: prolactina,
somatostatina (Werner et al., 1985), insulina, hormdnios estimulador e de liberacédo
do hormbnio tiroideano (TSH e TRH), hormbnio de liberagdo do hormonio
luteinizante (LHRH) (Baram et al., 1977), bombesina (Jahnke e Lazarus, 1984) e
horménio adrenocorticotréfico; TGFB (Letterio et al., 1994), fator de crescimento
epidermal (EGF) (Beardmore e Richards, 1983), fator de crescimento tipo |
semelhante a insulina (IGF-I) (Olanrewaju et al., 1996), e glicocorticoides (Koldovsky,
1989; Donovan e Odle, 1994; Koldovsky et al., 1995; Xu, 1996; Penttila et al., 1998;
Shanks e Lightman, 2001). Durante o periodo de aleitamento, o leite pode ter funcao
controladora no desenvolvimento do filhote (Kacsoh et al., 1989) até que horménios

e fatores de crescimento atinjam concentracbes adequadas e funcionais no



organismo em crescimento (Smith e Ojeda, 1984; Gama e Alvares, 1996; Penttila et
al., 1998).

Além desses hormdnios e peptideos, o0 acido linoléico conjugado também esta
presente no leite humano (Pariza et al., 2000) e oferece diversos beneficios para o
individuo adulto, como inibicdo de carcinogénese e da aterosclerose (Ip et al., 1999;
Visonneau et al., 2007). O IgA é uma imunoglobulina responsavel pela protecdo de
mucosas sem desencadeamento de inflamacao. Ratos em periodo de desmame que
tiveram sua dieta suplementada com o acido linoléico conjugado apresentam maior
producédo de IgA no intestino delgado (Perez-Cano et al., 2008). Pié et al. (2004)
observaram que o periodo de mudancga na dieta estd associado a uma inflamacéao
transitéria no intestino, com aumento de expressdo de citocinas. Kalliomaki et al.
(1999) mostraram que o TGFB presente no leite materno pode ser decisivo para a
prevencao de alergias. Esse resultado foi confirmado por Penttila (2006), que
observou a melhora da resposta imunolégica a alergia alimentar em ratos lactentes
que foram alimentados com uma férmula suplementada com TGF.

No desmame precoce, os filhotes sdo abruptamente separados da mae. A
auséncia materna e a retirada do leite e de todos os elementos nele presentes
causam, além de um forte estresse, alteragcdes no epitélio gastrico. O desmame
preococe aumenta em cinco vezes a incidéncia de erosdes gastricas (Ackerman et
al., 1978) e a predisposicao ao aparecimento de lesdes ulcerativas mais profundas
em ratos (Glavin e Pare, 1985). Gama e Alvares (2000) mostraram que o desmame
precoce provoca aumento na proliferacdo de células epiteliais gastricas em ratos
com 18 dias quando comparados com filhotes em amamentacao. No mesmo estudo,
verificou-se que quando os animais desmamados precocemente sdo submetidos ao
jejum, ocorre inibicdo da proliferacdo celular, resposta inversa a observada em
animais amamentados normalmente e semelhante a encontrada no rato adulto
(Gama e Alvares, 2000). Lin et al. (2001) observaram o aumento de atividade da
enzima ornitina descarboxilase (ODC) no estbmago apés o desmame precoce €
sugeriram que esse efeito pode ser um importante indicador das modificacdes
gastricas que ocorrem com a mudanca da dieta. Em conjunto, esses resultados
mostram que o desmame precoce pode acelerar o aparecimento de respostas
celulares tipicas de um animal adulto, e ainda que o leite pode agir como um
modulador do crescimento e da renovacdo da mucosa gastrintestinal (Lin et al.,



1998; Gama e Alvares, 2000). Diferentes estudos discutem que as alteracées na
mucosa gastrintestinal durante o desmame precoce seriam decorrentes do aumento
de glicocorticoides observado nessa condicao alimentar (Boyle e Koldovsky, 1980;
Yeh et al., 1986; Lin et al., 1998). Yeh et al. (1986) e Lin et al. (1998) observaram
altos niveis de corticosterona logo ap6s o inicio do desmame precoce seguido de um
aumento na atividade de sacarase, enzima intestinal utilizada como marcadora de
diferenciacdo na transicio amamentacao-desmame. No estdmago, a atividade do
pepsinogénio € maior nos filhotes desmamados precocemente (Lin et al., 2001) e
esse aumento também ocorre apos a elevagéao do corticéide. Takeuchi et al. (1981)
e Peitsch et al. (1981) mostraram que a alteragdo da dieta aos 13 dias de vida néao
modifica os niveis de gastrina, porém aumenta a quantidade de receptores para
esse horménio na mucosa gastrica. Peitsch et al. (1981) consideram que esse efeito
pode ser causado pelo aumento de corticosterona.

A administracdo de glicocorticéides na terceira semana de desenvolvimento
induz diferenciacdo de células zimogénicas, sintese precoce do pepsinogénio
(Kumegawa et al., 1978; Tsukada et al., 1998), e também estimula a atividade da
bomba H'K*/ATPase nas células parietais (Wang, Z. et al., 1996). Boyle e Koldovsky
(1980) mostraram que os efeitos do desmame precoce sobre a atividade da
sacarase sao inibidos quando os animais sdo adrenalectomizados, sugerindo que os
hormonios adrenais possuem um papel neste evento.

A alteracdo hormonal promovida pelo desmame precoce pode ser um dos
fatores que promovem o amadurecimento acelerado da mucosa gastrintestinal. Esse
efeito pode ser direto ou indireto, agindo por meio da modificacdo na expressao de
diferentes fatores de crescimento. Neste sentido, foi demonstrado que a
administracdo de hidrocortisona a animais em amamentacdo aumenta TGFB1 e
diminui TGFB2 na mucosa gastrica (Ogias et al., 2006), alterando peptideos de acéo
local, envolvidos no controle da proliferagcédo e diferenciagdo celular. Estudos do
nosso laborat6rio mostraram também que a expressao de TGFB3 e do receptor TRRI
aumenta no epitélio gastrico de filhotes desmamados precocemente submetidos ao
jejum (Ogias et al., 2009), sugerindo que essa familia de fatores de crescimento é
influenciada pelo padréo alimentar. Em relacdo ao TGFa, o desmame precoce induz
um aumento de seus niveis e distribuigdo na mucosa gastrica (Osaki et al.,
submetido). Assim, a modificacdo do padrdo alimentar da amamentacdo para o



desmame envolve um complexo mecanismo de acdo hormonal e de fatores de

crescimento.

1.3 Fator de Crescimento Transformante a (TGFa) e Receptor do Fator de
Crescimento Epidermal (EGFR)

O TGFa é um dos fatores de crescimento que podem ser afetados pela dieta
e horménios. Esse peptideo foi descrito pela primeira vez em 1978, em um meio de
cultura de fibroblastos transformados por virus sarcoma. A adicdo desse meio
parcialmente purificado a fibroblastos normais causou o surgimento reversivel do
fenotipo maligno (transformado) e, por isso, foi denominado fator de crescimento
transformante. Descobriu-se posteriormente que essa atividade transformadora era
promovida por duas proteinas distintas, o TGFa e o TGFB. Mais tarde, o TGFa foi
identificado como uma molécula com atividade semelhante a do EGF e que possui
uma sequéncia “EGF-like” (Marquardt et al., 1983).

Na mucosa gastrica, o TGFa é detectado em células mucosas superficiais,
mucosas do colo e parietais, tanto em humanos quanto em ratos (Hormi e Lehy,
1994; Hormi et al., 1995; Bluth et al., 1995; Montaner et al., 1999). A expressao
desse fator de crescimento inicia-se durante a fase fetal de desenvolvimento (Hormi
et al.,, 1995; Kelly et al., 1997) e aumenta durante o crescimento pds-natal.
Resultados do nosso laboratério mostraram que o desmame precoce aumenta a
marcacao imuno-histoquimica para o TGFa, localizada principalmente em células
mucosas superficiais e parietais (Osaki et al., submetido). Quando filhotes em
amamentacdo ou desmamados precocemente sao submetidos ao jejum,
observamos um aumento do numero de células que expressam o TGFa, porém o
efeito é significativo apenas durante o desmame precoce. Esses resultados sugerem
que o tipo de alimento e sua presenca na mucosa gastrica podem modificar a
expressao de TGFa.

Apesar de o TGFa nao estar presente no leite de rata (Dvorak e Koldovsky,
1994), diferentes estudos demonstraram que o EGF da placenta, saliva e leite regula
a atividade desse fator de crescimento (Kelly et al., 1997; Dvorak et al., 2000; Milani
e Calabro, 2001), que parece ser o principal ligante do receptor do EGF, o EGFR, na
mucosa gastrica. A producao local do TGFa permite que essa molécula tenha acao



autdcrina, paracrina e justacrina (Figura 1), ou seja, entre duas células vizinhas,
devido a presenca de TGFa preso a membrana celular (Massagué, 1990; Kumar et
al., 1995).

Autécrina QM\K_ = \l Paracrina
YA

-

" EGFR

=

Justacrina

Figura 1. Esquema dos diferentes modos de acdao do TGFa (modificado a partir de Kumar
et al., 1995).

O TGFa é um polipeptideo pertencente a familia do EGF, com o qual
apresenta 35% de homologia e compartilha o receptor, o EGFR. O TGFa é
sintetizado como uma molécula precursora de aproximadamente 160 aminoacidos,
composto por: um peptideo sinal, seguido de 50 aminoacidos que correspondem a
molecula madura, uma regido transmembrana e a regido intracelular. Apos clivagem,
a molécula madura é liberada no espago extracelular.

O tratamento com TGFa ou EGF reduz a secregcédo acida estimulada pela
histamina (Rhodes et al., 1986), que aumenta novamente se 0s animais sao tratados
com um inibidor do EGFR (Ancha et al., 2006). Shinohara et al. (2001) observaram
que o TGFa provoca um retardo no esvaziamento gastrico e no transito intestinal.
Além disso, esse fator de crescimento estimula a migracao celular e a regeneracao
do epitélio gastrico (Nakajima e Kuwayama, 1995; Tétreault et al., 2005), e diminui
em 50% o tempo de fechamento de micro-lesées em uma monocamada de células
epiteliais gastricas (Tétreault et al., 2008a). Por meio da ativacao da familia Bcl-2, o
TGFa é capaz de inibir apoptose em células mucosas superficias (Kanai et al.,
2001).

O efeito proliferativo do TGFa foi detectado em experimentos in vitro e in vivo.
Chen et al. (1993) e Nakajima e Kuwayama (1993, 1995) mostraram que esse fator

de crescimento estimula a incorporagdo de timidina H® em células da glandula



gastrica mantidas em cultura. Turner et al. (2000) estudaram animais jovens (4 a 6
meses) e encontraram aumento significativo da proliferacdo celular apés a
administracdo de TGFa. Hormi e Lehy (1996) observaram o mesmo efeito em
diversos 6rgaos de ratos em amamentacao tratados com o TGFa, porém o mesmo
efeito ndo foi detectado no estdmago. No entanto, de acordo com as autoras, o
estimulo sobre as células gastricas ndo pode ser completamente descartado, uma
vez que pode ter havido algum problema metodolégico (Hormi e Lehy, 1996).

Além do papel nos mecanismos de proliferacdo, o TGFa influencia a
diferenciacdo de células da mucosa gastrica. Camundongos transgénicos da
linhagem MT100, que superexpressam esse fator, apresentam um fendtipo muito
semelhante ao observado nos pacientes com Sindrome de Ménétrier (Bluth et al,
1995). Portadores dessa sindrome sintetizam uma grande quantidade de TGFa no
estbmago e apresentam numerosas células mucosas superficiais (Coffey et al.,
2007). Sharp et al. (1995) observaram que a elevacao excessiva da expressao de
TGFa a partir da terceira semana de vida promove: aumento do nimero de células
mucosas superficiais, que se tornam hiperplasicas; diminuicao da fracao de células
parietais e aumento da fracdo de células mucosas do colo. Além disso, a
diferenciacao de células zimogénicas é fortemente inibida nesses animais (Sharp et
al., 1995; Bockman et al., 1995). Takagi et al. (1997) confirmaram esses resultados e
sugeriram também que o excesso de TGFa provoca uma desorganizacdo da
glandula gastrica. Entretanto, em animais selvagens em desenvolvimento pds-natal,
o balanco entre o TGFa tecidual e os outros fatores e horménios presentes no leite
deve permitir o crescimento e a diferenciacao normal das células do epitélio gastrico.
Como mencionado anteriormente, resultados do nosso laboratério mostram que a
mudanca da dieta com o desmame precoce aumenta a expressao do TGFa (Osaki
et al, submetido), porém desconhecemos seu papel sobre as alteracées celulares
citadas acima.

O TGFa liga-se ao receptor EGFR, uma glicoproteina transmembrana de
aproximadamente 170 kDa que possui atividade tirosina-quinase. Na mucosa
gastrica, Beauchamp et al. (1989) localizaram o EGFR em células mucosas
superficiais, parietais e zimogénicas. Esse receptor estd distribuido na regido
supranuclear e no citoplasma apical das células mucosas, enquanto nas células
parietais 0 EGFR esta presente em toda membrana (Montaner et al.,, 1999). A



afinidade pelo ligante e a disponibilidade do receptor podem comprometer a acao do
TGFa. Em humanos, o EGFR esta presente na mucosa gastrica desde a fase fetal e,
a partir do segundo trimestre de gestacao, sua expressdo aumenta e permanece alta
até a idade adulta (Hormi e Lehy, 1994).

O EGFR foi isolado no inicio dos anos 80 na linhagem de células de
carcinoma humano A-431 (Cohen et al.,, 1980). A familia de receptores a qual
pertence possui duas nomenclaturas: HER (“Human EGF receptor”) e ErbB (com
relagdo ao EGFR viral, v-ErbB, “erythroblastic leukemia viral oncogene homolog”). O
EGFR e os outros trés membros da sua familia sdo, portanto, conhecidos como:
EGFR (HER1 ou ErbB1), HER2 (ErbB2), HERS3 (ErbB3) e HER4 (ErbB4). HER2 nao
possui um ligante conhecido, enquanto o HER3 carece de atividade tirosina quinase;
no entanto, unem-se a outros membros da familia e sdo capazes de gerar sinais
celulares. Ao associar-se com seu ligante, o EGFR pode formar homodimeros ou
heterodimeros com outros membros de receptores da sua familia. Posteriormente,
os receptores autofosforilam diferentes sitios, dentre os quais sdo conhecidos:
Tyr®%2, Tyr'®®, Tyr'%8 Tyr'9%6 ger'42 Tyr''*8 e Tyr''” (Erba et al., 2005) (Figura 2).

dominio extracelular

dominio transmembrana .

dominio quinase

Tyr992

Tyr1045
Tyr1068
Tyr1086
Ser1142
Tyr1148
Tyr1173

Figura 2. Esquema da estrutura do EGFR e seus sitios de fosforilagdo. Tyr= tirosina e
Ser= serina.

A fosforilacdo do receptor pode levar a ativacdo de diversas vias, que
incluem: fosfolipase Cy e suas cascatas mediadas por célcio e proteina quinase C
(PKC); ativacado de Ras que leva as quinases ativadas por mitégenos (“mitogen-
activated kinases”, MAPK); outras GTPases pequenas como Rho e Rac; e a tirosina
quinase Src (Osherov e Levitzki, 1994; Goke et al., 1998; Wells, 1999; Jorissen et

al., 2003). Em células intestinais e gastricas mantidas em cultura, a via envolvida na



proliferacao celular passa por MAPK e por duas cascatas: quinases reguladas por
sinal extracelular (“extracellular signal-regulated kinases”, ERKs), c-Jun-N-terminal
proteina quinase (JNKs) e PI3K-Akt (Goke et al., 1998; Xiao e Majumdar, 2001; Citri
e Yarden, 2006). A Figura 3 ilustra algumas das vias acionadas pelo EGFR.

EGFR
PTK Ras
Akt Raf PAK ;ac Src
mTOR  Bad MAPKK JNKK \
l / \ l Stat
p70S6K ERK1/2 p38 JNK

Figura 3. Esquema simplificado de vias de sinalizagéao ativadas pelo EGFR.

A via de sinalizacdo das MAPKs esta associada ao estimulo a proliferacéo
celular. Talarmin et al. (1999) observaram que ERK1/2 sdo ativadas em células do
figado apdés uma hepatectomia parcial, procedimento que induz a regeneracao do
tecido e aumento na proliferacéo celular. No estémago, o TGFa induz a ativacao de
AP-1, que esta envolvida na regulacdo da proliferacdo celular, de maneira
dependente de ERK1/2 e com um menor envolvimento da via de Src (Xiao et al.,
2003).

O envelhecimento estimula a proliferacdo e inibe a apoptose na mucosa
gastrintestinal e esses eventos sdao acompanhados pelo aumento na expressao e
ativacdo do EGFR (Tureaud et al., 1997; Xiao e Majumdar, 2001). Ratos idosos
apresentam maior ativagdo de PI3K e Akt no célon e, apds a inibicdo de PI3K, a
atividade de caspase-3 é elevada, sugerindo que essa via esta envolvida no
aumento da sobrevivéncia das células nesse segmento do intestino (Majumdar e Du,
2006).

Por ser superexpresso em diversos tipos de tumor, o EGFR tem sido
estudado como alvo de intervencdes farmacoldgicas com uso de inibidores de sua
atividade tirosina-quinase (Levitzki e Gazit, 1995; Ritter e Arteaga, 2003; Bianco et
al., 2004; El-Rayes e LoRusso, 2004; Nautyial et al., 2006). Esses inibidores podem

atuar nos dominios extracelulares de associacao com o ligante e de dimerizacéo ou



no dominio intracelular tirosina quinase (Levitzki e Gazit, 1995; El-Rayes e LoRusso,
2004). Um exemplo desses inibidores que atuam no dominio tirosina quinase é o
ZD1839 (Gefitinib® ou Iressa, AstraZeneca), um medicamento que compete pelo
sitio de ligagdo do ATP no EGFR. O ZD1839 foi uma das primeiras drogas com essa
caracteristica e surgiu como uma grande promessa no tratamento de tumores. No
entanto, o uso dessa droga € aprovado pelo “Food and Drug Administration” (FDA)
para o cancer de pulmao em células nao-pequenas (NSCLC, “non-small cell lung
cancer’) apenas como uma segunda alternativa para pessoas que ja passaram por
algum outro tratamento. Apesar de pesquisas clinicas terem mostrado uma reducao
no tamanho dos tumores ap6s a administracdo da droga, ndo houve aumento
significativo na sobrevivéncia dos pacientes, a ndo ser em casos especificos, como
pessoas de origem asiatica ou que nunca fumaram (Thatcher et al., 2005).

Devido a acéao inibitéria sobre a atividade tirosina quinase do EGFR, o
ZD1839 e outras moléculas com a mesma propriedade podem ser utilizados como
ferramenta para estudos desse receptor. Camundongos tratados com ZD1839
apresentam diminuicdo da proliferacao celular e pequeno aumento da apoptose no
ileo (O’'Brien et al., 2002). Esse efeito anti-proliferativo € causado pela inibicdo da
atividade do receptor e conseqliente acumulo de p27 e p21, proteinas reguladoras
de ciclinas no ciclo celular. O AG1478 (Calbiochem) é uma quinazolina que age da
mesma forma que o ZD1839 e é muito utilizado em pesquisas cientificas. Essa
molécula é altamente seletiva para 0 EGFR e também é considerada uma potente
inibidora da atividade tirosina quinase desse receptor (Levitzki e Gazit, 1995).

Estudos sugerem que a dieta pode influenciar a atividade do EGFR em
diferentes 6rgaos. Ratos submetidos a um jejum prolongado apresentam diminuicao
na ligagcdo de EGF as membranas de células hepaticas devido ao nimero reduzido
de receptores, sem modificagdes na afinidade do receptor (Freidenberg et al., 1986).
O acido oleico, um &acido graxo insaturado, estimula a fosforilagdo do EGFR e a
ativacao da via de MAPK em células endoteliais (Vacaresse et al., 1999). Wang et al.
(1996) observaram que a ingestao crénica de alcool diminui a ligacao de EGF as
membranas e a atividade tirosina quinase do EGFR, que ocorrem devido ao numero

reduzido de receptores.



1.4 Controle da progressao do ciclo celular

Animais com 18 dias submetidos ao desmame precoce apresentam a
proliferacdo aumentada quando comparados com animais de mesma idade em
amamentacao (Gama e Alvares, 2000). No entanto, os mecanismos envolvidos na
regulacao desse processo no desmame precoce ainda sdo desconhecidos.

A progressao do ciclo celular é controlada por diversas proteinas cujos niveis
e atividade oscilam ao longo de todo o processo. Ciclinas interagem com quinases
dependentes de ciclina (cdks) formando complexos que regulam a progressdao do
ciclo celular, e assim diferentes complexos ciclina-cdk sao necessarios nas
diferentes fases (Alberts et al., 2008). A ciclina D, que se associa a cdk4 e cdk6, tem
seus niveis elevados no meio e fim da fase Gi. A transicdo entre as fases G e S,
por sua vez, é controlada pela formacao do complexo ciclina E-cdk2, enquanto o
complexo ciclina A-cdk2 é importante durante a fase S, estimulando a duplicacédo
dos cromossomos, e na transicdo S/G.. Por fim, as ciclinas A e B associam-se a
cdk1 e estimulam a entrada da célula em mitose. O retorno a fase Gy ocorre pela
degradacao das ciclinas A e B e consequente inativacdo da cdki.

Os complexos ciclina-cdk, por sua vez, sao regulados por fatores que incluem
a proteina retinoblastoma (pRb) e as proteinas inibidoras de quinases dependentes
de ciclinas (CKiIs). A pRb liga-se ao fator de transcricdo E2F, inativando-o e inibindo
a expressao de ciclina E, que € um processo dependente desse fator. Ao ser
fosforilada, a pRb deixa o E2F livre, permitindo a transcricdo de genes necessarios a
entrada em S. As CKils estédo divididas em duas classes: INK4, da qual fazem parte
as proteinas p15, p16, p18 e p19, e Kip/Cip, que abrange as proteinas p21, p27 e
p57. As proteinas da classe INK4 inibem especificamente o complexo ciclina D-cdk4,
enquanto Kip/Cip inibem a maioria dos complexos ciclina-cdk que se formam ao
longo do ciclo celular. Harper et al. (1993) identificaram a p21 como inibidora de cdks
e da fosforilacdo de Rb, exercendo uma fungédo anti-proliferativa. Apesar do
conhecido papel como inibidoras do ciclo celular, alguns trabalhos tém atribuido
outras fungdes a essas proteinas, inclusive sugerem que a p21 é fundamental no
estimulo a proliferacao de enterécitos (Sheng et al., 2006; Stehr et al., 2006). A

Figura 4 mostra um esquema simplificado da regulacao do ciclo celular.
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Figura 4. Esquema simplificado da regulagéo do ciclo celular.

A relacao entre o EGFR e as CKls € ainda controversa na literatura. A inibicdo
da ativacao de EGFR in vitro provoca aumento nos niveis de p27 (Wu et al., 1996;
Busse et al., 2000; DiGennaro et al., 2003), enquanto a p21 nao é alterada (Wu et
al., 1996; Sheng et al., 2006) ou aumenta também (DiGennaro et al., 2003). Sheng
et al. (2006) mostraram que o estimulo de EGFR eleva os niveis de p21 e a inibicdo
do receptor ndo altera essa proteina. Esses autores sugeriram que a p21 é
necessaria para o estimulo a proliferacdo provocado pela ativacdo de EGFR no
intestino. In vivo, 0 mesmo grupo mostrou que a p21 é fundamental ap6s o estimulo
de proliferacédo provocado pela retirada de 50% do intestino delgado, situacdo em
que a atividade de EGFR ¢ importante para a adaptacao apds esse procedimento
(Stern et al., 2000; Stehr et al., 2006).



7 CONCLUSOES

A partir dos nossos resultados, constatamos que:

1) O desmame precoce acelera a diferenciacao das células mucosas do colo;

2) O padrao alimentar modifica a expressado de EGFR, e o desmame precoce
aumenta sua distribuicdo na mucosa gastrica, mas nao os tipos celulares
gue expressam esse receptor;

3) O EGFR esta envolvido no estimulo a proliferacdo celular e a
diferenciacao de células mucosas do colo dentro do modelo do desmame
precoce;

4) As vias de sinalizacdo de ERK e Src atuam nas modificacées celulares

encontradas no desmame precoce.

Assim, concluimos que existe uma relacao entre a dieta e 0 EGFR, e que a
interacdo entre esses dois elementos faz parte do controle da proliferacdo e da
diferenciacao celular do epitélio gastrico, e portanto, do crescimento do estdmago.
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