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RESUMO

Ogias D. O jejum regula diferencialmente a corticosterone binding globulin plasmatica, o
receptor de glicocorticdide e proteinas que controlam a progressao do ciclo celular na
mucosa gastrica de filhotes e ratos adultos [Tese]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2009.

O estado nutricional influencia o crescimento gastrico, e enquanto a proliferagcao celular
€ estimulada pelo jejum em filhotes, ela é inibida em ratos adultos. A corticosterona
também age no desenvolvimento, e seus efeitos sdo regulados pela corticosterone
binding globulin (CBG) e receptores de glicocorticéides (GR). Para investigar se a
atividade da corticosterona responde ao jejum e como possiveis mudangas poderiam
controlar o ciclo celular epitelial gastrico, nés avaliamos diferentes parametros durante a
progressao do jejum em ratos de 18 e 40 dias de vida pos-natal. A restricao alimentar
induziu um aumento de corticosterona no plasma em ambas as idades, mas apenas em
filhotes o binding da CBG se elevou apo6s o jejum curto, permanecendo alto até o final
do tratamento. O jejum aumentou a atividade transcricional do GR na mucosa gastrica e
0S niveis protéicos, porém o efeito foi mais pronunciado em adultos. Além disso,
observamos que nos filhotes, o0 GR é principalmente citoplasméatico, enquanto em
animais adultos, o receptor € acumulado no ndcleo durante o jejum. As proteinas HSP
70 e HSP 90 foram diferencialmente reguladas, e podem contribuir para a estabilidade
do GR no citoplasma em filhotes, e para o transito de GR para o nucleo em animais
adultos. Quanto ao ciclo celular epitelial, observamos que em filhotes, ciclina D1 e p21
aumentaram durante o jejum, enquanto em ratos adultos, a ciclina E diminuiu e a p27
aumentou muito. Assim, ndés demonstramos que a atividade da corticosterona €
diferencialmente regulada pelo jejum em filhotes e ratos adultos, e que as variacdes
observadas poderiam atenuar um possivel efeito supressor durante o desenvolvimento
pds-natal. Sugerimos que este mecanismo pode estimular a proliferagdo celular e

possibilitar o crescimento da mucosa gastrica durante condicdes nutricionais adversas.

Palavras-chave: Mucosa Gastrica, Corticosterona, CBG, Receptor de Glicocorticéide,
Ciclo Celular



ABSTRACT

Ogias D. Fasting differentially regulates plasma corticosterone-binding globulin,
glucocorticoid receptor and cell cycle in the gastric mucosa of pups and adult rats [PhD
Thesis]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo;
2009.

The nutritional status influences gastric growth, and interestingly, whereas cell
proliferation is stimulated by fasting in suckling rats, it is inhibited in adult animals.
Corticosterone takes part in the mechanisms that govern development, and its effects
are regulated in particular by corticosterone binding globulin (CBG) and glucocorticoid
receptor (GR). To investigate whether corticosterone activity responds to fasting and
how possible changes might control gastric epithelial cell cycle, we evaluated different
parameters during the progression of fasting in 18- and 40-d-old rats. Food restriction
induced higher corticosterone plasma concentration at both ages, but only in pups did
CBG binding increase after short and long-term treatments. Fasting also increased
gastric GR at transcriptional and protein levels, but the effect was more pronounced in
40-d-old animals. Moreover, in pups, GR was observed in the cytoplasm, whereas in
adults, it accumulated in the nucleus after the onset of fasting. HSP 70 and HSP 90
were differentially regulated, and might contribute to the stability of GR and to the high
cytoplasmic levels in pups and elevated shuttling in adult rats. As for gastric epithelial
cell cycle, whereas cyclin D1 and p21 increased during fasting in pups, in adults, cyclin
E slowly decreased concomitant with higher p27. In summary, we demonstrated that
corticosterone function is differentially regulated by fasting in 18- and 40-d-old rats, and
such variation might attenuate any possible suppressive effects during postnatal
development. We suggest that this mechanism could ultimately increase cell

proliferation and allow regular gastric growth during adverse nutritional conditions.
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1 INTRODUCAO

1.1 Estémago

O estbmago é uma dilatacao do tubo digestorio e em roedores esta dividido em
trés regides distintas histologicamente: cérnea, corpo e antro. A mucosa na regiao do
corpo gastrico € organizada em glandulas tubulares que se abrem em fossetas (Figura
1), e é composta por diferentes populagdes de células epiteliais com funcdes
especificas: mucosas superficiais e do colo que secretam muco para protecdo da
superficie luminal e das células da glandula; parietais que transportam H" e CI" que no
[imen gastrico compde o acido cloridrico; zimogénicas que sao responsaveis pela
secrecao de pepsinogénio; enteroenddcrinas, produtoras de hormdnios, e as células
tronco que séo pluripotentes (Helander, 1981; Lee et al., 1982; Kojima et al., 1999; Date
et al., 2000).

A formacgao da glandula gastrica tem inicio na gestagao, que no rato tem duracao
de 21 dias. Assim, no 17° dia, o estbmago € revestido por um epitélio pseudo-
estratificado, e no 18° dia de vida intra-uterina, inicia-se a diferenciacdo de algumas
células (Alvares, 1994). No 19° e 20° dia, notam-se dobras indicativas da formacao
glandular, as células migram em direcdo ao mesénquima, enquanto o tecido epitelial
torna-se simples e com células colunares (Alvares,1994; Goldfeder e Alvares, 2001). No
primeiro dia de vida pés-natal, o estdmago apresenta glandulas rasas e ainda imaturas,
enquanto apés trés semanas, elas estao diferenciadas e organizadas, de forma que as
células mucosas superficiais recobrem a fosseta; células parietais, mucosas do colo e
enddcrinas se espalham pela glandula, e as células zimogénicas restringem-se a base
glandular (Lee et al., 1982) (Figura 1). Durante o desenvolvimento po6s-natal, também
tem inicio a sintese de peptideos que serdo fundamentais para o crescimento do
estdbmago (De Andrade S4 et al., 2003).

Além de representar a unidade funcional da regido do corpo do estdbmago, a
glandula gastrica também desempenha um papel importante na renovagao do tecido



epitelial. Como mencionado acima, células tronco fazem parte da populagao, e durante
as trés primeiras semanas de vida pds-natal o compartimento proliferativo ocupa toda a
extensao da glandula. Aos 21 dias, a proliferagdo celular comecga a se concentrar nas

regides de istmo e colo, e aos 30 dias o compartimento esta totalmente restrito a essa

area (Alvares e Gama, 1993).
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Figura 1. Fotomicrografia da mucosa gastrica na regiao do corpo do estbmago de rato adulto.

Coloragao Hematoxilina-Eosina. Aumento original: 40X.

As etapas do desenvolvimento morfofisiolégico do estbmago do rato sao

paralelas as varia¢des da dieta. A partir do nascimento o animal entra em contato com o

colostro e o leite materno, e este sera sua unica fonte de alimentacdo nas duas



primeiras semanas de vida. Ao decorrer do desenvolvimento, ja no final da segunda
semana, o leite sera gradualmente substituido por racdo. Nessa fase, ocorre também a
abertura dos olhos e o crescimento dos dentes, que permitem ao filhote roer a ragcéao
deixada pela mée. Aos 28 dias, o desmame é naturalmente completo, porém para
animais de laborat6rio, a mudanga do padréo alimentar € estabelecida e realizada no

21¢ dia, colocando fim a etapa de amamentagéao (Henning, 1981).

Como descrito anteriormente, a amamentagdo marca o primeiro contato dos
filnotes com o alimento, e com os fatores nutricionais presentes tanto no colostro como
no leite. O leite materno é rico em gorduras e seu principal carboidrato é a lactose, mas
esta secrecao contém também varios peptideos biologicamente ativos como o fator de
crescimento epidermal (EGF), o fator de crescimento transformante beta (TGFf), o fator
de crescimento neural (NGF), insulina, prolactina, somatostatina, o horménio liberador
do horménio tireoideano (TRH), o horménio estimulador da tiredide (TSH),
glicocorticéides (GCs) entre outros (Koldovsky, 1989; Penttila et al.,1998). Discute-se
que esses e outros componentes do leite funcionam como um suprimento para o filhote,
até que a producao enddgena atinja concentragdes adequadas (Smith-White e Ojeda,
1984; Gama e Alvares, 1996; Penttila et al., 1998; De Andrade Sa et al., 2008; Ogias et
al., 2009).

Os processos de crescimento e amadurecimento do estémago dependem de
uma combinacdo entre proliferacdo, migracdo, diferenciagdo, maturacdo e morte
celular, iniciados na vida intra-uterina. Desde a fase fetal até as trés primeiras semanas
de vida pos-natal, ocorrem muitas modificagbes que resultam na formacdo das
glandulas géstricas (Alvares, 1994; Gama e Alvares, 2000). Este processo intenso de
crescimento aliado a renovacéao celular constante sdo essenciais para manutengao de
todo trato gastrintestinal (Wong e Wright, 1999). No estdmago a proliferacao celular é
controlada por uma complexa interagdo entre o estado nutricional, moléculas presentes
no leite, microbiota luminal e o programa genético (Lee e Lebenthal, 1983;
Nanthakumar et al., 2005; De Andrade Sa et al., 2008).

Como mencionamos anteriormente, durante o crescimento do rato, o alimento

sOlido comecga a ser “tocado” e consumido entre a segunda e terceira semanas de vida



pbds-natal (Henning, 1981). A fase de alimentacdo mista, que representa o inicio do
desmame, coincide com a diferenciacdo e amadurecimento das células gastricas
(Johnson, 1985; Karam e Leblond, 1992). A variacdo na dieta parece influenciar
também a resposta proliferativa induzida por variados estimulos. Alvares (1992) e
Alvares e Gama (1993) submeteram animais de diferentes idades ao jejum alimentar' e
observaram que durante a fase de amamentacao exclusiva (até 14 dias) bem como
durante o periodo de alimentagcdo mista (18 dias) ocorre forte estimulo sobre a
proliferacédo celular no epitélio gastrico. No desmame (21 dias), o jejum nao tem efeito
sobre o processo, enquanto na fase de alimentacao sélida (aos 30 dias) ocorre inibicao
da proliferagdo. No entanto, ao anteciparmos o desmame para o 15° dia (desmame
precoce) e em seguida submetermos o filhote de 18 dias ao jejum, ocorre uma forte
inibicao da proliferacao celular gastrica, mimetizando o comportamento do animal adulto
(Gama e Alvares, 2000), e sugerindo um forte papel da alimentacdo sobre o

comportamento proliferativo da mucosa.

O padrao alimentar também influencia a expressao de fatores de crescimento no
epitélio gastrico. Estudos de nosso laboratério mostraram que a mucosa gastrica
sintetiza TGFB e seus receptores ao longo do desenvolvimento peri e pés-natal (De
Andrade S3 et al., 2003). Quando submetemos os filhotes ao jejum, verificamos uma
reducao da distribuicdo de TGFB3 na mucosa gastrica (Alvares et al., 2007), enquanto o
desmame precoce seguido de jejum, aumenta os niveis teciduais de TGFB3 e do
receptor TBRI (Ogias et al., 2009). Osaki et al. (2007) demonstraram que a expressao
do fator de crescimento transformante alfa (TGFa) também responde ao desmame
precoce, de modo que ocorre um aumento de sua distribuicdo e concentracdo na
mucosa gastrica. Assim, o tipo e a presenca do alimento podem estar associados ao
controle da producado de fatores de crescimento, que por sua vez, agem localmente

sobre o desenvolvimento do estbmago.

Os hormoénios obtidos do leite e produzidos pelo filhote constituem outro
elemento importante no mecanismo de controle do crescimento do trato gastrintestinal.

Gama e Alvares (1996) estudaram o efeito do LHRH e da somatostatina sobre a

1 No texto serdo empregados os termos “jejum” e “restricdo alimentar” como sindnimos.



hiperproliferacao celular induzida pelo jejum no epitélio gastrico em ratos de 18 dias, e
mostraram que ambos os hormdnios sao inibitérios. O tratamento com glicocorticéides
também provoca inibicdo da proliferagéo celular epitelial tanto in vivo quanto in vitro,

além de induzir as células a apoptose (Gama e Alvares, 1998; Gama et al., 2000).

Existe uma forte e ampla relacdo entre o estado nutricional de mamiferos e a
atividade do eixo hipotadlamo-adreno-hipofisario. Gama e Alvares (1998) observaram
uma elevagao nos niveis plasmaticos de corticosterona apos submeter ratos de 18 dias
ao jejum. A retirada total do alimento pode afetar diferencialmente a proliferacao celular
gastrica de acordo com a idade (Alvares e Gama, 1993), porém representa um forte
estresse tanto para o filhote quanto para o rato adulto, levando a maior liberacdo de
corticosterona para o plasma (Woodward et al., 1991).

1.2 Corticosterona

Os glicocorticoides (GCs) sao hormoénios esteroidais produzidos e secretados
pela regido cortical da glandula adrenal, e devido a sua natureza lipofilica, essas
moléculas sdo capazes de se difundir rapidamente pela membrana celular. Sao
responsaveis por muitos efeitos fisiologicos e sao largamente utilizados como
antiinflamatérios e como indutores do amadurecimento de varios sistemas biolégicos
desde as fases precoces de vida (Newton, 2000). Em mulheres com possibilidade de
parto prematuro, os glicocorticbides sdo administrados ao final da fase gestacional, a
fim de que o feto tenha o desenvolvimento pulmonar acelerado, evitando complicacées
respiratorias. Os GCs respondem rapidamente a muitos estimulos, e sédo responsaveis
pela reac&o do organismo ao estresse.

Em roedores o glicocorticoide mais importante é a corticosterona, assim como
em humanos tem-se o cortisol. No rato os niveis plasmaticos de corticosterona elevam-
se em periodos diferentes do desenvolvimento. O primeiro pico pré-natal ocorre entre o
182 e 20° dia de vida fetal (Holt e Oliver, 1968) antecedendo o final da gestacédo. Apos o



nascimento, ha um aumento gradual de corticosterona a partir do 142 dia, mas é no 24’
dia que ocorre um segundo pico (Henning, 1978), sendo que este periodo coincide com
a complexa maturagédo do animal. Além disto, até os 21 dias, a corticosterona também &
fornecida aos filhotes através do leite (Koldovsky, 1980, Hazum, 1983, Yeh, 1984).
Durante as trés primeiras semanas de vida pds-natal, os animais ainda ndo possuem
ritmo circadiano estabelecido para a secrecdao de corticosterona (Ramaley 1973). O
ritmo em roedores inicia-se por volta do 22° dia de vida e no animal adulto encontra-se

plenamente definido com um pico ao entardecer (Ramaley 1972; Lightman et al., 2008)

Os niveis plasmaticos de corticosterona podem aumentar frente a um estimulo
como o estresse, sendo essa uma resposta caracteristica do cortex da adrenal (Axelrod
e Reisene, 1984). Animais em desenvolvimento, até a 32 semana de vida pds-natal, séo
muito susceptiveis ao estresse. Qualquer disturbio com a méae (Takahashi e Kalin,
1991) ou com a ninhada, como manuseio ou injecdo de substancias irritantes
estressam os filhotes e elevam os niveis plasmaticos de GCs (Henning, 1978; Lombard
et al., 1983). Mizoguchi et al. (2001) observaram que em ratos a concentragao
plasmatica de corticosterona aumenta imediatamente ap6s o estimulo estressor,
permanece alta por até 5 h, e entdo decai a niveis basais. Os glicocorticéides tém uma
acao sistémica ndo s6 em 6rgaos considerados vitais como pulmao e cérebro, mas

também atuam sobre processos fisiol6gicos em todo trato gastrintestinal.

Kumegawa et al. (1978) observaram que a administragéo de hidrocortisona induz
o amadurecimento precoce de células zimogénicas, que resulta na sintese antecipada
de pepsinogénio, e também revelaram que esse efeito pode ser potencializado por
outros horménios como a tiroxina. Tseng e Johnson (1986) verificaram que o tratamento
com corticosterdides induz o aumento da secregcdo 4cida e de pepsinogénio no
estdmago de ratos com 10 dias de vida indicando também o amadurecimento precoce

do 6rgéo.

Solomon et al. (2001) mostraram que na fase pré-natal ha um periodo de
hiporresponsividade a dexametasona no intestino de camundongos. Este 6rgdo se
torna responsivo somente durante a segunda e a terceira semana de vida pds-natal,

quando a administragdo hormonal promove a elevagdo da enzima trealase, marcador
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de maturacao intestinal (Solomon et al., 2001). Em ratos, a atividade intestinal da
enzima sacarase, que representa outro marcador importante de diferenciacao, também

€ induzida pela corticosterona (Yeh et al., 1986).

Miyata et al. (2008) mostraram que a retirada completa da adrenal provoca a
diminuicdo da proliferagdo celular na cripta e do crescimento intestinal de ratos,
indicando a agao do hormdnio sobre o desenvolvimento do 6érgdo. Em ratos adultos, o
tratamento por 33 dias com GCs provocou o aumento de células em proliferacdo tanto
no eséfago quanto no jejuno (Gunin e Nikolaev, 1999). Embora esses estudos in vivo,
mostrem que a administragdo de hidrocortisona estimula a proliferacdo celular no
intestino delgado (Herbst e Sunshine, 1969), outros grupos obtiveram respostas
diferentes (Buts et al., 1983; Arsenault e Ménard, 1984). In vitro, a adicdo desses
esterdides a cultura inibe a proliferacao celular e a restituicao epitelial de IEC-6 e HT-29

derivadas de intestino (Jung et al., 2001).

No estdbmago, Gama e Alvares (1998) submeteram animais de 18 dias ao
tratamento com corticosterona e observaram diminuicdo da espessura da mucosa
gastrica, acompanhada de inibicdo de proliferacdo celular epitelial, diminuicdo do
potencial de duplicagdo e da taxa de producao celular. No entanto, quando os filhotes
foram submetidos ao jejum e os niveis de corticosterona endégena aumentaram (Gama
e Alvares, 1998), houve aumento da espessura da mucosa gastrica e a proliferacao
celular na mucosa gastrica foi estimulada (Alvares e Gama, 1993). Gama et al. (2000)
estudaram o efeito do tratamento com corticosterona in vitro e in vivo, e observaram
que nos dois modelos o horménio induziu a inibicdo de sintese de DNA e levou as
células da mucosa gastrica a apoptose. Em cultura de células derivadas de epitélio
gastrico, Luo et al. (2007) observaram que a adicdo de dexametasona inibiu a
proliferagéo celular induzida por FGF, e reduziu o nivel dos receptores de FGF e a
ativacao da via ERK1/ERK2, diminuindo a sintese de DNA.

Em ratos, a retirada completa do alimento induz o aumento de corticosterona
tanto em filhotes quanto em animais adultos (Woodward et al., 1991; Gama e Alvares,
1998). Concomitante ao elevado nivel plasmatico hormonal, o jejum representa um forte

estimulo proliferativo para mucosa géastrica em filhotes e um potente inibidor de
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proliferacdo celular géstrica em adultos (Alvares e Gama, 1993). No entanto, a
concentracao de GC circulante ndao é suficiente para indicar a atividade hormonal
efetiva, uma vez que a biodisponibilidade da corticosterona é regulada pela
corticosterone binding globulin (CBG), clearance plasmatico, e atividade de seu
receptor (GR) (Fleshner et al., 1995; Woodward et al., 1991; Breuner e Orchinik, 2002;
Yudt e Cidlowski, 2002).

A corticosterona circula no plasma sob duas formas, ligada a CBG ou livre, e
juntas constituem o nivel total de corticosterona. A forma livre é responsavel pelos
efeitos biolégicos no organismo. Fleshner et al. (1995) mostraram que um estresse
agudo pode elevar de modo persistente a concentragdo de corticosterona livre,
permitindo que a acdo do horménio seja amplificada temporalmente. O estudo dos
agentes biorreguladores de corticosterona € de fundamental importancia para o

conhecimento de sua atividade em diferentes sistemas.

1.3  Corticosterone binding globulin (CBG)

A CBG foi identificada e caracterizada fisica e quimicamente por Muldon e
Westphal (1967) por meio do estudo de plasma humano. E uma glicoproteina da
superfamilia de inibidores das serina-proteases (SERPIN), sintetizada principalmente no
figado. A produgdo de CBG inicia-se ainda na fase fetal, do meio para o fim da
gestacao e declina a niveis baixos no periodo peri-natal (Smith e Hammond, 1991;
Scrocchi et al., 1993). Em ratos, a concentragdo de CBG no plasma aumenta no 12° dia
de vida po6s-natal antecedendo em dois dias a elevacao da corticosterona plasmatica
(Henning, 1978). Apesar de sintetizada no figado, a CBG também pode ser detectada

em outros tecidos, como no hipotadlamo (Mopert et al., 2006).

A CBG é uma proteina altamente conservada entre as espécies, tem peso
molecular entre 50 e 60 KDa e apresenta um unico sitio especifico de ligacdo ao
esteréide (Hammond, 1990, Breuner e Orchinik, 2002; Klieber et al., 2007), podendo
ligar-se também a glicocorticoides sintéticos, como a hidrocortisona e a dexametasona.

Dentre os fatores que podem regular a biodisponibilidade dos GCs, a CBG é
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extremamente importante, pois sua ligagdo € de alta afinidade (80-90%) (Hammond,
1990), e acaba por restringir a fracao livre e funcional do horménio (Henning, 1978;
Leeper et al., 1988; Bright e Darmaun, 1995), impedindo sua passagem pela membrana

plasmatica e ativagao do receptor.

Embora muitos estudos tenham considerado que a concentracdo de CBG é
relativamente constante, outros trabalhos mostram que ocorrem variacbes, e
consequentemente a disponibilidade de corticosterona pode ser alterada (Lynn et al.,
2003, Love et al., 2004, Lewis et al., 2005; Breuner et al., 2006). Em situacdes nas
quais o nivel de CBG se modifica, ocorre variagdo na concentracao de glicocorticoide
livre, indicando que essa proteina transportadora tem funcao primordial de “tamponar” o
horménio no plasma. A meia vida da CBG em ratos adultos € de aproximadamente 14
horas e meia (Smith e Hammond, 1991). Alguns autores sugerem que existe um
receptor para CBG, e que uma vez ligada a ele, pode ocorrer a internalizagdo do
complexo, carregando o GC para dentro da célula, e ativando o AMPc como segundo
mensageiro (Breuner e Orchinik, 2002). Esta hipdtese poderia entdo representar outro

mecanismo de entrada de glicocorticéide na célula.

Os fatores que afetam o nivel de CBG séo ainda desconhecidos, embora alguns
estudos relacionem alteragdes de sua concentracdo e capacidade de ligagdo a agentes
estressores ou a tratamentos com GCs sintéticos. Zhao et al. (1997) mostraram que o
tratamento com dexametasona induz a expressdao génica de CBG em figado e rins
imaturos em camundongos. A administragdo de dexametasona a ratos machos também
leva a diminuigdo da capacidade de ligagdo da CBG e a reducdo de sua expressao
(Smith e Hammond, 1992).

Fleshner et al. (1995) estudaram a concentracdo de CBG apds o estresse
provocado por choque caudal em ratos e observaram uma diminuicdo concomitante ao
aumento de corticosterdide livre no plasma. D’Elia et al. (2005) também encontraram
reducdo da capacidade de ligacdo da CBG apods lesdao por queimadura em
camundongos. Woodward et al. (1991) mostraram que o jejum por 48 h induz o
aumento da concentracao plasmatica de GCs e diminuicao da CBG em ratos adultos, e
observaram ainda que existe variacdo da resposta entre machos e fémeas, as quais
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reagem mais fortemente. Lynn et al. (2003) verificaram também uma redugédo da CBG
quando passaros sdao submetidos ao jejum. A mudanca de dieta e a restricdo do
alimento podem funcionar como um estresse e fazer com que mais corticosterona
circule, porém o hormdnio deve estar sob a forma livre para que seja internalizado, ative

seu receptor e desencadeie seus efeitos.

1.4 Receptor de glicocorticéide (GR)

O GR é uma proteina intracitoplasmatica, descrita em 1968 por Allan Munck e
colaboradores. Em 1985 foi clonado por Hollenberg e colaboradores, e em 1991, Encio
e Detera-Wadleigh elucidaram a estrutura e localizaram o GR em humanos.

O GR é uma proteina com 777 aminoacidos e aproximadamente 94 KDa,
membro de uma familia de receptores nucleares que agem como fatores de transcricao
dependentes de ligante. O GR nao ligado ao esterdide localiza-se preferencialmente no
citoplasma, enquanto que o GR ligado ao esterdide € levado rapidamente por
translocagao para o nucleo (ti2= 5-10 min) (Qi et al., 1989) por meio de uma rede de
microtubulos (Galigniana et al., 1998). No nucleo, o GR liga-se a sitios em genes alvo,
que sao conhecidos como elementos responsivos a glicocorticoides (GREs) (Yudt e
Cidlowski, 2002; Lu e Cidlowski, 2004). Uma vez ligados a GREs positivos, a
maquinaria de transcrigdo é ativada principalmente para genes envolvidos na regulagao
metabdlica (Bamberger et al., 1997).

Em humanos ha duas isoformas para o receptor, 0 GRa e o GR esse ultimo
formado a partir de um splicing alternativo do RNAm na regiao carboxi terminal do GRa.
O GRp possui uma cadeia menor com 742 aminoacidos, pode nao se ligar diretamente
ao glicocorticoide, e sugere-se que ele possa regular negativamente a atividade do
receptor tipo a (Encio e Detera-Waldleigh, 1991; Oakley et al., 1999). Discute-se que a
variante 3 esteja também relacionada aos mecanismos de resisténcia ao glicocorticoide
em humanos (Schaaf e Cidlowski, 2003), que pode ainda ocorrer devido a uma
diminuigdo de GRa (Sanchez-Vega et al.,, 2006). O GRa medeia principalmente a
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ativagdo de genes alvo por conter sitios de ligagdo para o horménio e sitios que
reconhecem GREs (Yudt e Cidlowski, 2002; Lu e Cidlowski, 2004). A presenca de GRp
em outras espécies ainda ndo esta clara, porém recentemente essa isoforma foi

identificada em zebrafish (Schaaf et al., 2008) e em ratos (Ju et al., 2009).

Acredita-se que a maioria dos efeitos dos GCs nas células seja mediada pelo GR
(Sheppard et al., 1999; Sheppard et al., 2000; Sheppard, 2002). Por sua natureza
lipofilica, os GCs tém a capacidade de se difundir pela membrana plasmatica e chegar
ao citoplasma. Resumidamente, o GC plasmatico livre atravessa a membrana e
encontra o GR que esta no citoplasma. Em seguida, ocorre a ligagdo entre 0 horménio
e o receptor, que se dimeriza com outra molécula idéntica, é ativado, e todo o complexo
migra para o nucleo celular. Neste ponto, ocorre o acoplamento do complexo ao GRE
localizado em um ou mais genes alvo, e assim o GR funciona como fator de transcri¢cao
(Figura 2) (Madan e DeFranco, 1993, DeFranco, 2000).
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Figura 2. Esquema simplificado da agéo do GR.

No citoplasma, o GR n&o ligado aos glicocorticbides estd associado a um
complexo protéico formado por chaperonas que incluem heat shock proteins (HSP) 70 e
90, heat hock cognate (HSC) 70, p23, entre outras. Essas chaperonas colaboram para
estabilidade e conformacao do receptor (Hutchison et al., 1994; Rajapandi et al., 2000),
mantendo os dobramentos que propiciam a alta afinidade pelo ligante (Czar et al.,
1997) e a translocagédo do GR para o nucleo celular (Furay et al., 2006) (Figura 2). Além
disso, a associacdo do GR com a HSP 90 tem papel fundamental na protecdo do
receptor contra degradacao por ubiquitinacdo ou protedlise (Dittmar et al., 1997;
Spencer et al., 2000; Zhang et al., 2006).

A fungao e a presenga de HSP 70 no complexo com o GR sdo controversas,
sendo que em alguns modelos ela € imprescindivel para que a HSP 90 se associe ao
GR. Estudos revelam que a HSP 70 assim como a HSP 90 sao importantes para o



16

dobramento protéico em cultura de células mantidas ou ndo sob estresse (Bukau e
Horwich, 1998). Cvoro e Matic (2002) observaram que a expressao de HSP 70 é
induzida em figado de rato apds choque hipertérmico. David et al. (2002) estudaram
porcos durante o desmame e observaram a presenca de HSP 70, 90 e p23 ao longo de
todo trato gastrintestinal, e em especial no estdbmago. Nelson et al. (2004) descreveram
a participacao de chaperonas e co-chaperonas na maturagdo funcional do GR em

modelos in vitro.

A presencga de proteinas chaperonas (HSP 70 e 90) em células nas quais o GR
esta presente € de suma importancia para a capacitagao funcional do receptor, ja que
sua ativagao depende da dissociagdo desse complexo, seguido de uma dimerizagéao e

por fim a migragdo para o nucleo celular.

Costa et al. (1996) mapearam a distribuicio do GR em embrides humanos
utilizando imuno-histoquimica e detectaram—no em diferentes 6érgaos, incluindo o
estbmago, mais especificamente, a mucosa gastrica. Mais tarde, Kanemasa et al.
(1999) identificaram e localizaram o GR em células parietais no estbmago de ratos.
Nesses animais, 0 GR também estad presente no cértex cerebral, hipocampo, musculo
esquelético, intestino, e outros 6rgdos (Kalinyak et al., 1989; Spencer et al., 2000;
Murphy et al., 2002; Yao et al., 2006; Galeeva et al., 2006).

O estimulo estressor desencadeia a secrec¢ao de corticosterona no plasma, pode
modificar a capacidade de ligacdo da CBG e também altera a sintese do GR em muitos
tipos celulares. Alguns estudos indicam que a expressao do GR é regulada pelos niveis
hormonais circulantes. Spencer et al. (1996) observaram que tanto a expressao
protéica quanto o binding do GR foram maiores em ratos que passaram por estresse,
ou seja, a alta concentragdo hormonal induziu a sintese de GR e a ligagdo entre o
receptor e a corticosterona. Al-Mohaisen et al. (2000) mostraram o estresse por
imobilizacdo aumenta a expressao de GR no figado.
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1.5 Controle da progressao do ciclo celular

O ciclo celular compreende quatro fases distintas: Gy, S, Gz e M. Durante todas
essas fases a célula passa por pontos de checagem, nos quais complexos protéicos
verificam a integridade de varias moléculas, e “decidem” pela progressao, ajuste ou
parada do ciclo celular. As proteinas que controlam essas fases sdao denominadas
ciclinas e quinases dependentes de ciclina (cdk), e essas duas classes protéicas se
combinam aos pares (ciclina-cdk). A atividade dos complexos € regulada por
modificagdes transcricionais, pds-translacionais e pela taxa de degradacao (Alberts et
al., 2008).

A fase G € definida como um intervalo (gap 1- G1) entre a mitose e a préxima
fase de sintese de DNA (S), e para a maioria das células é um intervalo que pode durar
muitas horas, permitindo que a célula cresca e sintetize as moléculas necessarias para
0 prosseguimento para proxima fase. Durante Gy, mais precisamente da metade para o
final dessa fase, a ciclina D associa-se a cdk 4 ou cdk 6. Ao final, na transicao entre as
fases Gi e S, a concentragao e a atividade de ciclina D- cdk4/6 diminui muito e inicia-se
o controle pelo complexo ciclina E-cdk 2. Em S ocorre a sintese de DNA, e nessa fase o
complexo formado e ativado € composto por ciclina A-cdk 2 que além de estimular a
replicagdo também controla a transicao S/G,. Para entrada da célula em divisdo (M), as
ciclinas A e B se complexam com cdk 1 e estimulam a progressdao para mitose. A
degradagéao das ciclinas A e B e inativagdo da cdk 1 sdo responsaveis pelo retorno da
célula a fase G (Pardee, 1989) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema simplificado da regulagao do ciclo celular (Osaki, 2009).

A regulacdo do complexo ciclina-cdk é realizada por proteinas inibidoras de
quinases dependentes de ciclinas (CKls), e essas proteinas pertencem a duas familias:
INK4, da qual fazem parte p15, p16, p18 e p19 e Kip1/Cip1 que compreende as
proteinas p21KP! p27°P'@ ¢ p57. As CKls se ligam aos complexos de ciclina-cdk e
inibem sua atividade catalitica (Morgan, 1995). Entretanto, recentemente, tem-se
discutido muito o papel da p21 como proteina exclusivamente inibitéria do complexo
ciclina D- cdk 4. Alt et al. (2002) observaram que a p21 promove um acumulo nuclear
de ciclina D, colaborando com a progressao do ciclo celular. Sheng et al. (2006) e Stehr
et al. (2006) sugerem que a p21 é fundamental no estimulo a proliferacao de
enterodcitos. Wierod et al. (2008) mostraram que a p21 estimula a translocagéao nuclear
de cdk, participando de forma efetiva na progressao do ciclo celular.

O efeito antiproliferativo dos GCs depende diretamente da atividade dos GRs e
de proteinas do ciclo celular. Rogatsky et al. (1997) observaram que existe um
envolvimento entre a ativagdo do GR, a represséo transcricional de ciclina E- cdk 2 e o
aumento de transcricao de p27 e p21 em células transformadas. Wang e Garabedian,
(2003) estudaram a correlacdo entre o grau de atividade do receptor e as cdks, e
observaram que a proteina p27 esta diretamente envolvida com o GR. Em diferentes
experimentos, 0s autores mostraram que animais deficientes em p27 sao resistentes a
acao inibitoria do glicocorticoide. Ausserlechner et al. (2004) demonstraram que os GCs

? Essas proteinas serdo nomeadas no decorrer do texto como p21 e p27.
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reduzem os niveis de c-myc e ciclina D3 e levam ao aumento de p27 em células
linfoblasticas de pacientes com leucemia, sugerindo que essas proteinas regulatérias
do ciclo celular sejam alvo da ac¢do dos glicocorticoides. Durante o jejum, Ko et al.
(2002) mostraram que o nivel de ciclina D3 ndo é alterado pelo tratamento, porém a

expressao de cdk 4 diminui significativamente.
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2 CONCLUSAO

Constatamos que em ratos de 18 dias, 0 jejum aumentou a concentracao de
corticosterona plasmatica e a capacidade de ligagdo da CBG, o que diminuiu a
disponibilidade do horménio e acabou por reduzir o transito de GR para o nucleo. A
atividade baixa do receptor refletiu-se em niveis elevados de proteinas que permitem a
progressao do ciclo celular, em especial a ciclina D e a p21, possibilitando o estimulo
da proliferacdo do epitélio gastrico. Em ratos de 40 dias, demonstramos que o jejum
aumentou a concentracdo de corticosterona plasmatica, porém alterou pouco a
capacidade de ligacao da CBG, o que permitiu a maior disponibilidade do horménio e o
transito de GR para o nucleo celular. A alta atividade do receptor aumentou muito o
nivel de p27 na mucosa gastrica, possibilitando a inibicao da proliferacao celular
epitelial.

No6s concluimos que o estresse induzido pelo jejum regula diferencialmente a
acao da corticosterona no estdbmago de ratos de 18 e 40 dias de vida pés-natal.
Sugerimos que a variacao da resposta nas duas idades pode estar diretamente ligada
ao estimulo e a inibigcdo da proliferacao celular descritos no epitélio gastrico em animais
em diferentes fases do desenvolvimento. Finalmente, o0 mecanismo de regulagcao
verificado nos filhotes pode ser importante para permitir o crescimento durante

condicdes nutricionais adversas.
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