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RESUMO

Bittar-Rodrigues NM. Distribuicao da ghrelina e de seu receptor na mucosa gastrica de ratos
submetidos ao desmame precoce: efeitos sobre a proliferacdo celular epitelial. [dissertacao
(Mestrado em Biologia Celular e Tecidual)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sdo Paulo; 2012.

O leite materno, fonte exclusiva de nutrientes durante a lacta¢do, contém hormonios e fatores
de crescimento capazes de estimular a maturacdo, o desenvolvimento funcional e o
crescimento do trato gastrintestinal. O desmame € a transicao do aleitamento para a ingestao
de alimento sélido e representa um periodo importante para o desenvolvimento do animal. O
desmame precoce, caracterizado pela interrup¢cdo abrupta do aleitamento, provoca uma série
de alteracdes na mucosa do estdmago, 6érgao que € o principal local de sintese da ghrelina, um
hormoénio relacionado com a ingestdo de alimentos e metabolismo. No presente trabalho,
investigamos a distribuicdo de ghrelina e de seu receptor (GHS-R) na mucosa géastrica de
ratos durante a terceira semana de vida pds-natal e avaliamos o efeito do desmame precoce
sobre estas moléculas. Estudamos também a participacdo da ghrelina no controle da
proliferacdo celular do epitélio gastrico, e para tanto utilizamos a administracio de um
antagonista. Por meio de imuno-histoquimica, detectamos o aumento do nimero de células
imunomarcadas para ghrelina nos animais desmamados precocemente. Com o uso da técnica
de RT-PCR, observamos que a expressdao de GHS-R nao foi alterada pela mudanca da dieta e,
apos a realizacdo de Western blot confirmamos que a concentracdo do receptor na mucosa
gdastrica também ndo foi modificada. O uso do antagonista [D-Lys-3]-GHRP-6 resultou na
diminui¢do do indice de sintese de DNA no epitélio gastrico, avaliado por meio de imuno-
histoquimica para BrdU. Concluimos que a ghrelina e o GHS-R estdo distribuidos no
estdmago durante a terceira semana de vida pds-natal e que o desmame precoce aumenta 0s
niveis de ghrelina no epitélio gastrico, sem comprometer seu receptor. Por fim, sugerimos que
esta modulacdo pode estar envolvida no controle da proliferacdo celular que € fundamental

para o desenvolvimento do estdmago.
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crescimento. Desmame precoce. Desenvolvimento pds-natal.



ABSTRACT

Bittar-Rodrigues NM. Ghrelin and growth hormone secretagogue receptor distribution in the
gastric mucosa of early weaned rats: effects on epithelial cell proliferation. [Masters thesis
(Cell and Tissue Biology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo; 2012.

Maternal milk is the exclusive source of nutrients during lactation and carries hormones and
growth factors that promote maturation, functional development and growth of the
gastrointestinal tract. Weaning marks the transition from suckling to solid food intake and it is
important for appropriate postnatal development. Early weaning is the abrupt interruption of
suckling, and induces several effects in stomach, which is the major site of ghrelin synthesis,
a hormone that induces food intake and is related to metabolism control. In the present study,
we investigated the distribution of ghrelin and growth hormone secretagogue receptor (GHS-
R) in the rat gastric mucosa during the third postnatal week, and evaluated the effects of early
weaning on these molecules. In addition, we studied whether ghrelin is part of cell
proliferation control in gastric epithelium, and to that we used an antagonist. By using
immunohistochemistry, we detected an increase of ghrelin immunolabelled cells in animals
submitted to early weaning. After RT-PCR, we observed that GHS-R expression was not
altered by dietary change and this result was confirmed through Western blot, whereby we
observed receptor levels. The antagonist [D-Lys-3]-GHRP-6 reduced DNA synthesis index,
as determined by BrdU incorporation followed by immunohistochemistry. We concluded that
ghrelin and GHS-R are distributed in the gastric mucosa during the third postnatal week and
that early weaning increases hormone levels in the gastric epithelium, without changing its
receptor. We can suggest that such modulation might be involved in the control of cell

proliferation, which is essential for stomach development.

Keywords: Stomach. Ghrelin. Suckling. Growth hormone secretagogue receptor. Early

weaning. Postnatal development.
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1 INTRODUCAO

1.1 Amamentacio e desmame precoce

A Organizagdo Mundial de Sadde (OMS) (World Health Organization, 2002)
preconiza que “a amamentacdo € uma maneira inigualdvel de fornecer alimento ideal para o
crescimento e o desenvolvimento sauddveis das criangas [...]”.

A amamentacdo exclusiva até os seis meses de idade assegura beneficios tanto a
crianga, quanto a mae, sendo o principal beneficio a saide das criangas observado em curto
prazo: a reducdo da mortalidade e da morbidade por doengas infecciosas. Assim, a OMS
recomenda o aleitamento materno exclusivo até os seis primeiros meses de idade, quando se
inicia a introdugdo da alimentagdo complementar, porém sem a suspensao do aleitamento por
completo, que deve prosseguir até dois anos de idade ou mais (Horta et al., 2007; WHO,
2001).

A percepg¢do de que a exposi¢do a determinadas condi¢des nos primeiros anos de vida,
incluindo-se o padrao nutricional da crianca, pode gerar efeitos observados na vida adulta, deu
origem a ideia de “programacdo”, ou seja, ““[...] um processo no qual um estimulo aplicado em
um periodo critico ou sensivel do desenvolvimento, resulta em um efeito de longo prazo ou
permanente na estrutura ou fun¢@o do organismo [...]” (Horta et al., 2007).

Em um estudo de meta-andlise, Harder et al. (2005) concluiram que hd uma associacao
dose-dependente entre o prolongamento do periodo de lactagdo e a diminui¢do do risco para
obesidade na vida adulta, o que fortalece a hipdtese de que a programacao dos mecanismos de
sinalizacdo de fome e saciedade ocorre no periodo neonatal, podendo influenciar tanto o
apetite quanto o consumo de alimentos na vida adulta (Cripps et al., 2005). Um estudo da
OMS reforcou esta ideia ao apontar que o aleitamento pode ter efeitos benéficos de longo
prazo, visto que individuos amamentados apresentaram na vida adulta: reducdo de colesterol
total e de pressao arterial, diminuicdo da incidéncia de diabetes tipo 2, menor prevaléncia de
sobrepeso e obesidade, além de uma melhor performance em testes de inteligéncia frente a
individuos que ndo foram amamentados (Horta et al., 2007).

Entretanto, todos esses beneficios sdo colocados em risco quando se nota que a
prevaléncia de aleitamento materno exclusivo € de apenas 41% nas criancas menores de seis
meses, como revelado por um levantamento conduzido nas capitais brasileiras e Distrito
Federal em 2008. Deve-se ressaltar a variagdo observada entre as regides do pais: 45,9% para

a regido Norte, 45% no Centro-Oeste, 43,9% no Sul, 39,4% no Sudeste e 37% no Nordeste. O
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tempo de duragdo do aleitamento materno exclusivo também merece destaque, sendo em
média de 54,11 dias, ou seja, 1,8 meses para as capitais brasileiras, muito abaixo do tempo
minimo preconizado para a lactacdo exclusiva (Brasil, 2009).

Dentre todas as espécies de mamiferos, os filhos / filhotes apresentam alto grau de
dependéncia para com suas maes, tanto para a nutricdo propriamente dita, que se traduz na
lactagdo, quanto para suprir as necessidades de interacdo fisica. Assim, a interrup¢do da
relacdo entre mae e filho / filhote resulta nao somente em alteragdes fisiolgicas, mas também
em modificacdes comportamentais (Kikusui e Mori, 2009).

O desmame precoce reflete a curta duragdo do aleitamento materno exclusivo e a
abrupta separacdo dos filhotes da mae, além da transferéncia ndo gradativa da fonte de
nutrientes, com a subita introduc@o de racdo no lugar do leite materno.

Estudos realizados com roedores desmamados precocemente relatam alteragdes
comportamentais como o aumento persistente da sensacdo de medo e da sensibilidade a
fatores de estresse. Nestes casos, ocorre inclusive uma exacerbacdo da resposta
neuroenddcrina, causada possivelmente por uma redu¢do do nimero de receptores de
glicocorticoides da regiao do hipocampo (Kikusui e Mori, 2009). O desmame precoce
também afeta o quanto de cuidado maternal as fémeas que foram submetidas a esse processo
vao dedicar a seus filhotes na vida adulta, visto que elas mesmas tiveram acesso restrito a esse
tipo de cuidado (Kikusui e Mori, 2009).

Seguindo-se uma linha temporal no que se refere a alimentagdo dos ratos, sabe-se que
durante o periodo gestacional a nutri¢do ocorre por via placentdria e, a partir do nascimento,
se dd a amamentacdo. A partir do 14° dia de vida pds-natal, os ratos abrem os olhos e passam
a reconhecer o ambiente e a identificar a racdo como um novo alimento. Inicia-se entdo um
periodo de transicdo, no qual a dieta torna-se mista, com o consumo de alimento sélido
associado ao leite materno. Esta condicdo permanece até o desmame definitivo que,
naturalmente ocorre aos 28 dias de vida, mas para fins experimentais, € induzido no 21° dia
pos-natal (Henning, 1981).

Dessa forma, o periodo de desmame compreende a substitui¢do gradativa do leite
materno pelo alimento sélido e € concomitante a outros processos fisioldgicos relacionados a
alteracdo do padrao de dieta. Nessa fase ocorre uma mudanca na propor¢do de
macronutrientes ingeridos, com aumento no consumo de carboidratos e decréscimo da
quantidade de lipides, o que desencadeia também a alteracdo do quadro de enzimas

digestorias. Paralelamente ao desmame, ocorrem também o desenvolvimento do paladar, a



24

maturacdo morfolégica da lingua, a abertura das orelhas e a regulagdo termogénica (Henning,
1981; Koldovsky, 1985).

Além de fonte de nutrientes, o leite materno também é composto por diversos
peptideos biologicamente ativos, como hormodnios e fatores de crescimento, capazes de
estimular o crescimento do trato gastrintestinal e sua maturagdo funcional (Donovan e Odle,
1994; Koldovsky, 1989; Koldovsky et al., 1995; Xu, 1996), ja que o animal neonato necessita
de um periodo até que seja capaz de sintetizar seus proprios hormonios e fatores de
crescimento em concentracoes adequadas para exercerem suas funcdes (Gama e Alvares,
1996; Penttila et al., 1998; Smith e Ojeda, 1984).

Dada a importancia das fases de lactacdo e desmame, visto que a ingestdo do leite
materno ndo sé nutre os filhotes, mas seus peptideos biologicamente ativos tém fungdes
fundamentais ao desenvolvimento adequado dos mesmos, perturba¢des do padriao alimentar
durante esse periodo podem interferir no desenvolvimento dos animais (Koldovsky, 1985).

Lima et al. (2011) utilizaram um modelo de desmame precoce aos 17 dias sem
separa¢do materna, mas com impedimento de acesso a amamentagdo por bloqueio mecanico,
e mostraram os seguintes efeitos na vida adulta: aumento de peso corporal e adiposidade
visceral, hipertrigliceridemia, hiperglicemia com sinais de resisténcia insulinica e
hiperleptinemia associada a resisténcia hipotaldmica a esse hormonio, caracterizando um
quadro de desenvolvimento de sindrome metabdlica.

Sabe-se que modificacdes da condi¢ao alimentar alteram o processo proliferativo da
mucosa gastrica, de forma que em animais lactentes ocorre um estimulo durante o jejum
(Alvares, 1992; Alvares e Gama, 1993). Em animais jovens, aos 30 dias, hd inibicdo da
proliferacdo nesta situagcdo, enquanto animais de 22 dias ndo sdo responsivos a privacao
alimentar. Pode-se entdo inferir que hd uma relacdo entre a fase de desenvolvimento do
animal e o tipo de resposta proliferativa que a condi¢do alimentar provoca (Alvares e Gama,
1993).

A dréstica mudanca representada pelo desmame precoce estressa os filhotes
(Figueiredo, 2010; Lin et al., 1998), aumenta em cinco vezes a incidéncia de erosdes gastricas
(Ackerman et al., 1978) e a predisposicdo a ocorréncia de lesdes ulcerativas mais profundas
(Glavin e Pare, 1985). Alteracdes nas fungdes digestivas e proliferativas também decorrem do
desmame precoce, como mostrado por Gama e Alvares (2000), que verificaram que ha
inibicdo da proliferacdo celular no estdbmago quando filhotes submetidos a esse padrdo sao
mantidos em jejum, sugerindo que esta mudanga da dieta leva ao surgimento de uma resposta

tipica de outra fase da vida do animal.
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Lin et al. (2001) demonstraram que o desmame precoce também eleva a atividade da
enzima ornitina descarboxilase (ODC), além de induzir a atividade do pepsinogénio,
indicando a acelera¢do do desenvolvimento funcional gastrico. Outros estudos revelaram que
a antecipagao da substitui¢do do leite pelo alimento sélido promove a diferenciacdo de células
mucosas do colo, consideradas marcadoras da maturacdo do estdbmago, assim como causa um
aumento dos niveis do fator de crescimento transformante o (TGFa) e do receptor do fator de
crescimento epidermal (EGFR) no epitélio géstrico (Osaki et al., 2010).

Além do TGFa, o fator de crescimento transformante B (TGFp) também € susceptivel
as alteragOes impostas pela dieta do animal e por sua condi¢do alimentar. Alvares et al. (2007)
mostraram que animais lactentes sob efeito de jejum apresentam reducdo dos niveis da
isoforma TGFf3, fato confirmado por Ogias et al. (2010), que também relataram diminui¢ao
nos niveis do receptor-1 (TBRI) de TGFp na mesma condi¢do. Entretanto, durante o desmame
precoce, a privacao alimentar aumenta os niveis de TGFB3 e TPRI na mucosa géstrica (Ogias
et al., 2010).

Assim, os efeitos ja conhecidos do desmame precoce permitem inferir que o leite
materno age como um fator modulador da proliferacdo celular na mucosa gastrica, bem como
de seu desenvolvimento funcional (Gama e Alvares, 2000; Lin et al., 2001; Ogias et al., 2010;
Osaki et al., 2010, 2011), atuando em conjunto com peptideos biologicamente ativos nele

contido (De Andrade Sa et al., 2008; Gama e Alvares, 1996).

1.2 Estomago

O estdmago caracteriza-se como uma dilatacdo do tubo digestério, situada entre o
esofago e o intestino delgado e é responsdvel pela execucdo de intimeras fungdes, dentre
atividades exdcrinas, enddcrinas e motilidade. Nos ratos esse 6rgdo se estrutura em trés
regides histologicamente distintas: cornea, corpo e antro (Johnson, 1985; Lee et al., 1982).

A regido cornea, contigua ao esdfago, apresenta epitélio estratificado queratinizado. Ja
as regioes do corpo e do antro gastrico caracterizam-se por epitélio simples secretor, com a
presenca de glandulas tubulares que se abrem em fossetas para a luz géstrica (Lee et al.,
1982). As glandulas do corpo, localizado na por¢do mediana do estdmago, sdo longas e
podem ser subdivididas em trés segmentos distintos no rato adulto: istmo, colo e base
(Helander, 1981).

As glandulas gastricas s@o revestidas por diferentes tipos de células epiteliais que se

originam a partir de células-tronco localizadas na regido do istmo. Cada linhagem gerada tem
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caracteristicas migratdrias, secretdrias e tempo de turnover proprios (Brittan e Wright, 2004;
Karam, 1998; Karam e Leblond, 1993a). Assim, as células precursoras das linhagens celulares
gastricas maduras sdo: célula pré-mucosa superficial, célula pré-parietal, célula pré-mucosa
do colo e célula pré-enteroenddcrina (Karam, 1993; Karam e Leblond, 1993b, c, d).

A célula pré-mucosa superficial migra do istmo em sentido ascendente para a regido
da fosseta e se diferencia em célula mucosa superficial, que reveste a superficie luminal do
estdbmago e as fossetas gastricas. Essa linhagem é responsavel pela secrecao de muco e seu
periodo de turnover é de 3 dias (Karam e Leblond, 1993b). J4 a célula pré-parietal completa
seu processo de diferenciacdo em célula parietal na regido do istmo e entdo migra em sentido
bidirecional, embora seja predominantemente identificada nas regides de istmo e colo,
secretando fons que formarao o 4cido cloridrico na luz do estdmago. O tempo estimado para
seu turnover € de 54 dias (Ekelund et al., 1985; Helander, 1981; Karam, 1993, 1998).

A célula pré-mucosa do colo migra do istmo em sentido descendente para a regidao do
colo, na qual se diferencia em célula mucosa do colo, também secretora de muco. De acordo
com os estudos de Karam e Leblond (1993c), este tipo celular permanece como “mucosa do
colo” por um periodo aproximado de 7 a 14 dias, apds o qual continua migrando em dire¢ado a
base glandular, onde se diferencia novamente em célula zimogénica, passando por um estagio
intermedidrio de célula pré-zimogénica. Keeley e Samuelson (2010) detectaram a coexpressao
de marcadores especificos para células mucosa do colo e zimogénica em um mesmo tipo
celular na mucosa de animais recém-nascidos. Estes marcadores sé foram encontrados
individualmente uma semana apds o nascimento, sugerindo que a transi¢do entre célula
mucosa do colo e célula zimogénica passa por um estdgio em que apresenta caracteristicas de
ambos os tipos celulares.

As células zimogénicas encontram-se na porcdo basal da glandula géstrica e sdo
responsaveis pela hidrdlise proteica ocorrida no estdmago, ja que secretam o pepsinogénio,
que é convertido a pepsina em contato com o meio dcido gerado pela atividade das células
parietais. Essa linhagem tem um periodo de turnover de 194 dias, o mais longo dentre as
células epiteliais gastricas (Ekelund et al., 1985; Helander, 1981; Johnson, 1985; Karam e
Leblond, 1993c¢).

A célula pré-enteroenddcrina acompanha o mesmo perfil descrito para a célula
parietal, ou seja, se diferencia em célula enteroenddcrina na regido do istmo glandular e migra
bidirecionalmente, embora seja encontrada em maior quantidade na por¢ao basal da glandula
gastrica (Helander, 1981; Karam, 1998, 1999; Karam e Leblond, 1993d;). As células

enteroenddcrinas representam linhagens distintas que sdo responsdveis pela sintese de
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diversos hormonios, entre o0s quais: histamina, secretada pelas células ECL
(enterochromaffin-like), gastrina pelas células G presentes na regido do antro géstrico,
somatostatina pelas células D (Helander, 1981) e ghrelina pelas células “X/A-like” (Date et
al., 2000a; Kojima et al., 1999). O turnover para as células enteroenddcrinas € estimado em
torno de 60 dias na regido do corpo gastrico (Karam e Leblond, 1993d).

O antro, localizado na porcdo distal do estdbmago, apresenta glandulas curtas e
enoveladas, compostas predominantemente por células mucosas e enteroenddcrinas. As
células parietais e zimogénicas sdo escassas ou mesmo ausentes nessa regido do estdomago, o
que torna a por¢dao do corpo géstrico a maior responsavel pela secrecdo de 4cido cloridrico e
pepsinogénio (Helander, 1981).

A morfogénese das glandulas géstricas ocorre tardiamente nos fetos de rato e acarreta
modificagdes morfoldgicas e fisiologicas importantes (Alvares, 1994). Durante esse processo
diversos fatores interagem e favorecem a maturacdo do epitélio do estdbmago, influenciando a
proliferagdo, a migracdo, a diferenciacdo e a morte celular. Dentre eles estdo o programa
genético, hormonios, fatores de crescimento, a microbiota, a dieta e o estado nutricional tanto
do animal, quanto da propria mae durante as fases de gestacdo e lactacdo (De Andrade Sé et
al., 2008; Lee e Lebenthal, 1983; Nanthakumar et al., 2005; Young et al., 1987).

Embora a diferenciac@o entre as linhagens celulares da mucosa do estdbmago se inicie
entre 0 meio e o final da gestagdo nos ratos, as glandulas gdstricas se encontram
completamente funcionais somente em torno da terceira semana de vida pds-natal, periodo

que coincide com o desmame nesses animais (Keeley e Samuelson, 2010).

1.3 Ghrelina

A ghrelina € um hormodnio peptidico de 28 aminodcidos sintetizado principalmente no
estdbmago (Kojima et al.,, 1999). A origem de seu nome deriva do termo proveniente do
prefixo ghre, que significa “crescimento” nas linguagens ‘Proto-Indo-Europeias”, em
referéncia ao estimulo a liberacdo de hormonio de crescimento (GH) que acarreta (Kojima e
Kangawa, 2005). E sintetizada principalmente no estdmago, embora outros 6rgios também
contribuam para sua sintese, mesmo em menores quantidades: intestino delgado, célon,
hipotdlamo, hipocampo, hipéfise, pancreas, rins, entre outros, tanto em humanos, quanto em
ratos (Date et al., 2000a, 2002; Hosoda et al., 2000a; Sato et al., 2005, 2012; Ueberberg et al.,
2009).
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A célula enteroenddcrina “X/A-like” € a responsdvel pela sintese de ghrelina no
estbmago do rato e representa aproximadamente 20% da populacdo de células
enteroenddcrinas da glandula géstrica da regiao do corpo do estdmago de um rato adulto. Este
tipo celular estd distribuido principalmente entre o colo e a base da glandula e caracteriza-se
por ser uma célula do tipo fechado em sua maioria, ou seja, sem comunica¢do direta com o
Idmen gastrico, porém intimamente associada a rede de capilares da lamina prépria. Células
que sintetizam ghrelina e mantém contato direto com o ldmen, as do tipo aberto, s@o
encontradas em nimero muito baixo no estdmago, mas representam mais de 60% nas regides
do trato gastrointestinal do ileo, ceco e c6lon (Date et al., 2000a; Sakata et al., 2002).

A ghrelina se origina de um peptideo de 117 aminodacidos, a pré-pro-ghrelina, e exibe
uma particularidade em seu terceiro aminodcido, uma serina, que ¢ a presenca de um grupo
acil modificando sua estrutura. Essa acilacdo é considerada uma caracteristica impar da
ghrelina e é fundamental para o reconhecimento do hormdnio pelo receptor secretagogo de
horménio de crescimento, GHS-R (growth hormone secretagogue receptor) e,
consequentemente, para que possa exercer suas funcdes (Kojima et al., 1999). Como
mostrado na Figura 1, a ghrelina € bem conservada entre humanos e ratos, com alteracao de
apenas 2 aminodcidos entre as formas de cada uma das espécies, o que sugere um papel

fisioldgico importante (Kojima et al., 1999; Wren et al., 2000).

Figura 1 — Sequéncia de aminodcidos que compdem a ghrelina em humanos e ratos.
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FONTE: Adaptado de Kojima e Kangawa (2005).

Hosoda et al. (2000b) identificaram no estdbmago de ratos uma segunda molécula de
ghrelina gerada por splicing alternativo, que tem 27 aminoécidos e s difere da original pela

auséncia da glutamina que ocupa a posi¢ao 14 na sequéncia formadora do peptideo. Portanto,
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a “des-GInl4-ghrelina” também apresenta acilacdo e € idéntica a ghrelina em termos
funcionais, mas € encontrada em propor¢dao muito menor quando comparada a forma de 28
aminoécidos (Kojima e Kangawa, 2005). Além da “des-GIn14-ghrelina”, a forma ndo acilada
da ghrelina (“des-acil-ghrelina”), também foi identificada no estdbmago e no plasma
sanguineo, sendo que a ‘“des-acil-ghrelina” € a forma predominante em ambos,
correspondendo a propor¢dao de 2:1 no estdmago. Entretanto, a “des-acil-ghrelina” nio ¢é
funcional no que diz respeito as atividades enddcrinas préprias da ghrelina, mas ha
investigacdes no sentido de esclarecer se ha um receptor especifico para essa forma, e se ela
exerceria funcdes distintas daquelas da ghrelina acilada (Hosoda et al., 2000a; Kojima e
Kangawa, 2005).

A enzima responsavel pela adicao de uma cadeia de dcido-graxo a ghrelina pertence a
familia das MBOATSs (membrane bound O-acyltransferase), e é denominada GOAT (ghrelin
O-acyltransferase). Apresenta-se bem conservada nos vertebrados, com aproximadamente
90% de homologia na sequéncia de aminodcidos entre humanos, ratos € camundongos. Sua
especificidade € tal, que a forma acilada da ghrelina ndo € encontrada no plasma sanguineo de
camundongos knock-out para a GOAT (Gutierrez et al., 2008; Yang et al., 2008).

A acilagdo ocorre exclusivamente na serina que ocupa a terceira posi¢cdo na cadeia de
aminodcidos da ghrelina (serina-3) e a GOAT apresenta seletividade entre os tipos de dcidos
graxos que serdo utilizados na acilagdo, sendo que os 4cidos octanoico e decanoico sdo as
duas formas mais utilizadas, havendo ainda preferéncia para o primeiro, embora outros tipos
de 4cidos graxos também possam ser utilizados (Gutierrez et al., 2008; Kojima et al., 1999;
Yang et al., 2008). Gutierrez et al. (2008) sugeriram a possibilidade de haver algum tipo
especifico de metabolismo de 4cidos graxos nas células “X/A-like” que priorize a
disponibilizacdo dos &4cidos octanoico e decanoico para a GOAT catalisar a acilacdo da
ghrelina. Acredita-se que essa modificacdo pds-traducional seja essencial para permitir que a
ghrelina passe pela barreira hemato-encefélica, conferindo o acesso a regides especificas do
cérebro nas quais o receptor GHS-R esté presente (Banks et al., 2002).

Sabe-se que os dcidos graxos e triglicérides (ambos de cadeia média) ingeridos com a
dieta interferem no tipo de dcido graxo que sera utilizado para a acilag@o da ghrelina, ou seja,
o nimero de carbonos dos dcidos graxos ligados a ghrelina recém acilada corresponde aquele
ingerido com a dieta (Nishi et al., 2005a; Sato et al., 2012). Portanto, deve-se ressaltar que a
sintese de ghrelina e sua secre¢do na forma acilada constituem dois processos diferentes, visto
que o sistema “GOAT-ghrelina” € dependente de determinados tipos de 4cidos graxos, os

quais ndo interferem com o controle da sintese de ghrelina em si (Romero et al., 2010).
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Em concordancia com os estudos de Kojima et al. (1999) que indicaram que a sintese
de ghrelina ocorre principalmente no estdbmago, este também € o 6rgdo que mais expressa
GOAT (Gutierrez et al., 2008; Yang et al., 2008). Além disso, outros trabalhos demonstraram
alto grau de colocalizacdo (em torno de 95%) de ghrelina e GOAT em células “X/A-like” na
mucosa géstrica de camundongos (Sakata et al., 2009; Stengel et al., 2010). J4 para os ratos, o
grau de colocalizacdo € menor, em torno de 56%, enquanto os outros 44% de células que
expressam GOAT foram identificadas como células enteroenddcrinas ECL. Assim, a ghrelina
parece ser acilada nao somente pelas células “X/A-like” nos ratos, mas também pelas células
ECL géstricas que expressam GOAT (Stengel et al., 2010).

Da sintese do pré-pro-peptideo a ghrelina acilada, acredita-se que ocorram as seguintes
etapas: a pré-pro-ghrelina sofre a clivagem do peptideo sinal, que resulta em uma sequéncia
de 94 aminoacidos denominada pré-ghrelina. Em seguida ocorre a modificacdo pos-
traducional mediada pela acdo da enzima GOAT. Posteriormente, a pr6-hormonio convertase
1/3 (PC 1/3) atua sobre a pré-ghrelina acilada, gerando 2 subprodutos: a ghrelina acilada,
correspondente ao fragmento N-terminal do precursor, e a obestatina, correspondente ao
fragmento C-terminal do precursor (Gutierrez et al., 2008; Romero et al., 2010; Yang et al.,
2008; Zhu et al., 2006). A Figura 2 esquematiza esse processo.

A obestatina € um peptideo de 23 aminodcidos ao qual foram atribuidas fungdes
contrérias as da ghrelina. Dessa forma, a obestatina seria responsdvel por inibir a ingestdo de
alimentos, suprimir o esvaziamento gastrico e a motilidade intestinal e estaria associada a
reducdo de massa corpdrea. Entretanto, essas atribui¢des ndo foram confirmadas por estudos
subsequentes, o que acarretou no questionamento do real papel da obestatina que, até o
momento, ainda ndo foi completamente elucidado (Sato et al., 2012; Zhang et al., 2005).

A ghrelina apresenta diversas fung¢des fisioldgicas, dentre elas estdo o estimulo da
liberacdo de GH (Date et al., 2000b; Kojima et al., 1999), da secrecdo de acido géstrico (Date
et al., 2001; Masuda et al., 2000) e da motilidade do estobmago (Masuda et al., 2000); o
estimulo a formacdo 6ssea, com aumento de proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos
(Fukushima et al., 2005); o aumento do apetite, da ingestao alimentar (Nakazato et al., 2001;
Shintani et al., 2001; Tschop et al., 2000) e o favorecimento do ganho de peso em ratos,
caracterizando-a como um hormonio orexigénico (Cummings et al., 2001; Nakazato et al.,
2001; Tschop et al., 2000), diretamente relacionado ao comportamento alimentar e a

homeostase energética (Nakazato et al., 2001; Tschop et al., 2000; Wren et al., 2000).
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Figura 2 — Modificacdo p6s-traducional da pr6-ghrelina.
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FONTE: Adaptado de Romero et al. (2010).

Alguns estudos vém relacionando a ghrelina com a proliferacdo celular maligna,
caracteristica do cancer, possivelmente através de um mecanismo autdcrino / pardcrino, ainda
nio completamente descrito (De Vriese e Delporte, 2007; Jeffery et al., 2003; Nikolopoulos et
al., 2010; Waseem et al., 2008). Sabe-se também que a ghrelina inibe o processo apoptético
em algumas linhagens celulares, como cardiomidcitos (Baldanzi et al., 2002), células
intestinais (Park et al., 2008) e células neuronais em processo de isquemia (Chung et al.,
2007).

Sanchez et al. (2004), em seu estudo sobre o ritmo dos hormodnios ghrelina e leptina,
conclufram que ambos estdo nitidamente relacionados a ingestdo alimentar. Ratos com 3
meses de idade submetidos a um ciclo de 12/12 horas de claro/escuro, apresentaram altos
niveis géstricos de ghrelina na fase de claro, coincidente com seu periodo de jejum, visto que
a alimentacdo dos roedores concentra-se no periodo noturno (77%). Esses niveis
permaneceram altos até o inicio da fase de escuro, quando houve uma queda abrupta, no

momento da alimentagdo. Dessa forma, os autores demonstraram uma correlacdo inversa
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entre os niveis de ghrelina e a ingestdo de alimento, que também € vélida em relacdo ao
conteddo gastrico e aos niveis plasmaticos de leptina.

Assim como o desmame precoce, o desmame tardio também representa uma
perturbacdo do padrao alimentar, pois retarda a introducao de alimento sélido a dieta, ja que
se baseia no prolongamento do periodo de lactacdo exclusiva. Fak et al. (2007) demonstraram
que o desmame tardio reduziu as concentracdes de ghrelina no estdmago e no plasma
sanguineo e sugeriram que o desmame pode ser um fator importante na regulacdo da

expressao gastrica desse peptideo.

1.4 Receptor GHS-R

Até recentemente o GHS-R, receptor secretagogo de hormoénio de crescimento, era
utilizado como alvo de ligantes sintéticos que estimulam a liberagdo do GH, os secretagogos
de GH (GHS). Diferentemente do estimulo gerado pela associacdo do hormonio liberador do
hormoénio de crescimento (GHRH) ao seu receptor GHRH-R, que utiliza como segundo
mensageiro o monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) intracelular para sinalizar o aumento
da liberacdo de GH, os ligantes sintéticos agem por meio do GHS-R e aumentam a
concentracdo intracelular de célcio via inositol 1, 4, 5-trifosfato (IP3), que causa a subsequente
elevacio do GH. Ambos, GHS e GHRH, agem de maneira independente e sinérgica no
estimulo a liberacdo do GH (Akman et al., 1993; Blake e Smith, 1991; Cheng et al., 1989,
1991).

Howard et al. (1996) revelaram que o GHS-R € um receptor acoplado a proteina G
(GPCR) e sugeriram que os ligantes sintéticos GHS mimetizam a a¢cdo de uma molécula
enddgena ainda ndo identificada. Entao, Kojima et al. (1999) realizaram um experimento de
farmacologia reversa na tentativa de encontrar este ligante do GHS-R, até entdo considerado
um receptor 6rfao. Assim, uma linhagem celular expressando GHS-R de rato foi exposta a
extratos de cérebro, pulmao, coracdo, rim, estdmago e intestino, € por monitoramento das
concentracdes intracelulares de célcio, foi detectada maior atividade em resposta ao extrato de
estdbmago, 6rgao do qual a ghrelina pode ser purificada e identificada. A Figura 3 mostra a
regulacdo da liberagao do GH hipofisario pelos dois receptores: GHRH-R e GHS-R.

Como um tipico receptor do tipo GPCR, o GHS-R exibe sete dominios transmembrana
e apresenta-se sob duas formas, denominadas la e 1b, sendo a segunda gerada por splicing
alternativo. O gene do GHS-R é formado por 2 éxons e 1 intron, sendo que o primeiro éxon

codifica os dominios transmembrana de 1 a 5, enquanto o segundo codifica os dominios 6 e 7.
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Assim, o GHS-R1a deriva de ambos os éxons, resulta em um GPCR classico com 7 dominios
transmembrana, e responde pelas atividades da ghrelina. J4 o GHS-R1b deriva do primeiro
éxon apenas, resultando em um receptor truncado, com 5 dominios transmembrana somente e

funcionalmente inativo (Howard et al., 1996; Kojima e Kangawa, 2005; McKee et al., 1997).

Figura 3 - Liberagdo de GH pela hipéfise por meio dos receptores GHRH-R e GHS-R.
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FONTE: Adaptado de Kojima e Kangawa (2005).

O GHS-R1a esta distribuido em duas areas no cérebro: hip6fise e hipotdlamo (Howard
et al., 1996). Sua expressdo na hipéfise é consistente com o aumento da liberacio de GH
provocado pela ghrelina, enquanto sua expressao no hipotdlamo, principalmente na regidao do
nicleo arqueado, € crucial para as atividades orexigé€nicas da ghrelina (Camina, 2006;
Tannenbaum et al., 1998). Além dessas areas, o GHS-R1a também ¢é encontrado em diversos
tecidos, como: estdmago, intestino, pancreas, baco, tireoide, coracdo, pulmdo, glandula
adrenal, testiculo e ovario (Dass et al., 2003; Gnanapavan et al., 2002; Kojima e Kangawa,
2005; Shuto et al., 2001; Ueberberg et al., 2009). Esta vasta distribuic@o periférica do GHS-
R1a sugere que a ghrelina possa ter outras funcdes que ndo somente o estimulo a liberacdo de
GH e a participacdo no controle da homeostase energética (Camifia, 2006; Gnanapavan et al.,
2002).

A forma truncada do receptor, GHS-R1b, também ¢é amplamente distribuida em

diferentes tecidos, muitas vezes até em niveis maiores que o GHS-R1a (Gnanapavan et al.,
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2002). Entretanto, até o presente momento, o significado funcional da presenca desta isoforma
€ desconhecido, mas ndo se descarta a possibilidade de haver um ligante endégeno ainda nao
identificado para o GHS-R1b (Camina, 2006; Gnanapavan et al., 2002).

Como mencionado anteriormente, hd estudos mostrando que tanto a ghrelina quanto o
receptor GHS-R estdo presentes em diferentes tipos de tumor e sugerem que a ghrelina atua
possivelmente através de mecanismos autdcrinos / pardcrinos na proliferacdo maligna e
carcinogénese (De Vriese e Delporte, 2007; Jeffery et al., 2003; Nikolopoulos et al., 2010;
Waseem et al., 2008).

Waseem et al., (2008) demonstraram que a expressdao de ghrelina e de GHS-R1b esta
aumentada no cancer colorretal e seu aumento € gradativo, de acordo com o estigio de
malignidade do tumor. Ao contrério, a expressdo de GHS-R1a diminui drasticamente. Esse
achado sugere que a ghrelina possivelmente age no controle proliferativo maligno e pode
favorecer o comportamento invasivo do tumor através do GHS-R1b ou ainda através de outro
receptor ainda ndo identificado. Deve-se ressaltar que, embora os niveis teciduais de ghrelina
sejam altos, os niveis plasméticos medidos em jejum nao podem ser correlacionados com o
estagio de progressdo de tumor, mas sim com a condicdo metabdlica do individuo. Isto
refor¢a a ideia de que a acdo da ghrelina e seus receptores em tumores estd associada a um
mecanismo autdcrino / pardcrino, e ndo a regulacido enddcrina pela qual este hormonio exerce

suas atividades classicas (Waseem et al., 2008).

1.5 [D-Lys-3]-GHRP-6

Os secretagogos de GH, conhecidos como GHS, sdo componentes sintéticos
peptidicos ou ndo peptidicos capazes de estimular a liberacdo de GH de maneira dose-
dependente. Sao considerados compostos importantes na pratica clinica, visto que alguns
GHS podem ser indicados como agentes terapéuticos nos casos de deficiéncia idiopatica de
GH em criangas e adultos, como estimuladores de processos anabdlicos em idosos e ainda
podem ser utilizados como coadjuvantes no tratamento de processos catabdlicos debilitantes,
como a osteoporose € a AIDS (Inui, 2001).

Um dos GHS mais conhecidos, o hexapeptideo GHRP-6 foi sintetizado em 1984 e
mostrou atividade especifica e dose-dependente no estimulo a liberacao de GH in vitro e in
vivo, jA que outros hormonios hipofisdrios, como o estimulante da tireoide (TSH), o
luteinizante (LH), o foliculo-estimulante (FSH) e a prolactina (PRL), ndo responderam ao uso

deste sintético. Além disso, a administracao cronica do GHRP-6 em ratas promoveu aumento
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significativo de massa corpdrea (Bowers et al., 1984; Momany et al., 1984), o que foi
confirmado e ampliado pelo estudo de Lall et al. (2001) que revelaram que o GHRP-6
promove aumento da adiposidade, do consumo de alimento e dos niveis séricos de leptina em
camundongos, sugerindo uma atividade orexigénica.

Cheng et al. (1989) revelaram que [D-Lys-3]-GHRP-6, um andlogo do GHRP-6 obtido
através da substitui¢do da alanina pela lisina na posi¢ao 3 da sequéncia de aminoécidos, inibe
o estimulo que o GHRP-6 provoca na liberacdo de GH de maneira dose-dependente e por
meio do mesmo receptor por ele utilizado, atualmente identificado como GHS-R.

No experimento que resultou na identificagdo da ghrelina realizado por Kojima et al.
(1999), o peptideo [D-Lys-3]-GHRP-6 foi utilizado como antagonista do GHS-R e ficou
demonstrado que o aumento da concentragdo de célcio intracelular promovido pela liga¢ao da
ghrelina ao receptor foi inibido em sua presenca. Entretanto, uma dose maior de ghrelina foi
capaz de reestabelecer os niveis de célcio intracelular observados na auséncia do antagonista,
sugerindo assim que [D-Lys-3]-GHRP-6 atua como um antagonista competitivo.

No estudo de Asakawa et al. (2003) o uso de [D-Lys-3]-GHRP-6 diminuiu
significativamente a ingestao de alimento de maneira dose-dependente tanto em camundongos
alimentados com uma dieta padrdo (12% de gordura), quanto em camundongos alimentados
com uma dieta rica em gorduras (45% de gordura). Camundongos obesos (0ob/ob) também
apresentaram queda no consumo alimentar, além de reducdo no ganho de peso apds um
tratamento com o peptideo em questdo a cada 12 h por 6 dias consecutivos. Outros estudos
reforcam esta ingestdo alimentar reduzida associada ao uso de [D-Lys-3]-GHRP-6, como os
trabalhos de Beck et al. (2004) e Xin et al. (2006). O comprometimento das taxas de
esvaziamento gastrico também € relatado com o uso desta molécula (Asakawa et al., 2003;
Kitazawa et al., 2005).

Desde a associagdo de [D-Lys-3]-GHRP-6 com a ghrelina no sentido de contrapor as
suas atividades, atuando de forma anorexigénica, esta molécula foi adotada e € utilizada como
antagonista do receptor GHS-R, apesar da escassez de informacgdes farmacoldgicas relativas a

este peptideo na literatura.
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7 CONCLUSOES

Diante dos nossos resultados, podemos constatar que:

1) A condi¢do de desmame precoce altera o nimero de células secretoras de
ghrelina na mucosa gastrica, porém ndo interfere na sua distribuicio na
glandula e esta variacdo foi concomitante, ou até mesmo precedida, pelo
aumento de massa corporea;

2) O receptor GHS-R esta presente epitélio do estdmago pelo menos desde o 15°
dia de vida pés-natal;

3) O GHS-R géstrico nao sofre modificagdes advindas do desmame precoce;

4) A inibi¢do da ghrelina resulta em diminui¢do do indice de sintese de DNA na

mucosa géastrica dos filhotes submetidos ao desmame precoce.

Com base nestes resultados, podemos sugerir que os niveis de ghrelina na mucosa
gastrica sao afetados por mudangas no padrio de dieta e que a ghrelina parece participar do
controle proliferativo do epitélio do estomago, devendo ser considerada um importante
elemento no complexo mecanismo regulatério do crescimento gastrico durante a transicdo

alimentar representada pelo desmame.
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