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RESUMO

Rattes, IC. Caracterizacdo das células proliferativas em ratos em desenvolvimento e
adultos ap6s o desmame precoce. 128p. Tese (Doutorado em Biologia de Sistemas) - Instituto

de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2023.

Células proliferativas sdo encontradas por toda glandula durante o desenvolvimento pds-natal
do rato e, ap6s o desmame, estdo concentradas na regido do istmo e do colo. Nos animais
adultos, um nicho adicional € encontrado também na base da glandula, mas a caracterizagdo de
marcadores para células-tronco/proliferativas ainda € discutida na literatura e pouco se sabe
sobre a atividade dessas células durante o desenvolvimento pds-natal. Desconhece-se a
organizacdo do ambiente, em termos de fatores de crescimento e sinaliza¢do, e como o padrao
de alimentacdo pode afetar esses elementos e influenciar a maturacdo da glandula. O periodo
de amamentacdo € critico para a maturacdo do estbmago em termos de fornecimento de
nutrientes e fatores de crescimento, e a interrupgdo abrupta do aleitamento materno pode ser
prejudicial ao desenvolvimento do érgdo. Assim, nossa hipotese de estudo foi de que a mudanca
abrupta de dieta com desmame precoce acarretaria perturbagdes nos nichos proliferativos que
poderiam se estender até a vida adulta. Nosso objetivo foi avaliar: como o desmame precoce
regula a atividade proliferativa em termos de distribuicdo e dindmica de cinética celular; a
expressdo de genes importantes na regulacdo dos nichos proliferativos, e a presenca de Troy
(marcador de célula-tronco) nas populacbes que compde o epitélio gastrico de ratos. No 15°
dia, filhotes de ratos Wistar foram divididos em dois grupos: amamentado (A) e desmame
precoce (DP). Os animais A permaneceram com suas maes e foram amamentados até o0 21° dia
(desmame no biotério). Ja os animais DP foram separados de suas maes e mantidos em outra
gaiola, onde a dieta passou a ser uma pasta de racdo hidratada. Amostras da mucosa gastrica
foram coletadas aos 15, 18, 30, 60 e 120 dias para anélises de morfologia, expressdo génica por
RT-gPCR e niveis proteicos por imuno-histoquimica e Western Blot. Os resultados indicaram
uma distribuicdo distinta de células proliferativas Ki-67+ entre os A e DP de 18 dias, 0s quais
apresentaram um perfil semelhante ao dos adultos. Além disso, o DP acarretou um aumento da
proliferacdo na base da glandula nos animais de 60 dias, mas ndo observamos diferencas aos
120 dias. A dindmica de crescimento da glandula varia com o avan¢o da idade ap6s o DP, e a
cinética celular foi estudada por incorporacdo de BrdU e EdU. A distribuicdo de células BrdU+,
EdU+ e BrdU/EdU+ variou entre A e DP e ao longo das idades, indicando efeitos especificos
do DP sobre a entrada no ciclo celular. Em relacdo a expressdo génica, o DP diminuiu Wnt3,
Notchl, Notch2, e aumentou Bmp2 aos 18 dias. J& aos 60 dias, 0 DP aumentou Axin2, Notchl
e Notch2, sem diferengas aos 120 dias. Por meio de andlise in silico observamos que
componentes das vias Notch, BMP, Wnt e SHH sdo diferentemente expressos nas células
zimogénicas e parietais. Quanto as células Notchl+ o DP diminuiu a marcagdo aos 60 dias,
enguanto células Notch2+ aumentaram no istmo e diminuiram na base aos 60 dias. Quanto a
distribuicdo de Troy durante o desenvolvimento pds-natal, constatamos que do 3° ao 15° dia, o
namero de células Troy+ ndo varia, mas a partir do 18° dia essa populagdo aumenta. Em niveis
proteicos, o DP aumentou Troy aos 18 dias, mas aos 60 dias ocorre uma inversdo com a
diminuigdo desses niveis. Concluimos que o desmame precoce promove em efeitos imediatos
e tardios na distribuicdo de células proliferativas na glandula géstrica, afeta a entrada de células
em ciclo celular e a expressao de marcadores de célula-tronco, modulando genes importantes
nas vias de regulacdo dos nichos proliferativos.

Palavras-chaves: Desmame precoce. Nicho proliferativo. Vias de regulagdo. Estbmago.



ABSTRACT

Rattes, IC. Characterization of proliferative cells in developing and adult rats after early
weaning. 128p. Thesis (PhD in Systems Biology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2023.

Proliferative cells are found throughout the gland during postnatal development of the rat and,
after weaning, are concentrated in the isthmus and neck region. In adult animals, an additional
niche is also found at the base of the gland, but the characterization of markers for
stem/proliferative cells is still discussed in the literature and little is known about the activity
of these cells during postnatal development, and the organization of the environment, in terms
of growth factors and signaling, and how the feeding pattern can affect these elements and
influence the maturation of the gland is unknown. The breastfeeding period is critical for the
maturation of the stomach in terms of nutrient supply and growth factors, so abrupt cessation
of breastfeeding may be detrimental to the development of the organ. Thus, our hypothesis was
that abrupt dietary change with early weaning entails perturbations in the proliferative niche
that may extend into adulthood. Our aim was to evaluate how early weaning regulates
proliferative activity in terms of distribution and dynamics of cell kinetics, the expression of
genes important in the regulation of proliferative niches, and to evaluate the presence of Troy
(reserve stem cell marker) in the the gastric epithelium of rats. On day 15, Wistar rat pups were
divided into two groups: suckling (S) and early weaning (EW). The S animals remained with
their mothers and were breastfed until day 21. The EW rats were separated from their mothers
and kept in another cage, where the diet became a paste of hydrated feed. Gastric mucosa
samples were collected at 15, 18, 30, 60 and 120 days for analysis of morphology, gene
expression by RT-gPCR and protein levels by immunohistochemistry and Western Blot. The
results indicated a distinct distribution of Ki-67+ proliferative cells between 18-day S and EW,
which showed a similar profile to adults. In addition, EW led to increased proliferation at the
base of the gland in the 60-day-old animals, but no differences were observed at 120 days.
Gland growth dynamics vary with advancing age after EW, and cell kinetics were studied by
BrdU and EdU incorporation. The distribution of BrdU+, EdU+ and BrdU/EdU+ cells varied
between S and EW and across ages, indicating specific effects of EW on cell cycle entry.
Regarding gene expression, EW decreased Wnt3, Notchl, Notch2, and increased Bmp2 at 18
days. At 60 days, EW increased Axin2, Notch1 and Notch2, with no differences at 120 days. In
silico analysis indicated the presence of Notch, BMP, Wnt and SHH pathway components
differentially expressed in zymogenic and parietal cells. As for Notchl+ cells, EW decreases
the number of labelled cells at 60 days and Notch2+ cells increase the number of cells in the
isthmus and decreases at the base at 60 days. Regarding the Troy marker, we found that from
day 3 to 15 the number of Troy+ cells does not differ, and from day 18 the number of Troy+
cells increase in the gastric mucosa. In protein levels, EW increases Troy at 18 days, but at 60
days there is a reversal with a decrease in these levels. We conclude that EW causes immediate
and delayed effects on proliferation and stem cell markers in the gastric mucosa, modulating
important genes in proliferative niche regulation pathways.

Keywords: Early weaning. Proliferative niche. Regulatory pathways. Stomach
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1. INTRODUCAO

1.1. Estbmago

A mucosa gastrica dos roedores divide-se em trés regides histologicamente distintas: a
cornea que esta adjacente ao esdfago e € formada por um epitélio queratinizado; as regides do
fundo e corpo, que constituem a maior area, e sdo formadas por glandulas tubulares, e o antro,
formado por glandulas curtas e enoveladas (CHOI; ROLAND; BARLOW,; O'NEAL et al.,
2014; LEE; TRASLER; DWIVEDI; LEBLOND, 1982; MILLS; SHIVDASANI, 2011). O
corpo gastrico é a principal regido responsavel pelo processo digestivo, e apresenta mucosa
espessa formada por glandulas tubulares que se abrem em fossetas na superficie (LEE;
TRASLER; DWIVEDI; LEBLOND, 1982). Em individuos adultos, as glandulas séo divididas
em trés segmentos: istmo, colo e base e diferentes populacgdes epiteliais estdo presentes, tais
como ceélulas mucosas superficiais e do colo; células parietais; células zimogénicas e células
enteroenddcrinas (Figura 1) (KARAM, 1993; KARAM; LEBLOND, 1993a; b; c).

As células mucosas superficiais revestem a mucosa gastrica na regido da fosseta e sao
produtoras de muco, sendo a mucina 5AC predominante (REIS; DAVID; CARVALHO;
MANDEL et al., 2000). As células mucosas do colo presentes na regido do colo da glandula
gastrica também sdo células secretoras de muco, porém diferentemente das superficiais, a
mucina 6 é predominante (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008). Ambas as celulas
desempenham um papel protetor para o epitélio contra agressdes quimicas e mecanicas, além
disso a mucina 6 possui um efeito antibidtico contra bactérias como a Helicobacter pylori
(KAWAKUBO; ITO; OKIMURA; KOBAYASHI et al., 2004; LAINE; TAKEUCHI;
TARNAWSKI, 2008).

Distribuidas por toda a extensdo da glandula géastrica estdo as células parietais com o
citoplasma rico em mitocdndrias e em um sistema tabulo-vesicular que se funde a membrana
plasmatica, formando canaliculos intracelulares quando a célula esté ativa (ENGEVIK; KAJI;
GOLDENRING, 2020; KARAM, 1993). Estas celulas desempenham func¢des importantes as
quais podem ser atribuidas: a digestdo, sendo produtoras de ions H* e CI para o limen do
0rgdo(ENGEVIK; KAJI; GOLDENRING, 2020); ao papel estrutural em termos de organizagao
da glandula, sendo que a perda de células parietais ocasiona na hiperplasia glandular e o
aparecimento de células metaplasicas (BREDEMEYER; GEAHLEN; WEIS; HUH et al., 2009;
Ll; KARAM; GORDON, 1996; NOZAKI; OGAWA; WILLIAMS; LAFLEUR et al., 2008;
RADYK; BURCLAFF; WILLET; MILLS, 2018; SAENZ; MILLS, 2018); ao controle da
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proliferacdo, uma vez que as células parietais sdo volumosas e ocupam o istmo, ficando entre
celulas proliferativas e formando uma barreira fisica que impede a expansdo da glandula
horizontalmente(HAN; FINK; JORG; LEE et al., 2019), e a secre¢ido moléculas importantes
para manutencdo da homeostase da glandula, como BMP, TGFf e TGFa, fatores angiogénicos
como fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (DE ANDRADE SA; BITENCOURT;
ALVARES: GAMA, 2008; DE ANDRADE SA; JORDAO; TAKAHASHI; ALVARES et al.,
2003; JONES; ITANI; WANG; TOMIKAWA et al., 1999; MALOUM; ALLAIRE; GAGNE-
SANSFACON; ROY et al., 2011; OSAKI; CURI; ALVARES; GAMA, 2010; SHINOHARA;
MAO; KEELEY; EL-ZAATARI et al., 2010; ZHANG; QUE, 2020).

Compondo menos de 2% da populacdo celular estdo as células enteroenddcrinas, tais
como células “enterochromaffin-like” (ECL), G, D e “X/A-like” que desempenham fungdes no
controle da regulacdo da secrecdo acida, atuando nas células parietais (BORDI; D'ADDA,;
BAGGI; PILATO, 1989). As células ECL localizam-se principalmente no corpo gastrico e séo
repletas de granulos contendo histamina (KIM; SHIVDASANI, 2016). Células X/A-like
secretam ghrelina, que induz a liberacdo do horménio de crescimento e estimula o apetite.
Respectivamente, as ECL e X/A-like ativam as células parietais através de vias paracrinas e
neurais (CHEN; AIHARA; ZHAO; HAKANSON et al., 2006; ENGEVIK; KAl
GOLDENRING, 2020). As células G, presentes na regido do antro, secretam gastrina, que atua
em receptores CCK2 das células ECL, acelerando a sintese e liberacdo de histamina que, por
sua vez, estimula a secrecdo acida (BORDI; D'ADDA; BAGGI; PILATO, 1989; CHEN;
AIHARA; ZHAO; HAKANSON et al., 2006). A somatostatina produzida pelas células D
diminui a atividade das células parietais, agindo diretamente ou indiretamente pela inibicdo da
acdo da gastrina sobre as células ECL (BORDI; D'ADDA; BAGGI; PILATO, 1989; CHEN;
AIHARA; ZHAO; HAKANSON et al., 2006; ENGEVIK; KAJI; GOLDENRING, 2020).

Na base da glandula estdo as células zimogénicas que sdo pequenas e piramidais, e
apresentam turnover de aproximadamente de 140 dias, sendo esse 0 periodo mais longo das
celulas epiteliais gastricas (KARAM; LEBLOND, 1993c). Em relacdo a funcéo, o citoplasma
é rico em granulos contendo pepsinogénio que em contato com o ambiente acido do lumen
gastrico € convertido a pepsina, principal enzima digestiva gastrica (JOHNSON, 1985).
Entretanto, as células zimogénicas, apesar de diferenciadas, sdo descritas como um
compartimento proliferativo secundario e independente daquele encontrado na regido do istmo,
considerado a principal regido de atividade mitética da glandula gastrica (BURCLAFF;
WILLET; SAENZ; MILLS, 2020; HAN; FINK; JORG; LEE et al., 2019;HUEBNER;
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GORELOV; DEVIATIIAROV; DEMHARTER et al., 2023). Estas células zimogénicas sdo
mantidas por sua propria replicacdo durante a homeostase, porém quando ocorre uma lesao no
tecido essas células passam por um processo denominado de transdiferenciacédo, e originam
células metaplasicas que expressam Spasmolytic polypeptide-expressing metaplasia (sdo
conhecidas como células SPEM e reconstituem o epitélio) (CALDWELL; MEYER; WEIS;
ENGEVIK et al.,, 2022; GOLDENRING; NAM; MILLS, 2011; RADYK; BURCLAFF;
WILLET; MILLS, 2018; SAENZ; MILLS, 2018). Quando a lesdo se torna crénica e é
acompanhada por um processo inflamatorio, as células SPEM transformam-se no cerne
metaplasico de adenocarcinomas gastricos (BOCKERSTETT; LEWIS; WOLF; NOTO et al.,
2020; SAENZ; MILLS, 2018).

Células mucosas
Fosseta superficiais
Istmo : w7
Células parietais
Mucosa | Colo
Glandula >
Células mucosas
do colo
Base
i Células
zimogeénicas

Figura 1: Fotomicrografia da mucosa da regido do corpo do estdmago do rato de 60 dias de
vida pos-natal. A regido da fosseta e as trés regides glandulares: istmo, colo e base estéo
indicados, tais como as principais populacGes celulares. Corte em parafina corado com

Hematoxilina e eosina. Aumento original: 200x.

1.2. Células-tronco no estbmago

Diferentemente do intestino delgado e da regido do antro gastrico que possuem
marcadores de células-tronco bem caracterizados, a regido do corpo ainda carece de
informacdes para identificacdo dessas células. Ao longo dos anos, diversos estudos foram
conduzidos na expectativa de identificar a localizacdo e as propriedades das células-tronco
presentes na regido do corpo gastrico, mas ainda ndo ha evidéncias que comprovem seu perfil
ou até mesmo sua existéncia no estdbmago (HAN; FINK; JORG; LEE et al., 2019).
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Historicamente, Karam e Leblond (1993) a partir de ensaios de incorporacdo de
nucleotideos radioativos e de microscopia eletrbnica mostraram que na regido do corpo gastrico
de individuos adultos as células epiteliais originam-se a partir do nicho presente entre o istmo-
colo (KARAM; LEBLOND, 1993a). A partir disso, a teoria que permaneceu em discussao
propde que uma vez formada, cada unidade glandular é funcionalmente monoclonal, e todas as
células derivam de uma Unica célula-tronco (KARAM; LEBLOND, 1993a; WILLET; MILLS,
2016). Acredita-se que esta célula entre em ciclo lentamente e mantenha uma populacéo
pequena através de divisdes assimétricas, a partir da qual as células-filhas saem deste nicho e
originam: células pré-mucosas que migram em dire¢do a fosseta e diferenciam-se em mucosas
superficiais; células pré-parietais que tém migracdo bidirecional e originam as parietais, e
células pré-mucosas do colo que migram em direcdo a regido do colo, onde se diferenciam em
células mucosas do colo. Algumas destas células mucosas do colo continuam migrando em
direcdo a base da glandula, passam por uma fase de transicdo e se organizam em células
zimogénicas (essa etapa também pode ser considerada uma transdiferenciacdo por alguns
autores) (KARAM, 1993; KARAM; LEBLOND, 1993g; b; ¢; MILLS; SHIVDASANI, 2011).

Entretanto, outros estudos foram conduzidos e novas vertentes surgiram sobre a origem
das células epiteliais na regido do istmo. O estudo de Bjerknes e Cheng (2002) mostrou que
poderiam existir células progenitoras comprometidas com determinadas linhagens, com tempo
de vida duradouro; estas células apresentariam caracteristicas iniciais de células mucosas da
fosseta e do colo e seriam capazes de auto- renovagdo, mas dariam origem somente a células
da fosseta, células mucosas do colo e zimogénicas diferenciadas (BJERKNES; CHENG, 2002).
Assim, a interface istmo-colo foi descrita como principal nicho ativo de renovagdo do corpo
gastrico e, apesar dessa caracterizacdo, a identificacdo total de fatores moleculares e marcadores
celulares ainda permanece incompleta. Dentre os marcadores ja discutidos estdo Sox2, Mist1,
enhancer do gene Runxl (eR1), Lrigl e Bmil, que serdo descritos a seguir.

As células Sox2+ foram descritas na mucosa gastrica tanto na regido do antro quanto na
regido do corpo (ARNOLD; SARKAR; YRAM; POLO et al., 2011). Arnold et al (2011)
descreveram que Sox2 ndo esta presente em células ja diferenciadas, sugerindo que células
Sox2+ sdo indiferenciadas ndo comprometidas com nenhuma das linhagens gastricas. Contudo,
0 estudo mostrou que células Sox2+ ndo estdo presentes somente na regido do istmo- colo, e
sim, encontram-se espalhadas ao longo da mucosa (ARNOLD; SARKAR; YRAM; POLO et
al., 2011).

O fator de transcri¢do Mist1 foi, primeiramente, descrito como um regulador importante

da diferenciacdo de células zimogénicas (na base da glandula), e induz a formacéo da rede de
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reticulo endoplasmatico granular abundante neste tipo celular (RAMSEY; DOHERTY; CHEN;
STAPPENBECK et al., 2007). Além da sua presenca na regido da base, raras células Mist1+
também estdo na regido do istmo, onde possuem um fenodtipo de auséncia de granulos
(HAYAKAWA; ARIYAMA; STANCIKOVA; SAKITANI et al., 2015), tipico de células-
tronco, como descrito por Karam e Leblond (KARAM; LEBLOND, 1993a) (1993). A expanséo
da pequena populagéo de células Mist1+ no istmo mostrou que elas migram bidireccionalmente
na glandula, dando origem as outras populacdes celulares presentes (HAYAKAWA,
ARIYAMA; STANCIKOVA; SAKITANI et al., 2015).

Além dos marcadores Sox2 e Mist1, eR1 foi descrito como um marcador de células ndo
diferenciadas do istmo e esta presente também em algumas células ja diferenciadas na base da
glandula (MATSUO; KIMURA; YAMAMURA; KOH et al.,, 2017). As células eR1+
coincidem com as ceélulas em proliferacdo e sdo capazes de gerar organoides in vitro
(MATSUO; KIMURA; YAMAMURA,; KOH et al., 2017). Adicionalmente, experimentos de
rastreamento de linhagens indicaram que células Runx1+ geram células diferenciadas para
manutencdo da glandula (MATSUO; KIMURA; YAMAMURA,; KOH et al., 2017).

O Lrigl é um marcador de células-tronco proliferativas e quiescentes na pele e no
intestino e tem como funcgéo a regulacdo negativa da via de sinalizagdo do receptor ErbB. No
estdbmago, o Lrigl foi descrito nas regides do antro e do corpo, sendo expresso por células
progenitoras no istmo, sendo capaz de gerar todos os tipos células presentes na glandula em
resposta a lesGes agudas (CHOI; LANTZ; VLACICH; KEELEY et al., 2017). Além disso,
células Lrigl+ sdo encontradas a partir do primeiro dia de vida p6s-natal, sugerindo que elas
contribuem para o desenvolvimento do estdbmago nessa fase (CHOI; LANTZ; VLACICH;
KEELEY et al., 2017).

Finalmente, Bmil foi descrito, como 0s outros marcadores, tanto no antro quanto no
corpo gastrico. As células Bmil+ localizadas no istmo sdo capazes de gerar outras que migram
bidireccionalmente, e sua auséncia acarreta ma formacdo da glandula (YOSHIOKA;
FUKUDA; ARAKI; OGAWA et al., 2019).

Apesar do consenso que o istmo € a principal regido proliferativa do corpo gastrico,
muitos dos estudos de identificacdo de células-tronco indicaram a presenca dos marcadores fora
do istmo, principalmente na regido da base. Em 2013, os grupos do Dr Hans Clevers (Hubrecht
Institute, Holanda) e do Dr Jason Mills (Washington University, St Louis, EUA) caracterizaram
um reservatério de células zimogénicas positivas para tumor necrosis fator receptor super
family member 19 (Troy) na base da glandula gastrica (STANGE; KOO; HUCH; SIBBEL et

al., 2013). Essas células, embora diferenciadas, possuem a capacidade de entrar em divisao
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celular e in vitro gerar organoides de estbmago. Esse estudo mostrou também que a populagéo
Troy+ ndo é marcada para Leucine- rich repeat-containing G-protein coupled receptor 5
(Lgr5), mas é dependente da via de sinalizacdo de Wnt (STANGE; KOO; HUCH; SIBBEL et
al., 2013). Entretanto, em 2017, o grupo liderado por Nick Barker mostrou que Lgr5 esta
presente também nesse nicho secundario ou reserva. Sua ativacdo ocorre quando o tecido
apresenta alguma lesdo, e desencadeia a geracdo de outros tipos celulares da glandula
(LEUSHACKE; TAN; WONG; SWATHI et al., 2017). Diante desses estudos, 0s principais
marcadores do nicho-reserva/secundario na base seriam Troy e Lgr5. Lgr5 é considerada a
principal molécula na identificacdo de células-tronco ativas do intestino delgado e da regido
antral do esttmago (BARKER; VAN ES; KUIPERS; KUJALA et al., 2007; FAFILEK;
KRAUSOVA,; VOJTECHOVA; POSPICHALOVA et al., 2013; RITSMA; ELLENBROEK;
ZOMER; SNIPPERT et al., 2014). Quanto a Troy, sua expressao estd aumentada em linhagens
de celulas de cancer colorretal humano e em tumores intestinais de camundongos, e funciona
como um modulador negativo da via Wnt em células-tronco Lgr5+ intestinais (FAFILEK;
KRAUSOVA; VOJTECHOVA,; POSPICHALOVA et al., 2013).

A despeito das publicacGes sobre os marcadores celulares ao longo dos anos, eles se
mostraram insuficientes para definir a identidade de células-tronco do istmo, j& que muitos deles
também sdo expressos em diferentes regiGes da glandula e em células com fenétipos distintos,
0 que torna ambiguas as conclusGes sobre rastreamentos de linhagens e marcadores
moleculares.

Em razdo da falta de informac6es especificas, os estudos na area evoluem continuamente,
e em 2019, um artigo publicado na Cell Stem Cell, caracterizou as popula¢des de células-tronco
do istmo a partir de ensaios de sequenciamento de RNA de célula Unica (sc-RNAseq) e
rastreamento de linhagem sem nenhum marcador especifico (HAN; FINK; JORG; LEE et al.,
2019). As conclus@es do estudo sugerem que a glandula gastrica é compartimentalizada, sendo
mantida por duas populacdes distintas de células-tronco (HAN; FINK; JORG; LEE et al.,
2019). A primeira esta localizada no istmo e contém células—tronco com alta capacidade de
proliferacdo, sendo responsaveis por cerca de 80% da manutengdo da populacdo epitelial
glandular. Ja o segundo compartimento esta localizado na base da glandula e contém uma
populacéo celular ja diferenciada com taxas mais lentas de proliferagdo (HAN; FINK; JORG;
LEE et al., 2019). Os ensaios de sc-RNAseq definiram uma heterogeneidade de expresséo
génica nestas células presentes no istmo, sugerindo que nao existe um marcador especifico para

esta populacéo e, sim, que ha um balanco na expressdo de marcadores que irdo definir a prole
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de células, e essas migrardo e dardo origem as linhagens de células (HAN; FINK; JORG; LEE
etal., 2019).

A origem de células zimogénicas foi primeiramente sugerida por Karam e Leblond (1993)
e depois expandida por outros grupos, que mostraram zimogénicas formadas a partir da
diferenciacdo de uma parcela da populacéo de células mucosas do colo na interface entre o colo
e a base da glandula (KARAM; LEBLOND, 1993c). A diferenciacao gera uma célula com um
fendtipo transitério com marcadores celulares de ambas as populagdes de mucosas do colo e
zimogénicas, e essa célula em transicdo continua migrando em direcdo a base, terminando a
diferenciacdo em células zimogénicas maduras (KARAM; LEBLOND, 1993c; RAMSEY;
DOHERTY; CHEN; STAPPENBECK et al., 2007). Porém, o estudo de Burclaff e Willet
(2020) complementa o trabalho publicado por Hans et al (2019), sugerindo que, diferentemente
do que era discutido desde Karam e Leblond, as células zimogénicas na base nao se originam
somente da diferenciacdo de células mucosas do colo e, sim, se mantém independentemente por
replicacdo prépria, assumindo que as células-tronco no istmo ndo contribuem substancialmente
para a constituicdo desta populacdo especifica (BURCLAFF; WILLET; SAENZ; MILLS,
2020).

Todos os estudos relatados acima se referem principalmente a mucosa gastrica adulta.
Durante o desenvolvimento pés-natal células proliferativas sdo observadas ao longo de toda a
glandula (GAMA; ALVARES, 2000; MESQUITA DA SILVA; RATTES; PEREIRA; GAMA,
2021; OSAKI; FIGUEIREDO; ALVARES; GAMA, 2011), e se desconhece quais fatores estao
envolvidos na restricdo dos nichos no istmo e na base, ou até mesmo quais dispositivos sdo
disparados para que células saiam dos nichos e migrem para as outras porc¢des da glandula para
gerar/manter os tipos celulares. Resultados anteriores do laboratério mostraram que o primeiro
més de vida do rato, a cinética celular de crescimento é variavel conforme a idade (SIMOES,
1992). Aos 14 dias, a glandula apresenta células proliferativas em toda sua extensdo e nao
apresenta regides populacionais bem definidas e o tempo de migracdo das células em direcao
ao lumen do o6rgao é mais lenta sugerindo um ativo crescimento da glandula com pouca perda
celular, ja aos 21 dias, tém- se células proliferando em maior predominancia na regido do istmo
e do colo, a migracdo em direcdo ao lumen é mais répida e a glandula j& apresenta regides
definidas. Porém, os ratos de 30 dias a glandula gastrica apresentam um perfil intermediario de
cinética celular em comparagdo aos animais de 21 dias e adultos, apesar da presenca de
glandulas bem definidas, com células proliferativas em predominancia no istmo e com tempo

de migrag&o rapido (cerca de 24h) em direcdo ao limen (SIMOES, 1992).
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1.3. Vias de regulagdo do nicho de célula-tronco

Sonic hedgehog (SHH), Bone Morphogenetic Protein (BMP), Wnt e Notch sdo vias que
constituem uma rede de sinalizacdo de células-tronco que desempenham diversas fun¢fes em
uma variedade de processos como embriogénese, manutencdo de homeostase em tecidos

adultos e regeneracéo apds injuria.

1.3.1. SHH

A via de sinalizacdo de sonic hedgehog, SHH, é dividida em canénica e ndo-canénica. A
via candnica consiste dos componentes principais: os receptores PTCH1, PTCH2, SMO; na
proteina regulatéria SUFU, e na familia de fatores de transcricdo GLI (GLI1, GLI2 e
GLI3)(JENG; CHANG; LIN, 2020)(Figura 2). A transducéo da via ndo-canbnica ainda nao esta
totalmente elucidada, mas ela pode ocorrer em condic@es de inflamacdo. A transcri¢do de GLI
pode ocorrer por outras vias de sinalizacdo como PKA, GTPase, P13K, Rho(JENG; CHANG;
LIN, 2020) .

Na embriogénese, durante o desenvolvimento do trato gastrintestinal, hd uma maior
expressdo de SHH na porgédo do intestino anterior (futuramente esdfago e regido do corpo
gastrico) e sua sinalizacao ocorre potencialmente de forma autécrina (MERCHANT, 2012). No
estdmago adulto, as células parietais sdo as principais secretoras de SHH, e a presenca da
molécula estd proxima da membrana basolateral ou associada a bomba de H+/K+-
ATPase(VAN DEN BRINK; HARDWICK; TYTGAT; BRINK et al., 2001; ZAVROS; ORR;
XIAO; MALINOWSKA, 2008). A gastrina estimula a expressdo do gene e 0 processamento
do precursor de 45kDa para a molécula ativa de 19 kDa. Esse processamento ocorre por um
mecanismo dependente de protease e de ambiente &cido (no estdmago sob acdo da pepsina A)
(ZAVROS; ORR; XIAO; MALINOWSKA, 2008; ZAVROS; WAGHRAY; TESSIER; BAI et
al., 2007). Portanto, no estdmago, a proteina SHH é regulada por um horménio gastrico, e
processada em ambiente &acido com acdo de protease (ZAVROS; ORR; XIAQO;
MALINOWSKA, 2008; ZAVROS; WAGHRAY; TESSIER; BAI et al., 2007).

SHH é necesséria para a completa diferenciagdo das células parietais, a auséncia da
proteina ndo altera o numero de células, mas altera sua funcionalidade em relacdo a secrecao
acida (HEIJMANS; VAN DEN BRINK, 2010). Ela é considerada um regulador negativo da
proliferacdo gastrica, e camundongos knockout para Shh apresentam uma condicdo de
hipocloridria, hipergastrinemia e hiperplasia foveolar com diminuicdo de células zimogénicas
e células mucosas do colo (VAN DEN BRINK; HARDWICK; TYTGAT; BRINK et al., 2001;
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XIAO; OGLE; SCHUMACHER; ORR-ASMAN et al., 2010). O gradiente de SHH esta mais
concentrado nas regides do istmo e colo com baixa concentragdo na porcao da base da glandula
(MERCHANT, 2012; VAN DEN BRINK; HARDWICK; NIELSEN; XU et al., 2002).

Sinalizagao de Shh inativa Sinalizagédo de Shh ativa
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Figura 2: Via de sinalizagdo SHH. A sinalizagdo inativada (esquerda) ocorre na auséncia de ligantes
SHH, em que PTCH inibe SMO resultando no sequestro de GLI1 no citoplasma por SUFU. Na presenca
de Shh (direita), a supressao de PTCH de SMO é anulada, resultando na acumulagdo nuclear de GLI1,
acarretando a transcricdo de genes alvos. (Adaptado de Dae-Hee Lee et al, 2017(LEE; LEE; OH, 2017))

1.3.2. BMP

As BMPs (bone morphogenetics proteins) sdo fatores de crescimento pertencentes a
superfamilia do fator de crescimento transformante beta (TGFB) (ZHANG; QUE, 2020).
Desempenham diversas fungdes durante a embriogénese e na homeostase do tecido adulto. Sua
sinalizag&@o ocorre a partir da ligacdo das BMPs ao receptor tirosina-quinase do subtipo | em
associacdo ao receptor do subtipo Il. O complexo do receptor tipo | e Il ativado acarreta a
fosforilagdo de proteinas SMADs as quais agem como transdutoras de sinal da via. Para BMP,
as SMADs sdo Smadl, Smad 5 e Smad 8, e quando fosforiladas associam-se a Smad4 (CO-
SMAD). As CO-SMADs atuam como um fator comum entre todas as SMADs. Assim é
formado o complexo SMAD/CO-SMAD, o qual se transloca para o nacleo onde pode ativar e
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reprimir genes especificos (Figura 3) (HEIJMANS; VAN DEN BRINK, 2010; ZHANG; QUE,
2020).

No estdbmago de humanos, BMP e EGF participam no processo de diferenciagéo celular.
O gradiente na glandula formado por BMP e EGF orienta a diferenciacdo das populacdes de
células mucosas superficiais, parietais e zimogeénicas. A concentracdo mais elevada de EGF e
BMP esta presente na porcao superior da glandula e torna-se mais diluida em direcéo a base da
glandula (WOLFFLING; DADDI; IMAI-MATSUSHIMA; FRITSCHE et al., 2021). Wolffling
et al (2021) demonstraram, in vitro, que em conjunto, EGF e BMP direcionam a diferenciagéo
de células mucosas superficiais, e somente na presenca de BMP tém-se a diferenciacdo de
células parietais, enquanto na auséncia de EGF e BMP tém-se células zimogénicas
(WOLFFLING; DADDI; IMAI-MATSUSHIMA; FRITSCHE et al., 2021).

A via de sinalizacdo de BMP também é um regulador da proliferacdo gastrica. O aumento
de BMP2 diminui a proliferacdo com aumento da proteina p21, e a super expressdo de Noggin
(regulador negativo da via) ocasiona um aumento de proliferacdo com maior espessura de
mucosa, glandulas dilatadas e formacdo de cistos (WEN; MIYAKE; AKIYAMA; YUASA,
2004). A via também € um regulador negativo da diferenciacdo de células enteroenddcrinas,
uma vez que a delecdo do receptor Bmprla (0 mais expresso na mucosa gastrica) em
camundongos eleva o nimero de células enteroenddcrinas, diminui células parietais e aumenta
células zimogénicas (MALOUM; ALLAIRE; GAGNE-SANSFAQON; ROY etal., 2011). Essa
populacdo tem sua distribuicdo alterada, de forma que ao invés de ficarem restritas a base da
glandula, ficam espalhadas pela mucosa na auséncia de Bmprla (MALOUM; ALLAIRE;
GAGNE-SANSFACON; ROY et al., 2011).
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Figura 3: Sinalizagdo BMP. As BMPs séo ligantes que interagem tanto com receptores tipo I, quanto
receptores tipo Il. A associacdo entre os receptores | e Il resulta no complexo sinal-transducéo. O
complexo quinase BMP e BMPR-1 fosforila os substratos de sinalizagdo Smad-1,-5 ou -8. A fosforilacéo
BMP ¢ inibida e/ou modulada pelos Smads inibit6rios -6 e -7. As Smads-1, -5 ou -8 fosforiladas
interagem com a Smad-4 e penetram no nucleo desencadeando a resposta dos genes alvos de BMP.
(Adaptado de V.R. Aradjo et al, 2010)

1.3.3. Notch

Em mamiferos, a via de sinalizacdo Notch possui quatro receptores: Notchl, Notch2,
Notch3 e Notch4 e cinco ligantes: Delta-like 1, 3 e 4, Jagged 1 e 2(DEMITRACK;
SAMUELSON, 2017). No estdmago, Notch promove a regulacdo de células-
tronco/progenitoras através dos receptores Notchl e Notch2(DEMITRACK; GIFFORD;
KEELEY; HORITA et al., 2017; GIFFORD; DEMITRACK; KEELEY; TAM et al., 2017).

A ativacdo da via Notch ocorre por contato célula-célula. A célula que emite o sinal
expressa o ligante e a célula receptora do sinal expressa o receptor (Figura 4). Apoés ligacéo do
receptor ao ligante da celula vizinha, Notch sofre clivagens proteoliticas que resultam no
fragmento ativo do dominio intracelular do Notch conhecido como NICD, que se desloca para
0 nucleo onde se liga ao fator de transcricdo CSL. O principal efetor da via é o fator de
transcrigdo Hes1(KIM; SHIVDASANI, 2011). No intestino, o papel de Notch e de Hes1 é bem
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estabelecido e caracterizado, sendo essencial para manter a identidade das células-tronco na
base da cripta e para direcionar o destino das linhagens absortivas e secretorias na zona de
amplificacdo transiente (KUROKAWA; HAYAKAWA,; KOIKE, 2020). No estdmago, o papel

de Hes1 ndo € caracterizado, sendo sua funcao e seus genes regulados desconhecidos.

Na porcao do antro gastrico, a combinacdo da inibicdo de Notchl e Notch2 resulta na
diminuicdo da proliferacdo, perda das células-tronco Lgr5+ e aumento da apoptose e da
diferenciacéo celular de todas as linhagens presentes no antro (DEMITRACK; GIFFORD;
KEELEY; CARULLI et al., 2015; GIFFORD; DEMITRACK; KEELEY; TAM et al., 2017) .
Porém, a inibicdo individual de cada receptor apresenta efeitos mais moderados sobre 0s mesmo
parametros da proliferacdo, sugerindo que para a regido do antro a regulacao da proliferacao da
via de Notch depende dos dois receptores (GIFFORD; DEMITRACK; KEELEY; TAM et al.,
2017). Quando ocorre uma ativacdo continua de Notch, tém-se os efeitos contrarios: aumento
da proliferacéo e diminuicdo da diferenciacdo (GIFFORD; DEMITRACK; KEELEY; TAM et
al., 2017) . A ativacdo de Notch em células Lgr5+ ocasiona uma expansao tecidual a partir da
fissdo das glandulas e essa ativacdo estd relacionada a via de mTOR (HIBDON;
RAZUMILAVA; KEELEY; WONG et al., 2019). A disfuncdo da sinalizacéo esta associada a
tumorigénese gastrica, em adenocarcinomas gastricos humanos ha um aumento da expressdo
de todos os componentes da via: receptores, ligantes e genes alvos (HIBDON; RAZUMILAVA,
KEELEY; WONG et al., 2019).

Em relacdo aos ligantes, Delta-like 1 (DLL1) e Jagged 2 (Jag2) (Figura 4) séo 0s mais
presentes para o0 antro, sendo que DLL1 estd concentrado na base e Jag2 esté localizado na
porcdo superior da glandula. A inibi¢do do DLL1 ou em conjunto com outros ligantes diminui
a proliferacdo e crescimento de organoides in vitro. Entretanto, a inibi¢cdo dos outros ligantes
ndo causa efeitos para a mucosa gastrica, portanto, é necessario a presenca do ligante DLL1
para o funcionamento correto da proliferacdo (HORITA; KEELEY; HIBDON; DELGADO et
al., 2022). Diferentemente do antro, a regido do corpo gastrico ainda ndo ha na literatura
descricdo sobre os ligantes da via, porém os receptores Notchl e Notch2 também estdo
presentes na glandula assim como no antro. A inibicdo dos dois receptores leva a uma
diminuicdo da proliferacdo sem alteracGes na diferencia¢do, mas quando se ativa os receptores

tém-se o efeito oposto aumento da proliferacdo com uma hipertrofia gastrica, e para esse caso
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h& uma diminuicdo da diferenciacdo (DEMITRACK; GIFFORD; KEELEY; HORITA et al.,
2017).

Célula A: envio do sinal

Ligante
DLLMag &
S
Notch f ADAM y secretase = Célula B: receptora do sinal

Citoplasma

! Clivagem ; Clivagem
— —»

Nucleo

Figura 4: Os ligantes DLL/Jag ligam-se aos receptores Notch A clivagem do receptor Notch envolve
dois eventos de clivagem proteolitica, o primeiro catalisado pelas metaloproteases ADAM e o0 segundo
pela y-secretase. Isto liberta 0 dominio intracelular Notch (NICD). No ndcleo, o NICD interage com a
proteina de ligacdo CSL e com MAM para promover a transcri¢do de genes alvos. (Adaptado de Katie
A. O’Brien et al, 2022)

1.3.4. Wnt

A sinalizacdo Whnt candnica € transmitida através da interacao entre o receptor Frizzled e
0 receptor LRP5/6. Esta interacdo induz uma alteracdo de conformacdo dos receptores com
subsequente fosforilacdo. A fosforilagdo permite entdo que o complexo de receptores iniba a
proteina glicogénio-sintase quinase-3 beta (GSK3beta) (Figura 5). A GSK3beta faz parte de um
complexo de destrui¢do que também inclui a axina e o complexo polipose adenomatosa (APC)
e que, na auséncia da ativacao do receptor, leva a desestabilizacdo do fator de transcricéo beta-
catenina. No entanto, apos a inibicdo da GSK3beta, a beta-catenina é protegida da degradacgéo
e é translocada para o nucleo, onde interage com os fatores de transcricdo Tcf/Lef e,
subsequentemente, resulta na expressdo de genes alvo Wnt (FLANAGAN; AUSTIN;
VINCAN; PHESSE, 2018).
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A sinalizagdo de Wnt é importante para a manutencéo dos nichos de células-tronco, e no
estdmago, ligantes de Wnt concentram-se no istmo e na base das glandulas da regido antral
(FISCHER; SIGAL, 2019). A variedade de ligantes e receptores da via faz com que Wnt
desempenhe diversas funcdes a depender da combinacéo ligante-receptor. Foram descritas para
humanos e camundongos cerca de 19 ligantes e 7 receptores (FLANAGAN; AUSTIN;
VINCAN; PHESSE, 2018). No antro j& foram descritas a presenca de Wnt 2b, Wnt3a, Wnt4,
Wnt5, Wnt9a, e 9b e Wnt 11(FLANAGAN; BARKER; NOWELL; CLEVERS et al., 2017).
Quanto aos receptores, ha uma maior expressao de Fzd10 na fosseta e Fdz6 e Fdz7 na porcéo
inferior da glandula, indicando que a sinalizacdo de Wnt pode ser distinta a depender da regido
da glandula gastrica (FLANAGAN; BARKER; NOWELL; CLEVERS et al., 2017) .

No antro, a ativacdo de Axin2 (gene alvo de Wnt) e de Lrg5 é dependente da secre¢do de
R-espondina 3, que estabiliza os receptores Fdz e mantém a sinalizagdo ativa, produzida por
miofibroblastos presentes proximos a essas células (FISCHER; SIGAL, 2019) . A fonte de
ligantes de Whnt ainda ndo esta elucidada, mas na regido do antro tém-se a participacao de
células do mesénquima, os pericitos localizados préximos as células proliferativas, os quais
garantem uma fonte de ligantes Wnt no epitélio (MURAKAMI; TERAKADO; SAITO;
JOMEN et al., 2021). Na regido do corpo também néo foi estabelecido o papel desses elementos
de sinalizacdo, mas sabe-se que as células que sdo responsivas a Wnt sdo células Troy+
localizadas na base da glandula adulta, sugerindo que a regulacdo desse pool de células-tronco
possa ocorrer por esta via (STANGE; KOO; HUCH; SIBBEL et al., 2013).
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Figura 5: Sinalizagdo Wnt/B-catenina. Na auséncia de ligantes Wnt, um complexo de destrui¢éo
formado por Axina, APC, GSK3 e CK1 promove ativamente o turnover da proteina p-catenina atraves
de um mecanismo dependente do proteassoma, mantendo a sinalizagcdo Wnt desligada (OFF). Por outro
lado, no estado Wnt ligado (ON), um ligante Wnt liga-se aos seus receptores, Fzd e Lrp5/6, induzindo
a formagdo de um complexo multiprotéico conhecido como sinalossoma, e inibindo a atividade do
complexo de destruicdo. A endocitose do sinalossoma € necessaria para transduzir o sinal Whnt.
Consequentemente, a proteina B-catenina é estabilizada e transloca-se para o nucleo, onde, juntamente
com TCF/LEF, ativa a transcri¢do de genes alvo da Wnt. Entre os genes ativados por B-catenina/TCF,
as E3 ligases transmembranares RNF43/ZNRF3 representam elementos de um importante mecanismo
de feedback negativo, que atenuam a sinalizacdo Wnt por ubiquitinacdo e degradagdo do complexo

receptor Fzd/Lrp5/6 através do sistema endolisossomal. (Adaptado de Gabriele Colozza et al, 2021)

1.4. Qutras vias
Além dessas vias descritas, outras vias também estdo envolvidas na homeostase dos

nichos de células-tronco. O fator de crescimento de fibroblasto 10 (FGF10) e seu receptor
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(FGFR2) é uma delas. Durante o desenvolvimento embrionario do estbmago FGF10 é expresso
no mesénquima e sua inibicéo leva ao desenvolvimento de uma glandula defeituosa, porém, sua
expressao e seu papel na glandula adulta ainda séo pouco estudados (SPENCER-DENE; SALA,;
BELLUSCI; GSCHMEISSNER et al., 2006). O FGF10 exerce um papel importante na
regulacdo da via Notchl e Notch2 durante a morfogénese, uma vez que altos niveis de FGF10
mantém elevada a expressdo de Hesl, que é um efetor da via Notch, como mencionado
anteriormente (NYENG; NORGAARD; KOBBERUP; JENSEN, 2007; SPEER; AL ALAM,;
SALA; FORD et al., 2012). Sabe- se que durante o desenvolvimento pré-natal hd uma taxa alta
de Notchl, de Jag2 e de seu efetor Hes1, que levam a um processo de diferenciagéo celular,

principalmente de células enddcrinas.

Ja 0 EGF, o fator de crescimento transformante alfa (TGFa) e seu receptor EGFR também
exercem fungdes importantes na glandula, uma vez que o0 aumento de expressao € acompanhado
no aumento da proliferacdo no intestino e na mucosa gastrica (GOODLAD; WILSON;
LENTON; GREGORY et al., 1987; OSAKI; CURI; ALVARES; GAMA, 2010), e da
diferenciagéo celular. O EGFR utiliza diversas vias de sinalizagdo, que podem se interligar, tais
como MAPK, PIK3 e Src, e resultar em modificacdo/ modulagdo de proliferagdo, migracao e
diferenciacdo (OSAKI; GAMA, 2013b).

O padrao de organizacdo descrito acima se refere a glandula adulta, e este perfil
desenha-se durante o desenvolvimento pés-natal em roedores, especialmente durante as trés
primeiras semanas de vida. Assim, no primeiro dia de vida, a mucosa apresenta glandulas rasas
e células mucosas superficiais e parietais imaturas, e entre 15 e 21 dias, fase de transi¢éo entre
amamentacao e desmame, ha proliferacdo, migracao, diferenciacdo e amadurecimento de todas
as populacGes epiteliais mencionadas anteriormente (KARAM; LEBLOND, 1993a). Apos 0
21° dia, as células estdo diferenciadas e organizadas nas glandulas. E importante ressaltar que
durante toda essa fase de transicdo ocorre 0 inicio da producdo enddgena de peptideos, como o
TGFB e TGFa, fundamentais para controlar a cinética epitelial e o desenvolvimento do

estdmago.

1.5. Amamentacao e Desmame Precoce
Durante o desenvolvimento pos-natal, a amamentagdo é um agente importante na
programacdo do crescimento. Nesse periodo, o colostro e o leite materno sdo 0s primeiros
alimentos ingeridos pelo neonato e sdo a fonte de nutrientes e peptideos biologicamente ativos
(BARAM; KOCH; HAZUM; FRIDKIN, 1977; DVORAK; WILLIAMS; MCWILLIAM;
SHINOHARA et al., 2000; KOLDOVSKY; ILLNEROVA; MACHO; STRBAK et al., 1995;
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WADA; LONNERDAL, 2014). Dentre os nutrientes providos pelo leite temos a presenca de
proteinas, carboidratos e lipideos os quais tém suas concentragdes alteradas de acordo com as
necessidades do infante (ANDREAS; KAMPMANN; MEHRING LE-DOARE, 2015;
BALLARD; MORROW, 2013) .

Os lipidios sdo a maior fonte de energia presente no leite, a maior parte dos lipideos
secretados sdo triglicerideos, porém acidos graxos também comp&em cerca de 17% dos lipidios
totais. No leite materno sdo encontrados cerca de 400 diferentes tipos de proteinas, que podem
ser divididas em trés classes: caseinas, whey (soro) e mucinas. As imunoglobulinas secretadas
no leite materno séo especialmente importantes para a protecdo do infante ja que o sistema
imunolégico ainda é imaturo. As concentracdes de imunoglobulinas sdo especialmente elevadas
no inicio da lactacdo e imunoglobulina A secretéria (SIgA) é a que estd em maior concentracao
(ANDREAS; KAMPMANN; MEHRING LE-DOARE, 2015; BALLARD; MORROW, 2013).

Os carboidratos estdo presentes em uma grande variedade no leite materno, a
concentracdo de lactose é maior no leite humano do que encontrado em outras espécies. Os
oligossacarideos sdo uma fracdo importante de carboidratos no leite, porém nédo sao digeridos,
exercendo seu papel, principalmente, na modulacdo da microbiota do recém-nascido
(ANDREAS; KAMPMANN; MEHRING LE-DOARE, 2015). Deve-se mencionar também,
que durante a amamentacédo, elementos tais como o alto pH gastrico, a auséncia de pepsina
luminal, e a presenca de proteinas acessorias no leite desfavorecem a digestdo proteica e, desta
forma, permitem a absorcdo intacta das moléculas no intestino delgado (HENNING, 1981).
Além disso, a frequéncia de amamentacdo determinada em intervalos em bebés, e constante em
ninhadas de animais de laboratério, permite o contato permanente dos peptideos do leite com a
mucosa gastrica, mesmo que estes estejam em concentracdes baixas.

A Organizacao Mundial da Saude e a UNICEF recomendam o aleitamento exclusivo até
0s seis meses de vida e apds esse periodo complementacdo com alimentos solidos seguindo a
amamentacao até pelo menos os dois anos de vida (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2020). Porém, somente 44% dos infantes de 0 a 5 meses de vida no mundo séo exclusivamente
alimentados com leite materno. O leite materno traz beneficios ndo somente para os bebés como
também para a mée. Criancas que sdo alimentadas exclusivamente com leite materno possuem
menores taxas de morbidade infecciosa, por exemplo a infec¢do por COVID-19(VASQUES
DA COSTA; PURCELL GOES; GAMA, 2021), e mortalidade infantil (VICTORA; BAHL;
BARROS; FRANCA et al., 2016). Além disso, a ingestdo de leite materno pode gerar uma
protecdo contra o desenvolvimento de asma e alergias (ODDY, 2017), outras evidéncias

sugerem que o aleitamento exclusivo diminui as chances de desenvolvimento de diabetes e
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obesidade na vida adulta (BYRNE; SCHWARTZ; SIMMONS; SHEEBER et al., 2018). Em
relagdo os beneficios para a mée, o aleitamento pode reduzir os riscos de cancer de mama e
ovario, além de menos riscos de desenvolvimento de diabetes (AUNE; NORAT,;
ROMUNDSTAD; VATTEN, 2014; HORTA; LORET DE MOLA; VICTORA, 2015).

Entretanto, o desmame precoce aos 4 meses de vida é uma prética social comum e dentre
0s motivos, o principal é o retorno da mée para o mercado de trabalho (VICTORA; BAHL,;
BARROS; FRANCA et al., 2016).

Em roedores, da terceira para a quarta semana de vida pos-natal, o aleitamento é
gradativamente substituido pela ingestdo de alimento sélido, fase que caracteriza o desmame e
ocorre naturalmente em ratos (HENNING, 1981). Entretanto, para fins experimentais, em
biotérios, o desmame € normalmente realizado no 21° dia de vida pds-natal. Em contrapartida,
0 desmame precoce se caracteriza pela abrupta separacdo materna e retirada antecipada do leite
e de todos os seus fatores antecipadamente.

No estbmago de ratos, o desmame precoce: induz a atividade da enzima ornitina
descarboxilase e acimulo de poliaminas, necessarias para o rapido crescimento celular(LIN;
LYONS; SEELBACH; TOLIA et al., 2001) ; aumenta a atividade proliferativa no epitélio
gastrico(GAMA; ALVARES, 2000; GHIZONI; FIGUEIREDO; MOISAN; OGIAS et al.,
2014; MESQUITA DA SILVA; RATTES; PEREIRA; GAMA, 2021; OSAKI; FIGUEIREDO;
ALVARES; GAMA, 2011); desencadeia a diferenciacdo de células mucosas do colo(OSAKI;
CURI; ALVARES; GAMA, 2010; TELES SILVA; MESQUITA DA SILVA; CAMPOS
RATTES; MARIA AGOSTINI ZONTA et al., 2020; ZULIAN; HOSOYA; FIGUEIREDO;
OGIAS et al., 2017); modifica a resposta ao estresse(GHIZONI; FIGUEIREDO; MOISAN;
OGIAS et al., 2014; ZULIAN; HOSOYA,; FIGUEIREDO; OGIAS et al., 2017), e os niveis de
ghrelina(BITTAR; ZULIAN; OGIAS; GAMA, 2016), que em conjunto podem reprogramar o
processo de maturacdo da mucosa gastrica. Além disso, em filhotes de ratos, o desmame
precoce aumenta a expressao mMRNA e proteinas de Mistl e pepsinogénio C, altera o nimero
de células mucosas do colo e células zimogénicas tanto em filhotes quanto de ratos adultos e
aumenta a expressao de mRNA e niveis proteicos da subunidade da bomba ATPase H+/K+ em
ratos de 18 dias (TELES SILVA; MESQUITA DA SILVA; CAMPOS RATTES; MARIA
AGOSTINI ZONTA et al., 2020; ZULIAN; HOSOYA,; FIGUEIREDO; OGIAS et al., 2017).

Resultados de nosso laboratorio mostram que o desmame precoce altera diversos
marcadores moleculares relacionados as células-tronco, dindmica de ciclo celular, e fatores de
crescimento (MESQUITA DA SILVA; RATTES; PEREIRA; GAMA, 2021). Dentre estes

genes, estdo a familia de TGFpB, o FGF10 e seu receptor, e 0 EGFR, que como mencionado
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anteriormente, tem grande importancia em eventos regulatorios da proliferacdo, diferenciacéo
e migragdo celular, e assim podem estar envolvidos na dindmica das células-tronco géstricas
(MESQUITA DA SILVA; RATTES; PEREIRA; GAMA, 2021; OSAKI; FIGUEIREDO;
ALVARES; GAMA, 2011).

Outros estudos de nosso laboratoério ja& mostraram que as células proliferativas possuem
perfis de distribuicdo distintos, quando comparadas a grupos em amamentacdo e desmame
precoce, em ratos em desenvolvimento. Animais que foram amamentados até o desmame
regular, apresentam células em divisdo por toda a glandula, enquanto animais submetidos ao
desmame precoce, estas células estdo mais restritas a interface istmo-colo, caracteristica
semelhante a vista em animais adultos (GHIZONI; FIGUEIREDO; MOISAN; OGIAS et al.,
2014; MESQUITA DA SILVA; RATTES; PEREIRA; GAMA, 2021). Quando animais adultos
sdo avaliados ap6s amamentacdo ou desmame precoce, as células proliferativas se encontram
na interface istmo-colo (MESQUITA DA SILVA; RATTES; PEREIRA; GAMA, 2021). Osaki
et al (2011) mostraram que o controle da proliferagdo em filhotes submetidos ao desmame
precoce é regulado por EGFR por meio da ativacdo das vias MAPK e Src- kinase (OSAKI,
FIGUEIREDO; ALVARES; GAMA, 2011; OSAKI; GAMA, 2013a; b). O uso de antagonista
de EGFR (AG1478) diminui os niveis de proliferacdo nos animais desmamados precocemente
quando comparados aos controles. Além disso, a corticosterona participa desde processo
(GHIZONI; FIGUEIREDO; MOISAN; OGIAS et al., 2014). Quando administrado RU486
(antagonista do receptor de glicocorticoide) nos animais DP aos 18 dias, tém-se a reversao do
perfil de distribuicdo das células proliferativas, essas voltam a ser encontradas pela glandula
semelhante ao animal amamentado. (GHIZONI; FIGUEIREDO; MOISAN; OGIAS et al.,
2014)
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2. CONCLUSAO
A partir dos nossos resultados, constatamos que:

» Em relacdo ao perfil de distribuicdo de células proliferativas na mucosa gastrica em
ratos durante o desenvolvimento pds-natal e adultos:

e O DP alterou distribuicdo de células proliferativas Ki-67+ antecipando nos filhotes
caracteristicas observadas somente nos adultos amamentados normalmente;

e O DP induziu uma capacidade proliferativa maior no nicho proliferativo da base em
comparagdo ao grupo A aos 60 dias;

e O rastreamento de linhagem por analogo de timina no grupo DP, sugere que o DP
inicialmente induziu a entrada de novo de células em ciclo celular, e direcionou células

proliferativas para as regides da base e do istmo;

» Em relacdo ao perfil de expressdo génica de genes relacionados aos nichos de célula-
tronco em ratos de 18, 60 e 120 dias de vida pds-natal:

e O DP ocasionou efeitos distintos na expressdo génica de moléculas regulatérias dos
nichos proliferativos em relacéo a idade do rato. Sendo os genes Notchl e Notch2 mais
afetados pelo DP aos 60 dias.

e A analise in silico indicou a presenca de componentes, como receptores e ligantes, das
vias Notch, BMP, Wnt e SHH diferentemente expressos nas células zimogénicas e

parietais;

» Em relacdo a investigacdo a distribui¢cdo do marcador Troy:

e A distribuicdo do marcador Troy durante a ontogénese da mucosa gastrica indicou que
0 numero de células Troy+ até 15° dia é estavel com aumento a partir do 18° dia de vida
po6s-natal em ratos amamentados;

e O DP alterou diferencialmente os niveis da proteina Troy (marcador de célula-tronco) e

distribuicdo dessas células nas idades de 18 e 60 dias em relagdo ao grupo A;

Desta forma, a partir da hipotese de que o desmame precoce acarretaria mudancas que se
estenderia até a vida adulta, demonstramos que a alteracdo do padrdo alimentar na infancia
afetou a proliferacdo e a cinética celular no epitélio gastrico, fatores esses que modificaram o
crescimento, e mudaram a expressdo de moléculas de vias de regulagdo dos nichos

proliferativos. Embora um marcador de célula-tronco ndo tenha sido estabelecido, contribuimos
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para a identificacdo de elementos regulatorios durante o crescimento da mucosa. Assim,
concluimos que o desmame precoce promove efeitos duradouros sobre o crescimento e

renovacdo do epitélio gastrico.
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