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RESUMO

SILVA, K. M. Efeitos do desmame precoce sobre marcadores relacionados ao
crescimento e a inflamagdo da mucosa gastrica em ratos. 2020. 99f. Tese
(Doutorado em Biologia de Sistemas) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2020.

O desenvolvimento pés-natal da mucosa géstrica do rato caracteriza-se pelo
crescimento durante as trés primeiras semanas e entre 15 e 21 dias, periodo que
representa o desmame regular, ocorre a diferenciacdo e maturacdo das células
epiteliais. O desmame é caracterizado por uma fase de transicdo na qual os filhotes
substituem gradualmente a ingestdo de leite materno por alimento sélido até por
volta do 28° dia. Ja o desmame precoce acontece abruptamente no 15° dia, quando
0s animais sdo separados fisicamente das mées e a amamentacao € substituida por
ingestdo de racdo. Sabe-se que o DP aumenta a proliferacdo gastrica e acelera a
diferenciacao celular, porém, se desconhece qualquer efeito inflamatério. Nosso
objetivo foi avaliar como o desmame precoce regula diferentes marcadores
relacionados ao crescimento e a resposta inflamatoria da mucosa gastrica, e
observar se ha respostas que se mantém até a vida adulta. No 15° dia, filhotes de
ratos Wistar foram divididos em dois grupos: amamentado controle (A) e desmame
precoce (DP). Os animais A permaneceram com suas mées e foram amamentados
até o 21° dia (desmame no biotério). J& os animais DP foram separados de suas
maes e mantidos em outra gaiola, onde a dieta passou a ser uma pasta de racéo
hidratada. Amostras da mucosa gastrica foram coletadas aos 18, 30 e 60 dias para
as analises de expressao génica, niveis e distribuicdo proteicos por meio das
técnicas de PCRq, Western-Blot e Imuno-histoquimica. Os resultados foram
divididos em 5 grupos de acordo com a funcdo do marcador. 1) Fatores de
crescimento (TGFB, FGF10 e seus receptores): em relacdo a expressao génica, o
DP diminuiu TgfB2, TgfB3 e Fgfr2 aos 18 dias; diminuiu Tgfbr2 e Fgfl0 aos 18 e 30
dias; e ndo alterou Tgf1 e TgfBrl em nenhuma das idades. O DP diminuiu o nivel
proteico de TBRRIlI aos 18 dias; e ndo modificou a distribuicdo de células na mucosa
gastrica marcadas para FGF10 e FGFR2 aos 60 dias (ndo obtivemos resultados aos
18 dias) e para SMAD2/3 e SMAD 2P em nenhuma idade. 2) Ciclo celular (CDK2,
ciclinagE, p27 e p2l1): o DP nédo alterou a expressdo de nenhum gene, porém,
diminuiu os niveis proteicos de p27 aos 18 dias. 3) Células-tronco (SOX2, TROY e
LGR5): em relacdo a expressdo génica, o DP diminuiu Lgr5 aos 18 dias; aumentou
Tnfrsf aos 60 dias; e ndo alterou Sox2. 4) Inflamacdo (NFkB1, IL1B, IL1A, ILF18,
MMP3, MMP9, TNF): em relacdo a expressao génica, o DP aumentou Nfkb1l aos 30
e 60 dias; e ndo alterou ll1b e Mmp9 aos 18 dias; ll1a, 1If18, Mmp3, Tnf ndo foram
expressos. 5) Células metaplasicas SPEM (MAL2, WFDC2, TACC2 e MCM3): em
relacdo a expressao génica, o DP diminuiu Wfdc2 aos 18 dias; aumentou Mal2 aos
60 dias; e ndo alterou Mcm3 e Tacc2. Concluimos que DP controla imediatamente o
crescimento gastrico via sinalizacao por fatores de crescimento e componentes do
ciclo celular, sem induzir inflamacéo, e a regulacdo de alguns genes na vida adulta
poderia predispor a mucosa a lesées.

Palavras—chave: Mucosa gastrica. Desmame precoce. Células-tronco. Inflamacéo.
Metaplasia.



ABSTRACT

SILVA, K. M. Effects of early weaning on markers related to gastric mucosa
growth and inflammation in rats. 2020. 99 p. PhD Thesis (Life Systems Biology) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2020.

The postnatal development of the rat gastric mucosa is characterized by growth
during the first three weeks and between 15 and 21 days, a period that represents
regular weaning, epithelial cell differentiation and maturation occur. Weaning is
characterized by a transition phase in which pups gradually replace the intake of
breast milk by solid food until the 28th day. Early weaning happens abruptly on the
15th day and animals are separated from their mothers, and breastfeeding is
replaced by solid food intake. It is known that EW increases gastric proliferation in
pups and accelerates cell differentiation, but inflammatory responses are still
unknown. Our aim was to investigate how early weaning regulates different markers
of growth and inflammation in the gastric mucosa, and to observe whether the effects
are maintained until adulthood. At 15th day, Wistar rats pups were divided into two
groups: suckling control (S) and early weaning (EW). S rats remained with their
mothers and were breastfeed until the 21st day (weaning at animal facility). EW
animals were separated from their mothers and kept in another box, where they
received hydrated chow. Samples of gastric mucosa were collected at 18, 30 and 60
days for analyses of gene expression, levels and distribution of proteins, using
gPCR, Western-Blot and Immunohistochemistry. The results were divided into 5
groups according to marker function: 1) Growth factors (TGFB, FGF10 and their
receptors): EW decreased Tgf32, TgfB3 and Fgfr2 at 18 days; decreased Tgfbr2 and
Fgfl10 at 18 and 30 days; and it did not change Tgf31 and Tgfr1 at all. At protein
levels, EW decreased TBRII at 18 days; and it did not change the distribution of cells
in the gastric mucosa marked for FGF10 and FGFR2 at 60 days (we did not obtain
results at 18 days) and SMAD2/3, SMAD 2P (any age). 2) Cell cycle (CDK2, cyclinE,
p27 and p21): EW did not change the expression of any gene, however, the EW
decreased the p27 protein levels at 18 days. 3) Stem cells (SOX2, TROY and LGR5):
EW decreased Lgr5 at 18 days; increased Tnfrsf19 at 60 days; and it did not change
Sox2. 4) Inflammation (NFkB1, IL1B, IL1A, ILF18, MMP3, MMP9, TNF): EW
increased Nfkbl at 30 and 60 days; and it did not change Il1b and Mmp9 at 18 days
(ll1a, 1f18, Mmp3, Tnf were not expressed). 5) SPEM metaplastic cells (MAL2,
WFDC2, TACC2 and MCM3): EW decreased Wfdc2 at 18 days; increased Mal2 at
60 days; and it did not alter Mcm3 and Tacc2 at any age. We concluded that EW
immediately controls gastric growth through growth factors and cell cycle signaling,
without inducing inflammation and that the regulation of some genes during
adulthood would predispose the mucosa to injuries.

Keywords: Gastric mucosa. Early weaning. Stem cells. Inflammation. Metaplasia.



1INTRODUCAO
1.1Estdmago

O estbmago é um 6rgao que desempenha trés funcbes basicas: secrecdo de
acido cloridrico, pepsinogénio, agua, eletrolitos, fator intrinseco e glicoproteinas;
sintese de hormonios; e mistura do alimento ao fluido estomacal (Bjorkqvist et al.,
2002). Histologicamente, o estdmago dos roedores divide-se em trés segmentos
distintos, cornea, corpo e antro. Nosso estudo sera conduzido na regido do corpo,
por¢cdo mediana e principal responsavel pelo processo digestivo (Lee et al., 1982).
Nesse compartimento, a mucosa € espessa e formada por glandulas longas,
tubulares que se abrem em uma regido superior chamada de fosseta, a qual é
recoberta por células mucosas superficiais (Figura 1), produtoras de mucina 5AC. E
através da fosseta que os produtos de secrecao atingem a luz do 6rgéao.

A glandula gastrica é constituida por diferentes populagcdes epiteliais e em
ratos e camundongos se torna completamente funcional durante a terceira semana
de vida pés-natal (Keeley e Samuelson, 2010). A partir dessa idade, de acordo com
a distribuicdo dos tipos celulares, trés regides glandulares séo observadas: istmo,
colo e base (Figura 1) (Lee et al., 1982). Dentre os tipos celulares, observam-se as
células mucosas do colo (CMC) (Figura 1), que estdo na regidao do colo e séo
responsaveis por sintetizar mucina 6 (Ho et al., 1995). Essa glicoproteina forma uma
barreira de protecdo contra agentes patogénicos e acdo do pH acido no estdmago
(Kawakubo et al., 2004). Esse ambiente de acidez ocorre devido a atividade da
bomba H*K*/ATPase presente nas células parietais (Figura 1). Estas células estédo
localizadas nas trés regides da glandula e bombeiam os ions H* e transportam CI-,
gue formam o HCI na luz do 6rgao (Karam, 1993). Outro tipo celular sdo as células
enteroenddcrinas produtoras de diversos hormdnios como a gastrina, somatostatina,
histamina, leptina e grelina e que sdo encontradas ao longo da glandula toda, apesar
de estarem em maior quantidade na base (Johnson, 1985; Bado et al., 1998;
Bjorkqgvist et al.,, 2002). Por ultimo, estdo presentes na glandula as células
zimogénicas (CZ) (Figura 1). Estas estdo restritas a regido da base e sintetizam o
pepsinogénio C, que na luz estomacal € ativado em pepsina e atua na digestdo de
proteinas (Karam e Leblond, 1993c).

As CZs sao originadas por auto-renovacao (Burclaff et al., 2020) ou a partir da

transdiferenciacdo de células mucosas do colo (CMCs). Nesse Ultimo processo,



surge um tipo celular de transicdo (CT), na qual a célula passa por uma fase
intermediaria e assume caracteristicas celulares e moleculares mistas, contendo no
citoplasma granulos de secrecdo mucosos, serosos, e granulos mistos, além de
apresentar marcadores de CMC e CZ, trefoil factor 2 (TFF2) e MIST1,
simultaneamente (Karam e Leblond, 1993c; Keeley e Samuelson, 2010; Mills e
Shivdasani, 2011). O peptideo TFF2 interage com a mucina 6 da CMC e estabiliza a
barreira do muco gastrico desempenhando um papel importante na citoprotecao e
reparo gastricos (Farrell et al., 2002), enquanto que a MIST1 é um fator de
transcricdo que participa das modificacées do aparato secretor das CMCs para CZs
(Ramsey et al., 2007). Apés passar pela zona de transicdo (Figura 1), as CTs
migram em dire¢éo a base e diferenciam-se em CZs maduras.
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Figura 1 - Fotomicrografia da mucosa da regido do corpo do estdmago. Indicagbes
da fosseta, das trés regides glandulares: istmo, colo e base, e da zona
de transicdo. Imagem obtida a partir do estdmago de um rato aos 60
dias de vida poés-natal. Corte em parafina corado com Hematoxilina e
eosina. Barra de escala 25um.

Fonte: Adaptado de Simdes, C. (1992).



1.1.1Células-tronco e progenitoras

Os primeiros estudos abordando células-tronco no estdmago surgiram nos
anos 90 e 2000, onde os autores descreveram a existéncia de células
indiferenciadas localizadas no centro do istmo, geralmente em estado estacionario
(Karam e Leblond, 1993a; b; c; Karam et al., 2004; Barker et al., 2010). Ent&o, foi
proposto um modelo que considera estas células como células-tronco pluripotentes
do epitélio, baseando-se na ideia de que a localizagcdo no istmo possibilitaria a
renovacgado rapida em casos de lesBes superficiais. As células-tronco se dividem para
manter sua populagdo e para dar origem a trés tipos de linhagens celulares: células
pré-mucosas superficiais, células pré-parietais e células pré-mucosas do colo. Essas
linhagens migram para outras regides da glandula de acordo com o nicho que véao
ocupar, e originam as ceélulas do epitélio: células pré-mucosas superficiais migram
em direcdo a fosseta e diferenciam-se em mucosas superficiais; células pré-parietais
migracéo bi-direcionalmente e originam as parietais; e células pré-mucosas do colo
migram em direcdo a regido do colo, onde se diferenciam em CMC. Diversas
evidéncias indicam que todas as células epiteliais se originam diretamente das
células-tronco do istmo, com excecdo das CZs que s&o derivadas das CMCs
(Karam, 1993; Karam e Leblond, 1993b; c; Karam et al., 2004; Mills e Shivdasani,
2011). Sendo assim, acreditava-se que cada unidade glandular seria funcionalmente
monoclonal, e todas as populacdes epiteliais derivariam de uma unica célula-tronco
(Mcdonald et al., 2008).

Uma segunda teoria surgiu em 2002, onde 0s autores propuseram que células-
tronco sdo perdidas durante o desenvolvimento, pois observaram a existéncia de
células progenitoras jA comprometidas com algumas linhagens, que se mantém em
compartimentos diferentes da glandula (Bjerknes e Cheng, 2002). Essas células
teriam caracteristicas iniciais de células da fosseta e de CMCs e seriam capazes de
auto-renovacao (Bjerknes e Cheng, 2002; Willet e Mills, 2016). Diante das propostas
ambiguas (Karam e Leblond, 1993a; Bjerknes e Cheng, 2002) e do fato de néo
haver um marcador de célula-tronco especifico para regido do corpo gastrico
descrito, as células indiferenciadas do istmo-colo sdo consideradas tronco e
constituem o nicho principal (Willet e Mills, 2016).

No final do ano de 2019, um estudo abordando o tema confirmou que a regido

do istmo da glandula gastrica abriga as células que mais proliferam, e que a



progénie emergindo dessas células migra em direcdo ao lumen géastrico para
originar as células mucosas superficiais; em direcdo oposta para originar as CMCs; e
bi-direcionalmente para originar as células parietais (Burclaff et al., 2020), como
havia sido descrito anteriormente (Karam, 1993; Karam e Leblond, 1993b; c).
Entretanto, esse estudo trouxe uma novidade em relagdo a transdiferenciacdo de
CMC em CZ. Os autores observaram que as CMCs nao estavam se tornando CZs
na taxa como deveriam e sugeriram que algum outro mecanismo deveria estar
mantendo a populacdo de CZs. Além disso, as CZs ndo apareceram na glandula a
partir do padrdo de migracdo descrito (Karam e Leblond, 1993c), ou seja, no
sentindo CMC - zona de transicdo - base. Elas apareceram dentro da base de
maneira aleatéria, € 0 Unico padrdo observado foi o de CZs proliferando
frequentemente em pares. Sendo assim, um novo modelo foi sugerido: as CZs se
auto-replicam e as CMCs se transdiferenciam em CZs apenas esporadicamente
(Burclaff et al., 2020).

Devido a dificuldade na identificacdo das populacdes de células-tronco, poucos
marcadores foram descritos e estudos continuam sendo conduzidos para que se
possa esclarecer a relacdo das células-tronco e as linhagens celulares gastricas.
Dentre os marcadores de células-tronco ativas, Sox2 foi caracterizado tanto na
regido do antro quanto na regido do corpo gastrico, tendo sua localizacédo espalhada
pela glandula e ndo expressando marcadores de células diferenciadas conhecidos
(Arnold et al., 2011). Lgr5 foi descrito na base da glandula do antro (Barker et al.,
2010), entretanto, um estudo mais recente apontou Lgr5 presente em células
zimogénicas também na base da glandula do corpo, porém, em estado inativo
(Leushacke et al., 2017). A regido do corpo apresenta ainda um nicho de células
zimogénicas Troy+, mas, que ndo sdo marcadas para Lgr5+. Acredita-se que esta
populacdo funcione como um nicho reserva, ja que estad protegida na base da
glandula e poderia ser utilizada em situacfes nas quais as regides mais superficiais

estejam prejudicadas (Stange et al., 2013).
1.2 Desenvolvimento pds-natal da mucosa gastrica

O desenvolvimento pos-natal da mucosa gastrica do rato caracteriza-se pelo
crescimento durante as trés primeiras semanas, e entre 15 e 21 dias, periodo que
representa o desmame regular, ocorre a diferenciacdo e maturacdo das células

epiteliais (Lee et al., 1982; Karam e Leblond, 1993c). Durante essa fase, intensifica-



se a producdo enddgena de peptideos como o fator de crescimento transformante
beta (TGFB) (De Andrade Sa et al.,, 2003) e alfa (TGFa) (Osaki et al., 2010) que
controlam o crescimento do estdbmago, e o fator de crescimento fibroblastico
(FGF10), que é fundamental para a morfogénese géastrica (Nyeng et al., 2007), mas

gue nao tem seu tem papel conhecido durante o desenvolvimento.

1.2.1 Fator de crescimento transformante beta (TGF) e controle do ciclo

celular

Em mamiferos, os TGFBs englobam uma grande familia de fatores de
crescimento formada por 33 polipeptideos que se assemelham estruturalmente
possuindo 7 residuos de cisteinas altamente conservadas (Massagué, 1998)
(Morikawa et al., 2016). Dentre os membros dessa familia estdo presentes as
inibinas e activinas, as inibinas Mdillerianas, as proteinas morfogenéticas 0sseas
(BMPs), os nodais, os fatores de crescimento e diferenciacdo, além dos TGFf(s
propriamente ditos. Esses ligantes controlam numerosos aspectos da biologia
animal, incluindo desenvolvimento embrionario, organogénese, proliferacéo,
decisdes sobre o destino celular e modulagcédo da resposta imune (Kingsley, 1994)
(Ayyaz et al., 2017).

A literatura descreve 5 isoformas de TGF (1-5) (Roberts et al., 1990), porém,
os mamiferos expressam apenas 3 (TGFB1, TGFB2, TGFB3), os quais sé&o
codificados por diferentes genes e compartilham de 64-85% de homologia (Kingsley,
1994; Tanigawa et al., 2005). Apesar da proximidade, os TGFBs atuam em
diferentes funcbes. Os TGFB1 e TGFB3 inibem a proliferacdo em células de origem
epitelial, enquanto que os TGFB2 estdo mais comprometidos com eventos de
diferenciacao celular (Ciacci et al., 1993; Geng e Weinberg, 1993; Liu e Preisig,
1999; Pillaire et al., 1999).

O TGFp é secretado sob a forma de um complexo latente, que € incapaz de
interagir com seu receptor. A isoforma precursora de TGF( apresenta-se como um
dimero ligado n&o-covalentemente com o seu pré-peptideo, um glicopeptideo amino-
terminal denominado LAP (proteina associada a laténcia) (Miyazono et al., 1991).
Para que a sinalizacdao aconteca, é fundamental que a molécula de TGF[ se torne
ativa e desencadeie a sequéncia de eventos responsivos a esse fator de
crescimento. Diversos elementos podem dissociar a porcdo latente do dimero, seja

um ambiente de pH extremo, ou a acao de proteases (Jullien et al., 1989; Sato e



Rifkin, 1989; Lyons et al., 1990; Munger et al., 1997). Essas enzimas reconhecem e
clivam o TGFB em regides especificas, convertendo as formas precursoras em
moléculas maduras e funcionais (Dubois et al., 1995; Horiguchi et al., 2012). As
isoformas ativas sao representadas por um dimero de peso molecular de 25 kDa
(juncéo de dois mondémeros de 12,5 kDa ligados por pontes dissulfeto) (Derynck et
al., 1985).

Sao conhecidos trés receptores responsaveis pelo reconhecimento e
mediacdo dos efeitos desse fator de crescimento: TGFBRI, TGFBRII, TGFBRIII
(Massagué, 1998). O receptor de maior afinidade com o TGFB é o TRIl, uma
molécula que apresenta um dominio extracelular rico em cisteinas, um dominio
transmembrana e um dominio catalitico com atividade serina-treonina quinases
(Takenoshita et al., 1996). Na sua forma madura glicosilada, seu peso molecular
encontra-se por volta de 70 kDa (Wells et al., 1997). Outro receptor que participa da
resposta com menor afinidade pelo TGFB € o TRI. Essa molécula apresenta os
mesmos dominios de TRII, porém, seu peso molecular é de aproximadamente 55
kDa (Franzeén et al., 1993; Wells et al., 1997). Ja o receptor TRIII, € um proteoglicano
de membrana com peso molecular entre 200-400 kDa, que regula o acesso do
TGFB2 aos receptores de sinalizacdo, sem participar da transducdo do sinal
(Derynck e Feng, 1997).

Para que a sinalizacdo se inicie, um dimero ativo de TGFB se liga a um
dimero de TRII. TRII recruta, reconhece e fosforila um dimero de TRI, formando com
ele um complexo hetero-tetramero que ira fosforilar substratos especificos (Franzén
et al., 1993; Luo et al.,, 1995; Derynck e Feng, 1997). A relevancia de TRII foi
demonstrada em estudos nos quais sua delecdo, mutacdo ou silenciamento génico
desencadeiam na falta de sinalizacdo de TGFf (Park et al., 1994; Markowitz et al.,
1995; Chang et al., 1997; Beck et al., 2003).

Andlises genéticas em Drosophila e Caenorhabditis elegans levaram a
descoberta das moléculas SMADs, as quais agem como transdutoras do sinal dos
receptores TGFBRs para o nucleo (Raftery et al., 1995; Sekelsky et al., 1995). Os
TGFBs podem responder por diversas vias, entretanto, as SMADs séo 0s principais
substratos especificos pelos quais os TRI ativados propagam o sinal. As SMADs tém
peso molecular de aproximadamente 55 kDa e sdo funcionalmente divididas em 3
classes: As R-SMAD respondem ao receptor e dao continuidade ao sinal de TGFf3

(incluem SMAD 2 e SMAD 3); as CO-SMAD atuam como cofator comum entre todas



as SMADs (inclui a SMAD 4); e as I-SMAD bloqueiam outras SMADs (inclui SMAD
7), impedindo a resposta de TGF{ (Ten Dijke et al., 2002). Durante a dinamica da
propagacdo do sinal (Figura 2), a ligagdo do TGFB a complexos tetraméricos
especificos de receptores tipo | e Il estabiliza e ativa suas capacidades de
sinalizacdo, e os receptores transduzem os sinais fosforilando residuos serina
carboxi-terminais das R-SMADs. Estas se tornam ativas (SMADs fosforiladas) e
formam uma associagcdo com a CO-SMAD. Esse complexo é translocado para
dentro do nudcleo, onde regulam a transcricdo de genes alvos (Massagué, 1998;
Moustakas et al., 2001; Ayyaz et al., 2017).
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Figura 2 - Sinalizacdo de TGFs pela via das SMADs.
Fonte: Adaptado de Pinzani e Marra (2001).

J& que os componentes essenciais da via de sinalizacdo foram apresentados,
iremos abordar as multiplas fungdes dos membros da familia TGFB, as quais sao
dependentes do contexto. No desenvolvimento pds-natal do trato gastrintestinal, o
TGFB controla diversos eventos bioldgicos que incluem a proliferacdo (Barnard et
al., 1989; Rokutan et al., 1998; Booth et al., 2000; De Andrade Sa et al., 2008),
diferenciacdo (Bagui et al., 2003; De Andrade Sa et al., 2003), migracao (Ciacci et
al., 1993), e apoptose (Tsutsumi et al., 2002; De Andrade Sa et al., 2008). Apesar de
TGFB induzir uma resposta antiproliferativa em muitos tipos de células, incluindo

células epiteliais normais e células transformadas, foi demonstrado que a via de



TGFB também est4 relacionada com a tumorigenicidade in vivo (Wu et al., 1992).
Por diversos motivos, células tumorais podem néo responder ao TGF, e, portanto,
qualquer interrupcdo da sinalizacdo de TGF@ pode implicar na patogénese do
desenvolvimento do tumor (Naef et al., 1997; Yu et al., 2014; Morikawa et al., 2016).
Neste contexto, mutacdes e dele¢cdes no locus génicos do receptor TGFBR2 e da
SMADA4 frequentemente estdo presentes em canceres (Markowitz et al., 1995; Hahn
et al., 1996).

Além do mais, estudos comprovaram que esse fator de crescimento modula
processos inflamatorios. In vivo, apos o tratamento com anti-inflamatérios, TGFB1 foi
capaz de acelerar a cicatrizacdo de Ulceras gastricas e intestinais (Playford et al.,
1999; Pérez-Aisa et al., 2003). Em um modelo experimental de colite, foi sugerido
gue espécies de Clostridium na microbiota induzem a expressdo de TGFB1 em
células dendriticas do colon. Isso, por sua vez, incentiva a geracao de células T
reguladoras imunossupressoras levando a um quadro de melhora da colite intestinal
(Travis et al., 2007). Adicionalmente, o fator de crescimento TGF@ & também é
considerado uma citocina presente no leite materno, a qual desempenha papel
fundamental na prevencdo de alergias. Ja foi registrado uma melhora em ratos
lactentes com alergia alimentar ap0s suplementacdo com TGF@ (Penttila, 2006).
Essa suplementacao de TGF3 também é benéfica na remisséo clinica da doenca de
Crohn ao diminuir a incidéncia de lesfes intestinais (Beck e Podolsky, 1999; Fell,
2005).

O TGFB é um polipeptideo pleiotropico que esta presente no leite materno e
atua de maneira autocrina e paracrina sobre diversos tipos celulares durante o
desenvolvimento e na fase adulta. Sua concentracédo decresce durante o periodo de
amamentacao, concomitantemente a intensificacdo da producdo enddgena pelas
células da mucosa intestinal demonstrando que o leite prové o filhote de peptideos
ativos essenciais até que ele seja capaz de produzir sozinho (Penttila et al., 1998).
No estdbmago, o aumento da sintese na mucosa também é antagbnico a
concentragdo no leite, uma vez que, ja foi demonstrado que ocorre uma elevacdo na
producdo enddgena das isoformas de TGFB e uma disperséo de sua distribuicdo ao
longo da glandula gastrica durante a terceira semana de vida pos-natal (De Andrade
Sa et al., 2003), periodo que coincide com o desmame.

No epitélio gastrico, TGFf inibe o crescimento, como observado em estudos

in vitro (Rokutan et al., 1998a) e in vivo (De Andrade Sa et al., 2008). Esse efeito



antiproliferativo implica na regulagéo de proteinas especificas, as ciclinas e quinases
dependentes de ciclinas (CDKs), as quais sao envolvidas na progressao do ciclo
celular (Laiho et al., 1990; Ewen et al., 1993; Geng e Weinberg, 1993). As ciclinas
sdo proteinas que atuam através da interacdo e ativagcdo de CDKs, formando
complexos com alta atividade catalitica. Essas moléculas apresentam oscilacdes de
concentracdo durante as diferentes fases do ciclo e o controle da cinética entre
sintese e degradacao € o principal mecanismo de regulacdo dessas proteinas. As
CDKs sao proteinas quinases que dependem da ligacdo as ciclinas para se
tornarem ativas. Durante a fase G1, as ciclinas (D e E) se ligam e formam complexos
com as suas subunidades cataliticas correspondentes, CDK4/6 e CDK2 promovendo
a transicao entre as fases G1 e S, e portanto, induzem a progressao do ciclo celular
(Figura 3) (Duli¢ et al., 1992; Alberts et al., 2018).

A regulacdo do complexo ciclina-CDK pode ocorrer através da acao de
proteinas inibidoras de quinases dependentes de ciclinas (CKIs). Essas proteinas se
associam ao complexo ciclina-CDK e inibem a atividade quinase. Existem duas
familias de CKils: as INK4, constituidas pelas proteinas pl5, pl6, pl18 e p19; e as
Kip/Cip, das quais participam as proteinas p21 e p27 e p57 (Figura 3) (Pillaire et al.,
1999; Lu e Hunter, 2010). Por ultimo, outro modo de inativar o complexo ciclina-CDK
ocorre através da regulacdo da proteina Rb. A Rb ativa se liga a um fator de
transcricdo denominado E2F, o qual controla a expressdo génica de ciclinak.
Quando Rb esta ligada ao E2F héa inativacdo desse fator, e consequentemente
inativa-se a transcricdo de ciclinak, reduzindo a disponibilidade dessa proteina para
formar o complexo ciclina-CDK, inibindo o ciclo. De modo contrario, quando Rb é
fosforilada (inativada), E2F mantém-se livre, permitindo a transcricdo de genes
necessarios a transicao para fase S (Figura 3) (Liu e Preisig, 1999; Alberts et al.,
2018).
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Figura 3 - Regulagao do ciclo celular: papel dos complexos ciclinas-CDKs, CKis, e
Rb.

Fonte: Alberts, B. et al. (2018).

1.2.2 Fator de crescimento fibroblastico (FGF10)

O FGF10 é um fator de crescimento de 215 aminoacidos com uma sequéncia
de sinal N-terminal, pertencente a uma grande familia de FGFs, da qual participam
22 peptideos estruturalmente relacionados (Itoh, 2007). A sinalizacdo de FGF é
mediada pela ativacdo de FGFRs que séo receptores do tipo tirosina-quinase de
aproximadamente 800 aminoacidos com uma regido extracelular, um dominio
transmembranar e um dominio intracelular do tipo tirosina-quinase. A regido
extracelular, que se liga ao fator de crescimento, contém trés dominios do tipo
imunoglobulina e um dominio de ligacdo a heparina. Em humanos e camundongos,
existem sete proteinas FGFR, incluindo FGFR1b, 1c, 2b, 2c, 3b, 3c e 4, que séo
gerados a partir dos genes Fgfrl-Fgfr4 por splicing alternativo (Itoh e Ornitz, 2008;
Beenken e Mohammadi, 2009; Itoh e Ornitz, 2011). O FGF10 se liga
especificamente ao FGFR2b com alta afinidade dentre as sete isoformas de FGFRs,
indicando que a sinalizacdo FGF10 é mediada principalmente através do FGFR2b

(Zhang et al., 2006). No intestino, FGF foi encontrado pela primeira vez na matriz



extracelular em aposicéo proxima as células epiteliais que abrigam o FGFR (Cordon-
Cardo et al.,, 1990). Ja no estdbmago, apenas um estudo em 2012 mencionou
marcacao de FGF10 e FGFR2b em camundongos adultos. O FGF10 foi encontrado
no mesénquima da camada submucosa, enquanto que o receptor FGFR2b estava
distribuido ao longo de todo o epitélio da mucosa gastrica (Speer et al., 2012).

Durante o desenvolvimento embrionéario do trato gastrintestinal, ocorre intima
interacdo entre epitélio e mesénquima, que envolve diversas vias de sinalizacdo
como a da BMP, Sonic Hedgehog, fator de crescimento derivado de plaquetas alfa,
TGFB, WNT e FGF (Roberts et al., 1995; Karlsson et al., 2000; Van Den Brink, 2007;
Mclin et al., 2009). Em particular, a sinalizagdo FGF10/FGFR2b desempenha
fungbes importantes durante a morfogénese do trato gastrintestinal onde controla a
proliferacdo, a sobrevivéncia, e a diferenciagcdo celular (Fairbanks et al., 2004,
Fairbanks et al., 2006; Nyeng et al., 2011). Na formacéo do intestino, camundongos
knockout para FGF10 apresentaram atresia de duodeno, célon e ceco, juntamente
com malformacdes anorretais. Além disso, esses animais apresentaram
diferenciacdo celular prematura e hipoplasia epitelial (Nyeng et al.,, 2011). Na
formacdo do estdmago, a super expressao de FGF10 inibe a diferenciacdo das
células gastricas progenitoras para a maioria dos destinos celulares, sugerindo
participacdo de FGF10 na manutencdo do nicho de células progenitoras. Foi
observado também um aumento da diferenciacdo das células zimogénicas
concomitantemente a atenuacdo da diferenciacdo das células parietais e células
enteroenddcrinas (Nyeng et al., 2007). Além disso, foi demonstrado que embrides de
camundongos knockout para FGF10 exibiram um estdbmago subdesenvolvido e
menor em comparagao com um estdmago normal (Spencer-Dene et al., 2006).

No estdbmago adulto, a super expressao de FGF10 também € envolvida em
processos como proliferacdo e diferenciacdo. Enquanto a proliferacdo epitelial é
aumentada, a diferenciacdo celular € regulada de duas maneiras: através da
promocdo a diferenciacdo das células mucosas do colo paralelamente ao
suprimento da diferenciacdo das células parietais e zimogénicas. No entanto,
guando a sinalizacdo do receptor FGFR2b é inibida, ndo ha impacto na proliferacéo
ou diferenciacao epitelial durante a homeostase (Speer et al., 2012).

Uma parte da literatura relata associacéo da sinalizacao por FGF10 ao reparo
de lesdes intestinais, demonstrando efeito terapéutico em diversas doencas. Um

estudo de 1991 indicou que o FGF exdgeno pode facilitar o reparo de Ulceras



pépticas em modelos de roedores (Folkman et al., 1991). Mais tarde, foi
demonstrado que o FGF promove migracdo celular in vitro na revitalizacdo apos
lesdo, e que, este mecanismo foi potencializado pelo estimulo de TGF (Dignass et
al., 1994). Em outro modelo de ulceracdo induzida pela administracdo de
indometacina, o FGF10 melhora as lesbes e diminui a secrecdo de citocinas
inflamatdrias, como as interleucinas IL-6, IL-8 e o fator de necrose tumoral (TNF)
(Miceli et al., 1999; Sandborn et al., 2003; Hamady et al., 2010). O FGF10 também
tem papel protetor no modelo de colite induzida por sulfato de s6dio dextrano (Miceli
et al., 1999; Greenwood-Van Meerveld et al., 2003), e atua no processo de
adaptacdo a Sindrome do intestino curto. Esse processo permite a formacédo de
mais vilosidades e criptas mais profundas, resultando em um aumento no diametro
do intestino delgado restante (Goulet, 1998). A expressdo de FGF10 durante a
adaptacdo da Sindrome foi detectada nas células de Paneth, enquanto que
normalmente, FGF10 € ausente nessas células, indicando um papel crucial para
FGF10 na adaptacdo intestinal (Tai et al.,, 2009). Diferente do intestino, no
estbmago, poucos estudos comprovaram a participacdo de FGF10 no reparo de
injarias. Foi relatado que o FGF basico melhora a re-epitelizacao rapida apos leséo
superficial da mucosa gastrica (Paimela et al., 1993). Porém, esse estudo foi
desenvolvido em um modelo in vitro de anfibios e a base mecanicista desse
fendbmeno néo foi bem elucidada.

Ao contrario das pesquisas que estudam o FGF10 associado ao reparo de
lesbes, a literatura mais recente sugere ativacdo da via FGF10/FGFR2 como
promotoras de injurias. FGF10 foi considerado um biomarcador do mau prognadstico
de adenocarcinoma gastrico, pois essa molécula poderia contribuir para a invaséo
de células cancerigenas gastricas (Sun et al., 2015). Além do mais, diversos estudos
apontaram que amplificacbes de FGFR2b estdo associadas a patogéneses
gastricas, sugerindo que esse receptor seja um promissor marcador de cancer no
estbmago (Jang et al., 2001; Jung et al., 2012; Hong et al., 2013; Betts et al., 2014;
Liu et al., 2014; Su et al., 2014; Hierro et al., 2015; Huang et al., 2017).

Em conjunto, nota-se muitos estudos relatando a acdo de FGF10 sobre
lesdes e processos inflamatérios, além da descricdo do seu papel na morfogénese,
porém, ha uma caréncia de estudos que descrevam as func¢des relacionadas a via

FGF10/FGFR2 durante a homeostase do desenvolvimento pds-natal de ratos.



1.3 Amamentacgéo e desmame precoce

Na fase de desenvolvimento pos-natal, a amamentacdo € um agente
importante na programagéo do crescimento. O colostro e o leite materno sao os
primeiros alimentos ofertados ao neonato e garantem que eles recebam os
nutrientes e moléculas biologicamente ativas advindos da mae, até que possam ser
capazes de produzirem sozinhos (Baram et al., 1977; Donovan e Odle, 1994,
Letterio et al., 1994; Koldovsky et al., 1995; Wada e Lonnerdal, 2014). Dentre as
moléculas essenciais presentes no leite, encontramos os horménios glicocorticoides,
prolactina, insulina, somatostatina, horménio adrenocorticotréfico, horménio
estimulador e liberador do hormonio tireoideano, fator liberador do hormonio de
crescimento, hormonio liberador do hormonio luteinizante; e os fatores de
crescimento TGF@, TGFa, dentre outros. Em conjunto, esses hormonios e fatores de
crescimento controlam o desenvolvimento e maturacdo do estdmago (Tucker e
Schwalm, 1977; Smith e Ojeda, 1984; Yeh, 1984; Donovan e Odle, 1994; Koldovsky
et al., 1995; Gama e Alvares, 1996; Xu, 1996; Penttila et al., 1998; De Andrade S& et
al., 2008).

A importancia da amamentacdo vai além de prover o bebé dos nutrientes
essenciais. A amamentacdo € uma pratica de interacdo materno-infantil que
proporciona beneficios fisicos, cognitivos e emocionais ao bebé, que podem
perdurar até a vida adulta (Saude, 2009b). Adicionalmente, o leite também contém
elementos que oferecem beneficios imunologicos para o individuo, como as
imunoglobulinas, que protegem a mucosa intestinal sem desencadear inflamacéao
(Pérez-Cano et al., 2009). Foi relatado que a ingestdo de leite materno ao nascer
reduz significativamente a mortalidade por agentes infecciosos (Arifeen et al., 2001;
Boccolini et al., 2013) e estudos comprovaram os efeitos benéficos da amamentacéo
ao longo da vida ao mostrar que anticorpos secretados no leite regulam a resposta
imune e microbiota intestinal mesmo quando o individuo atinge a vida adulta (Rogier
et al., 2014).

A Organizacdo Mundial da Saude recomenda o aleitamento exclusivo até os 6
meses de idade do bebé, e que apos esse periodo, 0 desmame seja realizado de
forma gradativa. Entretanto uma pratica social humana comum é o desmame
precoce do bebé aos 4 meses de vida (Organization, 2009). No Brasil, um

levantamento sobre amamentacao registrou que menos da metade dos bebés tem



acesso ao aleitamento materno exclusivo (36,6%) (Saude, 2009a) e que o0s
principais motivos pelos quais as criangas sdo desmamadas precocemente apontam
para crencas/tabus sociais e a volta das maes ao mercado de trabalho (Victora et
al., 2016).

Ja no modelo de desmame precoce (DP) experimental, o qual imita a pratica
social humana de DP, os ratos sdo desmamados precocemente de forma abrupta no
15° dia de vida pds-natal (no biotério o desmame ocorre no 21° dia). Para tanto, os
animais sao separados fisicamente das maes, e consequentemente a ingestao de
leite e de todos 0s seus componentes é cessada, a0 mesmo tempo em que se inicia
a introducdo de alimento sélido (racdo). Nessa idade, os filhotes passam por
diversas transformacfes fisiologicas, que lhes permitem explorar o ambiente e o
alimento, fazem regulacédo termogénica, além de adquirirem maior independéncia
para defecar e urinar sem o auxilio da mée (Henning, 1981).

Em porcos, os filhotes que foram desmamados precocemente exploraram o
ambiente e vocalizam mais cedo do quando comparados aos amamentados (Orgeur
et al., 2001); estudos com roedores mostraram que o DP altera diversas respostas
neuroendocrinas e comportamentais (Kikusui e Mori, 2009; George et al., 2010); em
bezerros, os animais DP apresentaram maior atividade da microbiota intestinal
(Meale et al., 2017);e em coelho, os filhotes DP apresentaram maior peso dos
orgaos do sistema digestoério (Kovacs et al., 2012).

Em relacdo ao crescimento do animal, a literatura relata alguns estudos que
acompanharam a variacdo de massa corpérea apdés o DP. Foi observada uma
gueda de massa corporea logo apés o DP (Gama e Alvares, 2000; Ogias et al.,
2010; Osaki et al., 2010; Bittar et al., 2016; Teles Silva et al., 2019). A mudanca
abrupta de dieta representa uma situacdo de desequilibrio na qual tanto a auséncia
materna quanto alteracdo do padréo alimentar podem favorecer a reducdo de massa
corpérea (Lin et al., 1998; Gama e Alvares, 2000; Lin et al., 2001). Entretanto,
guando o animal atinge a vida adulta, essa diferenca desaparece e 0s animais
desmamados precocemente se recuperam (Teles Silva et al., 2019). Outros estudos,
gue utilizam um modelo de desmame precoce em que a mae € mantida com 0s
filhotes sem poder amamentar, registraram ganho de massa corporea, além de
hipertrofia dos adipdcitos visceral e subcutaneo quando esses animais atingem a
vida adulta, indicando uma pré-disposicdo ao desenvolvimento da obesidade ao
longo da vida (Lima et al., 2013; Peixoto-Silva et al., 2017).



No estdmago de ratos, o desmame precoce induz a atividade da enzima
ornitina descarboxilase e acumulo de poliaminas, necessarias para o rapido
crescimento celular (Lin et al., 2001) e promove o aumento da concentracédo e
atividade do pepsinogénio C (Lin et al., 2001). Estudos anteriores do nosso
laboratorio também demonstraram que o DP eleva a atividade proliferativa no
epitélio gastrico (Gama e Alvares, 2000) (Ghizoni et al., 2014) através da sinalizacdo
TGFa/EGFR (Osaki et al.,, 2011); expande a espessura da mucosa (Gama et al.,
2017); modifica a distribuicdo de TGF33 (Ogias et al., 2010); acelera a diferenciacao
de células mucosas do colo (Osaki et al., 2010; Zulian et al., 2017), acelera
diferenciacdo de células zimogénicas e aumenta a sintese de pepsinogénio C
(Zulian et al.,, 2017; Teles Silva et al.,, 2019); eleva a expressdo da bomba
H+K+/ATPase pelas células parietais (Teles Silva et al., 2019); altera os niveis de
ghrelina (Bittar et al., 2016) e modifica a resposta ao estresse (Ghizoni et al., 2014).
Esses resultados comprovam que a mudanca de padréo alimentar da amamentacao
para o desmame é controlada por complexos mecanismos de regulacdo hormonal e
de fatores de crescimento e que o leite age como um modulador do crescimento
gastrico, ja que sua auséncia estimula proliferacdo e antecipa a maturagcao gastrica.

Nesse contexto, diversos estudos apontam os hormoénios glicocorticoides,
como responsavel pelas alteragcbes na mucosa gastrintestinal depois dos animais
serem desmamados precocemente (Boyle e Koldovsky, 1980; Yeh et al., 1986; Lin
et al., 1998). Ap6s o DP, foi registrado um aumento de costicosterona no estémago
2 dias consecutivos. Entretanto, apesar do hormdnio responsivo ao estresse ter seus
niveis elevados, a corticosterona tem sua atividade reduzida, para protecdo da
mucosa gastrica. Como consequéncia, hd um aumento da proliferacdo nos filhotes
DP. Em relacéo a diferenciacéo, foi demonstrado que o DP induziu modificacdes nas
células secretoras da mucosa gastrica e que parte dessas alteracdes depende da
atividade da corticosterona (Zulian et al., 2017). Vale ressaltar que 3 dias ap06s o DP,
o horménio retorna aos niveis iniciais, demonstrando seu efeito agudo (Ghizoni et
al., 2014).

1.4 Inflamacéao e células metaplasicas SPEM

Pesquisas da década de 1970 e 1980 investigaram pela primeira vez a
relacdo entre o desmame precoce e a inflamacdo na mucosa gastrica. Os autores

pretendiam entender se 0s animais que passaram pelo desmame precoce na



infancia seriam mais suscetiveis ao surgimento de inflamacdo em algum periodo ao
longo da vida. Eles observaram que ratos que haviam sido desmamados
precocemente tinham maior suscetibilidade a erosfes e formagéo de Ulceras na vida
adulta, e que essas lesdes seriam mais profundas do que aquelas apresentadas por
animais que haviam sido amamentados regularmente (Ackerman et al., 1975; Glavin
e Pare, 1985). Entretanto, nestes estudos, o modelo de DP sempre esteve
associado a outras condi¢cdes como restricdo fisica, jejum e atividade de estresse.
Até o presente momento nenhum estudo nos permite concluir se o DP causa
resposta inflamatéria na mucosa gastrica.

Nos dias atuais, um processo vem sendo bastante discutido no contexto de
inflamacgéo crénica no estdbmago. Esse processo é denominado de metaplasia do
tipo SPEM (spasmolytic polypeptide expressing metaplasia) e é caracterizado por
um desequilibrio gastrico, no qual células zimogénicas retornam a um estagio
intermediario de diferenciacdo e passam a co-expressar marcadores de células
CMCs e CZs, como TFF2 e MIST1, respectivamente (Quante et al., 2010;
Goldenring et al., 2011; Mills e Sansom, 2015; Radyk et al., 2018). As células SPEM
também podem ser originadas a partir de células-tronco/progenitoras (Hayakawa et
al., 2015). Essa ideia foi ratificada em um estudo onde os autores comprovaram que
células progenitoras podem até contribuir para o surgimento de SPEMs, entretanto,
as células metaplasicas surgem majoritariamente a partir de CZs diferenciadas
(Burclaff et al., 2020).

Sabemos que a presenca de células parietais na glandula é essencial para o
microambiente que controla a diferenciacdo de CMC em CZ. Neste sentido, a perda
de parietais apdés um processo inflamatério prejudica a diferenciacdo CMC-CZ e é
crucial para o surgimento das SPEMs (Nomura et al., 2005; Nozaki et al., 2008;
Bredemeyer et al., 2009). A idade da CZ também pode influenciar sua capacidade
de se transdiferenciar em SPEM, ja que essas células podem iniciar um sitio de
metaplasia local por um determinado periodo, mas a medida que envelhecem
perdem a capacidade proliferativa (Weis et al., 2017). O quadro de metaplasia pode
agravar, tornando as SPEMs precursoras ao surgimento de adenocarcinomas
gastricos do tipo intestinal (Petersen et al., 2017). O oposto também é valido, e em
casos de desaparecimento da lesdo, a metaplasia pode involuir e as SPEMs se
rediferenciam em CZs, caracterizando paligenose (retorno ao estado maduro apos a

resolucdo da leséo) (Burclaff et al., 2020).



Alguns genes ja foram identificados como marcadores da populacdo SPEM,
Mal2, Wfdc2, Tacc3 e Mcma3, pois aparecem elevados durante a metaplasia gastrica
(Nozaki et al., 2009; Weis et al., 2014). E muitos outros estudos vém amplamente
discutindo esse tema. Contudo, ndo ha estudos que relacionem DP e marcadores de
células SPEM. Vale ressaltar que células SPEM séo diferentes das células de
transicdo, jA que apesar de as duas células serem consideradas estagios
intermediarios de diferenciacdo entre CMC-CZ, héa diferencas notéveis entre elas:

1) Em condicbes patologicas, células SPEM surgem quando CZ
diferenciadas e maduras retornam a um estagio intermediario de
diferenciacao (assumindo caracteristicas de CZ e CMC)

2) Na homeostase, CMC se transdiferenciam e originam as CZ, sendo que as
células de transicado fazem parte de um estagio intermediario durante esse

processo.

1.5 Programacéao do desenvolvimento

Atualmente, cada vez mais estudos vém correlacionando as adversidades na
infancia e mudancas genéticas e epigenéticas que persistem até a idade adulta
(Meaney, 2001; Weaver et al., 2004; Bockmdihl et al., 2015; Massart et al., 2016;
Szyf et al.,, 2016). No inicio, as pesquisas sobre o desmame abordavam
preferencialmente os efeitos imediatos, e poucas retratavam a relacdo entre
adversidades nessa fase e os reflexos ao longo da vida. Os estudos mais recentes
tém avangado nesse cenario, e a “teoria da programacgao” vem ganhando destaque.
Esta teoria se baseia na ideia de que alteracbes permanentes em adultos séo
resultado de uma programacao que foi induzida por um estresse ainda na infancia,
no periodo de transicao alimentar (Barker, 2004; Gluckman et al., 2007; Langley-
Evans e Mcmullen, 2010; Barker, 2012; Zulian et al., 2017; Teles Silva et al., 2019).
Tal programacédo contribui para doencas como obesidade, diabetes e hipertensao
(Horta et al., 2015). Esses dados reforcam a importancia de analisar os efeitos
desencadeados pelo desmame precoce imediatamente apos a mudanca de dieta,
mas também avaliar se uma mudanca de padrdo alimentar que foi induzida aos 15
dias durante a terceira semana pés-natal, pode atuar como fator de predisposi¢cao ao
surgimento de disturbios (na proliferacdo e diferenciacdo celular e resposta imune)

na mucosa gastrica do adulto.



2CONCLUSAO

No presente estudo, realizamos um amplo mapeamento de marcadores
relacionados ao crescimento e a inflamacdo da mucosa géastrica de ratos submetidos
ao desmame precoce e acompanhamos o perfil dessas moléculas até a vida adulta.

Em resumo, constatamos que as modificagbes causadas pelo DP foram:
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Figura 17 — Esquema das modificacdes causadas pelo DP na mucosa gastrica de
ratos aos18 e 60 dias de vida pés-natal.

Em conjunto nossos resultados nos fazem concluir que o DP pode
imediatamente controlar o crescimento gastrico via sinalizacdo por fatores de
crescimento e componentes do ciclo celular, sem induzir inflamacdo. Porém, a

regulacdo da resposta de alguns genes na vida adulta pode caracterizar uma
predisposicdo ao aparecimento de lesdes.
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