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Biopatologia

Metaplasia intestinal e cancro gastrico

Aula leccionada por: Prof. Leonor David 12/Mar¢o/2007

Esta ¢ uma aula muito longa sobre metaplasia intestinal, e ¢ fantistica! Vamos rever varias
coisas vistas nos semindrios sobre patologia es6fago-gdstrica, portanto ndo é uma aula que vos seja
estranha. Sobretudo eu queria que vocés percebessem bem os mecanismos moleculares envolvidos
no estabelecimento deste tipo de patologia.

A metaplasia € uma lesdo em que acontece alteracdo de um tipo de célula ou tecido adulto
noutro tipo de célula ou tecido adulto.

A gente ja explicou o que era uma metaplasia da mucosa géstrica onde temos
transdiferenciacdo do epitélio gastrico num epitélio intestinal. J4 discutiram também num
semindrio a transdiferenciacdo do epitélio esofdgico pavimentoso num epitélio glandular intestinal.
Existem também metaplasias noutros tecidos. Por exemplo, se vocés tiverem um traumatismo
persistente de um mesénquima colageneizado, podem desenvolver uma metaplasia dssea.

Portanto hé vérias situagdes em patologia humana em que vocés t€m uma modificacdo de
um padrdo de programacdo para outro tipo de diferenciacdo. O que significa que ha reprogramacao
das células do 6rgdo para fazerem outra coisa.

A reprogramagdo pde entdo uma questdo que nds ja discutimos na aula tedrica sobre células
estaminais: o que é que conseguimos fazer a partir de um tecido ou vérios tecidos?
Como sabem, isto ¢ uma drea muito importante da medicina dos vossos dias, que € a drea da
medicina regenerativa. O que vocés vao querer € a partir de células da medula dssea ou a partir de
células do corddo umbilical, por exemplo, fazer neurénios em pessoas que tém doencas
degenerativas do SNC.

Vamos ver como é que a gente estuda essas coisas, e eu acho que o que € giro nisto é vocés
perceberem o que se estd a fazer e como € que a gente aborda esse modelo. Portanto, o que acontece

z

€ que uma célula estaminal tecidular, a partir de uma agressdo qualquer, passa a ter uma
reprogramacio e em vez de fazer uma célula do tecido a que pertencia passa a fazer uma célula de

tipo diferente.

Também aqui hd um conceito tedérico de metaplasia, que € um conceito de protecgdo.
Portanto a agresséo, neste caso uma infeccdo por Helicobacter pylori, levaria a diferenciacdo num
epitélio de tipo intestinal, e este novo epitélio seria resistente a infec¢do e protegeria a mucosa da
persisténcia da infec¢cdo. Como vocés sabem, normalmente o Helicobacter ndo coloniza intestino, s6
se houver uma metaplasia gédstrica. Portanto hd uma grande afinidade do Helicobacter para a
mucosa gastrica. Assim, a metaplasia cria uma espécie de mecanismo protector.

O que acontece é que durante uma agressdo por Helicobacter, cerca de 30% das pessoas
desenvolve uma metaplasia intestinal, o que deveria proteger de lesdes mais graves. Contudo, isto
ndo é bem verdade... Esta lesdo ndo € estdvel do ponto de vista de diferencia¢do e vai ter uma
probabilidade maior de cancerizar (em 7% dos casos). Esta lesao €, portanto, uma lesdo precursora
de cancro géstrico. Nem sempre ela funciona, como teoricamente vimos, como forma de protecgao.
Portanto vocés vao ter cancro em alguns dos individuos que desenvolvem esta lesao.
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Como € 6bvio, nem todos os individuos que desenvolvem cancro tiveram metaplasia e ha
individuos que t€m metaplasia e que ndo desenvolvem cancro. Realmente para vocés nesta fase ja
ndo é uma coisa que vos va surpreender! Como sabem, existe uma tendéncia grande para que uma
neoplasia maligna seja precedida por uma neoplasia benigna: o exemplo cldssico é o cancro do
cOlon que € muitas vezes precedido por adenomas.

A mucosa géstrica normal exprime marcadores de diferenciacdo muito tipicos que sdo as
mucinas. Elas sdo excelentes marcadores de diferenciacio. A fun¢@o principal do epitélio géstrico é
a secre¢do de muco. N6s usamos as mucinas como alvo de identificagao.

No estdmago normal vocés tém a expressdo de duas mucinas: a MUCs e a MUCq. A MUCs
marca a superficie das glandulas gastricas e a MUCy marca a profundidade das mesmas. Sabemos
que este perfil de expressdo de mucinas é fundamental para a colonizagdo por Helicobacter. Vocés
vém nesta imagem MUCs numa mucosa géstrica superficial; estdo a ver muitas bactérias marcadas
pela prata que estdo ligadas as mucinas produzidas pelo epitélio superficial do estdmago. Portanto
vocé€s sabem que o Helicobacter “gosta” do muco que é produzido no estdmago. Faz sentido,
porque é uma bactéria que coloniza o estdmago. Vocés aqui tém a morfologia tipica de metaplasia:
uma cripta glandular do estdmago cheia de células caliciformes. Nao precisam de mucinas
nenhumas para dizer que € uma metaplasia intestinal, sabem que estdo a ver uma morfologia
diferente. E estdo a ver uma morfologia que é prépria do intestino, portanto estdo a ver uma
metaplasia intestinal.

As glandulas com metaplasia intestinal, com células caliciformes, perderam a expressdo de
MUCs e MUCg e ganharam a expressdo de outra mucina que é uma mucina intestinal: a MUC,. Ja
vimos que o Helicobacter liga-se as mucinas do estdbmago, e portanto nestas situagdes em que a
mucosa gastrica perde a expressdo de mucinas gédstricas e ganha a de mucinas intestinais, a infeccio
ndo penetra no tecido metapldsico intestinal. Vocés podem ver aqui uma mucosa géstrica normal
com MUC;s cheia de bactérias; aqui numa mucosa géstrica onde hd metaplasia, as bactérias nio
conseguem aderir.

Isto estd de acordo com o conceito de defesa que tinhamos estabelecido no inicio. Neste
caso concreto aconteceu aquilo que nds resumiamos no conceito de metaplasia: as glandulas
mudaram, passaram a ter outro perfil que € o do intestino e este perfil intestinal deixou de ser
compativel com a colonizag@o da bactéria e de certa forma vem proteger a mucosa gastrica. Isto é
um conceito que ¢ verdade para esta e para muitas metaplasias, que portanto seria uma resposta
eficiente apds uma agressdo. Se vocé€s tiverem um mesénquima que € induzido a sofrer uma
metaplasia 6ssea devido a um traumatismo, de certa forma estdo a proteger aquele tecido da
agressao.

Além da metaplasia intestinal que acabamos de descrever, que € uma metaplasia intestinal
completa — ha perda completa do fenétipo gastrico com perda de expressdo de mucinas gastricas e
ganho de expressdo mucinas intestinais — hd outra forma de metaplasia intestinal — metaplasia
intestinal incompleta — em que ocorre expressao simultinea de mucinas gastricas e intestinais. Este
tipo de metaplasia ndo confere proteccio eficiente. De facto se a metaplasia mantém a expressao de
mucinas gastricas, a colonizagdo pela bactéria mantém-se. Dai que a gente diga que nas situacdes de
metaplasia intestinal incompleta haja persisténcia da mucinas gastricas e persisténcia da infecgao,
portanto maior risco de aparecimento de carcinoma. Portanto entre doentes com metaplasia
completa e com metaplasia incompleta, aqueles que tém maior probabilidade de ter uma neoplasia
sd0 os que tém uma metaplasia incompleta.

Prof. Sobrinho Simdes:

O que vocés tém que perceber é que sempre que temos um processo inflamatério crénico
temos destruicdo, isto €, hd mais destruicdo do que proliferagdo, portanto ha atrofia. Isto é verdade
no colo do ttero, é verdade na bexiga, ¢ verdade no eséfago, é verdade no estdmago, no cdlon...
Portanto o que é extraordindrio ¢ o aparecimento da metaplasia intestinal, o aparecimento da
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gastrite crénica atréfica, e foi extraordindrio perceber que aquele bicho (Helicobacter) se aguentava
naquele pH. Mas a partir dai sempre que a gente tem uma inflamacdo crénica tem destruicdo, tem
atrofia. Agora porque € que esta coisa depois da atrofia vem com metaplasia intestinal?

Prof. Leonor David:
O mecanismo de metaplasia é um mecanismo de protec¢do, € uma resposta de protecc¢ao.

Prof. Sobrinho Simdes:

Por exemplo a metaplasia nos fumadores ¢ uma metaplasia epiderméide. No eséfago, a
metaplasia € intestinal ou es6fago de Barrett, na bexiga se vocés tiverem cistite por Schistosoma a
metaplasia é epidermdide, se voc€s tiverem uma “cistite hormonal” podem ter uma metaplasia
glandular. Portanto isto € um processo comum no nosso Organismo.

Prof. Leonor David:
E uma patologia frequente. E quase nao € patologia, porque € um tecido fora do sitio...

Prof. Sobrinho Simﬁes:
E bom! E um tecido bom ©!

Prof. Leonor David:

Exactamente! E um tecido de protec¢io. Portanto a gente tem uma certa dificuldade em
chamar isso de doenca. Apesar de teoricamente ser um mecanismo de protec¢do, na pratica ha uma
percentagem de individuos em que leva a morte.

Prof. Sobrinho Simdes:
Se ndo erradicdssemos o Helicobacter, daqui a 10000 anos todo o nosso estdmago seria
metapldsico intestinal.

Prof. Leonor David:
Adaptdvamos e s6 tinhamos intestino!

Prof. Sobrinho Simdes:

Exactamente s6 terfamos intestino! Como por exemplo, o que estd a acontecer nas cidades
com poluicdo. Daqui a 3000 anos os nossos filhos vao todos ter um epitélio pavimentoso em vez de
epitélio colunar no revestimento bronquico. Mas, apesar de isto ser uma adaptacio a agressio
(polui¢@o), eles teriam outras chatices: iriam entupir mais, ficariam secos, morreriam mais cedo.

Prof. Leonor David:

A metaplasia € uma lesdo teoricamente favordvel, mas temos de compreender que pode
haver prejuizo da funcdo. Neste exemplo faria falta um epitélio ciliado capaz de remover as
particulas de carbono que inalamos diariamente.

Prof. Sobrinho Simdes:

Vejam as novas doencgas, esquecendo aquelas provocadas por virus lentos (que sdo
inteligentes e bloqueiam a apoptose, ao contrério dos virus citopaticos que sdao “burros” e matam as
nossas células, sendo actualmente agentes pouco relevantes): obesidade... Reparem que nds somos
filhos daqueles que aproveitavam tudo e mais alguma coisa para comer quando havia fome. Como
eles, nés comemos alarvemente, mas ao contrario deles temos uma vida sedentdria e por isso
engordamos como chernes! HTA... Reparem que o sal era o bem mais precioso na Idade Média
(salario vem de sal!); ora n6s somos filhos dos que guardavam o sal, os outros ja morreram.
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Com este palavreado todo suponho que o que ele quis dizer foi que os filhos (dos filhos)" dos nossos filhos véo ter
problemas respiratorios (como por exemplo metaplasia pavimentosa) porque nds andamos a respirar ar poluido em
ambientes nocturnos cheios de fumo @

Aluno:
Se erradicarmos a bactéria do estdmago pode haver regressdo da metaplasia?

Prof. Leonor David:

Estamos perante a problemdtica da reversibilidade da lesdo. Na definicio que vimos no
inicio da aula dizia que a metaplasia era uma lesdo reversivel. Teoricamente, se ocorre uma
reprogramacgdo genética induzida pela agressdo, ao pararmos a agressdo teria légica que o tecido
voltasse ao normal.

O que se verifica na pratica € que € muito dificil isso acontecer. Os estudos epidemioldgicos
que j4 se fizeram sugerem que a reversibilidade € muito baixa, quase inexistente.

Prof. Sobrinho Simdes:

Esta questdo ainda ndo estd bem esclarecida. Nos ensaios clinicos realizados na Europa os
investigadores trataram as pessoas como se fossem todas iguais, ndo tendo em conta que uma
metaplasia com 3 ou 4 anos ndo é a mesma coisa que uma metaplasia com 20 anos!! A duracdo do
processo e a fibrose que se instala, por exemplo, podem ter influéncia na reversibilidade. Nao
devemos esquecer que ja houve casos, embora sejam poucos, em que a lesdo reverteu.

Prof. Leonor David:

Este ponto é muito importante pois determinaria se vale ou ndo a pena intervir na infeccao,
se vale ou ndo a pena erradicar a bactéria para tratar a metaplasia, a qual é ja uma lesdao pré-
neoplésica...

Vamos agora entrar noutra parte da aula...

Como € que se desenvolve todo este processo de metaplasia?

A mucosa gastrica normal expressa MUCS e ndo expressa Cdx2. Este tltimo € um factor de
transcri¢do importantissimo para a diferenciaco intestinal. Descobriu-se que Cdx2 desempenha um
papel central, iniciador, nas lesdes de metaplasia intestinal.

Nesta imagem do estdmago ha dreas com metaplasia intestinal, com células caliciformes,
nas quais existe expressdo de Cdx2 em localizag@o nuclear. Faz sentido, pois Cdx2 é um factor de
transcrigdo, ou seja, liga-se ao promotor de certos genes e inicia a sua transcricao.

Vamos debrucar-nos sobre duas questoes:

e Como é que Cdx2 tem a capacidade de reprogramar um epitélio de tipo gastrico
para um de tipo intestinal? Como é que consegue induzir esta mudanca de
fenétipo?

O que estd em jogo nio sdo mutacdes genéticas, mas sim regulacio de genes...
Foram feitas varias experiéncias para responder a esta questio.

1. Comecou-se por realizar a transfeccido do gene Cdx2 para células géstricas, € o que se verificou
foi que essas células comecaram a expressar proteinas tipicamente intestinais como MUGC, e vilina.
Mas esse resultado ndo significa que haja uma relacdo directa entre a expressdo de Cdx2 e a
expressdo de MUC?2 pois poderia tratar-se de uma relacio indirecta do género:

Cdx2 - induz Proteina X, Y, Z - induzem Factores de transcri¢do X’, Y’, Z’ - induzem MUC2 e
vilina.
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Como saber se a relagao entre a expressdo de Cdx2 e de MUG, € directa ou indirecta?

2. O que se fez foi procurar sequéncias nucleotidicas do promotor do gene MUC, as quais se
pudesse ligar Cdx2. Os factores de transcrigdo usam pequenas sequéncias de 5-6 nucleotideos para
se ligarem. E realmente foram encontradas duas sequéncias no promotor do gene MUC?2 as quais
Cdx2 se poderia ligar!

Mas poder ndo significa fazer... como verificar isso?

3 MUC2 Encontramos esta imagem num pdf
relativo a esta investigacdo.
" & Vé-se a zona do promotor do gene
e o T atG ,, MUC,, com 4 possiveis zonas de
. ' e ——— 3 | ligacdo do Cdx2. ATG indica o
2 local onde se inicia a transcricdo.

e

LA

3. Numa nova experiéncia colocou-se cada uma das duas sequéncias de nucleotideos num
plasmideo. O plasmideo foi construido de modo a que a sequéncia ficasse a montante de uma regido
codificante de luciferase (uma proteina fluorescente).

O plasmideo foi introduzido numa célula (a célula funcionou como um tubo de ensaio, tendo a
vantagem de ja conter muitas coisas que se teria de adicionar ao tubo de ensaio). A célula tem os
seus proprios factores de transcri¢do, por isso hd alguma transcrigdo e traducdo basal de luciferase,
com a respectiva fluorescéncia basal.

Depois introduziu-se Cdx2 na célula. Se houvesse aumento do sinal fluorescente, significaria que a
relacdo entre a expressdo de Cdx2 e MUC,; seria directa, causal: o promotor do gene MUC,; seria
directamente transactivado pelo factor de transcri¢do Cdx2.

Aluno:
Porque € que existe fluorescéncia basal quando ainda néo se introduziu Cdx2 na célula?

Prof. Leonor David:

Porque os genes sdo transcritos por complexos de proteinas e hd sempre algumas proteinas
que provocam alguma transactivagdo dos genes. O que estou a querer dizer, indirectamente, é que
quase todas as vossas células exprimem quase todos 0s vossos genes, SO que em niveis tdo
baixinhos que ndo t€ém nenhuma operacionalidade funcional. Se calhar aquela célula ndo tinha Cdx2
mas tem um mapa de transcricdo muito raquitico que transcreve um bocadinho, mas é tdo
pouquinho que s6 se vé com a fluorescéncia.

Portanto eu introduzi aqui uma complicacdo que ndo € uma complicacdo deste caso especial,
¢ uma complica¢do generalizada a muitos promotores de genes.

Continuando...se eu vir um aumento da fluorescéncia isso quer dizer que o Cdx2 em grande
quantidade induziu um aumento enorme de transcri¢do no meu promotor. D4 para perceber? Muito
bem!

Prof. Sobrinho Simdes:

E foi isso que aconteceu... Reparem que assim se prova a tal ligacdo causal, o mecanismo
que a professora queria provar. Continua a ser discutivel que dentro de nés haja concentragdes de
Cdx2 como aquelas que se 14 meteram. Depois € o salto da experimentagdo para a vida real...

Prof. Leonor David:
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Agora vou fazer a mesma experiéncia mas depois de fazer uma mutacéo nos dois sitios que
achei que eram sitios fundamentais, isto é, os sitios que eu achei que tinham sequéncias de
nucleotideos préximas das que estdo descritas como sendo potencialmente relacionadas com o
Cdx2.

Vou fazer um plasmideo parecido com o anterior e vou ver o que acontece a esse plasmideo
depois de ter introduzido 14 o Cdx2. Aquilo que se verifica, se for verdade que estes dois sitios sdo
os sitios cruciais para a ligagdo do Cdx2, é que depois de pdr dentro da célula o vector a exprimir o
cdx2 ndo vai haver a expressdo do sinal de fluorescéncia. Portanto, o Cdx2 que eu vou introduzir
naquele sistema celular ndo pode aumentar a transcri¢do basal de Cdx2. Isto quer dizer, que sdo
aqueles dois sitios em que nds introduzimos mutagdes sdo de facto os sitios cruciais para se fazer a
transactivacdo do gene MUGC,;!

Assim, a gente conseguiu demonstrar que hid uma relacdo causal entre a expressiao de Cdx2 e
a transactivacdo de um gene que é préprio do intestino, MUGC,. O Cdx2, por si s, € suficiente para
induzir numa célula gastrica um fenétipo intestinal.

Prof. Sobrinho Simdes:

Os ratinhos knock in para Cdx2 t€m intestino até a boca. Estamos aqui a discutir a causa, a

razdo pela qual isto acontece, pois ja sabiamos que isto acontecia.

Prof. Leonor David:

e Como é que se inicia a expressao de Cdx2?

Nio é por nenhuma mutac¢do no Cdx2. Pensa-se sim que algumas proteinas do Helicobacter
seriam responsdveis por activar o Cdx2!

A Raquel Almeida comecou por estudar a existéncia de doengas humanas em que ha
apagamento do Cdx2, como por exemplo, nas poliposes do célon. Nesses pdlipos hd descri¢do de
mutacdes de proteinas que sio a BMP, e a SMAD,.

Nao vos vou chatear nada com isto, s6 quero mostrar o seguinte: hd uma via de sinalizag¢do
que leva a activagdo de uma proteina que se chama SMAD 4 (factor de transcricdo para varios
genes) e que € activada por proteinas da matriz extracelular chamadas BMPs.

O que ¢ interessante nesta via?

Sabemos que quando esta via estd alterada no célon, os ratinhos tém estdmago no lugar do
intestino. Portanto a Raquel pds a hipdtese ao contrario: quem sabe se o que estd activado sdo as
BMPs, que vio activar SMAD4, que vai activar Cdx2?

As BMPs sdo produzidas no contexto de um processo inflamatério. Quando temos uma
infec¢do por Helicobacter pylori, temos sempre gastrite cronica a ela associada e o processo
inflamatério leva ao aparecimento de células que produzem BMPs. Também ¢ giro saber que ha
inflamacdes que ndo sdo provocadas por H. pylori, mas sim por doengas autoimunes, que também
ddo metaplasia intestinal.

A Raquel Almeida pegou numa linha celular e tratou-a com BMP, e BMP, e verificou que a
linha celular comecou a produzir RNA mensageiro aumentado de Cdx2. Houve também aumento
do nivel de proteina Cdx2. Pretendia-se agora saber se isto era através da SMADA4, se seria aquela
via toda que estava activada.

Vou-vos mostrar uma experiéncia exactamente igual aquela que vos mostrei para o MUC;:
pegamos no promotor do Cdx2, fazemos uma mutagdo nos sitios de ligacdo para a SMAD4 e vemos
que quando se faz a transactivacdo do gene Cdx2 pela SMAD4 hd uma alteracdo. Portanto o que a
Raquel Almeida demonstrou neste estudo foi que o Cdx2 era transactivado por esta via.

Agora o que estamos a tentar perceber é como é que, num contexto de inflamacdo, o
aumento das BMPs e da SMAD 4 transactiva o Cdx2.

Aluna:
Como € que alguém se lembrou de estudar o Cdx2?
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Prof. Leonor David:

Foi um grupo de americanos. Através de estudos embrioldgicos em animais sabia-se que a
formagdo do intestino dependia de genes do tipo homeobox (em biologia, os estudos que permitem
identificar um gene envolvido na diferenciagdo embrioldgica sdo, geralmente, estudos de
varrimento; normalmente faz-se o varrimento dos varios genes desde o estado embriondrio até aos
ultimos estddios de diferenciag@o). Este grupo de americanos identificou Cdx2 como o gene que se
exprimia no intestino das galinhas e que era fundamental para o desenvolvimento do mesmo.
Portanto, eliminaram o gene Cdx2 do intestino para ver se se formava estdmago, e foi o que
aconteceu.

Aluno:
Ha mais alguns genes alterados na metaplasia intestinal?

Prof. Leonor David:
Ha muitos genes cuja expressao estd alterada e que podem dar metaplasia... por exemplo o
gene da metionina??

Prof. Sobrinho Simdes:

O que eu tenho para dizer € muito engracado: porque é que hé tdo poucos genes que facam
isto? Vocé perguntou e muito bem! Deve haver mais... H4, mas muito poucos, porque nds estamos
a trabalhar com genes mais no sentido da regulacdo. Sdo genes essenciais porque sdo aqueles que
t&ém a ver com a formagdo do nosso corpo (como € que se faz o intestino, como é que se faz o
estdmago, etc). Imaginem que para se fazer determinado 6rgdo tinhamos dezenas de genes...
Estdvamos lixados, nunca conseguiamos, famos ter um estdmago todo ao contrdrio um coragdo todo
torto. Os genes essenciais para a morfogénese tém de ser genes reguladores fundamentais, t€ém de
ser genes cruciais. Ponham bem na vossa cabeca que estes genes da morfogénese sdo genes
fundamentais.

Prof. Leonor David:
O Cdx2 é um gene homeobox que regula muitos outros genes. Tinha que ser um desses
genes para dar uma alteracdo tdo completa no tecido.

Aluno:
O gene Cdx2 estd relacionado com a metaplasia intestinal completa ou incompleta?

Prof. Leonor David:

Esta relacionada com ambas. Nés temos Cdx2 expresso na metaplasia intestinal completa e
na metaplasia intestinal incompleta. O que queremos muito estudar, mas ainda ndo tivemos
oportunidade, € o seguinte: o que € que acontece para que a partir do momento em que temos
expressdo Cdx2 haja dois tipos de metaplasia? Temos de perceber o que é diferente numa
metaplasia intestinal completa e incompleta. Estamos muito interessados nisso!!

Podem ver o artigo publicado sobre este tema em http://www.jbc.org/cgi/content/full/278/51/51549

Esta aula foi desgravada por Telma Santos, Vénia Teixeira e Yolanda Martins; Turma 10.
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