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Relógio do coração  
 
Há tempos em nossa vida que contam de forma diferente.  
Há semanas que duraram anos, como há anos que não contaram um dia.  
Há paixões que foram eternas, como há amigos que passaram céleres,  
apesar do calendário nos mostrar que ficaram por anos em nossas agendas.  
Há amores não realizados que deixaram olhares de meses, e beijos não  
dados que até hoje esperam o desfecho.  
Há trabalhos que nos tomaram décadas de nosso tempo na Terra, mas  
que nossa memória insiste em contá-los como semanas.  
E há casamentos que, ao olhar para trás, mal preenchem os feriados da folhinha.  
Há tristezas que nos paralisaram por meses, mas que hoje, 
passados os dias difíceis, mal guardamos lembrança de horas.  
Há eventos que marcaram, e que duram para sempre – o dia do nosso casamento,  o 
nascimento do filho, a morte da avó, a viagem inesquecível, o êxtase do sonho  
realizado. Estes têm a duração que nos ensina o significado da  
palavra "eternidade".  
Já viajei para a mesma cidade uma centena de vezes, e na maioria das  
vezes o tempo transcorrido foi o mesmo. Mas conforme meu espírito,  
houve viagem que não teve fim até hoje, como há percurso que nem me  
lembro de ter feito, tão feliz estava eu na ocasião.  
O relógio do coração - hoje descubro - bate noutra freqüência  
daquele que carrego no pulso. Marca um tempo diferente, de emoções  
que perduram e que mostram o verdadeiro tempo da gente.  
Por este relógio, velhice é coisa de quem não conseguiu esticar o  
tempo que temos no mundo. É olhar as rugas e não perceber a  
maturidade. É pensar antes naquilo que não foi feito, ao invés de se  
alegrar e sorrir com as lembranças da vida.  
Pense nisso. E consulte sempre o relógio do coração: ele lhe  
mostrará o verdadeiro tempo do mundo. 

 
Adaptado de Gino_AFRF2006  
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                                        RESUMO 
 

Modulação do retinol na lesão da barreira morfofuncional induzida pela toxina A do 
Clostridium difficile em culturas de células intestinais. Andrêsssa Aby Faraj Linhares 
Maciel. Dissertação apresentada ao curso de Pós-graduação em Farmacologia do 
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da 
Universidade Federal do Ceará como pré-requisito para obtenção do título de Mestre 
em Farmacologia. Data da defesa: 27 de Julho de 2007 – Orientador: Prof. Dr. Aldo 
Ângelo Moreira Lima, MD, PhD. 
 
A vitamina A (retinol) é um nutriente essencial necessário em pequenas quantidades 
para o funcionamento normal do sistema visual, função imune e reprodução. Nosso 
grupo de pesquisa investigou o efeito de altas doses por via oral em crianças com 
diarréia em estudos prospectivos em comunidade em áreas endêmicas no Nordeste do 
Brasil e encontrou benefícios terapêuticos com a utilização do retinol na redução da 
média de duração da diarréia, porém não houve diminuição da incidência de episódios 
diarréicos. Esse estudo explorou o papel da suplementação do retinol em linhas de 
células intestinais frente ao dano citotóxico da Toxina A do C. difficile (TxA). O C. 
difficile é principal patógeno causador da diarréia associada ao uso de antibióticos e da 
colite pseudomembranosa. Investigou-se alterações da resistência elétrica 
transepitelial (TER) em células Caco-2, e nos modelos de proliferação, migração e 
morte celular em IEC-6, após a injúria induzida pela TxA. Os resultados mostraram que 
a suplementação do retinol, principalmente no meio sem glutamina, aumentou a TER, 
migração celular, como também promoveu uma redução significativa da apoptose e 
necrose, porém este efeito não foi visto no modelo de proliferação celular. Para 
estudar a modulação do retinol na diminuição da TER induzida pela TxA, as células 
foram expostas a TxA (0,1μg/mL) durante 24h. O retinol aumentou a TER (% do valor 
inIcial) nas concentrações de 0,1 e 0,3nM às 3h (59,3±1,3; 69,8±0,6vs 
59,3±1,3Ωcm2,respectivamente), e às 4h (36,1±0,02; 33,5±1,8 vs 
27,3±0,2Ωcm2,respectivamente) em relação ao controle sem retinol e com TxA. 
Nesses intervalos de tempo não houve influência da proliferação celular nas células 
Caco-2. O retinol aumentou a proliferação celular na lesão induzida pela TxA 
(0,1μg/mL) em 14,2; 23,8; 59,8; 8,4; 30,2; 44,1% (0,01; 0,03; 0,1; 1,0; 10; 100nM de 
retinol, respectivamente), após 24h comparado com controle com TxA. Depois de 12 e 
24h de exposição a TxA (0,01μg/mL), seguido do arranhão na monocamada da células 
IEC-6, a suplementação do retinol aumentou significantemente a migração nas 
concentrações de 0,1-100nM em uma taxa de 30-80% e 60-100%, nas 12h e 24h, 
respectivamente. O retinol reduziu a apoptose e a necrose induzida pela TxA nas 
concentrações de 0,03-100nM, em comparação com controle com a TxA. Os 
resultados sugerem que o retinol exerce um importante papel na redução da apoptose, 
em aumentar a migração e proliferação e em prevenir a redução da TER, na lesão pela 
TxA, sugerindo que a vitamina A é um nutriente essencial na proteção na barreira 
funcional epitelial. 
 
Palavras-chaves: Vitamina A, Clostridium difficile, impedância elétrical, 
proliferação de células, migração, apoptose e necrose. 
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                                        ABSTRACT 

 
Retinol modulation protecting the morfofunctional barrier challenged the Clostridium 
difficile Toxin A in intestinal cell lines. Andrêssa Aby Faraj Linhares Maciel. Dissertation 
submitted as a partial fulfillment of the requirement to the Master degree in 
Pharmacology from the School of medicine, Federal University of Ceará. Defense date: 
2007, July 27. Professor: Aldo Ângelo Moreira Lima, MD, PhD. 

 
Vitamin A (retinol) is an essential nutrient that is necessary in small amounts for normal 
functioning of the visual system, immune function and reproduction. Our group has 
investigated the effect of oral dosis of vitamin A on the early childhood diarrhea in our 
prospective community-based studies in high endemic areas in the Northeast of Brazil 
and has found a benefit of retinol therapy in reducing the mean duration but not the 
incidence of diarrheal episodes. In this study, we have explored the role of retinol 
supplementation in intestinal cell lines, following Clostridium difficile toxin A (TxA) 
cytotoxic challenge. C. difficile is the most common anaerobic pathogen that causes 
antibiotic-associated diarrhea and pseudomembranous colitis. We have focused on 
changes in transepithelial electrical resistance (TER) in Caco-2, a more differentiated 
intestinal cell line, and on models of proliferation, migration and cell death in IEC-6 
cells, an undifferentiated crypt cell line, following or not by TxA-induced cell injury. The 
results showed retinol alone increased the TER, cell migration and proliferation, and 
also promoved significant reduction of apoptosis and necrosis, however this effect was 
not observed at the cell proliferation.  To study the retinol effect on the TxA-induced 
loss of TER, cells were exposed during 24h to 0,1μg/mL TxA. Retinol improved TER (% 
of initial value) at the concentrations of 0,1nM and 0,3nM at 3h (59,3±1,3; 69,8±0,6 vs 
59,3±1,3Ωcm2, respectively), and at 4h (36,1± 0,02; 33,5± 1,8 vs 27,3±0,2Ωcm2, 
respectively) in relation to the untreated control challenged with TxA. During this time 
there was no influence of the cell proliferation in the Caco-2 cells. Retinol increased cell 
proliferation after TxA-induced cell damage (0,1μg/mL) at a rate of 14,2%, 23,8%, 
59,8%; 8,4%; 30,2%; 44,1% after 24h (doses of 0,01; 0,03; 0,1; 1,0; 10; 100nM of 
retinol, respectively), compared to controls only with TxA. After 24h of TxA exposure 
(0,01μg/ml), following plate scraping, the retinol supplementation improved significantly 
IEC-6 migration at the concentrations of 0,1-100nM in rate of 30-80% and 60-100%, in 
12h and 24h, respectively. Retinol reduced TxA-induced apoptosis and necrosis at the 
concentration of 0,03: 0,1; 1; 10 and 100nM, p<0.05, in comparison to the control with 
TxA. These results suggest that retinol has a critical role in reducing apoptosis, 
improving cell migration and proliferation and preventing the reduction in TER, following 
TxA challenge, suggesting that vitamin A is an essential nutrient to protect the intestinal 
epithelial barrier function. 
 
Key words: Vitamin A, Clostridium difficile, Electric Impedance, proliferation of cells, 
migration, apoptosis and necrosis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Aspectos gerais da Desnutrição 

A desnutrição no Brasil é considerada um grave problema de saúde 

pública e decorre da ingestão inadequada ou do incorreto aproveitamento 

biológico dos alimentos geralmente associados às infecções. Estudos enfatizam 

a relação entre a desnutrição e a elevada taxa de mortalidade, principalmente no 

que diz respeito à susceptibilidade as infecções (Ahmad et al., 2000; WHO, 

2002; Kosek et al., 2003; Pelletier et al., 1993; Yoon et al., 1997). Além disso, 

estudos mostram que a desnutrição afeta também o desenvolvimento cognitivo, 

reprodução, capacidade física para trabalhar e é um fator de risco para 

pacientes portadores de doença crônica (Guerrant et al., 1999; Niehaus et al., 

2002; Guerrant et al., 2002). De acordo com relatórios emitidos pelo Fundo das 

Nações Unidas para a infância (UNICEF), a desnutrição atinge 146 milhões de 

crianças no mundo (UNICEF, 2005). No Brasil, déficits de crescimento são 

comuns em crianças que vivem em áreas rurais, onde 8,3% de crianças 

menores que dois anos estão abaixo do peso e a taxa mortalidade infantil 

permanece elevada, em torno de 26,6 para cada 1000 nascimentos, com taxas 

ainda maiores no Nordeste do Brasil (UNICEF, 2005; IBGE, 2003). No Ceará, 

essa taxa aumenta para 35 em cada 1000 crianças nascidas (IBGE, 2003). 

Um dos maiores problemas enfrentados por sociedades em 

desenvolvimento é a desnutrição na infância, com comprometimento severo do 

crescimento linear e/ou emagrecimento extremo da criança, seja por sua 

elevada freqüência, seja pelo amplo espectro de danos que se associam 

àquelas condições. Estima-se que 38,1% das crianças menores de cinco anos 

que vivem em países em desenvolvimento padeçam de comprometimento 

severo do crescimento e que 9,0% apresentem emagrecimento extremo. A 

essas condições associam-se, entre outros danos, o aumento na incidência e 

no aproveitamento escolar e diminuição da altura e da capacidade produtiva na 
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idade adulta (Murray et al., 1997; Pelletier e Frongillo, 2003; Guerrant et al., 

2002; Guerrant et al., 1990; Bryce et al., 2005; Guerrant et al., 2005). 

As causas da desnutrição são inúmeras. Dentre elas, a pobreza, a falta 

de educação e a desigualdade, como também as práticas alimentares pouco 

higiênicas e o freqüente surgimento de doenças, como a diarréia, malária e as 

doenças parasitárias como importantes fatores que privam, especipalmente na 

infância, dos nutrientes necessários gerando quadro de deficiências 

nutricionais (Monteiro, 2003). 

O estado nutricional interfere nas doenças diarréicas, particularmente na 

diarréia persistente e recorrente, interferindo na predisposição ao aumento da 

freqüência diarréica e na sua duração, demonstrando assim o ciclo vicioso da 

diarréia e desnutrição. Desta forma, a diarréia causa aumento da desnutrição e 

a desnutrição, por sua vez, aumenta sua freqüência, duração e severidade, 

com conseqüente risco de morte (Guerrant et al., 1992; Lima et al., 2000; 

Guerrant et al., 2002; Lima e Guerrant, 1992; Black et al., 1984; Schorling et al., 

1990). As doenças diarréicas constituem uma das ameaças à saúde em países 

em desenvolvimento em torno do mundo. Embora o advento da terapia de 

reidratação oral (TRO) tenha promovido um declínio na mortalidade por diarréia 

com desidratação nas últimas décadas, as taxas globais de morbidade por 

diarréia não têm diminuído (Kosek et al., 2003). Considerando que estas taxas 

de morbidade são maiores nas populações crescentes de famintos, a diarréia 

pode representar uma incidência global crescente da doença (Kosek et al., 

2003; Murray e Lopez, 1997). A Organização Mundial da Saúde relatou que em 

1999 o índice de Anos Perdidos por Incapacitação (DALY: a incidência da 

doença que reflete a quantidade total de anos de vida perdidos por 

incapacidade ou morte) por doenças diarréicas foi o segundo maior índice, 

perdendo somente para doenças respiratórias (OMS, 2001).  

A maioria das crianças com desnutrições severas, atendidas em 

hospitais, apresenta histórico de diarréia aguda ou crônica. Tanto a desnutrição 

como a diarréia persistente é associada com o rompimento da barreira 
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funcional epitelial, podendo contribuir para a deficiência nutricional destas 

crianças (Lima et al., 2005; Sullivan et al., 1992; Sullivan et al., 2002; Campbell 

et al., 2003). Estudos mostram que crianças severamente desnutridas 

apresentam graus variados de atrofia dos vilos, hiperplasia de criptas e 

infiltração linfocitária epitelial (Sullivan et al., 1991). Lesões nos vilos podem 

causar perdas de enzimas da mucosa fundamentais para a digestão e 

absorção de nutrientes, resultando em um compromentimento da barreira 

funcional epitelial do intestino delgado com conseqüente efeito na absorção, 

iniciando um processo inflamatório e uma resposta inune local (Lunn, 2000).  

1.2 Epitélio gastrointestinal e barreira funcional epitelial intestinal 

As células epiteliais intestinais são fisicamente ligadas por complexos 

juncionais intercelulares que regulam múltiplas funções, incluindo a polaridade, 

integridade mecânica e a sinalização (Troyanovsky, 1999). A principal função 

das células epiteliais que revestem o trato gastrointestinal (TGI) é produzir uma 

barreira física entre o lumen intestinal potencialmente hostil e o tecido 

subepitelial fortemente imunoreativo (Li et al., 2003). A barreira epitelial 

intestinal está localizada na interface entre corpo e o lado externo do ambiente, 

onde coordena a absorção de eletrólitos e o transporte de nutrientes estando 

relacionada com a proteção contra vários microrganismos potencialmente 

patogênicos, tóxicos ou substâncias nocivas presentes no lumen intestinal 

(Nusrat et al., 2000). 

 A barreira funcional epitelial consiste em uma monocamada contínua de 

células especializadas, polarizadas em constante e rápida renovação celular 

(Cereijido et al., 2000). O turnover das células epiteliais intestinais e da barreira 

funcional intestinal, que envolve a proliferação, migração, diferenciação, 

apoptose e necrose celular, é um processo dinâmico, marcadamente afetado 

pelo estado nutricional e pelo adequamento de nutrientes específicos na dieta 

(Ziegler et al., 2003). A apoptose, morte celular programada, é essencial para a 

manutenção do equilíbrio entre a proliferação, que ocorre nas criptas, e a 
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eliminação celular, que ocorre tanto nos vilos quanto nas criptas (Potten, 1997 

e Brito et al., 2002).  

No intestino delgado, as stem cells (células progenitoras), localizadas na 

região da cripta, podem se diferenciar em outros tipos celulares que não 

apenas em enterócitos. Essas células especializadas migram em direção ao 

topo das vilosidades intestinais e eventualmente sofrem apoptose ou são 

expulsas para dentro do lumen intestinal. A análise da dinâmica dos clones 

progenitores (C1, M1 e Mix) de vida curta (dias) conduz ao aparecimento de um 

ou dois tipos celulares mucosos (M0) progenitores de vida longa (meses), e 

células progenitoras pluripotentes que podem originar todos os tipos celulares 

(Bjerknes & Cheng, 1999). A constante renovação celular (turnover) no 

intestino delgado e nas células do cólon decorre em função das taxas de 

proliferação das células progenitoras da mucosa do intestino, da migração 

celular, ao longo do eixo cripta - vilos no intestino delgado e ao longo do eixo 

da cripta no cólon, como também da morte celular por apoptose (Bjerknes et al, 

1999). Durante a migração, as células se diferenciam obedecendo ao sentido: 

base da cripta em direção ao topo do vilos. Esta jornada dura em torno de 2 a 4 

dias (Bjerknes e Cheng, 1999). Esta constante renovação do epitélio intestinal 

é um processo que requer um suprimento sempre contínuo de energia, 

provenientes de macro e micronutrientes (Bjerknes et al., 1999). 

A função da barreira da mucosa intestinal é parcialmente mantida pelas 

junções firmes ou zônulas de oclusão (Tight Junctions, TJ) que une as células 

epiteliais intestinais adjacentes, formando uma estrutura fortemente regulada 

conferindo uma seletiva permeabilidade e polaridade celular ao intestino 

delgado (Cereijido et al., 2000 e Denker, 1998, Nustrat et al., 2000). As junções 

firmes não existem apenas para separar os distintos compartimentos 

fisiológicos, mas elas também conferem seletividade ao fluxo transepitelial de 

moléculas e íons pela via paracelular (Mandara et al., 1985; Schneeberger e 

Lynch, 1992; Gumbiner, 1993; Mitic e Anderson, 1998). Anteriormente, as TJ 

eram consideradas como estruturas estáticas, embora atualmente haja 
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evidências que são estruturas altamente dinâmicas, capazes de receber e 

integrar sinais provenientes de outras células e do ambiente extracelular, 

podendo adaptar-se a uma variedade de circunstâncias (Fasano et al., 2004).  

Um complexo de proteínas composto de diferentes tipos de junções 

intercelulares, das quais incluem as proteínas das junções firmes (TJ), as 

zônulas de adesão (cinto, junções ou zona de adesão) e os desmossomas, 

conferem a estabilidade da barreira epitelial (Collares-Buzato et al., 1994; Yap 

et al., 1997; Anderson e Itallie, 1995). As junções firmes e de adesão dispõem 

de uma organização estrutural semelhante, e seus complexos de ligações são 

constituídos de compontes transmembrânicos com função adesiva e de 

proteínas adaptadoras citosólicas que geram uma ligação direta ou indireta ao 

citoesqueleto (Madara et al., 1998, Nusrat et al., 2000). 

As TJs são especializados domínios de membranas que estão inseridos 

nos espaços intercelulares no epitélio e endotélio, contribuindo para a 

permeabilidade entre os compartimentos luminais e intesticiais (Mandara et al., 

1998). A estrutura da TJ tem sido estudada intensivamente (Figura 01) 

(Fasano e Nataro, 2003). Do grupo das proteínas de membrana associadas às 

TJ, a primeira proteína pertencente a essas junções foi as ocludinas, 

identificadas em 1993. A ocludina é composta de quatro domínios, dois 

domínios extracelulares e um longo domínio carboxi-terminal (Furuse et al., 

1993). Uma outra família das proteínas das TJ que foi recentemente 

identificada é a das claudinas, e sua importância funcional está relacionada 

com a barreira paracelular dessas junções juntamente com proteínas 

periféricas (ZO-1 e ZO-2) (Furuse et al., 1998). Vários tipos de claudinas têm 

sido descritas, as claudinas 2 a 5 são expressas preferencialmente no intestino 

(Rahner et  al., 2001). Além disso, uma outra proteína chamada de JAM 

(molécula de adesão juncional), uma proteína de membrana tipo I dos genes 

da superfamília das imunoglobulinas, tem sido descrita como capaz de 

participar na adesão célula-a-célula e parece está implicada na infiltração de 

monócitos através da monocamada endotelial (Martins-Padura et al., 1998). 
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Figura 01: Representação esquemática das junções firmes e da zona de 

adesão. (A e B) As junções firmes (Tight junctions) unem as células epiteiais 

adjacentes e regulam a passagem de íons e outras substâncias, através dos 

espaços paracelulares. (C) Um complexo protéico faz parte das junções firmes, 

incluindo as proteínas transmembrânicas ocludinas e claudinas ligadas às 

células do citoesqueleto via complexos juncionais, que se conectam aos 

filamentos de actina. Esses complexos incluem também várias proteínas, como 

as da família ZO, além de outras, como JAM-1, cingulina, E-caderina e 

catenina. Fonte: Disponível em 

<http://www.nastech.com/nastech/junctions_biology>.  Acesso em 10 julho de 

2007.  

Em relação ao grupo das proteínas periféricas de membrana associadas 

as TJ, as ZO-1 (ligada diretamente cadeia carboxi-terminal citoplasmática da 

ocludina), ZO-2 e ZO-3 (220, 160 e 100 kDa, respectivamente) são proteínas 

que formam um complexo no lado citoplasmático das TJ (Stevenson et al., 

1986; Gumbiner et al., 1991; Haskins et al., 1998). Outras proteínas de 

membranas periféricas também têm sido localizadas na TJ, dentre elas 

destacam-se a cingulina (140 kDa), 7H6, rab 13, Gαi-2 e proteína quinase C. 
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Elas interagem com o citoesqueleto de actina, conferindo a função na 

regulação da permeabilidade paracelular, além de também estarem envolvidas 

na regulação da expressão de genes, crescimento e diferenciação celular 

(Balda e Matter, 1998). 

O cinto de adesão ou zona de adesão está associado aos filamentos de 

actina aos quais estão aderidos aos pares as moléculas de miosina tipo II. Os 

filamentos de actina integram-se às proteínas de adesão transmembranas 

chamadas de caderinas. As caderinas são moléculas de adesão dependentes 

de Ca2+ para a indução e manutenção dos contatos intercelulares (Angst et al., 

2001; Gumbiner, 1996; Takeichi, 1990). A E-caderina, principal caderina 

expressa nas células epiteliais, está localizada na zona de adesão. A forte 

adesão célula-a-célula mediada pela E-caderina, parece ser importante para 

establidade da barreira funcional epitelial, assim como os sinais transmitidos 

pelas junções de adesão, podendo também regular as TJ (Angst et al, 2001; 

Man et al, 2000; Takeichi, 1990, Varlamov et al, 1997). A família da catenina 

(α-catenina, β-catenina, γ-catenina), proteínas acessórias intracelulares, liga-se 

às caderinas aos citoesqueleto de actina. As interações das cateninas com 

domínios citosólicos específicos das caderinas são necessárias para a adesão. 

Portanto, em síntese, esta regulação se dá pela fosforilação da miosina II, 

promovendo a contração dos filamentos de actina, funcionando como esfíncter, 

abrindo o espaço paracelular, facilitando a passagem de íons do espaço 

basolateral para lumen, ou vice-versa, promovendo a redução da resistência 

paracelular (Mitic et al., 2000; Mitic e Anderson, 1998; Heiskala et al., 2001).  

   A barreira homeostática, a qual resulta em parte de interações 

coordenadas de linhagens de células dentro da mucosa, pode ser influenciada 

por vários estímulos fisiológicos e patológicos, como os nutrientes, mediadores 

imunes, bactérias entéricas e vírus (Pappenheimer JR., 1998; Dickman KG et 

al., 2000; Nustrat A et al., 2000; Sears, 2000). Diversos estudos têm mostrado 

o potencial terapêutico de nutrientes específicos e componentes derivados da 

dieta (incluindo arginina, glutamina, vitamina A, zinco) na renovação celular das 
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células do intestino, no mecanismo de reparo e na adaptação barreira funcional 

epitelial (Ziegler et al., 2003, Chauhman et al., 1989). Alguns estudos em 

modelos animais têm mostrado a relação entre permeabilidade da mucosa 

intestinal e vitamina A (Holland RE et al., 1993; Warden RA et al., 1997).  Em 

países em desenvolvimento, investigadores sugerem que a suplementação 

com vitamina A em indivíduos com deficiência de vitamina A diminui o risco de 

diarréia e disfunção da barreira intestinal, dando suporte ao importante papel 

desse nutriente no reparo e na função da mucosa intestinal (Duggan e cols, 

1997).  
 
1.3 Vitamina A 

 
1.3.1 Nomenclatura, propriedades químicas e fontes dietéticas 
 

          “Vitaminas são substâncias orgânicas cuja presença na dieta, em 

quantidades mínimas, é indispensável para garantir o perfeito desenvolvimento 

e funcionamento do organismo animal”. (Chaves, 1978). As vitaminas variam 

amplamente quanto à estrutura química e atividade biológica, podendo 

funcionar tanto como co-fatores de enzimas em diferentes reações 

bioquímicas, atuando também como antioxidantes/oxidantes, modulando o 

balanço oxidativo, e até mesmo como hormônios, regulando a expressão 

gênica (Olson,1994). De acordo com a solubilidade, as vitaminas são 

classificadas em dois grupos: vitaminas lipossolúveis (solúveis em gordura) 

incluem a vitamina A, D, E, K e vitaminas hidrossolúveis (solúveis em água) 

que incluem as vitaminas do complexo B e a vitamina C. E devido a essa 

solubilidade, as vitaminas lipossolúveis requerem, para a sua absorção, ácidos 

biliares, lipases e uma mucosa intestinal íntegra, e esta absorção pode ser 

aumentada com uma dieta rica em lipídeos (Rolig, 1986). Inicialmente, as 

vitaminas foram identificadas por letras do alfabeto e posteriormente, 

receberam um nome químico, entretanto também se utiliza as letras do alfabeto 

pra denominá-las (Passmore, 1975). 
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A vitamina A (Vit A) recebeu esta denominação por ter sido a primeira 

substância a integrar a categoria de fator essencial do organismo. Foi 

descoberta como fator lipossolúvel em 1913 por Elmer McCollum, um 

bioquímico da Universidade de Wisconsin-Madison e por seu colega Marquerite 

Davis onde identificaram um nutriente solúvel na gordura do leite (nata) e no 

óleo extraído de fígado. Esta descoberta foi seguida por uma série de 

experimentos que levaram a sua síntese em 1947 por Thomas Osborne e 

Lafayette Mendel (Osborne e Lafayette, 1947). 

De acordo com a União Internacional de Química Pura e Aplicada – 

União Internacional de Bioquímica (IUPAC-IUB, 1982), a vitamina A é 

designada genericamente de retinol. O termo vitamina A é reservado para 

designar os compostos com atividade biológica de retinol. O termo “retinóides” 

introduzido em 1976 por Sporn e colaboradores foi designado pela IUPAC-IUB 

em 1982 para incluir os '' compostos que consistem de quatro unidades de 

isoprenóide; Todos os retinóides podem formalmente ser derivados de um 

composto monoclíclico contendo cinco duplas ligações do carbono e um grupo 

terminal funcional no término da porção acíclica. De acordo com esta definição 

o termo retinóides, inclui tanto as formas de vitamina A que ocorrem na 

natureza como também os análogos sintéticos do retinol, com e sem atividade 

biológica (Blomhoff e Blomhoff, 2006). Entretanto, vários componentes 

sintéticos, como TTNN e Ch-55, não cabem nessa difinição de retinóides, pois 

tem se mostrado muito mais ativo do que o retinol ou ácido retinóide em várias 

análises da atividade de vitamina A ou do retinol. Por conseqüência, Sporn e 

Robert (1985) propuseram que o termo retinóide seria definido como uma 

substância com atividade biológica específica devido à ligação e ativação de 

um receptor específico ou vários receptores. Contudo, na prática, a maioria dos 

pesquisadores usa uma combinação dessas duas definições, considerando 

pertencentes à classe de retinóides os análogos do retinol (com e sem 

atividade biológica), mas também vários componentes que não são totalmente 

relatados como retinol, porém possuem atividade biológica de vitamina A ou de 

retinóides (Blomhoff e Blomhoff, 2006). 
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A capacidade de síntese de Vit A e seus derivados são limitados às 

plantas e microrganismos, desta maneira a maioria dos animais obtém a 

vitamina A da alimentação através de duas principais fontes: pró-vitamina A 

(produtos de origem vegetal como β-carotenos, α-carotenos e β-criptoxantina) 

ou como vitamina A pré-formada (produtos de origem animal) (Goodwin, 1963; 

Goodwin, 1971). A pró-vitamina A é encontrada principalmente em hortaliças 

verdes escuras (espinafre, couve, brócolis), e em alguns vegetais de cor 

alaranjada como a cenoura, abóbora, manga, mamão, buriti ou em alguns 

óleos vegetais (dendê africano). Como fonte de vitamina A pré-formada 

podemos incluir o fígado, leite, gema de ovo, óleo de fígado de peixe, peixes de 

água salgada, leite de vaca integral, queijo e manteiga (During e Harrison, 

2004). 

Os carotenóides constituem uma família de mais de 600 membros já 

identificados na natureza, sendo que cerca de 60 apresentam atividade pró-

vitamínica A, ou seja, podem funcionar como precursores de vitamina A em 

mamíferos (Olson,1989). Os carotenóides representam um grande grupo de 

pigmentos que são espalhados na natureza e responsáveis pelas cores 

amarela, laranja, roxa e vermelha em várias espécies de vegetais, frutas e 

flores (Fraser e Bramley, 2004). As plantas e microrganismos, como algumas 

bactérias, algas e os fungos podem sintetizar carotenóides, entretanto apenas 

alguns carotenóides podem ser convertidos em vitamina A pelos animais. O β-

caroteno, α-caroteno, licopeno, luteína e β-criptoxantina são exemplos de 

carotenóides importantes presentes no corpo humano. O β-caroteno é o mais 

abundante na natureza e é encontrado em vegetais e frutas de cor verde-

escuro e amarelo-alaranjado (Mangels et al., 1993; Godoy et al., 1994). A 

conversão estequiométrica de um mol de β-caroteno dá origem a 2 moles de 

retinol (via retinal), enquanto uma molécula de α-caroteno ou β-criptoxantina dá 

origem a apenas uma simples molécula de retinol. Originalmente, unidades 

internacionais (IUs) (1IU = 0,3µg de retinol) foram usadas como 

recomendações nutricionais para a vitamina A. Então, os equivalentes de 

retinol (ERs) foram utilizados para converter todas as fontes de retinol pré-
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formado e de pró-vitamina A (carotenóides) na dieta dentro de uma simples 

unidade. Desta maneira, a equivalente de atividade de retinol (ER) é igual 1µg 

de vitamina A pré-formada dietética ou suplementar (retinol) sendo igual a 2µg 

de β-caroteno suplementado, 12µg de β-caroteno dietético e equivalente a 

24µg de outros carotenóides (α-caroteno e β-criptoxantina) (US inst Med Food 

Nutr., 2000; Trumbo et al., 2001), mostrado na tabela 01 modificado pelo 

intituto de Medicina (IOM, 200 E 2001). 

Tabela 01. Valores de equivalência de compostos de vitamina A 

 

1μg ER (equivalente de 

atividade de retinol) 

1μg de retinol totalmente trans 

(3,33UI) 

12μg de betacaroteno 

24μg de alfacaroteno 

24μg outros carotenóides 

(criptoxantina) 
 

1 μg betacaroteno 0,167 μg RE 

1 μg outros carotenóides 0,084 μg RE 

Fonte: Intituto de Medicina – referência de ingestão dietética (IOM, 2000 e 

2001) 

O retinol possui peso molecular igual a 286,46 sendo um álcool 

altamente insaturado, insolúvel na água, facilmente solúvel no éter, clorofórmio, 

acetona, gorduras e óleo. A Vit A e seus ésteres são rapidamente degradados 

pela luz, oxigênio e ácidos. Desta forma, as soluções preparadas com 

retinóides, devem ser estocadas no escuro e em baixas temperaturas 

(Gundersen and Blomhoff, 2001; Barua e Furr, 1998).  
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Quimicamente, o retinol é um isoprenóide, sintetizado a partir de 

unidades de isoprenos, e sua estrutura em anel é que confere sua atividade. 

Como mostrado na figura 1, o retinol contém um anel carboxílico de seis 

membros e uma cadeia lateral com onze carbonos e um grupo hidroxila em 

uma extremidade. Este grupo hidroxila pode ser oxidado para a forma de 

aldeído (retinal) ou a ácido carboxílico (ácido retinóico) (Figura 02). Sua 

estrutura permite a formação de dezesseis isômeros geométricos, dos quais 

seis são bem conhecidos, entretanto dois deles tem se destacado em suas 

atividades, o retinol trans que é a forma biologicamente mais ativa, e o isômero 

de configuração cis nos carbonos 11 e 13 (retinol cis), que possui atividade 

biológica no ciclo visual (síntese da rodopsina). A estrutura do retinol 

totalmente trans (all-trans-retinol) possui esta denominação devido a todas as 

duplas ligações serem na configuração trans. Dos isômeros cis, pode-se 

destacar o da configuração 11-cis-retinal, o qual é requerido para a visão e o 

ácido13-cis retinóico (ou isotretinóina), usado principalmente na dermatologia 

(Hoffman et al., 1971). 

                           

Figura 02: Fórmulas estruturais da vitamina A e alguns dos seus 
metabólitos, e do beta-caroteno. Fonte: Adaptado de Baltes, 1995. 

Retinol 

Retinal (retinaldeído) 

Ácido retinóico 

β-caroteno 
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1.3.2 Absorção e Metabolismo da vitamina A 

Os ésteres retinílicos, ácidos graxos de cadeia longa, são a principal 

forma da vitamina A (vitamina A pré-formada) na dieta alimentar, muito embora 

existam quantidades significantes proveniente do retinol e menores 

quantidades ainda provenientes de ácido retinóico (Plack, 1965). A hidrólise 

destes ésteres a retinol pode ser catalisada por enzimas secretadas pelo 

pâncreas no lumen intestinal ou por associação direta dentro das células 

intestinais. Entretanto, os carotenóides procedentes da dieta são absorvidos 

por mecanismo de difusão passiva pelas células da mucosa intestinal, isto é, 

dentro do enterócito. Nesta etapa, devido à insolubilidade em água, os ésteres 

são emulsionados pelos sais biliares e ácidos graxos livres dentro do lumen 

intestinal, convertendo-se por fim em micelas, para que possam ser absorvidos 

e transferidos para dentro da mucosa. Em condições normais, mais de 90% da 

vitamina A ingerida é absorvida (Harrison, 2005). 

A digestão dos ésteres retinílicos, devido a sua composição lipofílica, 

requer a catálise por lipases, enzimas que hidrolisam substratos lipossolúveis, 

isto é, insolúveis em água (Borgström e Erlanson, 1973; Brockman, 1984). 

Alguns pontos são particularmente relevantes no estudo da hidrólise de 

lipídeos altamente apolares, como os ésteres retinílicos. Um dos fatores a 

serem analisados é a disponibilidade de substratos que pode ser relevante 

devido a aparente especificidade de algumas enzimas lipofílicas que, na 

maioria das vezes, repercutem na disponibilidade do substrato na superfície.  

Isto deve ser levado em consideração, pois existem composições específicas 

dos lipídeos luminais que podem gerar um impacto importante na digestão e 

absorção das vitaminas A exógenas dietéticas (Harrison, 2005). 

A maioria dos estudos sobre a hidrólise enzimática dos ésteres 

retinílicos é conduzido sobre condições no qual a concentração do substrato é 

indefinida, principalmente quando se considera que mesmo sendo 

razoavelmente bem caracterizadas as formas de substratos (micelas, 
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lisossomos ou monocamadas de composição definida) provavelmente não são 

muito semelhantes comparando com as formas usadas pelos ésteres retinílicos 

in vivo (Harrison, 2005).  A inexistência de informações detalhadas sobre as 

formas ou fases que os ésteres retinílicos adotam no lumen intestinal não deixa 

claro esta questão.  Outros lipídeos vindo da dieta, como triglicerídeos, 

fosfolipídeos e colesterol, já são bem esclarecidos na literatura (Hernell et al., 

1990; Staggers et al., 1990). Estudos tanto em animais experimentais como em 

humanos, mostraram que a ingestão concomitante na dieta de lipídios 

aumentaria significantemente a digestão de vitamina A proveniente da dieta 

(Blomhoff et al., 1984; Noh e Koo, 2001; Tso P et al., 2001). A presença de 

gordura pode estimular digestão no intestino por três mecanismos: 1. 

Estimulando a secreção de enzimas do pâncreas; 2. Estimulando a bile a 

secretar os sais biliares; 3. Aumentando os produtos que digerem os lipídeos 

(lisofosfolipídeos, monoglicerídeos e ácidos graxos livres) (Harrison, 2005). 

Muitas enzimas são responsáveis pela completa hidrólise dos ésteres 

retinílicos no lumen intestinal. As enzimas pancreáticas (lipases pancreáticas 

triglicerídicas - PLT) e as enzimas presentes nas bordas em escova das células 

epiteliais intestinais (fosfolipase B – PLB). Somando-se a essas, tem-se ainda 

observado a presença de possíveis enzimas que também participam deste 

processo, a lipase pancreática ligada a proteína tipo 2 (PRLP2) e a lipase 

pancreática ligada a proteína tipo 1 (PRLP1), entretanto mais investigações são 

necessárias sobre suas possíveis funções (Jennens e lowe, 1995; giller et al., 

1992). 

Dentro dos enterócitos, o retinol se liga a CRBP II, proteína ligadora de 

retinol celular II, uma proteína citosólica que se liga especificamente ao retinol 

com alta afinidade (Harisson e Hussain, 2001). Dentre essas proteínas 

celulares de ligação do retinol ou proteínas carreadoras de retinol (CRBP), 

duas delas estão sendo purificadas e caracterizadas extensivamente, a CRBP I 

e CRBP II, que compartilham propriedades estruturais, genéticas e 

bioquímicas. A CRBP I, 14,6 kDa, é expressa em vários tecidos enquanto a 
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CRBP II, 16 kDa, que ocorre principalmente em células absortivas do intestino 

delgado constituindo cerca de 1% da proteína solúvel total (Ong et al., 1994; 

Newcomer et al., 1998; Li e Norris, 1996). A CRBP II parece funcionar como 

facilitador intestinal no deslocamento e metabolismo da vitamina A, pois 

solubiliza o retinol protegendo contra a degradação e o direcionando para 

enzima lecitina:retinol acetiltransferase - LRAT (Levin, 1997; Ong et al., 1994; 

Batten et al., 2004). Estudos in vitro utilizando as células Caco-2, linha de 

célula intestinal humana, demonstraram que captação do retinol, a esterificação 

a ácidos graxos de cadeia longa e a secreção são modulados pela CRBP II. 

Detectou-se nível de RNAm da CRBP II elevado após o tratamento das células 

diferenciadas Caco-2 com ácido retinóico (Levin, 1993; Lissoos et al 1995). 

Além disso, a CRBP II ligada ao retinol parece ser o principal substrato para 

enzima retinol lecitina acetiltransferase intestinal, a qual catalisa a transferência 

dos ácidos graxos de cadeia longa da lecitina para retinol. Desta maneira, o 

ácido retinóico pode está envolvido na regulação da expressão CRBP II 

diretamente ou por alguma mudança ao nível de receptores nucleares (Ong, 

1987). 

      Nos enterócitos o β-caroteno, precursor direto da vitamina A da dieta, é 

convertido em duas moléculas de retinaldeído (retinal) no intestino delgado 

pela clivagem (clivagem central), especificamente na dupla ligação central, 

catalisada pela enzima β-caroteno-15, 15’-monooxigenase (Moore, 1930) 

(Figura 03). Olson relata que esta enzima citosólica requer um detergente e 

oxigênio molecular, necessita de grupos sulfidrilas livres, contém, 

provavelmente, ferro ou cobre e apresenta KM= 1-10μmol e pH ótimo = 7,5-8,5 

(Olson,1999). E pode ainda ser convertido a retinal por clivagem excêntrica 

(assimétrica), que produz β-apocarotenais com diferentes quantidades de 

carbono nas cadeias formadas (Ong, 1994; During e Harisson, 2004). Então, a 

partir do β-caroteno pode-se obter o retinol, forma predominante da vitamina A 

na circulação. Este é gerado intracelularmente por duas reações enzimáticas 

oxidativas pelo qual o retinol é convertido primeiramente a retinaldeído e depois 

para ácido retinóico. Desta forma, o retinaldeído formado pode também ser 
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metabolizado a outro retinol, pelo retinaldeído redutase, ou em ácido retinóico 

pela enzima retinaldeído desidrogenase, como mostrado na figura 03 (Napoli, 

1988; Thomas et al., 2005). Assim, o retinol é o precursor imediato de dois 

importantes metabólitos ativos: retinaldeído (retinal), o qual desempenha um 

papel crítico na visão e ácido retinóico, metabólito que atua como mensageiro 

atuando na transcrição de inúmeros genes (Wald, 1968; Giguere 1987). 

 

 

Figura 03: Desenho esquemático das vias metabólicas da Vitamina A. O β-

caroteno proveniente da dieta pode ser clivado pela enzima β-caroteno-15, 15’-

monooxigenase originando duas moléculas de retinaldeído (retinal) que por sua 

vez origina o retinol e o ácido retinóico (forma ativa da vitamina A). Em síntese, 

o β-caroteno é gerado intracelularmente por duas reações enzimáticas 

oxidativas pelo qual o retinol é convertido primeiramente a retinaldeído e depois 

para ácido retinóico. O retinaldeído formado pode ser metabolizado a outro 

retinol, pela retinaldeído redutase, ou em ácido retinóico pela enzima 

retinaldeído desidrogenase (via irreverssível). NAD: Nicotinamida adenosina 

dinucleotídeo; NADH: Nicotinamida adenosina dinucleotíde, O2: oxigênio. 

Fonte: Adaptado de Thomas et al., 2005. 
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O passo seguinte da hidrólise dos ésteres provenientes da dieta é a 

captação do retinol livre (retinol proveniente da dieta somando ao produzido no 

intestino e o formado a partir dos carotenóides) pela mucosa celular (Dew e 

Ong, 1994), onde ocorre a reesterificação das longas cadeias de ácidos 

graxos, por duas enzimas lecitina:retinol acetiltransferase (LRAT) e acil-

CoA:retinol acetiltransferase (ARAT) (MacDonald e Ong, 1988; Ong et al., 

1987). A enzima LRAT esterifica o retinol ligada a CRBP II, e ARAT esterifica a 

retinol livre presente na célula, caso haja uma grande ingestão de vitamina A e 

uma saturação da CRBP II (Blomhoff et al., 1991; Blomhoff, 1984; Ong, 1994). 

E junto com os fosfolipídeos, colesterol e trigricerídeos, os ésteres de retinílicos 

são introduzidos para dentro dos quilomícrons, sendo transportado como 

componente dos quilomícrons, via linfática para rins, músculos e principalmente 

para o fígado (Blomhoff, 1982; Huang e Goodman, 1965; Harrison e Hussain, 

2001). Em torno de 75% de vitamina A á captada pelo fígado. 

Os quilomícrons consistem em milhares de agregados de triacilglicerol e 

fosfolipídeos juntamente com carotenóides, ésteres retinílico, pequenas 

quantidades de retinol, ésteres de colesterol, e poucas apolipoproteínas 

específicas. Embora a maioria da vitamina A absorvida seja secretada no 

sistema linfático como ésteres retinílicos, uma quantidade significativa é 

também secretada na circulação portal na forma de retinol não esterificado. A 

absorção portal parece ser importante em condições patológicas que afetam a 

secreção de quilomícrons como as betalipoproteínas (Harrison, 2005; Blomhoff 

e Blomhoff, 2006).  

Após a secreção de quilomícrons dentro do sistema linfático, as 

partículas lipoprotéicas movem-se para dentro da circulação geral, onde uma 

série de processos como hidrólise de triacilglicerol e troca de apoliproteínas 

resultam na formação de quilomícrons remanescentes (Blomhoff et al., 1990; 

Hazzard e Bierman, 1976; Hussain et al., 1996). A captação extra-hepática do 

quilomícrons remanescentes pode ser importante para a distribuição dos 

ésteres retinílicos e dos carotenóides para atender as necessidades dos 
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tecidos, como a medula óssea, tecido adiposo, músculo esquelético e fígado 

(Paik et al., 2004). 

Nos hepatócitos, os ésteres retinílicos são novamente hidrolisados e 

convertidos dentro das células estrelares (células Ito) do fígado a retinol por 

meio da ação de uma hidrolase dos ésteres retilínicos (retinil-éster-hidrolase), 

com a transferencia para as células parenquimais. Posteriormente, o retinol 

pode ser secretado pelos hepatócitos na circulação sangüínea estando ligado a 

chamada proteína transportada do retinol (proteína de ligação do retinol) (RBP) 

na circulação plasmática. Este complexo está associado com outra proteína 

plasmática, transtiretina (TTR). Ou pode ser captado pela RBP citoplasmática e 

levado aos sítios de estocagem, que são os adipócitos e os hepatócitos. O 

armazenamento na forma de éster de retinol é feito através da ação da retinol-

acetil--transferase sobre o retinol. Ao chegar no plasma, o complexo retinol-

RBP se liga à pré-albumina que o protegerá da ação da degradação no rim. 

Após se ligar aos receptores de membrana, o retinol entra nos sítios celulares e 

a RBP volta à circulação para ser degradada e reciclada. Ao entrar na célula, o 

retinol se fixa a uma molécula de transporte citoplasmática, a proteína de 

ligação ao retinol (específica do órgão) que o transporta ao sítio de ação. Além 

disso, o retinol pode ser oxidado e se transformar em ácido retinóico, que se 

liga a receptores nucleares específicos. O ácido retinóico, metabólito ativo da 

vitamina A, é responsável pela maioria dos efeitos pleotróficos da vitamina A 

atuando através da regulação de genes específicos a nível transcricional via 

receptores nucleares específicos, como os receptores do ácido retinóico 

(RARs) e os receptores do ácido retinóide X (RXRs), os quais possuem três 

isoformas (alfa, beta e gama) (Blomhoff e Blomhoff, 2005) (Figura 04). 
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Figura 04: Esquema representativo das principais via de transportes dos 
retinóides no organismo. As principais fontes de vitamina A na dieta humana 

são proveniente dos carotenóides, presentes nas frutas e vegetais 

principalmente na forma de β-carotenóide, e na forma de ésteres de retinila 

(RE) encontrados nos alimentos de origem animal. Nos humanos os 

carotenóides são clivados gerando retinol (ROH) ou absorvidos intactos, já os 

RE são completamente hidrolisados no lumen intestinal e o retinol livre é 

captado pelos enterócitos onde é reesterificado a RE (principalmente na forma 

de palmitato) resultando na incorporação destes dentro dos quilomícrons para 

então serem absorvidos pela via linfática. Após a secreção dos QM-RE 

(quilomícrons de ésteres de retinila), nos vasos linfáticos ele se movem para 

dentro da circulação geral, onde ocorrem vários processos como hidrólise de 

triacilglicerol e troca de apoproteína resultando na formação dos quilomícrons 

remanescentes (QMR). Ocorre também a captação extra-hepática dos QMR, 

sendo uma via importante no processo de obtenção do retinol a partir do RE e 

dos carotenóides para suprimento de vitamina A nos tecidos como medula 
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óssea, tecido adiposo, fígado, músculos esqueléticos, entre outros. No 

hepatócito, os RE são hidrolisados e o retinol não esterifcado pode ser 

associado à proteína ligadora de retinol (RBP). Além disso, uma grande porção 

deste retinol pode ser transferida a um outro tipo de célula do fígado, células 

estreladas, sendo local de estoque de retinol no organismo (50-80% do total de 

retinol no corpo). O retinol pode ser secretado pelos hepatócitos na circulação 

sangüínea estando ligado RBP (ROH-RBP) na circulação plasmática. Fonte: 

Adaptado de Blomhoff e Blomhoff, 2005. 

 1.3.3 Aspectos gerais do transporte e distribuição da vitamina A  

No plasma e dentro da célula a molécula de retinol liga-se a proteínas 

transportadoras distintas, a proteína plasmática ligadora do retinol (RBP) e as 

proteína celulares ligadoras de retinol (CRBPs). Em torno de 90 a 95% da 

vitamina A da circulação plasmática encontra-se ligada a proteína ligadora de 

retinol (RBP) (Newcomer et al., 1998). A RBP é uma proteína formada por 

simples cadeias polipeptídicas de 21 KDa e liga-se ao retinol, gerando um 

complexo binário associado a outra proteína plasmática denominada de 

transtiretina (TTR). A TTR apresenta dois sítios de ligação independentes, um 

para tiroxina (T4) e outro para a ligação a RBP (Kanda et al., 1974; Ferguson et 

al., 1975; Raz et al., 1970; Van Jaarsveld at al, 1973), onde na circulação a 

maior parte da RBP está ligada à TTR (Goodman, 1984). Estudos com células 

hepáticas mostraram que a síntese e a liberação da RBP pode ocorrer na 

ausência da TTR sugerindo que a TTR pode não ser essencial para a liberação 

da RBP aos tecidos e células (Zovich et al., 1992; Melhus et al., 1991; Davis e 

Ong, 1992) 

Os primeiros pesquisadores a demonstrar que o retinol no plasma era 

ligado a uma proteína específica de ligação do retinol foram Kanai e 

colaboradores, onde a isolaram do soro humano em 1968, desde então a RBP 

tem sido isolada do soro de vários outros vertebrados, inlcuindo pássaros e 

peixes (Goodman, 1984). Aproximadamente 95% da RBP está associada a 
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TTR (na razão 1:1 de molaridade), e este complexo reduz a filtração glomerular 

do retinol e o catabolismo da RBP. O complexo retinol-RBP na ciculação tem 

uma meia vida de 12 horas. O retinol liberado pelo fígado junto ao RBP e 

sabendo que a proteína RBP tem apenas um sítio de ligação para retinol, o 

retinol e RBP existem na circulação em concentrações equimolares (Smith et 

al., 1973; Ingenbleek et al., 1975). A maioria dos retinóides, além do retinol e 

ésteres de retinil, estão presentes no plasma em concentrações nanomolares 

(5-10nM). Grande parte do nível de retinol e ésteres de retinil dependem da 

captação da vitamina A e que normalmente aumenta 2 a 4 horas depois de 

uma grande ingestão de vitamina A (Hartmann et al., 2005). Grande parte dos 

tecidos adquire a vitamina A através do retinol ligado a RBP (Goodman e 

Blaner, 1984). Sugere-se que o retinol entre na célula por difusão passiva ou 

através de um receptor para a RBP (Blomhoff et al., 1991, Blomhoff et al, 

1994), porém o exato mecanismo de transferência do retinol ainda precisar se 

confirmado. 

Os carotenóides são solúveis em gorduras e são transportados no 

plasma ligados a lipoproteínas. São absorvidos da dieta e entra na via linfática 

associado com quilomícrons, e eles seguem principalmente juntos aos 

quilomícrons para o fígado.  Os carotenóides não se acumulam nas células do 

fígado, mas são mobilizados como componentes do VLDL sendo convertidos a 

VLDL remanescentes e LDL na circulação por processo semelhante ao da 

formação dos quimícrons remanescentes (Ambrósio et al., 2006)  

Estudos sugerem que o caminho pelo qual o tecido adquire os retinóides 

seja predominantemente através do retinol transportado pela RBP, embora 

outros retinóides na circulação sirvam como fonte para os tecidos. Existem, 

entretanto, mecanismos independentes da RBP, através dos quais as células 

adquirem os retinóides, através do ácido retinóico livre, pelos ésteres retilínicos 

em quilomícrons e quilomícrons remanescentes, pelos glucoronídeos do retinol 

e ácido retinóico solúveis em água e pelos carotenóides, como provitamina A, 
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que podem ser convertidos dentro dos tecidos a retinol e ácido retinóico (Paik 

et al., 2004). 

 Os retinóides podem chegar ao sangue por diferentes formas de 

vitamina A. Em síntese, o retinol captado pela célula pode ser tanto oxidado 

para retinal pela ação de uma retinol dehidrogenase (RolDH) ou esterificado a 

ésteres de retinila pela ação da lecitina:retinol acetiltransferase (LRAT). Os 

ésteres de retinila presentes nas células podem ser hidrolisados a retinol pela 

ação das hidrolases dos ésteres retilínicos (REH). Além do complexo retinol-

RBP-TTR, depois da ingestão de uma refeição rica em vitamina A, pode conter 

grandes quantidades de ésteres de retinila nos quilomícrons e nos seus 

remanescentes na circulação sangüínea. Embora o fígado tenha a capacidade 

de captar a maioria da vitamina A da dieta, alguns tecidos captam a vitamina A 

da dieta presentes nos quilomícrons. Níveis baixos de retinil-β-glucoronídeos, 

de retinoil-β-glucoronídeos e ésteres de retinila nas lipoproteínas também são 

encontrados na circulação. A pró-vitamina A proveniente dos carotenóides 

pode ser absorvida intacta da dieta ou são encontras na circulação presentes 

nos quilomícrons e nas lipoproteínas. O retinal é formado tanto através da 

oxidação do retinol como também da clivagem dos carotenóides pela enzima 

clivadora de carotenóides (CCE) sendo posteriormente oxidado por uma retinal 

dehidrogenase (RALDH) a ácido retinóico, que pode agir dentro do núcleo da 

célula regulando a transcrição dos genes responsivos a vitamina A. Dentro das 

células, o retinol pode está ligado a proteínas ligadora de retinol tipo I (CRBP-1) 

e o ácido retinóico celular a proteína tipo I e II (Paik et al., 2004). 

1.3.4 Funções da Vitamina A 

 A vitamina A (Vit A) e seus análogos são nutrientes essenciais em 

pequenas quantidades para o funcionamento normal do sistema visual, 

controle do crescimento e diferenciação, desenvolvimento normal embrionário, 

manutenção da integridade das células epiteliais, função imune, reprodução e 

morte durante toda a vida. De acordo com o tipo do tecido, órgão ou sistema 

orgânico, as várias formas da vitamina A podem apresentar funções 

PDF criado com versão de teste do pdfFactory Pro. Para comprar, acesse  www.divertire.com.br/pdfFactory

http://www.divertire.com.br/pdfFactory


 45  

específicas (Warden et al., 1997; Quadro L et al., 2000; Ziegler TR, 2003, 

Blomhoff e Blomhoff, 2005). 

Na função visual, a vitamina A depende do seu metabólito 11-cis-retinal, 

mas para a maioria das outras funções da vitamina A, depende do ácido 

retinóico, principalmente do todo-trans-ácido retinóico (ácido retinóico 

totalmente trans) e do 9-cis-ácido retinóico (Kastner et al., 1995). O ácido 

retinóico é formado principalmente através do metabolismo oxidativo 

intracelular do retinol via retinal. (Duester, 2000). O ácido retinóico 

desempenha papéis nas vias metabólicas celulares e em promover a 

diferenciação celular epitelial (Baltes et al., 2004; De Luca et al., 1972). Os 

efeitos celulares do ácido retinóico são mediados através da ligação a 

receptores nucleares específicos que servem para ativar ou inibir genes 

específicos requeridos pelas células, incluindo genes que codificam os 

hormônios, fatores de crescimento, receptores de membranas, matriz protéica 

extracelular, proteínas estruturais e enzimas envolvidas em diversos processos 

metabólicos (Chen et al., 1996, Chambon, 1996; Mangelsdorf et al., 1994; 

Gudas et al., 1994).  

O ácido retinóico se liga a duas famílias de receptores nucleares, os 

receptores do ácido retinóico (RAR) e receptores X para retinóides (RXR) 

(Kastner et al., 1995; Mangelsdorf e Evans, 1995). Estes dois receptores atuam 

sempre como heterodímeros, ou seja, um RXR com um RAR, nos elementos 

responsivos para o ácido retinóico e apresentam subtipos que são 

denominados de α, β, γ que são sintetizados por diferentes genes. Os mais 

encontrados na pele são o RAR-g e o RXR-a, enquanto que o principal 

receptor relacionado à teratogenicidade é o RAR-a. Estes receptores estão 

acoplados a determinadas regiões dos genes que são responsivas à ativação 

pelo retinol e/ou ácido retinóico. O 9-cis-ácido retinóico liga-se a ambos os tipos 

de receptores, enquanto o todo-trans-ácido retinóico, o mais importante ácido 

retinóico fisiológico, liga-se ao RAR e, apenas em altas concentrações, pode-se 

ligar ao RXR (Chambon, 1996). Uma vez ativados pelos seus ligantes o RAR 
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se liga, como heterodímeros RAR-RXR, à seqüências alvo específicas do DNA, 

chamadas de elementos responsivos para o ácido retinóico, acarretando 

mudanças na expressão de genes por interferir em efeitos biológicos (Bonet et 

al., 2003). Embora os mecanismos específicos de ação extracelulares dos 

retinóides ainda estão sendo identificados (Chen et al., 1996). 

Segundo SAARI (1994), o retinal desempenha função específica no 

sistema visual, sendo necessário no processo de transdução da luz em sinais 

neurais. A absorção da luz catalisa a fotoisomerização do 11-cis-retinal, 

presente no pigmento rodopsina dos receptores rod, ao retinal totalmente trans. 

Tais receptores liberam sinais que ativam as células neurais associadas à 

porção do córtex cerebral responsável pela visão (IOM, 2001) 

A capacidade de diferenciação do ácido retinóico tem despertado grande 

interesse pelo potencial terapêutico do mesmo para o tratamento de uma 

variedade de tipos de câncer (Shelton et al, 2006). Muitas das funções das 

moléculas de adesão são moduladas pelos retinóides, principalmente pelo 

ácido retinóico. Estudos têm demostrado que o ácido retinóico é capaz de 

induzir uma maior diferenciação fenotípica em vários tipos de células, sendo 

também efetivo em reduzir, atrasar ou prevenir as transformações neoplásicas 

e promover a regressão em alguns tumores in vivo (Niles, 2000). Por 

conseqüência, os retinóides são utilizados como agentes quimioterápicos ou 

quimiopreventivos no tratamento de doenças (Freemantle et al., 2003;Lippman 

et al., 1995). O todo-trans-ácido retinóico é uma droga quimioterápica eficaz 

para o tratamento da leucemia promielocítica (Degos e Wang, 2001). Além 

disso, esta droga exibe efeito inibitório em inúmeras linhas de células de câncer 

de cólon (Nicke et al., 1999; Kim et al., 2002; Lee et al., 2000). 

Uma outra função da vitamina A ou retinol, derivada de seus precursores 

ou na forma encontrada no sangue, está na regulação da diferenciação celular 

programada durante a embriogênese e também nos tecidos adultos. 

Evidências sugerem que o ácido retinóico desempenha um papel fundamental 

no desenvolvimento embrionário, estando presente nas regiões da medula 
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espinhal dorsal e das vértebras (Morriss-Kay e Sokolova, 1996). Está também 

envolvido no desenvolvimento dos membros, do coração e os aparelhos visuais 

e auditivos (Ross et al., 2000). O ácido retinóico inibe a proliferação celular e 

induz a diferenciação celular em alguns tipos de células embrionárias incluindo 

os hepatócitos, células endoteliais e células do músculo liso vascular (Dickman 

e Smith, 1996; Hofmann e Eichele, 1994; Macffery e Drager, 1995). 

Experimentos realizados com animais e com várias linhas celulares 

sugerem que a vitamina A e seus análogos modulam vários elementos 

responsivos do sitema imune, dentre eles, a expressão de queratina e mucinas, 

linfopoiese, apoptose, produção de citocinas, função dos neutrófilos, células 

natural killer, monócitos ou macrófagos, linfócitos T e B e a produção de 

imunglobulinas (Semba, 1998). A suplemetação terapêutica com a vitamina A 

em diferentes tipos de infecção, destacando-se as doenças diarréicas, o 

sarampo, a malária, infecção pelo vírus da imunodeficiência humana – HIV e a 

turbeculose, tem-se mostrado com um elevado valor terapêutico (Markowitz et 

al., 1989). Estudos de triagem clínica mostraram que a suplementação com 

altas doses de vitamina A reduz a mortalidade e morbidade em crianças com 

infecção aguda pelo sarampo e diminui as complicações (na pneumonia e em 

doenças diarréicas) associadas com a supressão imune do sarampo (Barclay 

et al., 1987; Hussey e Klein, 1990; Coutsoudis et al., 1991; Ogaro et al., 1993; 

Sempa, 1999). 

A vitamina A é importante para a imunidade intestinal, pois desempenha 

um papel específico nas células T do intestino. O ácido retinóico regula de 

forma direta ou indireta a atividades das células T incluindo a apoptose 

induzida pela ativação e desenvolvimento da resposta Th1 e Th2 (T-Helper) 

(Iwata et al., 1992; 2003; Yang et al., 1993; Racke et al., 1995; Hoag et al., 

2002; Stephensen et al., 2002). Iwata e colaboradores mostraram em um 

estudo in vitro que a deficiência de vitamina A causa redução da integrina α4β7 

e uma depleção das células T da lâmina própria do intestino (Iwata et al., 

2004).  A vitamina A também desempenha um papel na produção de 
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glicoproteína celular e na regulação da divisão celular no intestino, 

influenciando na duração da renovação epitelial intestinal, depois das infecções 

entéricas agudas e, deste modo, na absorção de água, eletrólitos e outros 

nutrientes (DeLuca et al., 1972; Zile et al., 1977; Henning et al., 1992). Estudos 

in vivo demonstraram que animais com deficiência de vitamina A apresentaram 

mudanças no epitélio do jejuno. Neste estudo a atrofia do jejuno, induzida pelo 

rotavírus, foi maior nos animais com deficiência de vitamina A (Ahmed et al., 

1990). 

Vários estudos evidenciaram a importância dos retinóides na integridade 

do tecido epitelial (Kubota et al., 2001; Swartz-Basile et al., 2000; Swartz-Basile 

et al., 2003). Estudos em ratos submetidos à maciça ressecção do intestino 

delgado demonstraram que a vitamina A é necessária para a adaptação 

intestinal.  A deficiência de vitamina A inibiu a adaptação às 48 horas e 10 dias 

depois da ressecção, causando aumento de apoptose e diminuição taxa de 

proliferação de células da cripta e redução da migração dos enterócitos 

(Swartz-Basile et al., 2000; Swartz-Basile et al., 2003). Estudos in vitro em 

células Caco-2, células de adencarcinoma de cólon humano, evidenciaram que 

o ácido retinóico inibiu o crescimento e estimulou a diferenciação nestas 

células (McCormack et al., 1996). Em células epiteliais da traquéia, estudos 

demonstraram que o ácido retinóico promoveu a diferenciação destas células 

em monocamadas de células epiteliais secretoras de muco (Jetten, et al., 1987; 

Rearick e Jetten, 1989).  

Além disso, a vitamina A e seus ligantes, os retinóides, são importantes 

reguladores do trato reprodutivo epitelial de fêmeas (Gorodeski et al., 1997). 

Estudos in vivo indicaram que a deficiência de vitamina A leva a um 

ressecamento de mucosas, em particular da endocérvice (Deluca, 1978). O 

epitélio colunar simples da endocérvice pode sofrer metaplasia escamosa em 

reposta à deficiência de vitamina A, seguido de uma posterior queratinização 

do epitélio (Elias e Williams, 1981). Nos homens, o retinol e ácido retinóico 

estão envolvidos na regulação da função testicular, cuja deficiência induz a 

PDF criado com versão de teste do pdfFactory Pro. Para comprar, acesse  www.divertire.com.br/pdfFactory

http://www.divertire.com.br/pdfFactory


 49  

cessação da espermatogênese e afeta a produção da testosterona (Howell et 

al., 1963; Livera et al., 2002). Em hepatócitos, foi evidenciado que o ácido 

retinóico promoveu in vitro um efeito antiproliferativo e de diferenciação em 

hepatócitos nomais e nos hepatócitos diferenciados (Falasca et al., 1998a, 

1998b, 1999). 

1.3.5 Deficiência de vitamina A 

  A deficiência de vitamina A (DVA) existe em mais de 120 países, 

tanto na sua forma clínica quanto subclínica sendo que, nas últimas três 

décadas, vem sendo reconhecida como um grave problema de saúde pública 

em vários lugares do mundo e que acomete, principalmente, recém-nascidos, 

crianças em idade pré-escolar, puérperas, mulheres grávidas e lactantes 

(Stoltzfus et al., 1993, Underwood, 1998; WHO, 1995). Estima-se que em torno 

de 140 a 250 milhões de crianças em idade pré-escolar apresentam risco de 

deficiência subclínica de vitamina A; três milhões possuem deficiência clínica 

de vitamina A e, anualmente, mais de um milhão de mortes na infância estão 

associadas à deficiência de vitamina A (WHO, 1995). 

Nas crianças, a DVA é freqüentemente associada às infecções como o 

sarampo, gerando quadros de xeroftalmia e conseqϋências mais graves, 

devido a elevação dos riscos de infecção e mortalidade (Sommer et al., 1986; 

Sommer e West, 1996; Rahmathullah et al., 1990; Reddy, 1991). Além disso, 

estudos mostram que a carência de vitamina A no início da vida, como nos 

recém-nascidos e nos lactentes, está associada com condições desfavoráveis 

para o desenvolvimento infantil (Taucher, 1992). Estima-se que as 

manifestações clínicas afetem de 5 a 10 milhões de crianças por ano, em sua 

maior parte nos países em desenvolvimento (Underwood, 1990) e que a 

deficiência subclínica, definida como o estágio em que ainda não há sinais 

clínicos de carência, mas que gera alterações metabólicas com conseqüências 

graves para a saúde e sobrevida infantil, possa afetar cerca de 230 milhões de 

crianças, resultando em 250.000 a 500.000 novos casos de cegueira 

irreversível a cada ano (WHO, 1995).  

PDF criado com versão de teste do pdfFactory Pro. Para comprar, acesse  www.divertire.com.br/pdfFactory

http://www.divertire.com.br/pdfFactory


 50  

A avaliação clínica da deficiência de vitamina A só se torna evidente 

quando ela progride para um estágio severo, ficando limitada à detecção inicial 

da deficiência de vitamina A. Valores de retinol sangüíneo < 0,35 μM indicam 

severa deficiência de vitamina A, entre 0,36- 0,70 μM indicam uma moderada 

deficiência, entre 0,71- 1,05 μM uma leve deficiência e maior do que 1,05 μM 

indicam níveis suficientes de vitamina A (Underwood, 1994) 

Em nível epidemiológico, a WHO (1995) estabelece critérios para 

caracterizar a hipovitaminose A como um problema de saúde pública. A 

prevalência de 20% ou mais da população com valores de retinol sérico 

inferiores a 0,70μmol/L constitui deficiência grave; entre 10-19% é classificada 

como deficiência moderada e abaixo de 10% em deficiência leve. Entretanto, a 

literatura aponta que o ponto de corte 0,70μmol/L não é suficientemente 

sensível para a detecção da deficiência marginal. As evidências com relação 

ao impacto da deficiência subclínica sobre os índices de morbi-mortalidade, 

sobretudo em crianças, têm conduzido a uma reflexão sobre os pontos de corte 

e a interpretação da curva de distribuição de valores de retinol sérico (Ramalho 

et al., 2002). Os achados até então acumulados apontam o nível de retinol 

sérico de 1,05 μmol/L como o limite entre o estado de adequação e a condição 

marginal da deficiência de vitamina A, com base em observações do 

comportamento do retinol sérico por meio de testes terapêuticos e da resposta 

relativa à dose (RDR) (Flores et al., 1991; Flores, 1992; Flores, 1993). Outros 

métodos de dignóstico também são realizados, como teste modificado de 

resposta relativa à dose (MRDR), concentração de vitamina A no leite humano, 

avaliação histológica através da citologia de impressão conjuntival e avaliação 

fisiológica através do dignóstico da cegueira noturna, embora esse indicadores 

não sejam totalmente corretos para avaliar a DVA em certos locais devido a 

escassez de dados e inquéritos na região (McLaren e Frigg, 1999;  WHO, 

1996). 

Em vários países, pesquisas foram realizadas com base nos níveis de 

retinol sérico e na prevalência de sinais oculares e nos sintomas da deficiência 
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de vitamina A, objetivando-se categorizar as regiões dos países em: regiões de 

DVA clínica, subclínica grave e subclínica moderada (WHO, 1995). No ano de 

2000, os países passaram também a ser categorizados, considerando a 

disponibilidade da informação. No continente Africano, encontram-se países 

como Zimbabue, Angola e Moçambique, que foram classificados como regiões 

de DVA clínica e subclínica. No continente Americano, nenhum país foi 

classificado como áreas de DVA clínica. Todos os países do sudoeste da Ásia 

foram considerados áreas de DVA ou com possibilidade. Países como 

Blangladesh, Nepal, Índia, Sri Lanka, foram considerados como regiões DVA 

clínica, enquanto na Indonésia e Tailândia, regiões de DVA subclínica. No 

continente Europeu, França, Portugal, Itália e Reino Unido foram classificados 

como regiões com insuficiência de dados mais com presença provável de DVA. 

No oeste do pacífico, Comboja, Mongólia e Micronésia foram considerados 

áreas de DVA clínica. Países como Brasil, Guatemala e Peru, foram 

clasificados como regiões de DVA subclínica (Figura 05) (MacLaren e Frigg, 

1999, WHO, 1995). 

 

             Figura 05: Deficiência da vitamina A no mundo. Mapa mostrando à 

classificação dos países quanto à deficiência de vitamina A - DVA (clínica 
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subclínica severa subclínca moderada, subclínica fraca, DVA sob controle e 

dados não disponíveis). Fonte: WHO, 2001 

No Brasil, estudos sobre a prevalência de hipovitaminose A, avaliada 

através de indicadores bioquímicos e sinais clínicos da deficiência, confirmam 

que este é um problema com magnitude de saúde pública em todo país, 

principalmente na região do Nordeste, como em Pernambuco (Flores et al., 

1991), Ceará (Mcauliffe et al., 1991), Paraíba (Santos et al., 1983) e Bahia 

(Assis et al., 1997). Em outras regiões do país também foram encontradas 

prevalências indicativas de um preocupante problema de saúde, como em São 

Paulo (Carvalho et al., 1995), Ribeirão Preto (Carvalho et al., 1979), Vale do 

Jequitinhonha (Araújo et al, 1986), Marabá (Trigo, 1985), e em outras 

localidades de São Paulo (Roncada, Mazzilli, 1989) e na região Amazônica 

(Ramalho et al., 2002). Porém, no Nordeste há elevada prevalência da carência 

clínica (presença de sinais e sintomas oculares) em lactentes, escolares e pré-

escolares (WHO, 1995a). 

A deficiência de vitamina A pode ser causada por dois fatores principais. 

O primeiro por uma persistente ingestão inadequada de vitamina A para 

satisfazer às necessidades orgânicas, tanto em crianças como em indivíduos 

adultos, prejudicando as funções fisiológicas, ainda que os sinais clínicos de 

carência não sejam evidentes (OMS, 1982; Flores, 1984; Araújo, 1984; 

Blomhoff, 1991; OMS, 1992; Underwood, 1993; Brünken e Flores, 1993; 

Coelho et al., 1995; WHO, 1995). Isto é freqüentemente exacerbado por 

circunstâncias secundárias, como um insuficiente consumo de gordura na 

dieta, levando a uma ineficiente absorção deste micronutriente (Dimitrov et al, 

1988; Blomhoff, 1991). Para Sommer (1995), uma variedade de razões justifica 

o consumo insuficiente desta vitamina, sobretudo a falta de conhecimento e a 

não preferência pelos alimentos ricos em vitamina A, seja pelo seu custo ou 

hábito alimentar. Com exceção das situações de extrema pobreza, a renda e 

escolaridade parecem não ser fatores determinantes do estado nutricional de 

vitamina A, reforçando a tese de que a ingestão inadequada de alimentos fonte 
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de vitamina A seja o principal fator etiológico da carência desta vitamina, e que 

sua exclusão ou baixo consumo estejam mais relacionados a hábitos 

alimentares inadequados do que a fatores econômicos (Brünken e Flores, 

1993; Brünken e Flores, 1994; Coelho et al, 1995; Ramalho e Saunders, 2000).  

O segundo fator causador da deficiência de vitamina A é a freqüência de 

episódios infecciosos. Para Scrimshaw e colaboradores (1968), nenhuma outra 

deficiência nutricional apresenta maior sinergismo com doença infecciosa que a 

carência de vitamina A, pois tal condição nutricional confere uma 

susceptibilidade maior às infecções, principalmente àquelas que dizem respeito 

ao epitélio muco secretor (Reddy, 1986; Sivakumar 1972; Arroyave e Calcaño, 

1979; Darlow e Graham, 2000) e, por outro lado, certas infecções parecem 

favorecer o desenvolvimento da deficiência clínica de vitamina A, através de 

uma diminuição dos níveis de retinol circulantes, por uma espécie de 

“seqüestro de vitamina A” (Ramalho e Dolinsky, 2003).   

Sabendo-se que o retinol é um indicador útil da concentração de 

vitamina A, sua dosagem pode ser usada para identificar indivíduos com 

estoques no fígado diminuídos ou esgotados de vitamina A (Gibson, 1990; 

Underwood, 1994) Entretanto, as concentrações de retinol sangüíneo 

diminuem transitoriamente durante uma resposta de fase aguda a infecção, 

assim esta diminuição não reflete as reais mudanças nos estoque de vitamina 

A no fígado, podendo interferir no uso do retinol sangüíneo como indicador da 

concentração de vitamina A (Filteau et al., 1993; Ross e Stephensen, 1996; 

Thurnham, 1997; Mitra et al., 1998). Quanto mais grave for à infecção, maior 

será a diminuição do retinol sangüíneo. E por ser transitória, esta diminuição 

retorna para os níveis da pré-infecção dentre alguns dias (Miltra et al., 1998). 

Acretida-se que a principal razão para a diminuição do retinol durante a 

infecção relativamente leve, é que a síntese do RNAm da proteína ligado do 

retinol (RBP) pelo fígado esteja diminuída durante uma reação de fase aguda, 

resultando na diminuição da liberação do retinol-RBP pelo fígado (Rosales et 

al., 1996). Desta forma, a interpretação de dados das concentrações de 
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nutrientes na circulação como a vitamina A fica então dificultada com a 

presença de infecções (Brown et al., 1993; Beisel, 1976), e por isso tem-se 

sugerido que as proteínas de fase aguda possam ser utilizadas para interpretar 

os dados de retinol sérico em populações com alta prevalência de infecções 

(Filteau et al., 1993; Paracha et al., 2000; Quadro et al., 2000). 

As alterações epiteliais e no sistema imune podem causar aumento da 

gravidade de algumas infecções e risco de morte, especialmente entre as 

crianças (Ross, Hammerling, 1994; Fiteau et al., 1999). Várias patologias são 

citadas na literatura como sendo fatores que podem influenciar o metabolismo 

da vitamina A, merecendo destaque as diarréias agudas, as infecções 

respiratórias, a tuberculose e o sarampo (Reddy, 1986; Sivakumar 1972; 

Arroyave, Calcaño, 1979; Underwood, 1984; Reddy, et al., 1986). Dados do 

Ministério da Saúde (2000) mostraram que a carência de vitamina A está 

associada a 23% das mortes por diarréia em crianças brasileiras. Na 

deficiência de vitamina A, a integridade das barreiras epiteliais e o sistema 

imune são comprometidos antes das alterações da função do sistema visual, o 

que caracterizaria a deficiência subclínica ou marginal de vitamina A 

(Vijayaraghavan et al., 1990; Sommer, 1995). Quando a depleção de vitamina 

A é suficiente para afetar a função visual, primeiro ocorre cegueira noturna 

devido à diminuição da capacidade orgânica em regenerar a rodopsina, que é 

essencial para a visão em baixa luminosidade. Isto é acompanhado por 

alterações do epitélio ocular e resulta em xeroftalmia (olho seco) que pode 

afetar a conjuntiva (xerose da conjuntiva e mancha de Bitot) e a córnea (xerose 

de córnea) podendo conduzir a úlcera de córnea, por invasão microbiana e, 

finalmente, cegueira parcial ou total (queratomalácia) (Sommer, 1995). Desta 

forma, o impacto da carência de vitamina A em outras funções metabólicas, 

além da visão, foi, durante muito tempo, ignorado, apesar dos conhecimentos 

obtidos em experimentação animal.  

As conseqüências fisiológicas da deficiência de vitamina A, como 

cegueira noturna e anormalidades na diferenciação do epitélio conjuntival, 

PDF criado com versão de teste do pdfFactory Pro. Para comprar, acesse  www.divertire.com.br/pdfFactory

http://www.divertire.com.br/pdfFactory


 55  

geralmente começam a ocorrer em níveis de retinol sérico abaixo de 1,0 μmol/L 

e, especialmente, abaixo de 0,70 μmol/L. A xeroftalmia pode ocorrer em níveis 

abaixo de 0,70 μmol/L, porém torna-se mais freqüente em níveis abaixo de 

0,35 μmol/L (Sommer, 1995). Desta maneira, a carência de vitamina A pode 

levar a várias conseqüências como cegueira noturna, xeroftalmia, xerodermia e 

hiperqueratose folicular. Além das alterações oculares, o retardo no 

crescimento (Sommer, 1989), o aumento da susceptibilidade às infecções e o 

aumento do risco de doenças respiratórias e diarréicas, são outras graves 

conseqüências da deficiência de vitamina A (Sommer et al., 1987). Na maioria 

das vezes, a deficiência de vitamina A aparece associada à desnutrição 

protéico-energética (Carlier et al., 1991), sendo que as formas avançadas da 

hipovitaminose A podem evoluir para o óbito.  Todos esses dados têm 

suscitado um elevado interesse na comunidade científica pela grande 

importância dos resultados e suas conseqüências para a saúde pública 

(Ramalho et al., 2002; West et al., 1989) 

1.4 Vitamina A e ciclo visual 

Na história da vitamina A observa-se que a cegueira noturna foi pela 

primeira vez descrita no Egito cerca de 1500 a.C., não sendo, entretanto 

associada à deficiência dietética. Hipócrates aconselhava para seu tratamento 

o emprego tópico com fígado tostado ou frito, assim como a ingestão desse 

órgão. Desta maneira, há muito tempo, sabe-se que a deficiência de vitamina A 

interfere na visão em ambientes pouco iluminados, sendo conhecida como 

cegueira noturna (nictalopia) (Wald, 1968). 

As células especializadas da retina, denominadas de bastonetes 

(sensíveis à luz de baixa intensidade) e cones (receptores à luz de alta 

intensidade), são responsáveis pela fotorrecepção. Dois tipos de fotoreceptores 

estão presentes na retina: rodopsinas e iodopsinas A primeira etapa consiste 

na absorção de luz por um cromóforo (11-cis-retinal) ligado à proteína 

receptora. O holorreceptor nos bastonetes é a rodopsina, uma combinação da 
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proteína opsina e do 11-cis-retinal ligados a um grupo prostético (Olson, 1984; 

Lamb e Pugh Jr, 2004). 

Durante a síntese de rodopsina, o 11-cis-retinol é convertido em 11-cis-

retinal, uma reação reversível que requer a presença de nucleotídeos de 

piridina. O seguinte passo é a combinação do 11-cis-retinal  com o grupo ε-

amino de um resíduo específico de lisina na opsina, formando rodopsina 

(Blomhoff e Blomhoff, 2005). 

O ciclo visual (Figura 06) inicia-se com a absorção de um fóton de luz, 

seguida de fotodecomposição ou descoramento da rodopsina que desencadeia 

uma cascata de estados conformacionais instáveis resultando na isomerização 

do 11-cis-retinal em retinal totalmente trans e uma hidrólise da ligação 

covalente entre o retinal totalmente trans e a opsina, provocando a dissociação 

(Olson, 1984; Lamb e Pugh Jr, 2004). A rodopsina ativada interage 

rapidamente com outra proteína do seguimento externo do bastonete retiniano, 

denominada transducina. A transducina estimula uma fosfodiesterase do GMP 

cíclico, e isto resulta em declínio na concentração de GMP cíclico provocando a 

diminuição na condutância dos canais de Na+ e aumento do potencial de 

membrana. Após processamento no interior do circuito retiniano, este potencial 

do receptor primário provoca a geração de potenciais de ação que se dirigem 

até o cérebro através do nervo óptico (Stryer, 1991, Saari, 1994). Deste modo, 

o retinal totalmente trans pode sofrer isomerização direta para 11-cis-retinal 

que ainda pode recombinar-se com a opsina, formando rodopsina. Com 

também, o retinal totalmente trans pode ser reduzido a retinol totalmente trans, 

que é inicialmente convertido em 11-cis-retinol e, em seguida, em rodopsina 

(via anteriormente descrita) (Zile e Cullum, 1983; Olson, 1984; Lamb e Pugh Jr, 

2004). Desta forma, a vitamina A é essencial na formação dos pigmentos 

visuais e, portanto, na prevenção da cegueira noturna (Olson, 1984). 
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  Figura 06: Papel dos retinóides no ciclo visual.  O passo inicial do ciclo 

visual ocorre imediatamente após a absorção de um fóton de luz pelo 

cromóforo 11-cis-retinal, presente dentro da molécula de pigmento visual 

(rodopsina), que é isomerizado para configuração totalmente trans, ativando a 

cascata de fotontransdução que resulta, em última análise, na fomação do 

retinal totalmente trans e dissociação do componente opsina. Deste modo, o 

retinal totalmente trans pode sofrer isomerização direta para 11-cis-retinal que 

pode recombinar-se com a opsina, formando rodopsina. Assim como também, 

o retinal totalmente trans pode ser reduzido a retinol totalmente trans, que é 

inicialmente convertido em 11-cis-retinol e, em seguida, em rodopsina. Fonte: 

Adaptado de Goodman & Gilman, 2007.  
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1.5 Regulação do ciclo celular pela vitamina A 

A regulação das proteínas do ciclo celular por sinais extracelulares como 

fatores de crescimento e disponibilidade de nutrientes é de fundamental 

importância para os processos patológicos e normais do organismo. O papel 

dos micronutrientes, como a vit A, no controle da progressão do ciclo celular 

ainda não é bem compreendido em relação à importância que os 

macronutrientes como os carboidratos, proteínas e os ácidos graxos exercem 

como combustíveis essenciais às células e no organismo como todo (Bohnsack 

e Hirschi, 2004). 

O ciclo celular é uma série ordenada de eventos que está dividido em 

quatro fases: gap 1 (intervalo) (G1), síntese (S), gap 2 (intervalo) (G2) e mitose 

(M) (Figura 07). Cada fase é caracterizada por distintos processos celulares 

que são requeridos para o processo de divisão celular e formação de ciclinas, 

como também para a formação do complexo ciclina-quinases dependentes ou 

proteínas quinases dependentes de ciclina (CDK) que regula as fases de 

transição, onde sua ativação enzimática é promovida pela ligação às ciclinas. O 

complexo ciclina-CDK regula a atividade de múltiplas proteínas envolvida na 

replicação do DNA e na mitose, fosforilando-as em sítios específicos, ativando 

algumas e inibindo outras para coordenar os eventos do ciclo celular. A 

passagem de cada uma destas fases é regulada pelos “pontos de controle”, um 

no início da fase S e o segundo no início da fase M Então, para que as fases 

ocorram em uma seqüência determinada, o controle do ciclo celular por meio 

de “freios moleculares” pode parar o ciclo em vários pontos de checagem, 

pontos específicos do ciclo que permitem o desencadeiamento do próximo 

passo somente após o término do estágio precedente (Bohnsack e Hirschi, 

2004). 
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Os complexos ciclinas-CDKSs podem ainda ter sua montagem ou 

atividade bloqueada por proteínas inibidoras de CDK. Como por exemplo, na 

parada que ocorre no ponto de chagem G1, quando o DNA está danificado; a 

proteína inibidora de CDK denominda p21 se liga ao complexo ciclina-CDK de 

fase S, responsável pelo avanço para a fase S, bloqueando a sua ação, então 

a célula não avançará enquanto o DNA não for reparado (Bohnsack e Hirschi, 

2004). 

Estímulos externos, como nutrientes, e sinais internos, como por 

exemplo, o dano celular, regula a formação de complexos inibidores de CDK, o 

qual inclui a família cip/waf (proteínas inibidoras da ciclina-quinases 

dependente) (p21, p27, p57). A família cip/waf interage com múltiplos 

complexos ciclinas-CDK e a família INK4 (inibidores de quinases) (p15, p16, 

p18, p19), os quais especificamente inibem o complexo ciclina D-CDK (Hartwell 

e Kastan, 1994; Sherr e Roberts, 1999). Deste modo, a atividade das CDKs é 

regulada por inibidores das CDKs. No primeiro ponto de controle (ponto de 

controle 1) da proteína Rb (retinoblastoma) atua como freio, e já a ciclina D 

libera da esta parada. A proteína Rb desepenha esta função através de sua 

ligação aos fatores de transcrição E2F, que controlam a expressão dos genes 

que codificam a ciclinas E e A e a DNA polimerase, entre outros elementos 

essenciais para a replicação do DNA durante a fase S. Assim, a E2F ativa a 

transcrição de específicos genes, incluindo a ciclinas, necessárias para a 

próxima fase de transcrição, como também as enzimas requeridas para a 

síntese de DNA, como a timidina quinase e dihidrofolato redutase. Se houver 

alguma lesão do DNA, os produtos dos genes de supressão tumoral p53 

interrompem o ciclo no ponto de controle 1, permitindo que haja o reparo, 

ativando a transcrição p21 para inibir a progressão celular. Caso este processo 

falhe, inicia-se o processo de apoptose (morte celular progamada) (Bohnsack e 

Hirschi, 2004). 
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A vitamina A ou retinol, derivada de seus precursores ou na forma 

encontrada no sangue, regula a diferenciação celular programada durante a 

embriogênese e também nos tecidos adultos. O retinol através de uma série de 

passos enzimáticos converte-se em vitamina A ativa, sendo formado o todo-

trans-ácido retinóico como também seus diferentes isômeros 9-cis e 13-cis 

(RA) (Clagett-Dame e DeLuca, 2002; Ross et al., 2000). Os efeitos do todo-

trans-ácido retinóico são mediados por receptores nucleares do tipo RARs e  

RXRs, membros da família dos receptores nucleares hormonais. O todo-trans-

ácido retinóico é um ligante direto para três classes dos receptores RARs (α, β, 

γ). Da mesma forma existem também três classes para os receptores RXRs (α, 

β, γ), o qual o isômero 9-cis RA liga-se diretamente a eles. A ativação dos 

genes transcricionais pelo todo-trans-ácido retinóico requer uma 

heterodimerização dos receptores RAR e RXR e a ligação destes complexos 

aos elementos responsivos do todo-trans-ácido retinóico (RAREs). As 

isoformas dos receptores (RARs e  RXRSs) têm padrões de expressão 

diferentes gerando várias combinações de heterodímeros RARs e RXRs que 

podem regular e modular a transcrição de diferentes genes-alvos contendo os 

elementos responsivos ao receptor do ácido retinóico (Clagett-Dame e DeLuca, 

2002; Ross et al., 2000).  

Estudos mostraram que durante a embriogênese do rato, o ácido 

retinóico induz a expressão p21 e p27 nas células endoteliais primordiais, 

gerando conseqüentemente interrupção G1 (Figura 07) (Bohnsack e Hirschi, 

2004). Outros estudos com realizados com células progenitoras (stem cells) de 

embrião demonstraram que o ácido retinóico eleva os níveis de p53 e acelera a 

diferenciação neural (Alisi et al., 2003; Lai et al., 2003). Já em outras linhagens 

celulares, o ácido retinóico atua na manutenção da proliferação celular, como 

no coração onde o ácido retinóico induz fatores tróficos que estimulam a ciclina 

D1 e a proliferação do cardiomiócito. Desta forma, o ácido retinóico 

desempenha, durante o desenvolvimento embrionário, ações diferentes na 

regulação da proliferação dependendo do tipo de célula (Dimberg et al., 2003; 

Stuckmann et al., 2003). A importância do ácido retinóico como indutor da 
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diferenciação celular em tecidos adultos, foi melhor identificada na prevenção e 

tratamento de condições patológicas, como durante a tumorigênese. Estudos 

relatam que o ácido retinóico apresenta efeitos antiproliferativo em inúmeros 

tipos de tumores, dentre eles, câncer de próstata, de tireóide, de mama, 

leucemias mielóides, entre outros (Bohnsack e Hirschi, 2004). O ácido retinóico 

inibe a vascularização da monocamada de células musculares e promove a 

diferenciação através da regulação das ciclinas D3 e E, CDK2, CDK4 E CDK6, 

resultando na hipofosforilação do Rb e a inibição da progressão celular da fase 

G1 para a fase S (Pakala e Benedict, 2000; Kosaka et al., 2001; Axel et al., 

2001). O ácido retinóico induz específicas mudanças ao nível das ciclinas, CDK 

e CK1 agindo diferentemente em cada tumor e tipo celular (Yuza et al., 2003). 

Em síntese, o ácido retinóico induz a diferenciação celular programada e regula 

os inibidores da proliferação em vários tipos de células durante o 

desenvolvimento, em tecidos adultos e regulando também a progressão de 

tumores (Bohnsack e Hirschi, 2004). 
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Figura 07: Regulação das proteínas do ciclo celular pela Vitamina A. Os 

nutrientes, como a vitamina A, regulam o crescimento celular através de uma 

regulação direta das proteínas do ciclo celular. A vitamina A, derivada do ácido 

retinóico, regula a proteína inibidora de CDK denomindos p21 e p27, como 

também a de proteína supressão tumoral, p53, resultando na diminiução da 

formação dos complexos ciclina-CDK, com conseqüente impedimento da 

fosforilação da proteína Rb, provocando a interrupção do ciclo no ponto de 

controle G1. Deste modo, o ácido retinóico regula as ciclinas e os inibidores de 

ciclinas, inibindo a progressão do ciclo celular na fase G1, mediando à 

diferenciação das células tumorais, e, portanto, induzindo a diferenciação 

celular programada e está envolvida na inibição da proliferação celular em 

múltiplos tipos de células durante o desenvolvimento. S = síntese; M: mitose; 
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G2 = gap (intervalo) 2: ; G1 = gap (intervalo) 1; Rb= retinoblastoma; R2; CDK= 

proteínas quinases dependentes de ciclina; ciclina-CDK = complexo ciclina-

quinases dependentes; cip/waf = família de proteínas inibidoras do complexo 

ciclina-quinases dependente (p21, p27, p57); INK4 = família de proteínas 

inibidores de quinases (p15, p16, p18, p19); DHFR = dihidrofolato redutase; 

E2F: fator de transcrição E2F. Fonte: Adaptado de Bohnsack & Hirschi, 2004.  

1.6 Vitamina A e a morte celular 

A apoptose, uma série programada de eventos que leva a morte celular, 

desempenha um importante papel no desenvolvimento e manutenção da 

homeostase dos tecidos em organismos multicelulares, como também na 

resposta ao dano celular. Intensivas pesquisas têm sido realizadas para 

explorar os mecanismos moleculares das vias de sinalização incluindo a 

iniciação, mediação, execução e regulação da apoptose. A necrose difere da 

apoptose pois consiste em uma desintegração desorganizada de células 

lesadas, resultando em produtos que desencadeiam a resposta inflamatória. As 

capases, uma família de cisteína proteases, são os principais fatores atuantes 

para morte celular. Uma cascata com cerca de 9 caspases diferentes atuam na 

produção da apoptose, algumas atuam como papel de iniciadores e outras são 

responsáveis pela fase efetora final da morte celular. Existem duas vias 

principais para a apoptose, chamadas de via extrínseca (via receptores de 

morte) e a outra é a via intríseca (a via mitocondrial). Ambas as vias ativam as 

capases iniciadoras e convergem para uma via final comum de caspases 

efetoras (Jin e  El-Deiry, 2005).  

A apoptose é desencadeada por vários estímulos, os quais, então, 

ativam todo o conjunto de elementos para execução da apoptose (Hetts, 1998). 

Nos enterócitos, os sinais que induzem a apoptose incluem, drogas 

quimioterápicas, a privação de micronutrientes como a glutamina 

(Papaconstantinou et al., 1998), radiação ionizante (Potten e Booth, 1997), 

microrganismos (McCole et al., 1999), reações imunes (Iwamoto et al., 1996). 

Todos podem aumentar a taxa de apoptose das células intestinais epiteliais. 
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Esses estímulos ativam a família de cisteína aspartato proteases (caspases) 

que são responsáveis pela execução da fase de apoptose (Van Damme et al., 

2005). Nos mamíferos, treze caspases tem foram identificadas e podem ser 

classificadas dentro de três subfamílias, com base na homologia de suas 

sequências: a subfamília ICE (caspase 1, caspase 4 e caspase 5), a subfamília 

CPP32 (caspase 3, caspase 6, caspase 7, caspase 8 e caspase 10) e 

subfamília ICH-1 (caspase 2 e caspase 9), ainda existem, porém não são 

muitos conhecidas e foram recém-descobertas, as caspase 11, 12 e 13 

(Siendones et al., 2005). Cada caspase é sintetizada e seqüestrada 

intracelularmente como pró-enzimas, e essas são ativadas por clivagem 

proteolítica, que desta maneira, inicia o sinal apoptótico pela ativação de outras 

caspases em forma de cascata. Como exemplo de caspases iniciadoras 

destacam-se a caspase 8 (ativada pela via mediada pelo ligante Fas) e a 

caspase 9 (ativada pelo citocromo c) e das caspases efetoras, as caspases 3 e 

6 (Mates et al., 2006). 

A via extrínseca ou via receptores de morte é mediada por um subgrupo 

da família dos receptores do fator de necrose tumoral (TNF) chamada de 

receptores de morte (TNFR1, Fas e TRAIL). A morte celular mediada por 

receptores é iniciada pelo recrutamento de proteínas adaptadoras como FADD, 

as quais se ligam às pró-caspases para gerar o complexo de sinalizações que 

induz a morte resultando na ativação da caspase 8.  A caspase 8 cliva, e por 

sua vez, ativa as caspases efetoras (caspase 3), enzima que executa a 

apoptose. Além disso, a proteína Bid, proteína pró-apoptótica membro da 

família Bcl-2, amplifica a cascata de caspases pela conecção da via dos 

receptores da morte com a via apoptótica mitocondrial, relacionando-se via 

caspase 8 e caspase 9 (Nunez et al., 1998; Zamzami et al., 2000; Mates et al., 

2006). 

 

 

PDF criado com versão de teste do pdfFactory Pro. Para comprar, acesse  www.divertire.com.br/pdfFactory

http://www.divertire.com.br/pdfFactory


 65  

A via intrínseca ou mitocondrial de morte celular pode ser ativada 

através de duas vias principais: lesão do DNA e deprivação dos fatores de 

sobrevida celular. Na presença do dano ao nível do DNA, cujo reparo não é 

possível, a proteína p53 (fator de transcrição protéico que desencadeia a 

apoptose) e ativa uma subvia envolvendo a via p21 (proteínas inibidoras de 

quinases) e membros pró-apoptóticos da família da proteína Bcl-2 (Bax e Bak), 

como também outros membros anti-apoptóticos, que são translocados para a 

mitocôndria.  A proteína Bid, ativa Bax (pró-apoptótica) e Bak, e resulta na 

liberação do citocromo c no citosol. O citocromo c liberado forma um complexo 

com a proteína Apaf-1 (fator de ativação de proteases apoptótico-1), e os dois 

combinam-se então com a pró-caspase 9, ativando-a. A liberação do 

apopssoma (conjunto de três componentes composto do citocromo c, Apaf-1 e 

procaspase 9) gera subseqüentemente a  ativação da caspase 3 com 

conseqüente morte da célula, podendo-se observar caracteríscas morfológicas 

e bioquímicas da morte celular, incluindo arredondamento celular, contração do 

citoplasma, condensação da cromatina do núcleo, fragmentação do DNA, 

levando a um estágio final de remoção das células por fagocitose pelos 

macrófagos  (Figura 08) (Denicourt e Dowdy, 2004; Mates et al., 2006). 
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Figura 08: Vias de sinalização na apoptose. A via dos receptores de morte é 

ativada quando receptores de morte são estimulados por ligantes de morte 

específicos. Esse processo requer proteínas adaptadoras que atuam as 

caspases inicadoras que por sua vez ativam as caspases efetoras, como as 

caspase 3. A via mitocondrial é ativada por diversos sinais, destando a lesão 

de DNA. Na presença de lesão do DNA cujo reparo não é possível, a proteína 

p53 ativa uma subvia que resulta na liberação do citocromo c da mitocôndria, 

com subseqüente atuação do apoptossoma (complexo pró-caspase 9, 

citocromo c e fator de protease de ativação apoptótico 1, Apaf-1) e ativação de 

uma caspase iniciadora, a caspase 9. Ambas as vias convergem para a 

caspase efetora, que leva a morte celular. A subvia dos fatores de sobrevida 

ativa um membro antiapoptótico da família Bcl-2. O receptor “R” representa os 

receptores tróficos, sendo necessário a estimulação contínua desses (IAP: 
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inibidor das proteínas da apoptose) e caso esta via não for funcional o impulso 

antiapoptótico é retirado. Fonte: Adaptado de RANG HP et al., 2004. 

Wang e colaboradores mostraram que, em modelos in vivo utilizando 

ratos pós-ressecção do intestino delgado, o ácido retinóico induziu a inibição da 

apoptose sendo associada com redução significante da expressão da proteína 

Bax no íleo e dos níveis de RNAm da caspase efetora, caspase 3 (Wang et al., 

2007). Estudo utilizando o β-caroteno, pró-vitamina A encontrada nos 

carotenóides, em cultura de células HT29, células de carcinoma de cólon 

humano, sugeriu que a toxicidade induzida por alta concentrações de β-

caroteno, ocorreu por morte celular via apoptose, e esse mecanismo parece 

não está relacionado com a modulação da atividade de proteínas como p21, 

p53 e ERKS (quinases extracelulares reguladas por sinais), indicando que 

outras vias de sinalização são responsáveis pela indução da apoptose. (Briviba 

et al., 2001). Um outro estudo conduzido por Maziere e colaboradores, mostrou 

que a vitamina A in vitro induziu a apoptose pela fragmentação de DNA em 

células de tumor colônico, sugerindo que a suplementação dietética de 

vitamina A poderia prevenir a desenvolvimento do câncer de colón (Maziere et 

al., 1997). 

1.7 Vitamina A e barreira funcional intestinal 

A vitamina A e seus metabólitos são reguladores nutricionais essenciais 
para inúmeras funções fisiológicas, sendo particularmente importante no 
crescimento, diferenciação e integridade das células epiteliais intestinais (Nau e 
Blaner, 1999). A importância da vitamina A na manutenção do epitélio do 
intestino delgado tem sido demonstrada em vários estudos em animais 
(Holland et al., 1993; Warden et al., 1997; Zile et al., 1977).  

Estudos in vivo em ratos, galinhas e cordeiros mostraram, a níveis 
morfológicos e bioquímicos, os efeitos da deficiência de vitamina A no 
intestindo delgado destes animais e destacaram o papel nutricional da vitamina 
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A na função da integridade intestinal (Holland et al., 1993; Reifen et al., 1998; 
Uni et al., 1998). A deficiência de vitamina A em ratos reduziu 
significativamente a altura do vilos e as atividades da maltase e sucrase 
(Warden et al., 1996; Zaiger et al., 2004). A deficiência de vitamina A também 
está associada com o impedimento da migração celular da cripta e 
impedimento da síntese protéica na mucosa no nível traducional (Zile et al., 
1977). Além disso, vitamina A previne a injúria do intestino delgado em 
modelos animais de enteropatia (Warden et al., 1997). Outros pesquisadores 
encontraram mudanças variáveis na estrutura e funcionabilidade intestinal em 
roedores com deficiência de vitamina A (Majumdar e Ghosh, 1987; Singh et al., 
1997; Rojanapo et al., 1980; Chauhan e Kansal, 1989; Ahmed et al., 1990). 
Somando a esses fatos, a vitamina A também desempenha um papel na 
produção de glicoproteínas celulares e na regulação da divisão celular nas 
células intestinais (Zile et al, 1972, Zile et al., 1977).  A suplementação com 
vitamina A preveniu alguns dos efeitos colaterais iniciais pela radiação no 
intestino delgado (Beyzadeoglu et a., 1997). Este efeito foi resultado da 
capacidade da vitamina A de induzir a diferenciação de células da cripta, 
tornando essas células menos susceptíveis a danos em seu genoma (Ruifrok 
et al., 1996). 

A vitamina A regula os estágios iniciais adaptativos intestinais depois da 

ressecção no intestino delgado de ratos, pelo aumento da proliferação das 

células da cripta do intestino em adaptação (Wang et al., 1997, Wang et al., 

2007). Swartz-Basile e colaboradores demonstraram que a depleção 

preexistente de vitamina A inibiu significantemente a reposta adaptativa do 

intestino delgado, enquanto que a suplementação com a vitamina A melhorou 

rapidamente a resposta adaptativa quando comparados com os ratos com a 

deficiência de vitamina A, dando suporte ao papel da vitamina A nos processos 

adaptativos do intestino (Swartz-Basile et al., 2000). Muitos estudos em países 

em desenvolvimento sugerem que a suplementação com a vitamina A diminui a 

risco de diarréia e de ruptura da barreira funcional intestinal, demostrando o 
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importante papel desse nutriente no reparo e na função da mucosa intestinal 

(Duggan et al., 2002).   

O benefício da suplementação com a vitamina A foi comprovada por 

Sommer e colaboradores em 1986, e a partir desse achado, vários estudos 

clínicos foram realizados (Sommer et al., 1986; Muhila et al., 1988; 

Rahmathullah et al., 1990; Hussey et al., 1990; West et al., 1991; Daulaire et 

al., 1992; Ghana VAST Team, 1993; Beaton et al., 1993; Glaszious et al., 1993; 

Glasziou e Mackerras, 1993; Fawzi et al., 1993; Vilamor e Fawzi, 2000, Mehta 

e Fawzi, 2007). Em média, a suplementação com vitamina A reduz a 

mortalidade, principalmente em crianças com idade pré-escolar, em cerca de 

20 a 30%. Além disso, essa suplementação apresenta vantagens em relação 

ao custo-benefício e tem proporcionado melhorias na saúde pública, em várias 

áreas do mundo (Sommer et al., 1986; West et al., 1991, Ross et al., 1995; 
Filteau e Tomkins, 1995; Long et al., 2006). 

A suplementação ao nascer diminuiu a mortalidade em dois estudos 

realizados na Indonésia e na Índia (Hamphrey et al., 1996; Rahmakrishnam et 

al., 2003), mas não foi documentado em Zimbabwe (Malaba et al., 2005). No 

Norte de Ghana, em um estudo onde crianças foram acompanhadas 

semanalmente para verificar a ocorrência de mortalidade, não foram 

observadas diferenças significativas com a suplementação de vitamina no que 

diz respeito à prevalência de condições diarréicas ou respiratórias. Entretanto, 

observou-se que crianças suplementadas com vitamina A foram em menor 

número de vezes às clínicas e tiveram números menores de internações e 

hospitalares. Somando-se a esse fato, esse estudo mostrou também que a 

suplementação com vitamina A resultou em uma diminuição significativa na 

mortalidade infantil associada à diarréia, como também por outras causas, 

sugerindo que o efeito protetor da vitamina A na diminuição da taxa de 

mortalidade foi mediada pela redução na severidade do que pela incidência das 

infecções (Ghana VAST Team, 1993).  
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Na Turquia, crianças em idade pré-escolar com diarréia recorrente têm 

menores níveis séricos de vitamina A e beta-caroteno comparado às crianças 

sem diarréia (Kucukbay et al., 1997). A vitamina A também reduziu a 

severidade, mas não a ocorrência de doenças em Ghana (Arthur et al., 1992). 

Na Indonésia, a administração em crianças, de duas doses diárias de 200 

000UI de vitamina A, a cada seis meses, reduziu a taxa de mortalidade em 

34%. Em um estudo realizado no Nepal, utilizado à mesma dose de vitamina A, 

a cada quatro meses, observou-se uma diminuição de 30% na mortalidade 

(Sommer et a., 1986; West et al., 1991). Estudos demonstraram que a carência 

de vitamina A estimula as respostas de fase aguda, evidenciada pelos níveis 

elevados de proteína C reativa e proteína amilóide A dosadas no soro de 

pacientes com diarréia (Filteau et al., 2000; Tomkins et al., 2000). 

 No Brasil, Barreto e colaboradores encontraram que a vitamina A 

reduziu significantemente a incidência de doenças diarréicas em 23% 

(episódios de diarréia), mas não a incidência de doenças respiratórias agudas 

(Barreto et al., 1994). Outros trabalhos investigaram o efeito de altas doses de 

vitamina A por via oral nas doenças diarréicas em crianças (um estudo 

prospectivo realizado em uma comunidade do Nordeste do Brasil) e 

encontraram uma diminuição significante na duração média dos episódios de 

diarréia, mas não na incidência dos episódios diarréicos (Walser et al., 1996). 

Além disso, outros autores desta mesma linha de pesquisa mostraram uma 

melhora significativa da função da barreira intestinal medida pela razão da 

permeabilidade de L/M e crescimento (pelo HAZ) nas crianças suplementadas 

com vitamina A e zinco (Chen et al., 2003).  Quadro e colaboradores 

evidenciaram a correlação entre a diminuição da concentração sérica de retinol 

com a integridade da função da barreira epitelial, mostrando haver uma 

correlação inversa. Esses autores apontaram haver um impedimento 

significativo da absorção do manitol e redução da razão L/M, sugerindo a 

importante função da vitamina A na manutenção da integridade epitelial 

intestinal (Quadro et al., 2000).  
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Thurnham e colaboradores demonstraram que uma única dose de 

vitamina A, administrada em crianças indianas hospitalizadas com diarréia, 

resultou em uma recuperação mais rápida da integridade epitelial após 30 dias 

em relação às crianças que não receberam vitamina A as quais não foi visto 

nenhuma melhora após dois meses (Thurnham et al., 2000). A suplementação 

de vitamina A e β-caroteno em mulheres grávidas da África do Sul infectadas 

com o vírus da imunodeficiência adquirida (HIV) foi associada com baixas taxas 

de excreção de L/M (lactulose e manitol) na urina, como indicador da 

permeabilidade intestinal, e em seus filhos com 14 semanas de idade, 

entretanto isto foi visto apenas naqueles que eram infectados pelo HIV (Filteau 

et al., 2001). 

 Hossain e colaboradores relataram que uma única dose de vitamina A 

(200.000UI) reduziu significativamente a severidade da shigelose aguda, uma 

das doenças que mais eleva a mortalidade e morbidade em Bangladesh, 

quando administrado juntamente com antibióticoterapia, em crianças menores 

de um ano de idade. A vitamina A reduziu a severidade da shigelose aguda 

promovendo o reparo na mucosa colônica e em estimulando o sistema imune 

(Hossain et al., 1998). Uma associação entre a deficiência de vitamina A e um 

aumento na morbidade por diarréia também é relatada (Sommer et al., 1984; 

Grotto et al., 2002, Villamor e Fawzi, 2000). Salazar-Lindo e colaboradores 

encontraram que o nível sérico do retinol foi significativamente menor em 

crianças peruanas com diarréia do que aquelas sem diarréia (Salazar-Lindo et 

al., 1993). Outros pesquisadores sugerem que a diarréia predispõe a 

xeroftalmia, talvez devido à depleção do fornecimento de vitamina A ou pelo 

aumento das perdas urinárias de retinol (Sommer et al., 1987; Sommer, 1998).  

O papel da vitamina A na melhoria das seqüelas da diarréia e das 

infecções entéricas permanece ainda obscura embora pesquisas realizadas no 

Brasil e em Ghana mostram uma redução na prevalência da diarréria severa 

com a suplementação com a vitamina A (Barreto et al., 1994; Ghana VAST 

Team, 1993). Isto sugere um efeito benético da vitamina A na prevenção da 
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diarréia, pois sabe-se que a vitamina A é um substrato necessário para a 

preservação da integridade das células epiteliais (Olson et al, 1984). Estudos 

em pacientes com disenteria devido Shigella ssp., a vitamina A reduziu a 

severidade da diarréia (possibilitando a ocorrerência também em pacientes 

portadores de outros patógenos) e dano intestinal (Hossain et al., 1998). 

Porém, estudos em crianças com diarréia desidratante aguda por Escherichia 

coli enteroagregativa ou rotavírus, não mostraram benefícios com o tratamento 

da vitamina A (Henning et al., 1992). Provavelmente devido à existência de 

diferenças na patogênese e duração dos espisódios diarréicos entre a diarréia 

induzida pela Shigella ssp com a provocada pela Escherichia coli 

enteroagregativa ou pelo rotavírus, explique as variações na resposta ao 

tratamento com a vitamina A (Hossain et al., 1998). 

1.8 Toxicidade e teratogenia da vitamina A  

Vitamina A dietética é obtida a partir da vitamina A pré-formada (ésteres 

retinílicos dos alimentos de origem animal, alimentos enriquecidos e 

suplementos farmacêuticos) como também pró-vitamina A encontrada nos 

carotenóides a partir de fontes provenientes dos vegetais (Penniston e 

Tanumihardjo, 2006). Vitamina A pré-formada é absorvida e utilizada pelos 

humanos em uma taxa absortiva de 70-90% (Olson et al., 1981, Mehta, 2001). 

Nos Estados Unidos, Europa e outras nações industrializadas em torno de 75% 

da vitamina A é adquirida por fontes de vitamina A pré-formada, já nos países 

em desenvolvimento, 70-90% da vitamina A é obtida como pró-vitamina a partir 

dos carotenóides em fontes vegetais (Gerster, 1997, Tanumihardjo, 2002).  

No soro, os ésteres de retinílicos estão normalmente em uma 

concentração abaixo de 0,2μmol/L no jejum, porém isto é aumentado 

significantemente após uma refeição rica em vitamina A (Krasinski et al., 1989). 

Os ésteres de retinil podem ser diferenciados do retinol no soro ou em outros 

tecidos, e posteriormente quantificados, com o uso de médodo como HPLC 

(cromatografia de alta eficiência) (Furr, 2004). Em condições normais, a 
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concentração no soro do retinol é de 1-3μmol/L, porém esses limites podem 

variar (Olson, 2001; Underwood et al., 1979). Reportam-se casos de toxicidade 

de vitamina A com concentrações de retinol no soro dentro do limite normal, 

sugerindo que a dosificação do retinol no soro não é uma boa medida para 

avaliar a toxicidade de vitamina A (Frame et al., 1974; Ellis et al., 1986; 

Croquete t al., 2000). A presença de diarréia ou febre, estados em que se tem 

uma elevação das proteínas de fase aguda, causa redução nas concentrações 

de retinol sangüíneo, levando a um resultado falso negativo (Stephensen e 

Gildengorin, 2000; Thrunham et al., 2005). Alguns estudos anteriores 

propuseram que a concentração dos ésteres retinílicos em jejum (>10% do 

total de vitamina A circulante) poderia ser um biomarcador para toxicidade. 

Entretanto a determinação da proteína ligadora de retinol (RBP) parece ser 

uma boa medida alternativa, além de apresentar algumas vantagens, para o 

retinol sangüíneo, apesar de estes não refletirem o estoques da vitamina A no 

fígado. Testes funcionais como o de dose-resposta relativa (RDR) e o teste de 

RDR modificado foram desenvolvidos para atingir e detectar as reservas de 

retinol no fígado (Loerch et al., 1979; Duitsman et al., 1995). Existe ainda, a 

técnica de diluição do isótopo que é capaz de estimar quantitativamente os 

estoques totais de retinol do corpo, porém essa técnica é bastante dispendiosa 

(Furr et al., 1989). 

A toxicidade aguda pela vitamina A, que acomete principalmente as 

crianças e adultos, e ocorre quando há um aumento maior do que 20 e menor 

do que 100 vezes a quantidade recomendada por dia, em um período de horas 

ou em poucos dias, embora ocorra menos do que toxicidade crônica pela 

vitamin A pré-formada (Olson, 2001; Mehta, 2001) A toxicidade crônica resulta 

de uma digestão de altas quantidades de vitamina A pré-formada ao longo de 

meses ou anos. A ingestão diária de mais de 25.000 IU por mais de 6 anos e 

100.000 UI por mais de 6 meses são consideradas doses tóxicas, entretanto 

esses valores podem variar de indivíduo para indivíduo (Bendich e Langseth, 

1989; Hathcock et al., 1990; Coghlan e Cranswick, 2001). As crianças são 

particularmente mais sensíveis a vitamina A e uma dieta diária com apenas 
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1500 IU/Kg por peso de vitamina A tem reportado toxicidade neste faixa etária. 

Em idosos, o risco de toxicidade parece ser maior do que em adultos jovens, 

em relação à toxicidade crônica de altas doses de vitamina A pré-formada. 

Fatores nutricionais como a deficiência de zinco, a tolerância individual e 

fatores genéticos parecem também estar envolvidos nesta variabilidade 

individual da toxicidade da vitamina A (Olson, 2001; Hathcock et al., 1990; 

Carpenter et al., 1987; Russell, 1997).  

Há evidências de que a vitamina A em excesso durante as primeiras 

semanas de gestação é teratogênica em humanos (Humphrey et al., 1992; 

Maden,1998; Humphrey et al., 1998; Czeizel e Rockenbauer, 1998; Jick, 1998). 

A ação teratogênica da vitamina A foi demonstrada em várias espécies de 

animais (Hayes et al., 1981). No entanto, o tipo de conseqüência depende da 

quantidade de vitamina A, bem como, do estágio gestacional em que a 

vitamina A é administrada. As anormalidades encontradas em crianças foram 

devidas a níveis significativamente altos de retinol no soro de mães após o 

consumo excessivo de vitamina A (Basu, 1983). 

 Altas doses de vitamina A têm potente efeito teratogênico em animais, 

sendo contra-indicadas durante a gravidez. Este alto potencial teratogênico 

justifica a precaução na indicação da vitamina A para mulheres em idade fértil 

(Guillonneau e Jacqz-Aigrain, 1997). Há evidências de má-formação em 

crianças, quando as mães consomem altas doses de vitamina A durante a 

gestação (>25.000UI/dia). Algumas conseqüências da alta ingestão de vitamina 

A e seus metabólitos podem ser também evidenciadas por um quadro 

característico de abortos espontâneos, de partos prematuros e de má-

formações, afetando o sistema nervoso central, o desenvolvimento cranio-facial 

ou do sistema cardíaco, como também anomalias do aparelho urinário (OMS, 

2001).    

Estudos mostraram que o retinol e seus metabólitos não têm efeitos 

teratogênicos em concentrações séricas fisiológicas. Sabendo-se que o ácido 
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retinóico desempenha um papel essencial na regulação de numerosos 

aspectos da embriogênese normal, estudos experimentais indicam que a 

concentração de ácido retinóico no embrião determina, ao menos parcialmente, 

a especificidade no poder de regulação genética que se atribui ao ácido 

retinóico (Azais-Braesco e Pascal, 2000, OMS, 2001).    

Estudos de coorte sobre a utilização de vitamina A durante a gestação 

têm sido apresentados de forma suscinta, sugerindo não haver aumento do 

número de malformações entre as crianças nascidas de mães que receberam 

complexo vitamínico contendo 6.000UI de vitamina A pré-formada. Outro 

estudo foi dirigido a um grande coorte de mulheres acompanhadas durante 

vários anos, e que freqüentavam um centro médico para diagnóstico pré-natal. 

Em numerosas análises sobre suplementação, o consumo de mais de 

10.000UI de retinol foi considerado como uma forte exposição à vitamina 

(Rothman et al., 1995). Dez casos de má-formações foram registrados no 

grupo que recebeu dose mais elevada. Os autores demonstraram que a 

prevalência de malformações cranianas em crianças está mais associada às 

crianças nascidas de mães que receberam quantidades superiores a 

10.000UI/dia, e ultrapassava 1,7 % do total dos nascimentos (OMS, 2001).   

O mecanismo pelo qual a vitamina A exerce efeitos teratogênicos é 

atribuído à influência das elevadas concentrações de certos metabólitos do 

ácido retinóico tais como o ácido trans e o 13-cis-retinóico, sobre o 

funcionamento dos genes em períodos críticos da organogênese e da 

embriogênese (Tzimas et al., 2001). Não existem dados para assegurar que a 

administração de dose única de 100.000 a 200.000UI (30.000 a 60.000µg de 

éster de retinil), eleve as concentrações de metabólitos do ácido retinóico 

suscetíveis aos efeitos teratogênicos, e nem o tempo em que estas 

concentrações permanecem elevadas, ou mais exatamente, o momento em 

que ocorre a exposição a picos de agentes potencialmente teratogênicos. Por 

isso, é importante esclarecer a farmacocinética dos metabólitos de vitamina A, 

em relação à administração de doses elevadas de ésteres de retinil no início da 
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gravidez, tanto em mulheres que têm reservas elevadas, quanto nas que 

apresentam estoques limitados de vitamina A (Chagas et al., 2003).  

1.9 Clostridium difficile 

1.9.1 Abordagem Histórica 

O trato gastrointestinal apresenta uma microbiota extremamente 

complexa que atua como uma barreira natural contra muitos patógenos 

intestinais. E se por algum motivo essa barreira for alterada ou destruída causa 

um desequilíbrio da microbiota intestinal, tornando o indivíduo mais susceptível 

à infecção por patógenos entéricos. Muitas bactérias patogênicas, com intuito 

de atravessar a barreira epitelial intestinal, têm desenvolvido elementos críticos 

específicos que auxiliam a ruptura da barreira funcional (Liu et al., 2003). 

Dentre os patógenos bacterianos anaeróbios, o Clostridium difficile, bacilo 

Gram-positivo anaeróbio esporulado, tem se destacado, com uma freqüência 

cada vez maior, como um importante enteropatógeno causador de doenças 

intestinais associadas ao uso de antimicrobianos, que variam desde uma 

diarréia autolimitante, relativamente benigna, a uma colite pseudomembranosa 

grave, que por muitas vezes pode ser fatal (Lyerly et al., 1988; Kelly et al., 

1994; Sears e Kaper, 1996; Settle e Wilcox, 1996; Ho et al., 1996; Starr et al., 

1997). 

Um dos primeiros relatos da colite pseudomembranosa (caracterizada 

clínicamente por placas inflamatórias e pseudomembranas na mucosa do 

cólon, com a presença de diarréia aquosa, raramente sangüinolenta, dor 

abdominal, febre de 37,8- 400C e leucocitose) foi feito por Finney em 1893 a 

partir da observação de uma pseudomembrana difitérica presente no colón de 

uma paciente que apresentava uma colite fatal pós-cirúrgica. Porém, nesta 

época, o agente etiológico desta enfermidade não fora elucidado (Lyerly et al., 

1988). 
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Apenas em 1935, Hall e Toole, pesquisando a microbiota intestinal de 

neonatos saudáveis, descreveram um patógeno, até então desconhecido, que 

originalmente recebeu a denominação de Bacillus difficilis e logo em seguida 

de C. difficile, refletindo a enorme dificuldade encontrada para isolar e 

conservar este microrganismo em cultura pura (Hall e Toole, 1935). Estes 

mesmos autores demonstraram ainda que o C. difficile era extremamente 

toxicogênico, devido a achados de lesões, parada respiratória e morte em 

animais de laboratórios quando submetidos à injeção da cultura líquida ou 

filtrado do meio que continha esse microrganismo (Lyerly et al., 1988; Hall e 

Toole, 1935). 

Os quarenta anos que se seguiram após a descoberta do C. difficile 

havendo apenas infreqüentes relatos do isolamento do C. difficile, haja visto 

que esta enfermidade era uma condição rara na era pré-antibiótica. Entretanto, 

por volta de 1975, no início da década de 1980, esta enfermidade tomou 

proporções epidêmicas, sendo associada como uma complicação comum ao 

uso de antibióticos (Bartlett et al., 1978; George et al., 1978). 

Em 1978, o C. difficile foi identificado como causa primária de colite 

pseudomembranosa e mostrou-se ser predominantemente isolado de 

pacientes com tratamento com licomicina e seus congêneres (George et al., 

1978). Vários casos foram reportados onde se evidenciou mais ainda a 

correlação entre colite pseudomembranosa, antibioticoterapia, colonização por 

C. difficile e produção de citotoxinas (Tedesco et al., 1974; Swartzberg et al., 

1977; Lyvery et al., 1988). Estes estudos e achados relevaram C. difficile como 

patógeno emergente capaz de causar severa doença gastrointestinal em 

pacientes sob terapia de antibióticos (Voth e Ballard, 2005). 

Nos Estados Unidos, o C. difficile é a principal causa de diarréia 

hospitalar, conhecida como doença associada ao C. difficile (Voth e Ballard, 

2005). Estima-se que o número de casos com doença associada ao C. difficile 

ultrapasse 250.000 casos por ano (Wilkins e Lyerly, 2003), e com total adicional 

nos custos à saúde de aproximadamente de um bilhão de dólares anualmente 
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(Kyne et al., 2002). McDonald e colaboradores (2006) identificaram que o 

número de pacientes diagnosticados com doença associada ao C. difficile 

duplicou do ano de 1996 para o ano de 2003 (McDonald et al., 2006). 

Um estudo realizado por Lima e colaboradores, no Hospital Universitário 

Walter Cantídido da Universidade Federal do Ceará, Brasil, demonstrou que o 

C. difficile é o principal agente causador de diarréia hospitalar neste 

estabelecimento. (Lima et al., 1993). Desta forma, as doenças relacionadas ao 

C. difficile têm se tornado cada vez mais freqüentes, principalmente com o uso 

indiscriminado de antimicrobianos, que, além do mais, tem contribuído para o 

aumento dos índices de mortalidade por doenças diarréicas causadas por esse 

microrganismo (Pothoulakis e Lamont, 2001). 

1.9.2 Microbilogia do Clostridium difficile 

Os bacilos Gram-positivos anaeróbios esporulados encontrados em 

infecções humanas são membros do gênero Clostridium (Koneman et al, 

2001).  Em 1994, Collins e colaboradores demonstraram, por sequenciamento 

direto por PCR, que o gênero Clostridium era extremamente heterogêneo 

(Collins et al., 1994). O Clostridium difficile é reconhecido como um bacilo 

anaeróbio obrigatório, Gram-positivo que forma esporos subterminais, que 

compõe a microbiota intestinal humana e de outros animais (Figura 09) (Lyvery 

et al., 1988; Pothoulakis e LaMont, 1993; Kelly et al., 1994). Esse 

microganismo, encontrado no solo, em ambientes hospitalares e em fezes, é 

responsável por várias síndromes diarréicas, incluindo a diarréia inflamatória, 

colite associada a antibióticos e a colite pseudomembranosa (Settle e Wilcox, 

1996; Starr et al., 1997; Castagliuolo e LaMont, 1999). 
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Figura 09: Micrografia eletrônica dos bacilos do C. difficile. O Clostridium 

difficile é um bacilo Gram-positivo anaeróbio obrigatório, forma esporos 

subterminais e compõe a microbiota intestinal humana e de outros animais 

Fonte: Universidade de Hobot Hobot University of Wales College of Medicine 

UK.  Disponível em http://www.health.qld.gov.au/EndoscopeReprocessing/ 

Module13d.htm. Acesso em 10 de julho de 2007. 

A capacidade de formação de esporos torna o Clostridium difficile mais 

resistente ao ambiente hospitalar seletivo (Lyerly et al, 1988). Algumas cepas 

possuem cápsulas, influenciadas provavelmente devido ao nível de glicose no 

meio de cultura, entretanto não parece existir uma associação da cápsula com 

a virulência, bem como com a produção de toxina (Davies e Borriello, 1990). 

Outros fatores de virulência como fímbrias, glicocálice e enzimas hidrolíticas 

são descritas na literatura, mas seu papel na doença não está estabelecido. É 

possível que estes fatores estejam mais relacionados à capacidade do 

microrganismo colonizar o intestino, através da maior aderência, evasão dos 

PDF criado com versão de teste do pdfFactory Pro. Para comprar, acesse  www.divertire.com.br/pdfFactory

http://www.health.qld.gov.au/EndoscopeReprocessing/
http://www.divertire.com.br/pdfFactory


 80  

mecanismos de defesa e lesão tecidual permitindo a colonização e, talvez, 

exposição de menor número de receptores para as toxinas (Bongaerts & 

Lyerly, 1997). Entretanto, apesar de serem relatados vários fatores de 

virulência, além dos citados acima, outros como a produção de flagelos 

(desempenha um importante papel na colonização intestinal pelo C. difficile) e 

enzimas hidrolíticas também são descritos, porém, o fator de virulência que 

mais se destacam pela importância clínica e pela melhor caracterização é a 

produção das exotoxinas A e B, potentes toxinas proteolíticas de cadeia 

simples. (Barroso et al., 1990; Sauerborn e  Von Eichel-Streiber, 1990; Seddon 

et al., 1990; Bongaerts & Lyerly, 1994; .Borrielo et al., 1990; Tasteyre et al., 

2000; Poxton et al., 2001). 

A parede celular do C. difficile é composta de várias proteínas que têm 

sido parcialmente caracterizadas, como as proteínas Mr de 38 e 42 κDa. 

Antígenos como glicose, glicosamina, fosfatos e ácidos graxos constituem 40% 

do peso da parede celular. Se esses antígenos são ou não diferentes das 

proteínas de 38 e 42 κDa identificadas ainda não se sabe (Cerquetti et al., 

1992; Masuda et al., 1989; Poxton e Byrne, 1981; Poxton e Cartmill, 1982). 

Outro antígeno, proteína de 36κDa, tem sido relatado, porém sua função ainda 

é desconhecida, porém não apresenta toxicidade, nem é proteolítico e também 

não se liga à imunoglobulina como fazem alguns componentes de outros 

clostrídios (Pantosti et al., 1989; Cerquetti et al., 1992). 

 A identificação do C. difficile até o ano de 1977 era difícil, 

conseqüentemente as doenças associadas ao C. difficile não eram 

adequadamente diagnosticadas, como citado anteriormente. Em 1979, George 

e colaboradores desenvolveram um meio de cultura seletivo contendo ágar 

frutose, cicloserina e cefoxitima (CCFA), o qual facilitou o isolamento deste 

microrganismo (George et al., 1979).  “Neste meio, em 48 horas de incubação, 

C. difficile forma colônias amareladas, rizóides, de 4mm ou mais, com 

estruturas internas cristalinas, birrefringentes (manchas opalecentes). As 

colônias de C. difficile mostram fluorescência amarelo-esverdeada sob a luz 
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UV. O odor é similar ao esterco de cavalo. O C. difficile é negativo para lípase e 

lectinase” (Koneman et al., 2001). Este meio (CCFA) é indicado para 

isolamento seletivo de C. difficile de amostras de fezes ou amostras intestinais, 

porém o crescimento não é específico para C. difficile sendo necessário a 

identificação do isolado em cultura pura (Lyerly et al., 1988).  O C. difficile 

hidrolisa esculina e gelatina e não produz indol, nitrato e nem urease. A grande 

maioria das cepas fermenta glicose, manitol e manose, mas podem variar em 

relação a presença de salicina e à xilose (Dowell  et al., 1977; Allen et al., 

1991). 

As provas para o diagnóstico em casos onde há suspeitas de doenças 

por C. difficile podem ser realizadas em laboratório mediante demonstração da 

toxina citotóxica, isolamento e identificação, a partir de fezes produtoras de 

toxina, por teste de aglutinação com látex ou por diversos sistemas de ensaios 

imunoenzimáticos (EIA), ELISA, para determinação de glutamato 

desidrogenase de C. difficile, como também por uma prova de EIA para 

enterotoxina ou citocina produzida pelo microrganismo em fezes ou ainda por 

uma combinação desses métodos. O C. difficile pode ser isolado por meio de 

uma técnica de seleção de esporos ou do uso de meio seletivos em placas, 

como o ágar sangue-álcool feniletílico (PEA), ágar frutose-gema de ovo-

cicloserina-cefoxitina (CCFA), já citado acima, mais o ágar sangue para 

anaerobiose dos CDC seletivo (Koransky et al., 1978; Allen et al., 1991; Marler 

et al., 1992). Além disso, há outros métodos laboratoriais como 

contraimunoeletroforese, entretanto o ensaio utilizando a cultura de células é 

considerado um método padrão servindo de parâmetro para os outros testes na 

identificação das toxinas A e B do C. difficile (Lyerly et al., 1988). 

1.9.3 Toxina A e B do Clostridium difficile 

O Clostridium difficile produz duas potentes exotoxinas, a toxina A (TxA), 

a qual possui atividade tanto citotóxica  fraca como enterotóxica  e toxina B 

(TxB) que possui apenas atividade citotóxica. A família das grandes toxinas 

clostridiais é composta também pela α-toxina do C. novyi e pela toxina do C. 
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sordellii ambas são toxinas letais e hemorrágicas (Von Eichel-Streiber et al., 

1996). Ainda há cepas negativas para toxina A e positivas para toxina B (TxA –, 

TxB + respectivamente) que também podem causar os sintomas da colite 

pseudomembranosa (Savidge et al., 2003). Quanto mais toxigênica a cepa, 

maior a produção das toxinas, indicando que existe uma variação na produção 

destas (Lyerly e Wilkins, 1994). 

Corroborando com essa evidência, tem sido relatado um amplo espectro 

de resposta do hospedeiro ao C. difficile, passando do estado de portador 

assintomático até a colite pseudomembranosa. Essa variação, até este 

momento, ainda não é bem compreendida, sugerindo que possa estar 

associada com diferenças entre as cepas do microrganismo, não toxigênicas, 

ou com variações na resposta do hospedeiro, relacionadas com modificações 

nos receptores das toxinas ou nas defesas imunológicas (Pothoulakis e 

LaMont, 1993; Settle, 1996; Settle e Wilcox, 1996; Pothoulakis, 1996). 

As TxA e TxB do C. difficile estão codificados na região de 

patogenecidade dentro do cromossomo de cepas toxigênicas do C. difficile e 

são expressas durante a fase estacionária e de crescimento em resposta aos 

vários estímulos ambientais (Voth e Ballard, 2005). Estudos mostram que 

existe uma relação direta entre os níveis de toxina e o desenvolvimento da 

colite pseudomembranosa como também com a duração da diarréia (Burdon et 

al., 1981).  

Em relação às propriedades físicas, a toxina A é mais estável e mais 

resistente a pH extremo e proteases do que a TxB, e ambas permanecem 

estáveis a 370C e são inativadas a 600C. Além disso, são inativadas por 

substâncias antioxidantes, embora possam ser protegidas pela adição de 

agentes redutores (Banno et al., 1984). 

Os genes que codificam a TxA e TxB, TcdA e TcdB respectivamente, 

têm sido seqüenciados e encontram-se dentro do locus de patogenicidade do 

C. difficile (19,6Kb). As toxinas exibem um alto grau de similaridade, a começar 
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pelas semelhanças existentes em suas atividades bioquímicas. Ambas usam 

um domínio N-terminal para modificar substratos idênticos (74% de homologia) 

(Figura 10). E dentre os aminoácidos que compõem essas toxinas, a 

aspargina, glicina e glutamina são os que se apresentam em maiores 

quantidades (Banno et al., 1984; Dove et al., 1990; Barroso et al., 1990). Além 

disso, na região C terminal da TxA e TxB encontra-se um pequeno número de 

regiões homólogas chamadas oligopeptídeos repetitivos combinados, porém 

seus mecanismos ainda permanecem obscuros (Von Eichel-Streiber et al., 

1992).  
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Figura 10: Estrutura molecular das Toxinas A e B do Clostridium difficile. 

Os genes da toxina (TxA) e da toxina A (TxB) do C. difficile expressam 

homologias semelhantes com localizações similares do sítio catalítico, da 

região hidrofóbica e do domínio do receptor de ligação, com repetições do 

COOH terminal. Fonte: Adaptado de Pothoulakis e Lamont, 2001. 

Embora as toxinas A e B do C. difficile compartilhem características 

moleculares devido à alta homologia de suas seqüências (63% em suas 

seqüências de aminoácidos) e devido a seus tamanhos semelhantes (Von 

Eichel-Streiber et al., 1996), elas diferem entre si em alguns aspectos. 

Primeiramente, no que diz respeito a potência de enterotoxicidade e 

citotoxicidade. A TxB apresenta geralmente de 100 a 1000 vezes maior 

potência em relação a TxA. Alguns estudos sugerem que esta diferença de 

potência se deve a densidade dos receptores específicos para as toxinas na 

superfície celular (Von Eichel-Streiber et al., 1996; Aktories K., 1997; Wilkins e 
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Lyerly, 1994). Em síntese, as toxinas do C. difficile apesar de terem 

semelhantes modos de ação, apresentam diferenças consideráveis em relação 

às suas ações biológicas (Chaves-Olarte et al., 1997). Ademais, pesquisas 

feitas por Chaves-Olarte e colaboradores (1997) sugerem como três principais 

diferenças entra as toxinas A e B do C. difficile: 1. ligação específica das 

toxinas a superfície celular (diferenças de citotoxicidade); 2. TxB apresenta 

atividade enzimática de 100 a 1000 vezes maior do que a TxA; 3. TxA altera 

um substrato adicional (Rap) (Chaves-Olarte et al., 1997).  

Os genes das toxinas A e B são transcritos em uma mesma direção. O 

gene da TxA (8130 nucleotídeos) codifica uma única toxina bacteriana que 

contém 2710 aminoácidos polipeptídeos e peso molecular de 308κDa. A TxA é 

freqüentemente referida como enterotoxina devido a produção de secreção de 

fluidos, necrose inflamatória e por causar danos a mucosa intestinal detectada 

em animais experimentais. O gene da TxB  (7098pb) encodifica uma  proteína 

de 2366 aminoácidos e possui uma massa molecular de 270KDa que tem uma 

potente atividade citotóxica em cultura de células, porém não apresenta 

atividade enterotóxica em modelos animais em roedores (Lyerly et al., 1985; 

Pothoulakis e Lamont, 2001). Estudos em modelos de explantes intestinais 

humanos in vitro mostraram que ambas as toxinas puras possuem atividade 

enterotóxica no colón humano, contrapondo a designação de apenas uma 

toxina do C. difficile (TxA) ser específica e responsável pelos efeitos 

patofisológicos induzidos pelo C. difficile (Lyerly et al., 1985). 

Além das toxinas descritas acima, ainda há dentro do locus de 

patogenicidade do C. difficile outras três estruturas (TcdC, TcdD e TcdE) que 

estão envolvidas nas regulação da produção de toxinas ou liberação da toxina 

pelas células (Hammond e Johnson, 1995; McDonald et al., 2005) (Figura 11). 

A TcdC é transcrita na direção oposta aos dois genes da toxina A e B  e é 

expressa precocemente na fase exponencial porém declina na fase 

estacionária, correspondendo ao aumento da toxina A e B. Estes achados 

sugerem que o papel funcional da TcdC seja como regulador negativo da 
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produção das toxinas (Spigaglia et al., 2002; Voth e Ballard, 2005). Já TcdD 

possui semelhanças com as proteínas que se ligam ao DNA, servindo como 

possível regulador positivo da expressão das toxinas (Moncriet et al., 1997). O 

gene que codifica TcdE facilita a liberação da TcdA e TcdB pelo aumento da 

permeação da parede celular do C. difficile (Tan et al., 2001). Polimorfismos ou 

deleções parciais do TcdC podem levar a um aumento da produção da toxina A 

e B (Spigaglia e Mastrantonio, 2002). Somando a este fato, uma toxina binária 

separada tem sido descrita no C difficile (Popoff et al., 1988) (Figura 11). Dois 

genes cromossomais (cdtA e cdtB), fora do locus de patogenicidade, codificam 

esta toxina (Barth et al., 2004).  

Recentemente ocorreram várias epidemias de uma cepa particularmente 

virulenta do C. difficile (NAP/027) isolada nos Estados Unidos, Europa e 

Canadá (Warny et al., 2005; Pepin et al., 2005). Essa cepa contém uma 

deleção de 18 bp do regulador negativo TcdC e parece aumentar em 16 vezes 

a produção da Toxina A e em 23 vezes a produção da Toxina B. Além disso, 

esta cepa também contém uma outra toxina, chamada de toxina binária (CdtA 

and CdtB) (Barbut et al., 2005). Esta terceira toxina, designada de CDT (possui 

uma atividade específica na ADP-ribosiltranferase) foi descrita de uma cepa do 

C. difficile em 1988 (Popoff et al., 1988). Ainda não está claro qual é o papel 

que a toxina binária exerce na patogênese do C. difficile, contudo um estudo 

recente sugeriu que a toxina binária poderia estar diretamente correlacionada 

com a severidade da diarréia (McEllistrem et al., 2005; Barbut et al, 2005). 

Clinicamente, o ponto mais significante deste achado é que essa toxina binária 

seria uma cepa resistente à fluoroquinolona. McDonald e colaboradores 

compararam as amostras atuais com amostras antigas da cepa BI/NAP1, que 

contém uma deleção de 18 pb no gene TcdC. A toxina binária foi encontrada 

em todos (100%) os isolados atuais e mostraram ser resistentes às 

fluoroquinolonas e nenhum dos isolados anteriores eram resistentes (McDonald 

et al., 2005). 
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Figura 11: Figura esquemática mostrando o locus de patogenicidade 

(Paloc) do Clostridium difficile e a sua relação com os genes da toxina 
binária. Os genes tcdA e tcdB codifica, respectivamente, a Txa e TxB do C. 

difficile, enquanto tcdD codificam um regulador positivo da produção das TxA e 

TxB e gene TcdE codifica uma proteína que pode ser importante para a 

liberação das toxinas nas células. O gene tcdC parece atuar como regulador 

negativo da produção das TxA e TxB. Os genes cdtA e cdtB estão localizados 

a uma distância desconhecida do Palog que codifica a toxina binária. B1 e A3 

representam a localidade e tamanho relativo dos fragmentos dos genes 

amplificados por PCR para toxinotipagem.  Fonte: Adaptado de McDonald, 

2005. 

Até o presente momento, o papel da toxina B na doença associada ao C. 

difficile não está totalmente esclarecido. Há relatos de esta toxina atuar como 

potente agente citotóxico em modelos experimentais in vivo e in vitro, embora 

seja incapaz de provocar infiltração de células inflamatórias na mucosa 

intestinal (Lyerly et a., 1982; Taylor et al., 1981; Baldacini et al., 1992). Na 

literatura, evidencia-se a existência de toxinas variantes da TxB (TxB-1470 e 

TxB-8864), isoladas de cepas de C. difficile TxA – (Von Eichel-Streiber et al., 

1995; Torres, 1991). Estudos mostraram que cepas TxA – e TxB + isoladas 

clinicamente de pacientes que vieram a óbito por extensiva colite 

pseudomembranosa foram utilizadas para identificar o papel da TxB. (Torres, 
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1991). O papel dessas variantes no processo patogênico das alterações 

gastrointestinais provocadas pelas toxinas do C. difficile não está totalmente 

esclarecido, necessitando ainda mais de pesquisas neste contexto. 

1.9.4 Mecanismo de Ação das toxinas A e B do C. difficile 

O mecanismo de ação das toxinas A e B do C. difficile já é bem 

caracterizado na literatura (Figura 12). Estas duas toxinas são 

glicosiltransferases que modificam GTPases da subfamília Rho A. Esta 

modificação irreversível inativa quase todas as proteínas reguladoras de baixo 

peso molecular da subfamília GTPases da subfamília Rho, como a subfamília 

Rho, Rac e Cdc42 (Voth e Ballard, 2005). 

Três subfamílias constituem a família de proteínas Rho: a subfamília 

Rho, Rac e Cdc42. A subfamília Rho induz a formação de filamentos de 

sustentação de actina; a subfamília Rac, controla a consistência estrutural da 

membrana, assim como a atividade de NADPH-oxidase em neutrólifos; e 

Cdc42 regula a formação de filamentos de actina. As toxinas A e B inativam por 

monoglicosila as proteínas Rho que perdem a habilidade de induzir a 

polimerização de filamentos de actina, provocando, conseqüentemente, 

retração e arredondamento das células. Essa monoglicosilação compromete a 

função normal das GTPases, ocasionando uma interrupção na sinalização 

celular, resultando em desestruturação do citoesqueleto, citotoxicidade, 

retração celular, perda de adesão e arredondamento de células em cultura 

(Just et al., 1995, Hall, 1990; Voth e Ballard, 2005). 
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Figura 12: Alterações celulares causadas pelas toxinas A e B do C 
difficile. (A) Visão geral das modificações intracelulares provocadas pelas TxA 

ou TxB do C. difficile. Ambas as toxinas atuam intracelularmente como 

glicosiltransferases, modificando e ativando as proteínas Rho, Rac e Cdc42 
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através da transferência de uma molécula de açúcar que utiliza como co-

substrato a UDP-glicose. Os efeitos dessas modificações incluem a 

condensação dos filamentos de actina, ativação transcricional e apoptose. (B) 

Efeitos das TxA e TxB nas células epiteliais intestinais durante a doença. A 

exposição à TxA nas células epiteliais promove uma infiltração neutrofílica, 

produção de substância P e quimiocinas, produção de oxigênio reativo, ruptura 

das junções firmes e apoptose. A Txb também causa uma ruptura nas junções 

firmes e apoptose. A combinação de mais de uma dessas atividades gera 

acúmulo de fluidos e resposta inflamatória. Fonte: Adaptado de Voth e Ballard, 

2005. 

As toxinas A e B do C. difficile são peptídeos de cadeia simples que 

contêm pelo menos três domínios enzimáticos. O domínio enzimático o qual 

catalisa a reação de monoglicolisação (domínio glicosiltransferase NH2-

Terminal) está localizado na porção amino terminal de ambas as toxinas, onde 

contém o sítio ativo (Hofman et al., 1997). O segmento intermediário inclui um 

domínio transmembrana hidrofóbico (domínio de translocação), o qual 

provavelmente é o mediador da translocação da toxina para o citosol, mas seu 

mecanismo ainda não foi totalmente elucidado. O domínio de ligação ao 

receptor, responsável por ligar a toxina aos receptores na membrana celular, 

reside na porção carboxílica localizada em 1/3 da molécula de TxA a qual é 

constituída de unidades peptídicas que se repetem, as quais podem funcionar 

como uma proteção contra a proteólise (Von Eichel-Streiber et al., 1992; Frey e 

Wilkins, 1992). Elas representam a porção imunodominante da molécula, são 

altamente imunogênica recrutando muito dos anticorpos quando as toxinas são 

injetadas por via parenteral (Wren e at al., 1991). Embora ainda não tenha sido 

comprovado, essa porção também parece existir na TxB (Hofman et al., 1997). 

Alguns estudos mostram que a perda de unidades de repetição carboxílicas 

terminais da TxB provoca uma redução de 10 vezes na potência citotóxica 

(Barroso et al., 1994). 
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1.9.5 Receptor de ligação e internalização 

 A ligação a receptores específicos de membrana é o primeiro e importante 

passo no processo da entrada da toxina na célula. As estruturas de 

carboidratos são os elementos fundamentais para a ligação da toxina A na 

membrana celular, entretanto para a toxina B essas estruturas ainda 

permanecem desconhecidas (Pothoulakis et al., 1996). Investigadores 

mostraram que a TxA liga-se diretamente a uma estrutura de carboidrato 

terminal, GaLα1-3Galpβ1-4GlcNAc, porém este receptor não parece presente 

em humanos, encontrado apenas em roedores e outros animais (Krivan et al., 

1986; Lasen et al., 1990). Provavelmente devido a uma participação de um 

oligossacarídeo diferente ou uma possível interação proteína-proteína 

(Pothoulakis, e LaMont, 2001).  

  Após a ligação ao receptor, a internalização começa em poucos instantes. E 

em poucos minutos, a ligação torna-se irreversível, não sendo possível 

resgatar as células por antitoxinas ou por lavagem. Em 5 a 10 minutos, a toxina 

está localizada na mitocôndria, sendo acompanhada por uma diminuição no 

ATP intracelular, liberação do citocromo c e produção de oxigênio reativo (He 

et al., 2000). .  

1.9.6 Glicosilação das proteínas Rho 

Após a internalização das toxinas, a próxima etapa para que as toxinas 

comecem desempenhar seus efeitos citotóxicos a nível intracelular, é a 

monoglicosilação das GTPases Rho, resultando na inibição da sinalização por 

essas proteínas, por inativação e conseqüente desarranjo dos filamentos de 

actina (Just et al., 2000). 

As pequenas proteínas GTPases Rho (A, B, C, Rac e Cdc42), 

pertencentes a superfamília Ras (proteínas G transdutoras de sinais 

intracelulares) são responsáveis por uma variedade de funções celulares, 

incluindo a organização do citoesqueleto, a estabilidade das junções firmes 
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(tight junctions) e aderentes, crescimento e diferenciação celular, regulação da 

migração celular, como também regulam o controle da transcrição, progressão 

e transformação do ciclo celular (Aktories et al., 2000). 

As toxinas do C. difficile dentro das células utilizam a glicose-uridina 

difosfato (UDP-glicose) como substrato e a transfere para um receptor do 

aminoácido treonina (Thr) em quase todas as subfamílias das GTPases (Rho, 

Rac e Cdc42), inativando-as. O resíduo aceptor da treonina está na posição 37 

da Rho e na posição equivalente (Thr-35) da Rac e da Cdc42 (Just et al., 1994; 

Just et al., 1995; Selzer et al., 1996; Popoff et al, 1996). Vale salientar que 

estudos têm confirmado qua as toxinas A e B do C. difficile glicosilam as 

GTPases Rho na mesma posição e que outros  membros semelhantes a 

família Ras não são afetados. Sugerindo que a modificação das GTPases Rho 

pelo C. difficile reduz a estabilidade dessas proteínas. Embora, tenha se visto 

em estudos mais recentes que a TxA, mas não a TxB, modifica a Rap2 

(protótipo da superfamília Ras) em menor extensão, indicando exsitir uma 

diferença na especificidade para o substrato das TxA e TxB do C. difficile 

(Chaves-Olarte at al., 1997). 

Tendo o conhecimento de que a Thr-37/35 é crucial para a função 

regulatória da GTPases Rho, sua glicosilação implica em muitas 

conseqüências, como a incapacidade de polimerizar os filamentos de actina, 

causando o arredondamento celular; citotoxicidade e alterações da sinalização 

celular (Von Eichel-Streiber et al., 1997). A ruptura das junções firmes leva a 

um aumento da permeabilidade celular e resistência elétrica transepitelial 

diminuída (Riegler et al., 1995), redução da síntese protéica e da divisão 

celular, apoptose ou necrose (Pothoulakis e LaMont, 2001). 

Há evidências que a monoglicolisação da GTPase Rho não é a única 

atividade enzimática descrita para a toxina A. Na ausência de uma proteína 

aceptora, a TxA pode hidrolisar a UDP-glicose em UPD e glicose. Essa 

atividade é similar àquela de certas ADP-ribosiltransferases microbianas, tais 

como a toxina da cólera que ribosila ADP nas proteínas alvo, assim como 
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hidrolisa NAD em nicotinamida e ADP-ribose na ausência da proteína aceptora 

(Vaughan e Moss, 1997). Ademais, estudo realizados por Warny e 

colaboradores em 2000, levantaram a hipótese que algumas das importantes 

respostas celulares para as toxinas do C. difficile poderiam ocorrer antes e 

independentemente da glicosilação das GTPases Rho, como por exemplo um 

dano mitocondrial: ocorre antes e pode ser um importante mecanismo para a 

liberação de IL-8 dos enterócitos (Warny et al., 2000). 

1.9.7 Estudos in vivo e in vitro das atividades biológicas das Toxinas A e 
B do C. difficile  

Vários estudos em animais têm evidenciado os efeitos da toxina A do C. 

difficile. Lima e colaboradores utilizando modelos experimentais em coelhos 

mostraram que a injeção de toxina A na alça intestinal nesses animais causa, a 

partir das primeiras horas de observação, uma significativa secreção de fluido 

no lumen intestinal, ruptura das células epiteliais e uma intensa reação 

inflamatória (Lima et al., 1989). Outros investigadores, deste mesmo grupo de 

pesquisa, observaram que a excessiva reação inflamatória poderia ser 

bloqueada por inibidores de fosfolipases A2, de ciclooxigenases e por 

antagonistas do fator de agregação plaquetária. (Fang et al., 1994; Fonteles et 

al., 1995). 

Em 1997, Rocha e colaboradores relataram que a TxA do C. difficile é 

um potente indutor da migração neutrofílica na cavidade peritoneal de ratos e 

em bolsas de ar subcutâneas, via liberação de IL-1β, TNF-α e LTB4 (Rocha et 

al., 1997). Outros trabalhos relataram também a participação de mediadores 

importantes no processo inflamatório, como TNF-α, fator de agregação 

plaquetária (PAF), leucotrienos e prostaglandinas, liberados por macrófagos 

(Chang et al., 1990; Calderaro et al., 1991, Kandil et al., 1994. Esses mesmos 

autores em 2001, demonstraram que a toxina B, ao estimular macrófagos em 

experimentos in vitro, utilizando câmaras de Üssing, ao contrário da TxA, não 

foi capaz de induzir secreção intestinal, nem alteração no transporte 

eletrogênico em íleo de coelho (Rocha et al., 2001, Rocha et al., 1998). 
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A toxina A do C. difficile causa uma resposta secretória intestinal 

significativa, afetando a viabilidade celular pela ruptura de seu citoesqueleto 

além de possuir um efeito quimiotático sobre os neutrófilos, e promove 

liberação de prostagladinas e leucotrienos, de mediadores contribuintes para o 

processo inflamatório (Lima et al., 1988; Lima et al., 1989; Rocha et al., 1998; 

Just et al., 1995; Rocha et al., 1997; Bartlett, 1997).  

A exposição das toxinas A e B em cultura de células intestinais T84, 

células epiteliais intestinais do colón humano, promove uma diminuição da 

resistência transepitelial e aumento na permeabilidade celular (Johal et al., 

2004). Estudos in vitro em linhas de células intestinais têm confirmado os 

efeitos vistos in vivo. Estudos demonstraram que essa alteração na 

permeabilidade se dá ao nível de junções firmes intercelulares, indicando que o 

efeito das toxinas A e B do C. difficile na barreira funcional epitelial pode estar 

relacionado com alterações ocorridas no citoesqueleto resultante das 

modificações das proteínas da família Rho (Hecht et al., 1988; Hecht et al., 

1992). Nustrat e colaboradores mostraram uma forte evidência das proteínas 

Rho regulando as junções firmes e a organização dos microfilamentos de 

actina em monocamadas de células T84 (Nusrat et al., 1995). 

Ainda em células epiteliais intestinais T84, Brito e colaboradores 

mostraram que a toxina A do C. difficile induz a apoptose por um mecanismo 

dependente da inativação da Rho, e da ativação das caspases efetoras, 3 e 6, 

e das caspases 8 e 9 (caspases iniciadoras), além da ativação do Bid e de 

provocar dano mitocondrial com a liberação do citocromo c (Brito et al., 2002). 

Em 2006, o grupo desses mesmos autores, descreveram que o receptor 

agonista da adenosina A2 (ATL 313) reduz o dano no tecido e a inflamação em 

ratos com enterite induzida pela toxina A do C. difficile, sugerindo que este 

agonista possa contribuir na patogêneses da enterite induzida pelo C. difficile  

(Carneiro et al., 2006). 

Portanto, o Clostridium difficile é reconhecido como o principal agente 

etiológico da diarréia associada a antibióticos e da colite pseudomembranosa, 
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sendo a causa mais comum de diarréia hospitalar, por produzir, além de outras 

conseqüências, alterações na barreira intestinal facilitando a entrada de 

microrganismos no epitélio intestinal, e com isso, a translocação bacteriana 

(Brettle et al., 1984; George et al., 1982; Gilligan et al., 1981; Price et al., 1977; 

Thielman et al., 1995; Bartllett et al., 1980). Embora raros estudos tenham 

mostrado a importância de alguns micronutrientes necessários para um bom 

funcionamento do trato gastrointestinal, frente ao desafio de relevantes toxinas 

bacterianas, como as toxinas A e B do C. difficile, ainda sim, permanecem em 

abertas grandes lacunas a este respeito, com fundamental importância clínica. 

Nesta linha, Brito e colaboradores, investigaram o papel protetor de alguns 

micronutrientes in vitro, como a glutamina e alanil-glutamina, após o dano 

induzido pela TxA. Ambos os peptídeos reduziram a injúria epitelial provocada 

pela TxA, sugerindo o possível papel benéfico destes nutrientes no tratamento 

da colite (Brito et al., 2005). Entretanto, pouco se menciona o papel de outros 

micronutrientes, como a vitamina A e seus análogos, no epitélio gastrointestinal 

(Baltes et al., 2004; Quadro et al., 2000; Chen et al., 2003). Estudos 

demonstraram que a vitamina A (retinol) é um importante micronutriente para a 

manutenção e funcionalidade do epitélio intestinal, entretanto a base molecular 

do metabolismo do retinol no intestino humano ainda não está completamente 

esclarecido (Lampen A et al., 2000; Blomhoff et al., 1990). 

.  
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2. JUSTIFICATIVA  

 

A deficiência de vitamina A é um dos principais problemas de saúde 

pública, podendo ser agravada pela desnutrição e pela diarréia (Underwood, 

1995; Guerrant et al., 2000; WHO, 2002; Guerrant et al., 1992). A carência de 

vitamina A compromete a integridade epitelial e aumenta a incidência e 

severidade das infecções, sendo freqüentemente associada a doenças 

diarréicas (Sommer et al., 1984; Feachem, 1987).  

 Tendo em vista o grande potencial da vitamina A (retinol), 

micronutriente requerido por vários processos biológicos, e principalmente, por 

esta envolvida na integridade e na manutenção das células epitelais intestinais 

(Blomhoff e Blomhoff, 2006), este trabalho tem como hipótese de que vitamina 

A desempenhe uma função protetora na barreira funcional epitelial frente à 

injúria causada pela TxA do Clostridium difficile. Assim, propusermos estudar o 

possível papel benéfico do retinol utilizando modelos experimentais em culturas 

de células intestinais, tendo em vista a importância deste nutriente e do C. 

difficile nas doenças diarréicas. Raros estudos in vitro demonstraram o papel 

da vitamina A no reparo da barreira funcional intestinal, na prevenção contra a 

queda da resistência epitelial e na diminuição da apoptose e necrose, desta 

forma estudos adicionais são necessários para compreensão do papel desse 

nutriente (Baltes et al., 2004; Ara et al., 2004, Zamora et al., 2006). Ademais, 

pouco se conhece a cerca do mecanismo da vitamina A e seus análogos na 

prevenção contra danos celulares ocasionados por microrganismo, como 

bactérias, em especial as toxinas bacterianas, vírus e parasitas entéricos 

patogênicos, necessitando de maiores entendimento nesta área..  

Diante do exposto, pretendemos contribuir para o esclarecimento da 

função da vitamina A na diarréia causada pela TxA do C. difficile, bem como 

fornecer dados científicos adicionais que auxiliem na terapia nutricional de 

restauração da barreira funcional epitelial durante a doença provocada pela 

toxina A do C. difficile. 
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo geral 

• Investigar a modulação do retinol na lesão da barreira morfofuncional induzida 

pela toxina A do Clostridium difficile em culturas de células intestinais.  

3.2 Objetivos específicos 

• Determinar a análise de dose, tempo e efeito da toxina A do C. difficile na 

resistência elétrica transepitelial, proliferação, migração, apoptose e necrose 

em células intestinais, assim como, validar o modelo in vitro para medida 

funcional da barreira epitelial intestinal com marcadores moleculares lactulose 

e manitol;  

• Analisar o efeito do retinol em importantes processos celulares utilizando os 

modelos in vitro de permeabilidade intestinal, migração, proliferação, apoptose 

e necrose em culturas de células epiteliais intestinais; 

• Avaliar o possível efeito protetor do retinol na permeabilidade intestinal medida 

pela resistência elétrica transepitelial frente ao efeito enterotóxico da toxina A 

do C. difficile em células  Caco-2; 

• Avaliar o possível efeito protetor do retinol nas alterações da proliferação e 

migração celular induzida pela toxina A do C. difficile em células intestinais 

(IEC-6); 

• Avaliar o possível efeito protetor do retinol sobre a apoptose e necrose das 

células epiteliais intestinais da cripta (IEC-6) na lesão provocada pela toxina A 

do C. difficile  
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4.0 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Reagentes  

4.1.1 Toxina A do C. difficile 
 

A TxA purificada foi gentilmente fornecida por Dr. David Lyerly (Tech 

Laboratory, Blacksburg, VA, USA) através do programa internacional de 

colaboração entre o Instituto de Biomedicina(IBIMED)/Unidade de Pesquisas 

Clínicas (UPC) da Universidade Federal do Ceará em parceria com a 

Universidade da Virgina (USA). A TxA foi obtida do Clostridium difficile (VPI 

10463), cultivada de acordo com o método descrito anteriormente (Sullivan et 

al., 1982; Lyerly et al., 1982). A purificação da toxina A foi realizada por 

precipitação em sulfato de amônia, através de cromatografia de troca iônica em 

coluna de dietilaminoetil sefarose e cromatografia de imunoafinidade. A 

homogeneidade dessas toxinas foi demonstrada por imunoeletroforese cruzada 

e eletroforese em gel de poliacrilamida (Lyerly et al., 1982). 

A TxA fmoi preparada em alíquota mãe de 100 μg/mL e diluída, no meio 

fresco e antes de cada experimento, para as concentrações de 0,01-3μg/mL 

(dependendo do modelo experimental) a partir de uma concentração estoque 

de 1,13 mg/mL, armazenada 2 a 80 C. A toxina foi diluída em salina fosfatada 

tamponada (PBS) estéril e sempre filtrada em ambiente estéril, dentro do fluxo 

laminar, imediatamente antes de ser utilizada nos experimentos. 

 

4.1.2 Soluções e drogas 

A solução de acetato de retinol solúvel em água proveniente da Sigma 

Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) foi preparada em ambiente estéril dentro do 

fluxo laminar e ao abrigo da luz para proteger a vitamina A da oxidação e 

isomerização. O acetato de retinol foi armazenado a -200C e a alíquota mãe 

(5μM) foi preparada em água estéril deionizada e imediatamente antes de ser 

utilizada nos experimentos (Ara et al., 2004). E para cada experimento 

realizado as alíguotas eram diluídas no meio de cultura nas concentrações 
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desejadas para os modelos de experimentação (0,1-100nM). Nos experimentos 

de migração celular, utilizamos a mitomicina C (5μg/mL) (Roche, Indianapolis, 

IN). Para as análises no HPLC, a solução de clorexidina (40mg/mL) (SIGMA, St 

Louis, MO), foi diluída em água destilada estéril e filtrada dentro do fluxo 

laminar, assim como também a solução de lactulose e manitol (L/M) (L = 

250mg/mL; M = 50mg/mL) foi preparada de forma semelhante, com água 

destilada estéril e filtrada. 

As soluções utilizadas no preparo dos meios de cultura dependeram da 

linhagem de célula utilizada no experimento (IEC-6 OU Caco-2), dentre elas, a 

solução de piruvato de sódio 100nM (11,004 mg/L) (GIBCO, Grand Island, NY), 

a solução de aminoácidos não essenciais (GIBCO, Grand Island, NY) 100nM 

sendo, estocadas de 2°C a 8°C. Já o soro fetal bovino (GIBCO, Grand Island, 

NY), insulina bovina (10µg/ml) (SIGMA, St Louis, MO), a solução de tripsina-

EDTA (0.25% tripsina, 1mM EDTA) (GIBCO, Grand Island, NY) e a solução de 

penicilina (100UI/mL) e estreptomicina (100µg/mL) (GIBCO, Grand Island, NY) 

contendo 10.000 unidades de penicilina (penicilina G) e 10.000 µg de 

estreptomina (sulfato de estreptomicina em 0,85% de salina) foram 

armazenadas a -5° a -20°C. E para o HPLC, utilizamos sorbitol, clorexidina e 

os marcadores moleculares, lactulose e manitol, provenientes da Sigma 

(Chemical., St Louis, MO) 

 
4.2 Meios de cultura 

Meios de cultura são formulações químicas que fornecem o aporte 

nutricional para o desenvolvimento e crescimento da cultura, e de um modo 

geral, os meios contêm em sua composição de aminoácidos, vitaminas, sais 

inorgânicos e componentes orgânicos (Dulbecco et al., 1973). Os meios de 

cultura utilizados foram meio essencial mínimo modificado por Dulbecco - 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (1x) contendo 4500 mg/L de 

glicose e L-glutamina e sem piruvato de sódio (número de catálogo # 11965-

092) e DMEM contendo 4500mg/L de glicose e piridoxina hidroxiclorídrica, sem 

L-glutamina e sem piruvato de sódio (número de catálogo # 11960-044) (Gibco; 
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Gaithersburg, MD, USA) foram armazenadas a 2°C a 8°C. Cada elemento 

constituinte dos meios DMEN (11965-092, 11960-044) está em anexo (anexo 
9.1) enfatizando a composição dos diferentes meios, concentrações (mg/L), 

molaridade (mM) e pesos moleculares.  A formulação dos respectivos meios de 

cultura utilizados para cada tipo de célula intestinal é diferente e está descrita 

nas tabelas abaixo. 

Tabela 02 Composição do Meio de Cultura para células IEC-6 
Reagentes Volume 
 

DMEM a 
 
500mL 

 
5 % Soro Fetal Bovino 

 
25mL 

 
100 U/ml Penicilina e 100µg/ml Estreptomicina 

 
5mL 

 
Piruvato de Sódio 1mM 

 
5mL 

 
Insulina Bovina 95% (10µg/ml; 500ml=5000µg) 

 
5mg 

* O pH foi corrigido para 7,4 
a Para os experimento com meio padrão o número de catálogo do DMEM (#) foi 
11965-092 e para os experimentos com meio sem glutamina foi 11960-044. 
Tabela 03 Composição do Meio de Cultura para células Caco-2 

  Reagentes Volume 
 
DMEM a 

 
500mL 

 
10 % Soro Fetal Bovino 

 
50mL 

 
100 U/ml Penicilina e 100µg/ml Estreptomicina 

 
5mL 

 
Piruvato de Sódio 1mM 

 
5mL 

 
Solução de aminoácidos não essenciais 100nM, 
100X (MEM) 

 
5mL 

* O pH foi corrigido para 7,4 
a Para os experimentos com meio padrão o número de catálogo do DMEM (#) 
foi 11965-092 e para os experimentos com meio sem glutamina foi 11960-044. 
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4.3  Culturas de células Intestinais 

4.3.1 Câmara de fluxo laminar 
 

Todos os manuseios referentes à cultura de células foram realizados 

dentro do fluxo laminar, pois se faz necessário um ambiente estéril para 

manipulação das culturas de células. A câmara de fluxo laminar é o principal 

equipamento utilizado para a manutenção da esterilidade de materiais durante 

o manuseio e é onde se permite a remoção das partículas do ar originadas na 

área de trabalho. Além disso, permite também uma proteção contra 

contaminação cruzada, evitando que as partículas geradas na área de trabalho 

se desloquem lateralmente, contaminando outros processos e produtos (Bryan 

et al., 1984). 

Em síntese, o funcionamento das câmaras de fluxo laminar consiste na 

entrada do ar onde é succionado através dos pré-filtros por meio de ventilador 

centrífugo, depois atravessa um filtro absoluto e é distribuído a uma velocidade 

constante (0,45m/s) (Pinto et al., 2002). O laboratório de Doenças Infecciosas, 

UPC & IBIMED da Universidade Federal do Ceará abriga uma câmara de fluxo 

laminar vertical classe II tipo A, onde permite 70% de recirculação do ar e pode 

ser usada com microrganismo de risco 2 e 3, substâncias químicas em 

pequenas quantidades e substâncias com traços de material radioativo. O ar 

contaminado após filtragem pelo filtro HEPA do exaustor passa ao ambiente 

onde a cabine está instalada com pelo menos 20 cm de afastamento do teto 

(Morgan e Darling, 1993). 

Foram utilizadas duas linhas de células intestinais, uma derivada da 

cripta do jejuno de ratos normais (IEC-6) sendo uma linha de células epitelial 

não diferenciada e um outro tipo de células intestinais provenientes de células 

de adenocarcinoma de cólon humano (Caco-2), sendo células intestinais mais 

diferenciadas. 
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4.3.2 Células epiteliais intestinais de ratos (IEC-6) 

A célula epitelial intestinal de rato (IEC- 6) é derivada da cripta do jejuno 

de ratos normais, foi obtida da American Type Culture Collection (ATCC, 

Rockville, MD).  Essa reconhecida linhagem de célula foi desenvolvida e 

caracterizada por Quaroni e colaboradores em 1979, quando foram 

estabelecidas suas características por critérios morfológicos e imunológicos de 

células não diferenciadas da cripta do intestino delgado. Verificou-se a 

presença de numerosas microvilosidades cobrindo a superfície da célula (na 

região perinuclear) e a presença de pseudópodes que se estende pela 

superfície celular gerando a formação de contatos intercelulares (Quaroni et al., 

1979). Desta forma, essa linhagem celular é comumente utilizada em modelos 

in vitro de monocamadas de células para se avaliar, principalmente, a migração 

celular e outros parâmetros, após recuperação do intestino (McCormack et al., 

1992). As células IEC-6, como também as células Caco-2, foram cultivadas em 

placas de Opticell para cultura de acordo com as instruções do manual de 

procedimento operacional do produto (Opticell, Orlando, USA) (Figura 13). 

Esta placa para cultura de células possui uma dimensão de 2 x 65 x 150mm, 

volume de 100cm2 e com capacidade para 10mL de meio de cultura. O opticell 

é um novo conceito em técnica de cultivo de células que foi adotado pelo 

laboratório de Doenças Infecciosas da Universidade Federal do Ceará e foi 

utilizado pela primeira vez neste trabalho. O opticell veio substituir os frascos 

para cultura com o objetivo de maximizar o processo de cultura de células e 

assim diminuir as contaminações por microrganismos indesejáveis que acabam 

acarretando os insucessos dos experimentos com células. O sistema de cultura 

de células Opticell possui uma membrana transparente permeável a gás que 

permite uma excelente rotina de troca do ar e uma direta visualização em 

qualquer etapa do crescimento das células pelo microscópio, além de 

maximizar o espaço dentro das incubadoras de CO2 (Duong et al., 2005; 

Petrarca et al., 2006). 
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Adicionar 
10mL de 

ar

Retirar 
10mL de 

meio

Verter o 
opticell e 

retirar 10mL 
de ar Injetar 

10mL de 
meio

Retirar a seringa e 
colocar no rack

dentro da incubadora

Preencher a 
seringa com 10mL 

de meio

PROCEDIMENTO DE TROCA DO MEIO DE CULTURAPROCEDIMENTO DE TROCA DO MEIO DE CULTURA
PELO SISTEMA OPTICELLPELO SISTEMA OPTICELL

 
Figura 13: Esquema representativo da troca de meio de cultura pelo 

sistema de Opticell. Antes de iniciar o procedimento deve-se separar e 

preparar todo o material e colocá-lo dentro do fluxo laminar e deixando-os por 

30 minutos sob a luz UV. No fluxo laminar, o primeiro passo para a troca de 

meio é unir a ponteira do Opticell (tip) à seringa estéril e encher a mesma com 

10 mL de ar. Introduzir a ponteira no porto da placa de Opticell e injetar o ar 

suavemente. Remover o meio usado e descartá- no recipiente de lixo. Colocar 

assepticamente 10 mL de meio fresco em uma nova seringa estéril. Introduzir a 

ponta no porto do Opticell e injetar os 10 mL de meio novo no opticell. Verter a 

placa de opticell e retirar 10 mL de ar. Retirar a seringa e colocar na estante 

própria de armazenamento para as placas de opticell (rack) dentro da 

incubadora na atmosfera de 370 C com 5% de CO2 e 95% de O2. Deve-se 

verificar diariamente se houve crescimento das células e se há algum tipo de 

contaminação. Fonte: Manual de instrução do Sistema Opticell (Opticell, 

Orlando, USA) 
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As células IEC-6 (Figura 14) foram rotineiramente cultivadas em 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, GIBCO, Grand Island, NY) 

contendo 25mmol/L de glicose, 0,4mol/L de bicarbonato de sódio e 4 mmol/L 

de glutamina (anexo) acrescido de 5% de soro bovino fetal (GIBCO, Grand 

Island, NY), 10mg de insulina (10µg/mL) (SIGMA, St Louis, MO), 50UI/mL de 

penicilina (GIBCO, Grand Island, NY) e 50µg/mL de estreptomicina (GIBCO, 

Grand Island, NY), incubadas a 37ºC, em 5% de CO2 e 95% de ar e com trocas 

do meio de cultura às segundas, quartas e sextas-feiras.  

 
 

 Figura 14: Morfologia das células da linhagem celular IEC-6 em cultura 
confluente.  Foram coradas pela técnica de Ziehl-Neelsen, x 400. As células 

IEC-6 são células intestinais epiteliais que expressam características de células 

da cripta do intestino delgado e que não apresentam características de 

diferenciação e são freqüentemente utilizadas como modelo de reparo da 

mucosa intestinal (Quaroni et al., 1979; McCormack et al., 1992). 
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4.3.4 Células do adenocarcinoma de cólon humano (Caco-2) 

As células Caco-2, derivadas do adenocarcinoma de cólon humano, são 

monocamadas de células que em 14 a 21 dias de cultivo exibem várias classes 

de marcadores de diferenciação tipicamente encontrados em células intestinais 

maduras diferenciadas, como a presença de microvilosidades em borda de 

escova e a expressão da fosfatase alcalina (enzima freqüentemente usada 

como marcador de diferenciação celular) e as isomaltase-sucrase 

disacaridades e peptidases (Mariadason et al., 2000). A fosfatase alcalina, 

localizada na superfície externa da célula onde exerce sua atividade, está 

amplamente distribuída nos tecidos humanos, notadamente na mucosa 

intestinal, fígado (canalículos biliares), túbulos renais, baço, ossos 

(osteoblastos) e placenta, e parece estar associada com o transporte lipídico 

no intestino e com processos de calcificação óssea (Motta, 2000). Essas 

células diferenciadas exibem um fenótipo que se assemelha à células da base 

dos vilos e topo das criptas, sendo considerada como um modelo celular que 

mimetiza o que ocorre in vivo nas células do colón durante a migração da cripta 

para o topo dos vilos. Além disso, formam uma monocamada polarizada que se 

assemelham as características da mucosa intestinal madura (Boulenc et al., 

1992; Rousset, 1986; Delie e Rubas, 1997). Por conseqüência, esse modelo de 

cultura em monocamada de células epiteliais intestinais ajuda a definir os 

processos que regulam a permeabilidade das junções firmes do epitélio 

intestinal em condições normais e patológicas (Hidalgo et al., 1989; Cruz et al., 

1998).    

As células Caco-2 têm sido amplamente utilizadas em estudos e 

caracterizações de inúmeros processos bioquímicos dos enterócitos do 

intestino delgado. Essas células quando crescidas em um suporte 

impermeável, como frascos de cultura ou opicell, evidenciam a formação de 

grumos ou amontoados de células indicando o transporte iônico transepitelial 

(Pinto et al., 1983). Em membranas permeáveis, as células Caco-2 sintetizam e 

liberam na face basolateral a maioria das classes de lipoproteínas intestinais e 

éster de colesterol. Assim como, vários estudos mostram a habilidade das 
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células Caco-2 na captação do ácido fólico (Vincent et al., 1985) e por 

apresentar receptores para o fator de crescimento epidermal (Hidalgo et al., 

1989) e peptídeo intestinal vasoativo (Laburthe et al., 1987). As células Caco-2 

absorvem o retinol presente da região apical ou basolateral da célula, sintetiza 

ésteres de retinila e podem ligar-se ao retinol ou retinal pela CRBP e CRBP II 

(Harrison, 1993; Quick e Ong, 1990). As células Caco-2 contêm componentes 

para metabolizar a nível intestinal a vitamina A, sendo capazes de para 

internalizar e esterificar o retinol. Portanto, essa linhagem de células serve 

como ferramentas disponíveis para se estudar o metabolismo da vitamina A 

nos humanos (Quick e Ong et al., 1990). 

As linhagens de células Caco-2 (Figura 15) utilizadas neste trabalho 

foram obtidas da American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD) e 

incubadas a 37ºC, em 5% de CO2 e 95% de ar. Foram cultivadas em sistema 

de cultura Opicell (Opticell, Orlando, USA) da mesma maneira descrita para as 

células IEC-6. As células Caco-2 foram cultivadas rotineiramente em 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, GIBCO, Grand Island, NY) 

contendo 10% de soro bovino fetal, 100UI/mL de penicilina e 100µg/mL de 

estreptomicina, além de aminoácidos não-essenciais (GIBCO, Grand Island, 

NY) e piruvato de sódio (GIBCO, Grand Island, NY), como já mostrado 

anteriormente. A troca de meio de cultura foi realizada duas vezes por semana 

nas terças e sextas-feiras. 
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Figura 15: Morfologia das células Caco-2 em cultura confluente. Foram 

coradas pela técnica de Ziehl-Neelsen, x 400. As células Caco-2, derivadas do 

adenocarcinoma de cólon humano que espotaneamente se diferenciam, 

exibindo várias características morfológicas e funcionais dos enterócitos 

maduros, sendo comumente utilizadas em modelos in vitro para avaliar a 

integridade do epitélio intestinal (Li et al., 2003). 
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4.4 Protocolos experimentais 

4.4.1 Preparação das células aderidas  

Antes da realização da contagem, as células aderidas na placa de 

cultura confluente eram “liberadas” da superfície em que se encontravam 

aderidas. Utilizou-se tripsina-EDTA (0,05% de 1;250 de tripsina; isto é, tripsina 

que sob condições testadas pode digerir 250g de substrato para cada 1g de 

tripsina adicionada e 0,02% de EDTA). O fundamento deste princípio baseia-se 

no fato de que as proteínas de adesão destas células necessitam de magnésio 

para exercerem sua função. Devido a estas características, a tripsina e o EDTA 

são utilizados em conjunto. A tripsina age digerindo e clivando as proteínas de 

adesão; e o EDTA, por sua vez, quela os cátions divalentes livres (Peres e 

Curi, 2005). 

Portanto, para a liberação das células do substrato, o meio foi retirado 

de acordo com o procedimento de troca de meio demonstrado na figura 11, e 

foi adicionado 3-5mL de tripsina-EDTA permitindo que toda área em que as 

células se encontravam ficasse em contato com a solução. Em seguida, a 

placa de opticell foi incubada a 370C em atmosfera umidificada contendo 5% de 

CO2 e 95% de ar atmosférico por 5-15 min para células IEC-6 e 10-20 min. 

para as células Caco-2. Após este período, a cultura foi examinada no 

microscópio para verificar se as células foram removidas das duas superfícies 

de adesão do opticell. Em seguida, foram adicionados de 5 a 7mL de meio de 

cultura com soro misturando suavemente a solução.  As proteínas do soro são 

clivadas pela tripsina e acabam competindo com as moléculas de adesão das 

células, permanecendo viáveis para seguir com o experimento. Outro ponto 

importante neste processo, é que a tripsina foi mantida em contato com as 

células por um curto período de tempo. Após o recolhimento desta solução com 

células, meio e tripsina-EDTA em um tubo estéril, então as células foram 

centrifugadas (1500 rpm por 5 min). A seguir, o sobrenadante contendo tripsina 

foi desprezado, e o precipitado celular (pelet) foi lavado com solução salina 

estéril e filtrada (PBS). A ressuspensão em PBS (10mL) foi feita suavemente 
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para que não houvesse nenhum dano às células e novamente foi centrifugada 

(1500 rpm por 5 min). 

 

4.4.2  Contagem das células intestinais em lâmina pela câmara de 
Neubauer 

Após a segunda centrifugação, foi retirado novamente o sobrenadante e 

acrescentou-se 5ml de meio de cultura. Um pequeno volume da suspensão 

(100μL) foi retirado com pipeta estéril e colocado em um tubo contendo meio 

(900μL) para realização da contagem. A contagem foi realizada na câmara de 

Neubauer (Figura 16), uma lâmina de vidro que apresenta duas superfícies 

separadas (cada uma dividida em um grid). O grid é composto por nove 

quadrados, onde cada qual mede 1mm de lado e é limitado por três linhas 

muito próximas. Uma lamínula de vidro é posicionada sobre a área central da 

câmara. O espaço formado entre a lamínula e a câmara é de 0,1mm. Por 

conseqüência, o volume é determinado por cada quadrado quando coberto 

pela lamínula é equivalente a 1mm x 1 mm x 0,1 mm que é igual a 0,1 mm3 , ou 

seja, 0,1 μL. Então, após a contagem das células existentes em um quadrado, 

o número de células contidas em 1mL é igual a este valor mutiplicado por 104 

(Freshney, 1994). 

                          

 
B Espessura de 0,1mm   

A 
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Figura 16: Câmara de Neubauer. (A) Foto da câmara de Neubauer espelhada 

tradicional mostrando a distância de 0,1 mm entre a lamínula de cristal e a 

superfície da câmara contendo o grid. (B) Foto do local onde se coloca o 

volume de meio com células para contagem. (C) Área total do grid mostrando 

os locais onde pode fazer a contagem, pode-se utilizar os quatro quadrados 

externos (1,2,3,4) ou o quadrado central (5). Fonte: Adaptado de Peres e Curi, 

2005. 

Nos experimentos nós utilizamos a contagem pelos quatro quadrados e 

fizemos uma média destes (a contagem de mais de um quadrado garante um 

resultado mais confiável), entretanto poderia ser feita também utilizando 

apenas o quadrado central (Figura 16). A contagem foi padronizada com 

critério de exclusão das células que estiveram sobre as linhas inferiores e da 

direita. A concentração total de células na suspensão original foi calculada 

seguindo a fórmula abaixo: 

N0 total de células contadas x 104 x fator de diluição
Número de quadrados contados

= Número de células /mL

N0 total de células contadas x 104 x fator de diluição
Número de quadrados contados

= Número de células /mL
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Desta maneira, antes de iniciar os experimentos foi feita a tripsinização 

das células aderidas nas placas de opticell, logo após a contagem das células 

para cada protocolo de experimentação e, caso necessário, o ajuste para a 

concentração ideal. 

 

4.4.3 Resistência Elétrica Transepitelial (TER) 

 A Resistência Elétrica transepitelial (TER) seguiu o modelo descrito por 

Hidalgo e colaboradores (1989) para o estudo em modelos de cultura em 

monocamada do epitélio intestinal, onde substâncias tóxicas como etanol, TxA 

do C. difficile, entre outras,  alteram a permeabilidade das junções firmes em 

células intestinais diferenciadas. Neste trabalho utilizamos as células de 

adenocarcinoma de cólon humano (Caco-2; passagem 40-51) semeadas em 

filtros cobertos por colágeno inseridos em placas contendo 12 poços 

(Transwell-COL, 6,5 mm de diâmetro, com área de crescimento celular de 

0,33cm2 e o tamanho do poro do filtro de 0,4μm; Corning Costar Corporation, 

Cambridge, MA, USA), na concentração de 5 x 105 células/mL e incubadas a 

370C em 5% de CO2 . Mantiveram-se dois poços sem células (leitura do poço 

sem células), pois este foi o branco utilizado nos cálculos matemáticos para se 

obter o valor da TER. O volume de meio adicionado foi de 0,4mL e 1mL na 

região apical e basal de cada poço, respectivamente (Figura 17). 
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Figura 17: Figura esquemática mostrando a monocamada de células 

Caco-2 semeadas em filtros cobertos por colágeno (transwell). Os 

transwells foram inseridos em poços de placas de 12 poços onde se pode 

identificar o lado apical e lado basolateral no qual se insere os dois eletrodos 

(lado esquerdo) e no lado direito, em grande aumento, mostrando 

representativamente as células Caco-2 semeadas na membrana do filtro e as 

junções firmes. Fonte: Manual do fabricante de instruções de uso (Corning 

Incorporation, Cambridge, MA, USA), 

A Resistência Elétrica Transepitelial (TER) (Ω) em monocamadas de 

células Caco-2 foi medida utilizando o Sistema de medição da resistência 

elétrica transepitelial (Millicel Eletrical Resistence System, Millipore Corp., 

Belford, MA), colocando eletrodos separados na região apical e basal dos 

poços de acordo com o manual de instruções do fabricante (Figura 18). A TER 

para cada poço foi obtida a partir da média de duas leituras realizadas, 

subtraída do valor do branco (medida da resistência de um poço sem células 

contendo somente o meio) e multiplicada pela área da membrana para obter 

TER (Ω X cm2).  
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Figura 18: Ensaio para medição da resitência elétrica transepitelial. As 

células Caco-2 foram tripsinizadas e semeadas em filtros cobertos com 

colágenos (transwells). Após a confluência, foi adicionados TxA do C. difficile 

(0,1μgm/mL) e/ou retinol (0,01-100nM) e medida a resistência elétrica 

transepitelial (TER) pelo sistema de medição da resitência (Millicel Electrical 

Resistance System, Millipore Corp., Belford, MA), colocando eletrodos 

separados na região apical e basal dos poços. A TER para cada poço foi obtida 

a partir da média de duas leituras realizadas, subtraída do valor do branco 

(medida da resistência de um poço sem células contendo somente o meio) e 

multiplicada pela área da membrana para obter TER (Ω X cm2).  

 

 

Transwell
s 

Apical 

Basal 

Células 
Caco-2 

Filtro Tripsinização 

Confluência 

Retinol (0,01-100nM)  
e/ou 

TxA 0,1μg/mL 

TER 

Sistema de Resistência Elétrica 
Millicell 

PDF criado com versão de teste do pdfFactory Pro. Para comprar, acesse  www.divertire.com.br/pdfFactory

http://www.divertire.com.br/pdfFactory


 116  

Com intuito de observar a ação do retinol na confluência de células 

Caco-2, após a tripsinização das células em opticell, o meio utilizado durante 

todos os experimentos foi sem glutamina para que pudéssemos obter 

resultados referentes à suplementação do retinol sem nenhum interferente. 

Este meio foi adicionado com e sem retinol durante até 120 horas quando 

avaliamos o papel do retinol na confluência das células Caco-2, registrando as 

mudanças na resistência elétrica ao longo deste período de tempo. Dando 

continuidade, avaliamos então, o perfil da toxina A do C. difficile (0,1μg/mL) na 

resistência após a confluência nas células Caco-2, onde foi medido a TER para 

cada poço nas 0; 0,5; 1; 2; 3; 4; 6; 8 e 24 horas. E para elucidar a ação do 

retinol após a lesão da barreira epitelial intestinal induzida TxA do Clostridium 

difficile no modelo de resistência elétrica transmembrana (TER), uma medida 

indireta da permeabilidade celular, medimos a resistência nas 0; 0,5; 1; 2; 3; 4; 

6 e 24 horas após adição da toxina, verificando desta forma a função do retinol 

na proteção da barreira epitelial intestinal da ação enterotóxica da TxA. 

As células foram tratadas em diferentes concentrações de retinol (0,01-

100nM) e o grupo controle recebeu a mesma quantidade de veículo (água 

estéril destilada e deionizada). E já para os experimentos onde houve apenas a 

ação da toxina A, o controle recebeu a mesma quantidade de PBS. Os 

resultados dos experimentos com a TxA foram feitos em porcentagem em 

relação à medida inicial. 

 

4.4.4 Medida funcional da barreira epitelial intestinal utilizando como 

marcadores de lactulose e manitol in vitro. 

A modulação funcional da barreira epitelial intestinal por enterotoxinas 

bacterianas e fatores tróficos intestinais ainda é pouco conhecida. Sabendo 

que a toxina A do C.difficile causa aumento da permeabilidade paracelular 

associado a desorganização da F-actina apical e basal, como também a 

dissociação de ocludina, ZO-1 e ZO-2 (Rybolt et al., 1989), este trabalho 

avaliou a lesão da barreira epitelial intestinal induzida pela toxina A do C. 

difficile in vitro, utilizando marcadores moleculares de lactulose (L; PM.=342) e 
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manitol (M; PM.=182), que permite avaliar o grau de lesão da mucosa, até 

então ainda não validados in vitro. 

A lactulose (C12H22O11) e o manitol (C6H11O6) são açúcares hidrofílicos e 

apresentam baixa afinidade pelos sistemas de transporte monossacarídico da 

mucosa intestinal, sendo assim, são absorvidos passivamente e com vantagem 

de não ser metabolizados. O manitol entra nas células através da via 

transcelular (através da membrana celular pelos poros hidrofílicos do epitélio 

intestial), enquanto que a lactulose entra através da via paracelular, por entre 

as células (Lima et al., 1997). Portanto, a perda da integridade da mucosa 

intestinal causa um aumento da absorção de lactulose e a perda das áreas 

absortivas diminui a absorção do manitol (Fleming et al., 1990). Desta forma, 

esta razão lactulose/manitol promove uma medida quantitativa da integridade e 

função intestinais que geralmente está aumentada na diarréia ou em outras 

doenças que afetam a absorção intestinal (Lima et al., 1997, Barboza Jr et al., 

1999). 

Para tanto, subseqüentemente a medição da resistência elétrica 

transepitelial (TER), após o dano induzido pela toxina A do Clostridium difficile 

por 24 horas, marcadores moleculares como lactulose e manitol foram 

adicionados (40μL) aos compartimentos apicais das membranas permeáveis 

(transwells). A solução de L/M (L = 250mg/mL; M = 50mg/mL) foi preparada 

com água destilada estéril e filtrada. Após 24 horas, amostras do meio da 

região basal dos poços foram coletadas e adicionou-se 50μL de clorexidina 

(para preservar as amostras de células). As amostras foram analisadas e as 

quantidades dos açúcares medidas em cromatografia líquida de alta pressão 

com detecção amperométrica pulsátil (HPLC-PAD do inglês high-performance 

liquid chromatography) como previamente descrito (Barboza Jr et al., 1999) 

para amostras de urina em seres humanos. 

Para a análise, preparou-se primeiramente a solução-padrão, que é o 

padrão de referência para os açúcares (Figura 19), contendo os três acúcares, 

lactulose (0,0342g), sorbitol (0,0182g) e manitol (0,0182g) e adicionou-se, em 
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balão volumétrico, para completar o volume de 100mL com água deionizada, 

bidestilada e estéril. Outra solução padrão, chamada de solução do padrão 

interno (contendo o sorbitol) também foi preparada com água deionizada, 

bidestilada e estéril. Antes da dosagem no HPLC, as amostras de células após 

24 horas incubação com a TxA, foram preparadas para a análise. As amostras 

de células (50μL) foram diluídas em 50 μL da solução do padrão interno e 

adicionada 2,9 mL de água deionizada e bidestilada. Após a filtração desta 

solução, 50 μL do filtrado foram utilizados para a dosagem do HPLC-PAD. 

                  

 Figura 19: Figura mostrando o cromatograma dos padrões de referência 
para os três açúcares, sorbitol, manitol e lactulose. Os picos representados 

em números indicam os açúcares, onde número 3 é pico para o sorbitol, o pico 

4 é o manitol e 5 é o pico da lactulose. O pico do sorbitol é usado como padrão 

interno para a quantificação dos açúcares. 
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Para a análise, preparou-se primeiramente a solução-padrão, que é o 

padrão de referência para os açúcares, contendo os três acúcares, lactulose 

(0,0342g), sorbitol (0,0182g) e manitol (0,0182g) e adicionou-se, em balão 

volumétrico, para completar o volume de 100mL com água deionizada, 

bidestilada e estéril. Outra solução padrão, chamada de solução do padrão 

interno (contendo o sorbitol) também foi preparada com água deionizada, 

bidestilada e estéril. Antes da dosagem no HPLC, as amostras de células após 

24 horas incubação com a TxA, foram preparadas para a análise. As amostras 

de células (50μL) foram diluídas em 50 μL da solução do padrão interno (mM) e 

adicionada 2,9 mL de água deionizada e bidestilada. Após a filtração desta 

solução, 50 μL do filtrado foram utilizados para a dosagem do HPLC-PAD. 

4.4.5 Migração celular em cultura de células intestinais  

O ensaio da migração celular seguiu o modelo descrito anteriormente 

com modificações (Brito et al., 2005; McCormack et al, 1992) (Figura 20). As 

células IEC-6 foram semeadas em placa de cultura contendo seis poços em 

uma concentração de 105 células/mL em meio de cultura padrão (com 

glutamina) já descrito anteriormente. Ao atingirem a confluência (depois de 24 

horas), após retirar 50% do meio de cultura de cada poço, foi feito um risco no 

centro do poço ao longo de uma distância de 30mm na monocamada de 

células com uma lâmina estéril, arrastando-se as células para a borda do poço 

(no sentido da esquerda para direita), como mostrado abaixo na figura. Após o 

arranhão, lavou-se duas vezes as células com tampão salina fosfato estéril 

(PBS) (1mL/poço) e incubadas com meio sem glutamina suplementado ou não 

com concentrações crescentes de retinol (0,01-100nM). Logo após, adicionou-

se a TxA (0,01μg/mL) para verificar o efeito da vitamina A na migração celular 

após dano mecânico e da lesão da TxA, e posteriormente as placas foram 

incubadas a 37ºC em 5% de CO2. Depois de 12 e 24 horas, a coluna com 

maior taxa de migração foi selecionada e as células foram observadas em 

microscópio invertido (Nikon E400, Japan) em um aumento de 100x, 
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fotografadas e contadas com o auxílio de uma grid ocular, seguindo o modelo 

adotado por Brito et al., 2005. 

Dando continudade a este experimento, adicionamos também um 

inibidor da síntese de DNA, mitomicina C (Roche) ao meio durante o ensaio da 

migração celular, objetivando verificar a modulação do retinol ao inibimos a 

proliferação celular neste período de tempo de 12 e 24 horas (Bassen et al., 

2000). Antes de fazer arranhão nas células IEC-6, adicionou-se aos poços a 

mitomicina C (5μg/mL) incubando por 15-20 minutos. O procedimento posterior 

ao arranhão e contagem das células migrando foi executado da mesma 

maneira descrita acima. 

 

 

Figura 20: Figura esquemática demonstrando o modelo de migração 

celular em células IEC-6. (adaptado de Brito et al., 2005 e McCormack et 
al., 1992) As células foram tripsinizadas e semeadas em placas de seis poços 

até atingir a confluência (Corning Incorporation, Cambridge, MA, USA). Após 
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12 e 24 horas, retira-se 50% do meio e, com uma lâmina estéril, faz-se um 

risco na monocamada celular, arrastando-se as células para a borda do poço. 

As células, então, são lavadas duas vezes com meio normal estéril (1mL/poço) 

e incubadas com meio de cultura fresco com ou sem TxA e suplementadas ou 

não com diferentes concentrações de retinol. As células são observadas em 

microscópio invertido (AusJena, Germany) em um aumento de 100x, 

fotografadas e contadas com o auxílio de uma grid ocular, seguindo o modelo 

adotado por Brito et al., 2005.  

4.4.6 Proliferação celular de células intestinais em cultura 

A proliferação celular foi medida indiretamente usando o Kit de 

proliferação celular, sal tetrazólio WST-1 adquirido da ROCHE (Mannheim, 

Germany) de acordo com as instruções do fabricante. As células IEC-6 foram 

cultivadas em placa contendo 96 poços em uma concentração de 4 x 104 

células/mL em 100µL de meio padrão (meio com glutamina) na incubadora a 

370C em 5% de CO2. Após atingirem confluência de 20 a 30%, em torno de 

48h, as células foram lavadas duas vezes com solução tampão salina fosfato 

estéril para remoção de todo o meio de cultura e incubadas com meio (padrão 

ou sem glutamina) suplementado ou não com vitamina A (0,1-100nM) e 

acrescido ou não da TxA (0,1μg/mL). Após 24 e 48 horas, as células foram 

incubadas a 370C em 5% de CO2 por 4 horas com 10μL do sal tetrazólio WST-

1. A absorbância foi medida pelo ELISA com filtro de 450nm. Esse composto 

tetrazólico modificado é reduzido a formazan (marcador solúvel em água) por 

células metabolicamente ativas, sob ação de uma desidrogenase (Figura 21). 

A produção de formazan é proporcional ao número de células viáveis na cultura 

e foi observada quatro horas após a adição dos reagentes, com o auxílio do 

leitor de ELlSA. Essa análise é uma medida indireta da proliferação celular em 

função do tempo. 
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Figura 21: Redução do Composto Tetrazólico (WST-1) a formazan pelas 
enzimas mitocondriais nas células metabolicamente ativas. O composto 

tetrazólico modificado (WST-1) é reduzido a formazan por células 

metabolicamente ativas, sob ação de uma desidrogenase (NADH) (Figura 19). 

A produção de formazan é proporcional ao número de células viáveis na 

cultura, portanto é uma medida indireta da proliferação celular. Fonte: Manual 

de instruções de uso do Kit de proliferação celular WST-1, ROCHE (Mannheim, 

Germany) 

 
4.4.7 Medição da apoptose e necrose por citometria de fluxo 

A citometria de fluxo é uma técnica utilizada para determinar diferentes 

características das partículas biológicas, podendo ser utilizada para quantificar 

a apoptose e necrose celular (Ormerod et al., 1993). O princípio da citometria 

de fluxo se baseia no fato de que, quando a luz da fonte de excitação incide 

nas partículas em movimento, a luz é desviada e ocorre emissão de 

fluorescência. O desvio da luz que está relacionado diretamente com a 

estrutura e morfologia das células, e a fluorescência são determinadas para 

cada partícula que passa sobre a fonte de excitação. Após a aquisição do 

desvio da luz e fluorescência de cada partícula, a informação resultante pode 

ser analisada utilizando um computador específico. O citômetro de fluxo pode 

ser descrito como quatro sistemas inter-relacionados. O primeiro é o sistema 

Coloração vermelho claro Coloração vermelho escuro 
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fluídico, que transporta as partículas da amostra através do instrumento. Neste, 

a amostra, na forma de suspensão de partículas, atravessa a câmara dentro de 

um fluxo laminar, permitindo que cada célula seja analisada pela fonte de 

iluminação individualmente. O segundo é um sistema de iluminação, utilizado 

para análise da partícula. Os citômetros de fluxo usam raios laser como fonte 

luminosa para interceptar uma célula ou partícula que foi alinhada pelo sistema 

de fluxo. O terceiro é um sistema óptico e eletrônico para o direcionamento, 

armazenamento e tradução dos sinais de desvio de luz e emissão de 

fluorescência que resultam da iluminação das partículas. Este sistema é 

responsável por coletar e quantificar pelo menos cinco parâmentros dessa luz 

desviada e fluorescência emitida. O quarto é um sistema de controle 

computacional que interpreta os sinais elétricos e os transforma em dados 

significativos para armazenamento e posterior análise. Os sinais gerados a 

partir das células ou partículas são então chamados de eventos e são 

armazenados no computador permitindo analisar ou imprimir variações de um 

arquivo repetidamente (Peres e Curi, 2005; Jaroszeski e Radcliff, 1999; 

Shapiro, 1995).  

  Para os experimentos de citometria de fluxo as células IEC-6 foram 

semeadas em placas de 12 poços na concentração de 5 x 105 células/mL até 

atingirem a confluência. Após 24 horas, o meio foi trocado para meio fresco 

suplementado ou não com diferentes concentrações de retinol (0,01-100nM) e 

incubados ou não com a toxina A do Clostridium difficile durante 24 horas. Logo 

após esse período, as células foram tripsinizadas e coletadas para serem 

centrifugadas a 1000rpm por 5 minutos. Repetiu-se o processo de 

centrifugação e as células foram resuspensas em 200µL de Binding Buffer e 

incubadas por 15 minutos no escuro com 5µL de Anexina V e 10µL de iodeto 

de propídio. Apoptose e necrose foram quantificadas por citometria de fluxo 

(COULTER® EPICS® XL-MCL™ Flow Cytometer) (Figura 22), utilizando o 

ApoAlert Annexin V Kit (Clontech, bd). 
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Figura 22: Ensaio para quantificação da apoptose e necrose das células 
IEC-6 por citometria de fluxo. As células IEC-6 foram cultivadas em frascos 

para culturas de células e semeadas em placas de 12 poços na concentração 

de 5 x 105 células/mL até atingirem a confluência. Após 24 horas, o meio foi 

trocado para meio fresco suplementado ou não com diferentes concentrações 

de retinol (0,01-100nM) e incubados ou não com a TxA do C. difficile durante 

24 horas. Logo após esse período, foram adicionadas as células 400μL de 

Tripsina/EDTA e incubadas por 15 minutos. As células tripsinizadas foram 

coletadas e centrifugadas a 1000rpm por 5 minutos. Descartou-se o 

sobrenadante e adicionou-se 100 μL Binding Buffer lavando mais uma vez as 

células (centrifuga). Descartou-se o sobrenadante e foram resuspensas 

novamente as células em 200µL de Binding Buffer e incubadas por 15 minutos 

no escuro com 10µL de Anexina V e 5µL de iodeto de propídio (ApoAlert 

Annexin V Kit, Clontech, BD). Apoptose e necrose das células foram 

quantificadas por citometria de fluxo (COULTER® EPICS® XL-MCL™ Flow 

Cytometer, Beckman-Coulter, Miami, Florida, USA). Fonte: Modelo adaptado 

de Ormerod et al., 1993. 
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O iodeto de propídio (IP), um corante não específico de DNA, imite 

fluorescência na faixa de 560-580nm (FL2), intercalando entre as duplas fitas 

dos ácidos nucléicos. O IP não passa por membranas intactas corando apenas 

as células mortas. Alterações na membrana, como, por exemplo, quando 

ocorre a apoptose, morte celular programada, pode ser detectada pela 

translocação de fosfatidilserina da camada interna da membrana para a 

camada externa. Desta forma, as células cuja membrana esteja rompida 

permitirão a entrada do IP que se ligará ao DNA, emitindo alta fluorescência 

quando excitadas pelo laser (Peres e Curi, 2005). 

A fosfatidilserina (PS) é um fosfolipídeo carregado negativamente que é 

predominantemente presente na face interna da membrana das células (Op 

den Kamp, 1979). Desta maneira, quando ocorre a morte celular, a PS é 

translocada para o outro lado da membrana (face externa da célula), fato que 

geralmente ocorre durante as fases iniciais da apoptose celular, quando a 

membrana da célula ainda permanece intacta. Por outro lado, a necrose é 

acompanhada pela perda da integridade da membrana e conseqüente 

liberação de seus constituintes celulares para fora da célula (Vermes et al., 

1995).  

O fluorocromo verde de isotiocianato de fluoresceína (FITC) é excitável 

por laser de argônio (480nm) e emite fluorescência na faixa de 515-530 nm 

(FL1). A fosfatidilserina é fosfolipídio presente na face interna da membrana 

das células. Sua externalização ocorre durante o processo de apoptose e serve 

como um sinal para serem removidas. A anexina V é proteína dependente de 

Ca++, que se liga aos fosfolipídeos, apresentando alta afinidade pela 

fosfatidilserina, a qual se liga especificamente (Raynal e Pollard, 1994). As 

células que apresentam alta fluorescência no comprimento de onda 515-530 

nm são células cuja fosfatidilserina foi marcada com anexina-FITC. No entanto, 

essas células não devem apresentar fluorescência no comprimento 560-580 

nm, que corresponde à marcação com iodeto de propídio. A marcação positiva 

para iodeto de propídio indica que as células perderam a integridade de 

membrana; portanto, a fosfatidilserina a qual a anexina-FITC se ligou ainda 
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está no interior da membrana celular, não sendo um indicativo de apoptose 

(Vermes et al., 1995).  A anexina V é uma molécula que se liga ao 

fosfatidilserina e quando conjugada a um fluorocromo detecta células 

apoptóticas expressando PS na membrana celular (Figura 23). Para este 

protocolo, o iodeto de propídeo (PI) também foi usado para detectar necrose e 

apoptose celular tardia, a qual expressa PI dentro da membrana. 

   

 
 
Figura 23: Desenho esquemático da ligação da Anexina V marcada com 

FITC a fosfatidilserina. A anexina V é uma molécula que se liga ao 

fosfatidilserina (PS) e quando conjugada a um fluorocromo (FITC) detecta 

células apoptóticas expressando PS na membrana celular. Durante a apoptose 

ocorre a externalização do PS que se liga anexina V marcada com FITC 

(isotiocianato de fluoresceína) por afinidade e detecta as células apoptóticas. O 

iodeto de propídio (PI) também é usado para detectar necrose e apoptose 

celular tardia, a qual expressa PI dentro da membrana (não mostrado no 

esquema). Fonte: Manual de instruções do Kit  ApoAlert Annexin V, Clontech, 

BD. 
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4.5  ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

Os resultados foram mostrados como média ± erro padrão da média (EPM), 

utilizando o GraphPad Prism (GraphPad, San Diego, CA). Diferenças entre os 

grupos experimentais foram comparadas utilizando Análise de Variância 

(ANOVA), seguida do teste de Bonferroni, com significância de 5%. Em alguns 

casos, em que um dado foi comparado apenas com outro se utilizou o teste t 

de Student apropriado. Valores de p ≤ 0,05 foram considerados 

estatisticamente significantes. 
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5. RESULTADOS 

 

 
5.1 Efeito da Toxina A (TxA) do Clostridium difficile em cultura de células 

intestinais  
 

5.1.1 Efeito da TxA na resistência elétrica transepitelial (TER): análise de 
dose, tempo e efeito. 

  

Para uma melhor compreensão na dinâmica da lesão da barreira 

epitelial intestinal em células Caco-2 induzida pela TxA do C. difficile, foi 

necessário estabelecer o comportamento de concentrações diferentes da 

toxina durante o tempo de exposição. Desta maneira, verificou-se as alterações 

da TER induzida pela TxA do C. difficile durante 0; 0,5; 1; 2; 3; 4; 6; 8; 12 e 24 

horas de exposição, estabelecendo a curva dose, tempo e efeito, como 

previamente já descrito por vários pesquisadores (Liu et al., 2003; Johal et al., 

2004).  

A exposição da monocamada de células Caco-2 à TxA do C. difficile 

provocou uma diminuição significativa de maneira dose-dependente na 

resistência elétrica transepitelial das células Caco-2 (Figura 24). A TxA 

promoveu uma rápida e irreversível queda da resistência elétrica, ao longo de 

24 horas para todas as doses testadas (0,1; 0,3; 1 e 3µg/ml). A partir de meia 

hora houve uma significativa redução (p< 0,05) da TER com a dose de 3µg/mL; 

Depois de 2 horas, as doses de 0,3µg/mL e 1µg/mL de TxA do C. difficile 

diminuiram também significantemente a resistência. E após 3 horas de 

incubação com a TxA, foi relatada uma diminuição da resistência para todas as 

dose testadas de toxina. O efeito máximo da maior e da menor dose 

ocorreram, respectivamente, depois de 2 e 6 horas, e não houve diferenças 

significativas entre essas doses neste período. A toxina A do C. difficile causou 

uma queda aguda da resistência de forma dose e tempo dependente. O tempo 

de início do declínio e efeito máximo da TxA da dose de 3μg/mL foi de 30 
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minutos e 2 horas, respectivamente.  A dose de 0,1µg/mL de TxA foi escolhida 

para o estudo do papel do retinol na proliferação, TER, apoptose e necrose, 

devido a esta concentração induzir a queda da resistência transepitelial 

consistentemente como já demostrada em outros estudos prévios, sendo 

também a melhor dose da TxA para modelos experimentais com cultura de 

células intestinais (Brito et al., 2005). 
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Figura 24: Efeito da toxina A do C. difficile (0,1-3µg/mL) na resistência 
elétrica transepitelial (TER) após a confluência das células Caco-2. As 

células Caco-2 foram semeadas em membranas permeáveis em meio padrão e 

foram expostas a variadas concentrações de TxA ou PBS estéril (controle). A 

TER foi medida antes, após 30 minutos e até 24 horas depois da adição da 

TxA. A TER para cada poço foi obtida a partir da média de duas leituras 

realizadas, subtraída do valor do branco (medida da resistência de um poço 

sem células contendo somente o meio) e multiplicada pela área da membrana 

para obter TER (Ω X cm2). Os dados foram expressos em porcentagem dos 

valores iniciais da TER, sendo representados pela média ± epm. A significância 

estatística (p < 0,05) comparada com controle é indicada pelo asterisco (*) 

(ANOVA; Bonferroni). 
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5.1.2 Efeito da TxA do C. difficile na proliferação celular  

 

A toxina A do Clostridium difficile (TxA) reduziu a proliferação celular de 

maneira dose-dependente nas 24 e 48 horas de exposição nas células IEC-6 

(Figura 25). A menor dose da TxA que reduziu significativamente a proliferação 

celular foi 0,01µg/mL às 24 e 48 horas (redução de 23,54% e 6,5% vs controle, 

p<0,001, respectivamente). A maior dose utilizada (3,0µg/mL) reduziu a 

proliferação em 86,96% e 91,52% vs controle às 24 e 48 horas, 

respectivamente.  
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Figura 25: Ação da toxina A (TxA) do C. difficile (0,001-3µg/mL) na 
proliferação das células IEC-6 após 24 e 48 horas de exposição. A 

proliferação celular foi analisada pela leitura da absorbância, em placas de 96 

poços, usando o leitor de ELISA em 450nm em 24 e 48 horas de exposição à 

TxA do C. difficile. Após 24 e 48 horas os poços foram incubados por 2 horas 

com sal tetrazólio e a absorbância foi medida. Os dados demonstram a inibição 

da proliferação celular in vitro de maneira tempo e dose-dependentes Os 

valores foram expressos pela média ± epm. A significância estatística (p < 

0,05) comparada com controle não exposto à TxA (C) é indicada pelo asterisco 

(*) (ANOVA; Bonferroni). 
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5.1.3 Efeito da TxA do C. difficile na migração celular  

Após o dano mecânico, realizado pelo arraste da monocamada de células 

IEC-6 para a borda do poço e a exposição dessas células à TxA do C. difficile 

(0,01µg/mL) durante 24 horas, produziu uma redução significativa na migração 

celular com um declínio de 31,29% do número de células em migração em 

relação ao controle em meio sem glutamina (SG). Desta maneira, a dose 

escolhida para este estudo foi de 0,01µg/mL, apoiada em dados da literatura no 

qual utilizaram esta mesma dose para estudo in vitro em modelo de migração 

celular em células IEC-6 (Brito et al., 2005). Doses maiores da TxA inibem 

totalmente a migração celular (100% de inibição), invibializando o experimento. 

5.1.4 Efeito da TxA do C. difficile na viabilidade celular pela quantificação 
da apoptose e necrose analisada por citometria de fluxo 

 
Após a incubação das células IEC-6 com a TxA (0,001-3µg/ml), o 

número de células apoptóticas foi significativamente aumentado de forma dose-

dependente, iniciando pela dose de 0,1µg/mL, quando comparado ao controle 

não exposto à TxA (p<0,001). Da mesma maneira, a taxa de células necróticas 

aumentou significativamente iniciando para a mesma dose de TxA (0,1µg/mL) 

(p<0,05), embora atingissem um platô mesmo aumentando a concentração da 

TxA (Figuras 26 e 27). As células apoptóticas foram positivas para anexina V-

FITC apenas (representado pelo quadrante direito inferior) e as células que 

apresentaram ambas, necrose e apoptose, foram positivas para ambos anexina 

V-FITC e iodeto de propídio (representado pelo quadrante superior direito). As 

células viáveis não se ligaram a anexina V-FITC nem ao iodeto de propídio. 
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Figura 26: Apoptose e necrose induzidas pela TxA do C. difficile (0,001- 
3μg/mL) em 24 horas. As células IEC-6 foram expostas às diversas 

concentrações de TxA durante 24 horas. Após este período as células foram 

colhidas das placas de cultura de 12 poços e incubadas com anexina V-FITC e 

iodeto de propídio e, posteriormente, quantificadas por citomertria de fluxo. Os 

resultados são mostrados pelas densidades dos plots com iodeto de propídio 

(na coordenada) vs. anexina V-FITC (na abcissa). As células viáveis têm baixa 

afinidade de ligação a Anexina V-FITC (quadrante esquerdo inferior) e ao 

iodeto de propídio (quadrante direito inferior) e as células necróticas possuem 

alta afinidade de ligação ao iodeto de propídio e a anexina V-FITC (quadrante 

direito superior). Os resultados mostram que a TxA induz de maneira dose-

dependente a apoptose e necrose em células IEC-6. 

TxA 1μg/mL TxA 0,3μg/mL 

TxA 3μg/mL 
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Figura 27: Gráfico em barras representativo da porcentagem de células 

apoptóticas e necróticas induzidas pela TxA do C. difficile (0,001- 
3μg/mL). As células IEC-6 foram expostas às diversas concentrações de TxA 

durante 24 horas. Após este período as células foram colhidas das placas de 

cultura de 12 poços e incubadas com anexina V-FITC e iodeto de propídio e, 

posteriormente, quantificadas por citomertria de fluxo. Os valores foram 

expressos pela média ± epm das porcentagens. A significância estatística (p < 

0,05) comparada com controle em meio padrão (C) é indicada pelo asterisco (*) 

para as células apoptóticas e em # para as células necróticas (ANOVA; 

Bonferroni). 
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5.1.5 Efeito da TxA do C. difficile na barreira funcional epitelial intestinal 
das células Caco-2 e a medida de permeabilidade utilizando os 
marcadores moleculares lactulose (L) e manitol (M) 

Com intuito de se verificar a modulação funcional da barreira epitelial 

intestinal induzida pela enterotoxina do C. difficile em células Caco-2 após a 

exposição à TxA por 24 horas, adicionou-se uma solução de L:M (L = 

250mg/mL; M = 50mg/mL) na região apical de cada poço (n=5/grupo) e 

coletou-se amostras depois de 24 horas para serem analisados por HPLC-PAD 

com detecção amperométrica pulsátil. Os resultados mostraram que a TxA 

causou uma lesão significativa da barreira epitelial intestinal, como foi dito 

anteriormente, conforme medido através da resistência transepitelial (houve 

significativa diminuição da TER) e foi confirmada pela mesuração dos 

marcadores moleculares lactulose e manitol (Figuras 28 e 29). A TxA 

aumentou significativamente em 36,67% a permeabilidade ao manitol e em 

37,93% a lactulose comparados aos respectivos controles sem a TxA (Tabela 
04).  Os dados validam o modelo in vitro para medida funcional da barreira 

epitelial intestinal com os marcadores de lactulose e manitol. 
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Figura 28: Detecção do fluxo de lactulose e manitol nas células IEC-6 

expostas a TxA do C. difficile. A figura mostra cromatogramas dos picos de 

lactulose (L) e manitol (M) do controle (sem TxA) e das células expostas à TxA 

do C. difficile (0,1μg/mL) por 24 horas. As células foram tripsinizadas e 

semeadas em filtros cobertos por colágeno (transwells) em placas de 12 poços 

e expostas à TxA do C. difficile por 24 horas. Após a medição da resistência 

elétrica transepitelial (TER), marcadores moleculares (L=250mg/mL; 

M=50mg/mL) foram adicionados na região apical e amostras foram coletadas 

da região basal dos poços. As amostras foram analisadas e quantificação dos 

açúcares mensurada em cromatografia líquida de alta pressão com detecção 

amperométrica pulsátil (HPLC-PAD do inglês high-performance liquid 

chromatography). O resultados apontam que a TxA causa lesão da barreira 

epitelial intestinal, conforme medido através das alterações na resistência 

transepitelial e nos aumentos dos fluxos de marcadores moleculares de 

lactulose e manitol. Os picos do sorbitol em ambos os cromatogramas 

representam o controle do padrão interno para a quantificação dos açúcares.  

minutos minutos 
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Figura 29: Percentuais de permeação ao teste lactulose/manitol em 
monocamadas de células Caco-2 após 24 horas de exposição à TxA do C. 

difficile. A: Um significante (p<0,05) aumento do fluxo de lactulose (38%) é 

observado no grupo exposto à TxA comparado ao grupo controle não exposto 

à TxA. B: Percentual de permeação ao marcador manitol em monocamadas de 

células Caco- 2 após a exposição à TxA quando comparado ao controle, 

indicando um aumento de 37% na permeabilidade ao manitol. C: A razão 

Lactulose/manitol não foi significantemente aumentada nas células expostas a 

TxA. 

 

A B 

C 
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Tabela 04 – Parâmetros de permeabilidade em monocamadas de células 

intestinais Caco-2 em cultura de células.  

 

 
Teste de 
permeabilidade 

a lactulose e 
manitol 

 
Controle       

(n=5) 

 
TxA do C. 

difficile 

(0,1μg/mL)  
(n=5) 

 
 

P 

% Lactulose 58 + 3  80 + 7  P< 0,05 

% Manitol 60 + 4 82 + 7 P< 0,05 

Taxa de 
Lactulose:Manitol 

0,97 + 0,75 0,98 + 1 P> 0,05 

 

   Dados foram expressos pela média ± erro padrão da média foram log 

transformados e analisados utilizando o teste t de Student. 
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5.2 Função do retinol nas células epiteliais intestinais  

 
 5.2.1. Efeito do retinol na barreira funcional epitelial das células Caco-2 
medida pela Resistência Elétrica Transepitelial (TER) 
 

5.2.1.1 Em meio de cultura sem glutamina 

 

No intuito de se investigar o efeito do retinol na barreira funcional 

epitelial das células Caco-2, avaliamos o tempo de confluência das células na 

presença do retinol (0,01-100nM) em meio sem glutamina comparado com 

grupo controle, sem retinol e que recebeu a mesma quantidade do veículo 

(água destilada, deionizada e estéril). A TER (Ω) em monocamadas de células 

Caco-2 foi medida para cada poço nas 24, 36, 48, 72, 96 e 120 horas, até ser 

atingida a confluência conforme mostrado na figura 28.  

 

O retinol foi capaz de permitir um rápido aumento na resistência elétrica 

transepitelial de maneira dose-dependente, após as 24 horas de cultivo, 

quando comparado ao grupo controle não tratado com retinol em meio sem 

glutamina (SG) (p<0.05). As células tratadas com a dose de 0,1; 0,3 e 1nM de 

retinol apresentaram valores aumentados de resistência transepitelial em 

relação ao controle (p<0,001) em todos os intervalos de tempo a partir de 24 

horas. A resistência após o período de 120 horas nas células tratadas com as 

doses de 0,1; 0,3; 1; 3; 10; 30; 100nM foi aumentada em 4x, respectivamente, 

em relação ao controle. A partir do tempo de 72 horas as concentrações de 

retinol (0,1; 0,3; 1; 3; 10; 30; 100nM) promoveram um aumento significativo na 

TER (49,12 ± 0,24; 49,59 ± 0,73; 50,710 ± 1,9; 57,53 ± 3,60; 66,55 ± 8,; 81,68 

0± 13.37; 82,31 ± 9,27Ωcm2, respectivamente, em relação ao controle (32,45 ± 

0,1905Ωcm2), como também nos intervalos posteriores de tempo do 

experimento. Desta forma, as taxas de resistência foram substancialmente 

significativas para as dose de 0,1; 0,3; 1; 3; 10; 30; 100nM quando comparadas 

ao grupo controle, depois das 120 horas, seguida da medida inicial, embora as 
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doses menores (0,1-1nM) aumentaram significativamente às 36 e 48 horas, 

provavelmente devido aos elevados desvios da média das outras doses de 

retinol. As doses de 0,01 e 0,03nM de retinol não aumentaram 

significativamente  a TER em nenhum intervalo de tempo (Figura 30).  
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Figura 30: Efeito do retinol na barreira funcional epitelial nas células 
Caco-2 em meio sem glutamina. As células Caco-2 foram semeadas em 

membranas permeáveis (transwells) em meio sem glutamina suplementado 

com as diversas concentrações de retinol (0,01-100nM) ou com veículo (água 

estéril deionizada e destilada). A resistência elétrica transepitelial (TER) (Ω x 

cm2) foi medida durante os intervalos de tempo de 24, 36, 48, 72, 96, 120 

horas. A TER para cada poço foi obtida a partir da média de duas leituras 

realizadas, subtraída do valor do branco (medida da resistência de um poço 

sem células contendo somente o meio) e multiplicada pela área da membrana 

para obter TER (Ω X cm2). Os valores são expressos pela média ± epm. A 

significância estatística (p < 0,05) comparada com controle (SG) é indicada 

pelo asterisco (*) (Teste T de Student). 

 

Observou-se que o melhor efeito do retinol foi obtido com as doses 

maiores de 30 (237,8 ± 5,77 Ωcm2) e 100 (240,14 ± 4,34 Ωcm2) nM, em relação 

ao controle (124,9 ± 0,29 Ωcm2)  às 120 horas (Figura 30).  
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5.2.1.2 Em meio de cultura com glutamina 

 

Da mesma maneira, avaliou-se o efeito do retinol na barreira funcional 

epitelial das células Caco-2, agora na presença de glutamina (4mM) no meio 

de cultura. Medimos a TER durante o tempo de confluência das células na 

presença do retinol nas diversas concentrações (0,1-100nM) (n=6/grupo) e o 

grupo controle (n=9/grupo) sem retinol e que recebeu a mesma quantidade do 

veículo (água destilada, deionizada e estéril). A TER (Ω) em monocamadas de 

células Caco-2 foi medida para cada poço nas 24, 36, 48, 72, 96, 120 e 144 

horas, ou até ser atingida a confluência. Nas 24 horas, apenas a concentração 

de 10nM foi significativa e nas 36 e 48 horas, todas as concentrações de retinol 

apresentaram valores aumentados de resistência transepitelial em relação ao 

controle (MP) (p<0,001) e ainda, nas 72 horas as concentrações de entre 0,1-

10nM tiveram aumento da TER em relação ao controle (MP, meio padrão). Já 

no intervalo de tempo de 96 e 120 horas, para as doses entre 0,1-3nM. Vale 

ressaltar que para as menores doses de retinol (0,1-0,3nM), houve uma 

elevação na TER extremamente significativa, quando comparada ao grupo 

controle a partir das 36 horas (Figura 31).  
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Figura 31: Efeito do retinol na barreira funcional epitelial nas células 

Caco-2 em meio com a presença de glutamina. As células Caco-2 foram 

semeadas em membranas permeáveis (transwells) em meio com glutamina 

(4mM) suplementado com as diferentes concentrações de retinol (0,1-100nM) 

ou com veículo (água estéril deionizada e destilada). A resistência elétrica 

transepitelial (TER) (Ω x cm2) foi medida durante os intervalos de tempo de 24, 

36, 48, 72, 96, 120 horas. A TER para cada poço foi obtida a partir da média de 

duas leituras realizadas subtraída do valor do branco (medida da resistência de 

um poço sem células contendo somente o meio) e multiplicada pela área da 
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membrana para obter TER (Ω X cm2). Os valores são expressos pela média ± 

epm. A significância estatística (p < 0,05) comparada com controle (MP, meio 

padrão) é indicada pelo asterisco (*)(Teste T de Student). 

 

5.2.2 Efeito do retinol na migração celular em células epiteliais IEC-6 

 
5.2.2.1 Em meio de cultura sem glutamina 
 

A suplementação com retinol na migração celular em meio de cultura sem 

glutamina aumentou a migração das células IEC-6, por 24 horas, nas doses de 

0,1; 0,3; 1 e 100nM (n=6/grupo) em 44,6%; 39,75%; 17,36% e 13,13%, 

respectivamente (p<0,05), em relação ao controle (SG) (n=6/grupo) com meio 

sem retinol e sem glutamina, exceto para a dose de 10nM (Figura 32). 
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Figura 32: Ação do retinol na migração das células IEC-6 em meio sem 

glutamina (SG) após 24 horas de incubação. Após a confluência, foi feito 

uma raspagem na monocamada de células IEC-6, com subseqüente incubação 

por diferentes doses de retinol (0,01-100nM) diluído no meio sem glutamina por 

24 horas, imediatamente depois da retirada do meio padrão. As barras são 

representadas pela média ± epm do número de células migrando por mm2 da 

PDF criado com versão de teste do pdfFactory Pro. Para comprar, acesse  www.divertire.com.br/pdfFactory

http://www.divertire.com.br/pdfFactory


 146  

área raspada. A significância estatística (p<0,05) comparada com controle com 

meio sem glutamina e ausente de retinol (SG) é indicada pelo asterisco (*) 

(ANOVA; Bonferroni).  

 
5.2.2.2 Em meio de cultura com glutamina 
 

O efeito do retinol na migração celular, em 24 horas, em meio de cultura 

padrão (com a presença de glutamina) promoveu um aumento significativo de 

46,59% apenas para a dose de 100nM vs controle sem retinol e que recebeu a 

mesma quantidade do veículo (água destilada, deionizada e estéri) (MP) 

(n=6/grupo; p<0,001) Nas demais doses esse efeito não foi encontrado (Figura 

33). 
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Figura 33: Ação do retinol na migração das células IEC-6 em meio padrão 
(MP) após 24 horas de incubação. Após a confluência das células IEC-6, fez-

se uma raspagem na monocamada com posterior incubação com diferentes 

concentrações de retinol (0,01-100nM) diluídas no meio sem glutamina por 24 

horas, imediatamente depois da retirada do meio padrão. As barras são 
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representadas pela média ± epm do número de células migrando por mm2 da 

área raspada. A significância estatística (p<0,05) comparada com controle 

(MP), meio com glutamina e ausente de retinol, é indicada pelo asterisco (*) 

(ANOVA; Bonferroni). 

 

5.2.3 Efeito do Retinol na proliferação celular em células epiteliais IEC-6 

 

5.2.3.1 Em meio de cultura sem glutamina 
 

A suplementação das células IEC-6 com retinol diluído em meio sem 

glutamina (SG) aumentou a proliferação celular na dose 0,3nM (9,8% vs 

controle - SG, p<0,01) durante 24 horas de incubação com retinol. Após 48 

horas de incubação com retinol as doses de 0,1 e 0,3nM aumentaram a 

proliferação celular em relação ao controle com meio sem glutamina (SG) 

(6,4% e 7,2% vs controle- SG,  p<0,01 ( respectivamente) (Figura 34).  
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Figura 34: Efeito do retinol na proliferação das células IEC-6 em 24 e 48 

horas, em meio sem glutamina (MP). As células IEC-6 foram semeadas em 

placas de 96 poços e incubadas por 24 e 48 horas com retinol (0,01-100nM) 

diluído em meio padrão. Após estes períodos de tempo, foram adicionados 

10μL do sal tetrasólio aos poços e incubados por 2 horas em 5% de CO2. A 

absorbância foi mensurada pelo leitor de ELISA em 450nm. Os valores foram 

expressos pela média ± epm. A significância estatística (p < 0,05) comparada 
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com controle com meio sem glutamina (MP) é indicada pelo asterisco (*) 

(ANOVA; Bonferroni) (*) (Teste T de Student, 24 horas; ANOVA; Bonferroni, 48 

horas). 

 

5.2.3.2 Em meio de cultura com glutamina 
 

A incubação com retinol em meio padrão (MP) durante 24 e 48 horas 

não mostrou aumento significativo na proliferação celular para nenhumas das 

doses testadas (Figura 35). 
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Figura 35: Efeito do retinol na proliferação das células IEC-6 em 24 e 48 

horas, em meio padrão (MP). As células IEC-6 foram semeadas em placas de 

96 poços e incubadas por 24 e 48 horas com retinol (0,01-100nM) diluído em 

meio padrão. Após estes períodos de tempo, foram adicionados 10μL do sal 

tetrasólio aos poços e incubados por 2 horas em 5% de CO2. A absorbância foi 

medida usando o leitor de ELISA em 450nm. Os valores foram expressos pela 

média ± epm. Não houve significância estatística (*) (ANOVA; Bonferroni). 
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5.2.4 Efeito do Retinol na  apoptose e necrose das células epiteliais IEC-6 

 

Avaliamos a ação do retinol (0,01-100nM) na apoptose e necrose em 

meio sem a presença de glutamina durante 24 horas. Os gráficos são 

mostrados pela densidade dos plots evidenciam as células apoptóticas 

positivas apenas para anexina V-FITC (representado pelo quadrante direito 

inferior) e as células que apresentaram ambas, necrose e apoptose, foram 

positivs para os dois, anexina V-FITC e iodeto de propídio (representado pelo 

quadrante superior direito). As células viáveis não se ligaram a anexina V-FITC 

nem ao iodeto de propídio. O retinol reduziu significativamente (p<0,001) o 

número de células apoptóticas em todas as doses (0,01- 100nM) em 79-86%. 

O retinol reduziu significativamente de (p<0,05) a necrose apenas nas 

concentrações menores de 0,01 e 0,03nM em 53,4 e 59,2%, respectivamente, 

em comparação as células sem a suplementação de retinol e em meio livre de 

glutamina (Figura 36 ).  

 
 

PDF criado com versão de teste do pdfFactory Pro. Para comprar, acesse  www.divertire.com.br/pdfFactory

http://www.divertire.com.br/pdfFactory


 150  

 
 

 

PDF criado com versão de teste do pdfFactory Pro. Para comprar, acesse  www.divertire.com.br/pdfFactory

http://www.divertire.com.br/pdfFactory


 151  

 
Figura 36: Redução na apoptose e necrose das células IEC-6 pela 
suplementação de diferentes concentrações de retinol (0,01-100nM) em 24 
horas. Todas as concentrações de retinol diminuíram a apoptose em relação 

ao controle. Apenas as concentrações menores de retinol (Vit A 0,01 e 0,03nM) 

foram capazes de reduzir significativamente a necrose em relação ao controle 

em meio sem glutamina (Gln-). Os resultados são mostrados pelas densidades 

dos plots com iodeto de propídio vs. anexina V-FITC, quantificados pela 

citometria de fluxo. As células viáveis têm baixa afinidade de ligação à Anexina 

V-FITC (quadrante esquerdo inferior) e ao iodeto de propídio (quadrante direito 

inferior) e as células necróticas possuem alta afinidade de ligação ao iodeto de 

propídio e à anexina V-FITC (quadrante direito superior).  
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5.3  Modulação do retinol nas alterações da resistência elétrica 

transepitelial (TER) provocadas pela exposição à TxA do C. difficile 

(0,1µg/mL) em culturas de células intestinais Caco-2. 

 

Para elucidar o efeito do retinol na lesão da barreira funcional intestinal 

induzida pela TxA do C. difficile medimos a TER no curso temporal de meia 

hora até 24 horas de exposição nas células Caco-2. Após meia hora de 

incubação com a TxA, a concentração de retinol 10nM preveniu a redução da 

TER em relação ao controle (124,6 ± 0,66Ωcm2 vs 105,5 ± 0,15;p<0,05). O 

retinol nas concentrações de 0,1nM (59,3 ± 1,3Ωcm2;p<0,05), 0,3nM (69,86 

±0,6 Ωcm2;p<0.05), 1nM (66,4 ± 2,3Ωcm2;p<0,05), e 30nM (65,03 ± 

0,62Ωcm2;p<0,05) preveniram a redução da TER (Ω) (% do valor inicial), em 3 

horas de exposição à TxA, em relação ao controle não suplementado com 

retinol e exposto à TxA (59,3± 1,3Ωcm2). As doses de 30 nM (107,5±1,17 vs. 

102,2 ± 0,84Ωcm2;p < 0,05) de retinol a 1 hora e as doses de 0,1; 0,3 e 10nM 

(36,17 ± 0,02; 33,5 ± 1,8; 50,63 ± 2,33 vs. 27,31 ± 0,23Ωcm2;p < 0,05), 

respectivamente, nas 4 horas preveniram a redução da TER em relação ao 

controle com TxA. Depois de 6 horas seguidas de exposição à TxA, a 

severidade da citotoxicidade da TxA não foi mais revertida, como visto nas 

primeiras horas com efeito benéfico da proteção do retinol (Figura 37). 
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Figura 37: Efeito do retinol (0,01-100nM) na resistência elétrica 
transepitelial (TER) após o dano celular causado pela toxina A do C. 
difficile (0,1µg/mL). A resistência elétrica transepitelial (TER) na monocamada 

de células Caco-2 foi medida utilizando Millicel Electrical Resistance System 

inserindo eletrodos na região apical e basal dos poços durante 24 horas. Após 

a confluência, a TxA foi adicionada no lado apical na concentração de 

0,1µg/mL. Essas células foram tratadas com diferentes concentrações de 

retinol (0,1-100nM) e grupo controle recebeu água estéril, deionizada e 

destilada como veículo, em meio sem glutamina (SG). A TER para cada poço 

foi obtida a partir da média de duas leituras realizadas, subtraída do valor do 
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branco (medida da resistência de um poço sem células contendo somente o 

meio) e multiplicada pela área da membrana para obter TER (Ω X cm2). Os 

dados foram expressos em porcentagem dos valores iniciais da TER sendo 

representados pela média ± epm. A significância estatística (p<0,05) 

comparada com controle (TxA) é indicada pelo asterisco (*) (Teste T de 

Student).  
 

              Considerando o exposto, procuramos verificar se neste período de 

tempo (nas 3 e 4 horas) em que o retinol mostrou-se benéfico na proteção 

contra o dano causado pela TxA, se existiria algum fator, além da vitamina A, 

que estivesse aumentando a resistência elétrica transepitelial. Para tanto, 

experimentos adicionais foram execultados com intuito de verificar a taxa de 

proliferação nas três e quatro horas depois que adicionamos o retinol e toxina A 

do C. difficile nas culturas de células Caco-2. Esses resultados suplementares 

mostraram que realmente não há aumento significativo da proliferação celular 

para todas as doses testadas de retinol nas células Caco-2 (Figura 38). 
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Figura 38: Efeito do retinol na proliferação das células Caco-2 após 3 a 4 
horas da lesão induzida pela toxina A do C. difficile (0,1µg/mL). As células 

Caco-2 foram semeadas em placas de 96 poços e incubadas por 3 e 4 horas 

com retinol (0,01-100nM) diluído em meio sem glutamina (SG) na presença da 

TxA. Após essas horas, adicionou-se 10μL do sal tetrasólio aos poços. Depois 

de 2 horas a absorbância foi mensurada pelo leitor de ELISA em 450nm. Os 

valores foram expressos pela média ± epm. A significância estatística (p < 

0,05) comparada com meio dem glutamina é indicada pelo asterisco (*) 

(ANOVA; Bonferroni). 

 

5.4   Modulação do retinol nas alterações da proliferação celular induzida 

pela TxA do C. difficile (0,1µg/mL) em culturas de células intestinais IEC-6 

 

Para se avaliar a modulação do retinol na proliferação celular utilizamos 

a dose de 0,1µg/ml TxA  do C. difficile para estudar o efeito do retinol na 

proliferação celular, levando em consideração que esta concentração induziu 

significantemente a redução da proliferação em 24 horas (80,72% de declínio, 

p<0,001). A suplementação do retinol aumentou a proliferação celular no meio 

sem glutamina após o dano induzido pela  TxA (0,1μg/mL) em uma taxa de 

14,2; 23,8; 59,8; 38,4; 30,2; 44,18% (para as doses de 0, 01; 0,03;  0,1; 1; 10; 

PDF criado com versão de teste do pdfFactory Pro. Para comprar, acesse  www.divertire.com.br/pdfFactory

http://www.divertire.com.br/pdfFactory


 157  

100nM de retinol, respectivamente), quando comparada com o controle 

incubado apenas com a TxA C. difficile (Figura 39). 
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Figura 39: Efeito do retinol na proliferação celular das células IEC-6 após 
a lesão induzida pela toxina A do C. difficile (0,1µg/mL). As células IEC-6 

foram semeadas em placas de 96 poços e incubadas por 24 horas com retinol 

(0,01-100nM) diluído em meio sem glutamina na presença da TxA. Após as 24 

horas, adicionou-se 10μL do sal tetrasólio aos poços. Depois de 2 horas a 

absorbância foi mensurada pelo leitor de ELISA em 450nm. Os valores foram 

expressos pela média ± epm. A significância estatística (p < 0,05) comparada 

com controle com 0,1µg/mL de TxA é indicada pelo asterisco (*) ( ANOVA; 

Bonferroni). 
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5.5  Modulação do retinol nas alterações da migração celular induzida pela 

TxA do C. difficile (0,01µg/mL) em culturas de células intestinais IEC-6 

 

Após o dano mecânico feito com uma lâmina estéril e na presença da ação 

citotóxica da TxA do C. difficile (0,01µg/mL), suplementou-se as células IEC-6 

com variadas concentrações de retinol em meio sem glutamina (SG). No 

período de 12 e 24 horas de incubação das células IEC-6 suplementada e com 

TxA, o retinol aumentou significantemente (p<0,05) a migração celular nas 

doses de 0,1-100nM quando comparadas ao controle apenas com a TxA. Nas 

12 horas a suplementação com retinol nas doses de 0,1; 0,3; 1; 10 e 100nM a 

migração celular aumentou em 32,4%, 49,33%, 47,13%, 88,26%, 62,58 em 

relação ao controle apenas com TxA. E em 24 horas as mesmas doses 

aumentaram em 66,46%, 72%, 81,78%, 92,18% e 112,3%, respectivamente, 

em relação ao controle apenas com TxA. As menores doses de 0,01 e 0,03nM 

não mostraram benefício na migração celular. Desta forma, o retinol aumentou 

na migração das células intestinais IEC-6 após a lesão induzida pela TxA do C. 
difficile (Figura 40). 

 

TxA 0,01 0,03 0,1 0,3  1 10 100 - TxA 0,01 0,03 0,1 0,3  1  10 100
0

1000

2000

3000

Retinol (nM) +TxA (0,01µg/mL) Retinol (nM) +TxA (0,01µg/mL)

24h

# # #
#

12h
#

**
*

*
*

nú
m

er
o 

de
 c

él
ul

as
 m

ig
ra

nd
o/

m
m

2

 

 

PDF criado com versão de teste do pdfFactory Pro. Para comprar, acesse  www.divertire.com.br/pdfFactory

http://www.divertire.com.br/pdfFactory


 159  

Figura 408: Modulação do retinol na migração das células IEC-6 após a 
exposição à toxina A do C. difficile (0,01μg/mL) durante 12 e 24 horas. 

Após a confluência, foi feito uma raspagem na monocamada de células IEC-6, 

com subseqüente incubação por diferentes doses de retinol (0,01-100nM) e na 

presença da TxA por 24 horas, imediatamente depois da retirada do meio. As 

barras são representadas pela média ± epm do número de células migrando 

por mm2 da área raspada. A significância estatística (p<0,05) comparada com 

controle apenas com TxA (TxA) é indicada pelo asterisco (*) (ANOVA; 

Bonferroni). As barras representam a média ± epm para o número de células 

que migrarão por mm2 da área na qual foi feito o risco na monocamada de 

célula IEC-6. A significância estatística (p<0,05) comparada ao controle com 

0,01µg/mL de toxina A é indicada pelo asterisco (*) para as 12 horas e pelo 

símbolo # para as 24 horas( ANOVA; Bonferroni). 

Dando continudade a este experimento, conduzimos um experimento 

adicional, da mesma maneira que foi realizada a migração citada acima, com 

intuito de verificar a modulação do retinol quando inibimos a proliferação neste 

período de tempo de 12 e 24 horas, pela adição da mitomicina C, inibidor da 

síntese de DNA (Bassen et al., 2000). Nas 12 horas de migração celular, os 

resultados obtidos mostraram que as concentrações de retinol a partir de 0,01 

a 100nM aumentaram significativamente (4 a 8x) a migração células após a 

exposição a TxA, em relação ao controle com A TxA (0,01μg/mL) e a 

mitomicina C (TxA M+)(Figura 41A). Nas 24 horas, verificamos um aumento de 

5 a 9x na migração celular nas mesmas concentrações de retinol (0,01-100nM) 

quando comparamos com o controle com a TxA (0,01μg/mL) e a mitomicina C 

(TxA M+) em 24 horas (Figura 41B). A figura 42 mostra as fotos tiradas da 

diferente com centrações de retinol na lesão da TxA (0,01μg/mL) na presença 

e ausência da mitomicina C em 24 horas. Esses resultados confirmam que 

mesmo com a inibição da proliferação celular, o retinol aumentou a migração 

das células IEC-6 significativamente após a indução da lesão pela TxA, 

reforçando ainda mais a função do retinol na migração celular.   
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Figura 41: Modulação do retinol na migração das células IEC-6 após a 
exposição à toxina A do C. difficile (0,01μg/mL) durante 12 e 24 horas, 
com a adição da mitomicina C. Ao atingir a confluência, foram adicionados 

aos poços mitomicina C (5μg/mL) de 15-20 minutos. Após este período, fez-se 

uma raspagem na monocamada de células, com subseqüente incubação por 

diferentes concentrações de retinol (0,01-100nM) e na presença da TxA por 12 

(A) e 24 horas (B), imediatamente depois da retirada do meio com a 
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mitomicina. As barras são representadas pela média ± epm do número de 

células migrando por mm2 da área raspada. A significância estatística (p<0,05) 

comparada ao controle com 0,01µg/mL de toxina A com mitomicina (TxA M+) é 

indicada pelo asterisco (*) para as 12 horas e pelo símbolo # para as 24 horas 

(ANOVA; Bonferroni). 
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Figura 42: Fotos da migração das células IEC-6 suplementadas com 

diferentes concentrações de retinol (0,1-100nM) após 24 horas de 

exposição à toxina A do C. difficile (0,01μg/mL), com (M+) e sem 
mitomicina (M-). 

TxA + Vit A 10M+ TxA + Vit A 10M- 
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5.6  Modulação do retinol na apoptose e necrose induzida pela TxA do C. 

difficile (0,1µg/mL) em culturas de células intestinais IEC-6 

 

Por último, investigamos a modulação do retinol (0,01-100nM) na 

apoptose e necrose induzida pela TxA (0,1µg/mL) durante 24 horas. Os 

gráficos são mostrados pela densidade dos plots evidenciam as células 

apoptóticas positivas apenas para anexina V-FITC (representado pelo 

quadrante direito inferior) e as células que apresentaram ambas, necrose e 

apoptose, foram positivos para os dois, anexina V-FITC e iodeto de propídio 

(representado pelo quadrante superior direito). As células viáveis não se 

ligaram a anexina V-FITC nem ao iodeto de propídio. O gráfico mostra que a 

suplementação do retinol reduz do número de células apoptótica e necrótica 

em relação ao controle não suplementado com retinol (Figura 43). O retinol 

reduziu significativamente (p<0,05) o número de células apoptóticas nas doses 

de 0,03; 0,1; 1; 10nM em 50,6; 34,2; 29,9; 29,8, respectivamente (Figura 44A). 

A suplementação do retinol reduziu a necrose nas doses de 0,03; 0,1; 1; 10 e 

100nM em 50; 40,5; 38,5; 22,2; 26,6% (p<0.05), respectivamente em 

comparação com as células apenas exposta a TxA sem suplementação do 

retinol (Figura 44B).  
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Figura 43: A indução da apoptose e da necrose pela TxA do C. difficile 

(0,1μg/mL) foi inibida pelo retinol em 24 horas de exposição às células 
IEC-6. As concentrações de retinol (0,03-10nM) diminuíram significativamente 

a apoptose induzida pela TxA. Na necrose, as concentrações de 0,03-100nM 

de retinol reduziram significativamente o número de células necróticas em 

relação ao controle sem o retinol. As células foram incubadas com a toxina A 
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em meio de cultura sem glutamina contento ou não retinol. Os resultados são 

mostrados pelas densidades dos plots com iodeto de propídio vs. anexina V-

FITC quantificados pela citometria de fluxo. As células viáveis têm baixa 

afinidade de ligação a Anexina V-FITC (quadrante esquerdo inferior) e ao 

iodeto de propídio (quadrante direito inferior) e as células necróticas possuem 

alta afinidade de ligação ao iodeto de propídio e a anexina V-FITC (quadrante 

direito superior).  
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Figura 44: Gráfico em barras representam a porcentagem de células 
apoptóticas (A) e necróticas (B) induzidas pela TxA do C. difficile 
(0,1μg/mL) com a suplementação do retinol ou não, em 24 horas, 
quantificados pela citometria de fluxo. As células IEC-6 foram expostas a 

TxA (0,1μg/mL) e suplementadas com retinol (0,01-100nM) durante 24 horas. 

Após este período, as células foram coletadas das placas de cultura de 12 

poços e incubadas com anexina V-FITC e iodeto de propídio e, posteriormente, 

quantificadas por citomertria de fluxo. Os valores foram expressos pela média ± 

epm das porcentagens. A significância estatística (p<0,05) comparada com 

controle com a TxA é indicada pelo asterisco (*) (ANOVA; Bonferroni). 
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6. DISCUSSÃO 

 

Muitos estudos têm demostrado que os retinóides desempenham 

fundamental importância em vários processos fisiológicos como o crescimento, 

diferenciação, e particularmente, na manutenção e integridade de vários 

tecidos epiteliais (De Luca, 1991). Partindo deste princípio, o retinol (forma 

oxidada da vitamina A) tem sido mostrado, a nível transcripcional, ativando ou 

desativando um grande número de genes que codificam hormônios, fatores de 

crescimento, fatores de transcrição, proteínas estruturais, e as vias de morte 

celular (Blomhoff e Blomhoff, 2006). Esta habilidade do retinol, principalmente 

no que concerne o ácido retinóico, em regular a expressão de vários genes 

através da ligação a fatores de transcrição nuclear poderia explicar a maioria 

das funções exercidas pela vitamina A a nível celular. (kubota et al., 2001). A 

vitamina A poderia, portanto, através desses mediadores alterar a expressao 

de RNAm de diversas proteínas estruturais bem como de enzimas importantes 

para o metabolismo celular. Embora alguns estudos tenham reportado que a 

ativação da modulação transcricional pelo retinol envolve membros dos 

receptores nucleares do ácido retinóico e os receptores X dos retinóides (RXR), 

porém, em relação às vias de sinalização, essas ainda não estão bem 

esclarecidas necessitando de mais pesquisas nesta área. O presente estudo 

deu enfoque a duas linhas de células intestinais (Caco-2 e IEC-6) para avaliar 

os benefícios do retinol em um modelo in vitro de dano celular induzido pela 

toxina A do C. difficile ainda não explorado neste contexto.  

A literatura tem evidenciado o papel dinâmico da vitamina A na 

expressão de proteínas relacionadas com o ciclo celular, a família de ciclinas e 

de proteínas de supressão tumoral (p53), resultando na inibição da proliferação 

celular como demonstrado por estudos anteriores. (Lotan, 1980; Ara et al., 

2004, Zamora et al., 2006). No entanto, outras pesquisas evidenciaram, 

interessantemente, um papel importante da vitamina A, estimulando a 

proliferação celular principalmente diante de um contexto de estresse oxidativo 

in vivo (Wang et al., 2007). No entanto, não foi elucidado o mecanismo exato 
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da vitamina A no estimulo a proliferação nesse estudo, já que não foi possível 

isolar o papel de vias indiretas que levariam a um aumento da proliferação 

celular. Uma hipótese que poderia explicar esses achados seria um possível 

estimulo do sistema imunológico, já que trata de um estudo in vivo, e, portanto, 

que involve o organismo como um todo (Jason et al., 2002). Portanto, esse 

estudo, por ser, in vitro, teria como analisar de forma isolada, utilizando as 

células intestinais, sem a influência do sistema imune, o papel da vitamina A 

após indução de estresse celular pela Toxina A. Os resultados desse estudo 

evidenciaram que a vitamina A não possui efeito na proliferação celular sem 

dano celular induzido pela toxina A. Estando de acordo com observações 

reportadas anteriormente, onde foi mostrado que o ácido retinóico inibe a 

proliferação medida pela atividade da ornitina descaborxilase e estimula a 

diferenciação em células Caco-2, vistoa pelo aumento da atividade das 

enzimas de borda em escova estimuladas pela elevação da atividade de 

transglutaminases, dependendo da concentração e do estágio em que as 

células se encontram (McCormack et al., 1996). Devido a estes achados a, 

vitamina A tem sido freqüentemente citada em trabalho experimentais tendo 

efeito na prevenção contra o desenvolvimento do câncer (Maziere et al., 1997; 

Zamora et al., 2006). 

Corroborando essas informação, estudos em cultura de células 

intestinais, IEC-6, também têm caracterizado o efeito anti-proliferativo do ácido 

retinóico totalmente trans, sugerindo que este efeito inibitório seja 

primeiramente devido a uma saída do ciclo celular na fase G1 (intervalo 1) para 

a fase G0. Na fase G1, fase mais longa do ciclo, onde há contínuo crescimento 

e síntese de enzimas. Muito da importância deste período é a decisão celular, 

se continua proliferando ou se interrompe o ciclo, entrando em estado 

quiescente (Bohnsack e Hirschi, 2004). Em outros estudos, em células 

ovarianas de carcinoma, o ácido retinóico também induziu um efeito anti-

proliferativo no crescimento celular através da regulação da ciclina E e c-Myc, 

componente essencial final para a transição da fase G1 para fase S (Dimberg 

et al., 2003; Dimberg e Oberg, 2003). Em células mielóides também foi 

PDF criado com versão de teste do pdfFactory Pro. Para comprar, acesse  www.divertire.com.br/pdfFactory

http://www.divertire.com.br/pdfFactory


 171  

demostrado que o ácido retinóico reduz a expressão de proteínas quinase C α 

(PKCα) e a atividade de proteínas quinases ativada por mitógenos (MAPK) 

(Nakagawa et al., 2003). Em 2004, Chanchevalap e colaboradores mostraram 

que o ácido retinóico inibiu a expressão de KLF5 (fator de transcrição Krüppel) 

correlacionando com a diminição da taxa de proliferação celular em células 

IEC-6, sugerindo que KLF5 pode ser um potencial mediador do efeito inibitório 

do ácido retinóico na proliferação das células epiteliais intestinais 

(Chanchevalap et al., 2004). 

Entretanto, no presente estudo houve uma melhora significativa da 

proliferação celular após a indução da lesão com TxA do C. difficile. Apoiando 

esses achados, foi demonstrado que a vitamina A poderia de fato atuar 

diretamente ativando a proliferação celular (Thomas et al., 2005; Wang et al., 

2007). Thomas e colaboradores mostraram que a vitamina A está 

correlacionada com a proliferação de células da cripta devido a presença de 

altos níveis de ácido retinóico nestas células como também as enzimas que 

estão envolvidas neste processo, sugerindo uma possível atuação da vitamina 

A na proliferação e diferenciação das células intestinais epiteliais (Thomas et 

al., 2005). Além disso, neste trabalho, o efeito da vitamina A foi avaliado em 

meio de cultura deprivado de glutamina de 4mM (meio sem gln), já que 

diversos estudos evidenciaram que em situações de estresse celular, como a 

de exposição a toxina A, a concentração sérica de glutamina está bastante 

reduzida (Tuhacek et al., 2004; Papaconstantinou et al., 1998; Chow e Zhang, 

1998). Dessa forma, com intuito de se avaliar o papel isolado da vitamina A no 

epitélio instestinal lesado pela toxina A, optou-se retirar a glutamina do meio de 

cultura.   

Durante a migração e proliferação celular, o citoesqueleto de actina é a 

estrutura base alvo necessária para as mudanças requeridas nestes 

processos, os quais demandam uma rápida reorganização do citoesqueleto 

sendo desempenhada pelos ciclos de polimerização e despolimerização dos 

monômeros de actina (G-actina) e em forma de filamentos (F-actina) e suas 

reorganizações dentro das células (Pollard e Cooper, 1986). Essa 
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reorganização é carreada pela disposição de proteínas que se liga à actina em 

resposta aos sinais extracelulares e intracelulares. Durante a migração, as 

células epiteliais formam uma espécie de pseudópodes largos (lameloploidia). 

Estas estruturas são saliências ou protusões da membrana da célula sobre os 

filamentos de actina que garantem o movimento da célula. Todo este conjunto 

impulsiona as células a mover-se para frente pela força exercida através dos 

filamentos de actina, orientando a migração celular, além do envio de sinais de 

um lado a outro da célula (Heidemann e Buxbaum, 1998; McCormack et al., 

1999; McComack e Johnson, 2001).  

A migração celular é modulada por uma variedade de fatores incluindo 

peptídeos regulatórios, substratos metabólicos, citocinas, integrinas, matriz 

extracelular e poliaminas (McComack e Johnson, 2001). Vários estudos têm 

enfocado a importância de vários nutrientes na migração celular em células 

intestinais (Kaur e Potten, 1988; McCormack et al., 1999; McComack e 

Johnson, 2001), entretanto pouco se sabe sobre a base molecular dessas 

ações. Este estudo investigou a função do retinol na migração celular em um 

modelo in vitro adaptado de McComarck, e colaboradores, em culturas de 

células IEC-6. A suplementação do retinol em meio padrão parece não 

melhorar a migração das células IEC-6. Entretanto em meio livre de glutamina 

e suplementado com retinol, observou-se um aumento do número de células 

migratórias, embora isso não tenha sido visto em todas as doses. Brito e 

colaboradores em 2005 mostraram que a glutamina e alanil-glutamina, 

aminoácidos essenciais para inúmeras funções do organismo durante o estado 

catabólito, aumentaram a migração celular. Entretanto parece que quando se 

administra simultameamente os dois micronutrientes, a vitamina A e glutamina, 

esse efeito benéfico não é tão observado quanto os efeitos desses nutrientes 

separadamente. Pesquisas do grupo têm evidenciado em projeto coorte em 

áreas endêmicas de diarréia, que a suplementação em crianças desnutridas os 

dois micronutrientes, vitamina A e glutamina, da mesma forma que nossos 

relatos in vitro, tiveram benefício na terapia não combinada.   
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Além disso, o presente trabalho pretendeu investigar a modulação do 

retinol na proliferação e migração celular após o dano provocado pela toxina A 

do C. difficile TxA em células IEC-6, linhagem de células não diferenciadas da 

cripta de rato. A migração e a proliferação celular são fenômenos cinéticos que 

atuam em conjunto para substituição e nas membranas epiteliais durante o 

mecanismo de reparo (Dignass, 2001). Essas mudanças têm sido observadas 

ao longo das criptas intestinais depois de uma injúria extensa à mucosa, 

podendo levar a hiperplasia compensatória da cripta (Carneiro-Filho et al., 

2004), evento necessário para a restauração rápida do epitélio. Os resultados 

deste trabalho indicaram que o retinol melhorou a migração celular após o dano 

induzido pela TxA do C. difficile, sugerindo que a vitamina  A seja requerida ao 

metabolismo celular durante processo fisiopatológico de recuperação da 

mucosa após o dano causado pela TxA. Sabendo-se que as proteínas da 

família RhoA são essenciais para a migração de células IEC-6 (Santos et al., 

1997) e que a TxA do C. difficile inativa as proteínas da família Rho, 

glicosilando as proteínas Rho (A, B e C) , Rac e as proteínas Cdc42 (Just et al., 

1995), o qual resulta na destruturação do citoesqueleto (base essencial para o 

processo da migração celular), sugere-se que o retinol possa estar relacionado 

com a expressão de alguma proteína envolvida neste processo, sendo ainda 

mais necessário, principalmente quando há dano celular para aumentar a 

eficiência da migração celular em células intestinais epiteliais.  

Com o propósito de se avaliar separadamente o fator proliferativo 

durante 12 e 24 horas em que foi avaliada a migração celular, adicionamos 

mitomicina C, um inibidor da síntese de DNA (Bassen et al., 2000), e 

verificamos que, mesmo sem proliferação celular, o retinol aumentou a 

migração celular significativamente em todas as doses de retinol testadas, 

reforçando ainda mais a função do retinol na migração celular. Ainda, 

confirmamos que para que haja o fenômeno de migração celular é obrigatório a 

proliferação celular. Além disso, segundo Mc Cormack e colaboradores, o 

reparo inicial do epitélio desnudo, ocorre principalmente pela migração, depois 

há envolvimento da proliferação. Embora já se tivesse reportado na literatura 
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que a proliferação celular inicia-se apenas após 12 horas depois de dano 

celular (Silen, 1987) e além de outros trabalhos mostrarem que a migração 

celular não é inibida quando a síntese de DNA é reduzida por inúmeras 

estratégias, como ausência de soro ou isoleucina (McCormack et al., 1992).  

Também nvestigamos a modulação do retinol na barreira morfofuncional 

de células diferenciadas de adenocarcinoma de cólon humano (Caco-2), 

monitorando a resistência elétrica transepitelial (TER) ao longo do tempo de 

confuência das células, tentanto verificar qual seria a influência do retinol nas 

células intestinais. As células Caco-2 são linhagens de células intestinais mais 

diferenciadas, já que formam uma monocamada de células polarizadas, 

desenvolvendo um padrão similar de diferenciação como visto nos enterócitos 

humanos in vivo (Mariadason et al., 2000; Baltes et al., 2004). A relação entre a 

membrana plasmática, citoesqueleto e os contatos celulares, são considerados 

fundamentais na determinação da polaridade da célula como também na 

conservação da sua forma e intergridade (Cowin e Burke, 1996). Os 

enterócitos, células que revestem a superfície da mucosa do intestino delgado, 

estão envolvidos no metabolismo da vitamina A, desde que essas células 

adicionem os ésteres de retinil altamente hidrofóbico aos quilomícrons para 

serem liberados no sistema linfático, e sendo criticamente comprometidos pela 

deficiência de vitamina A, quando ocorre algum dano na mucosa (Thomas et 

al., 2005). A linhagem de células Caco-2 tem se provado útil em estudos e da 

caracterização bioquímicas no enterócito (Lissoos et al., 1995; Quick e Ong, 

1990). Em culturas pós-confluentes, essas células espontaneamente se 

diferenciam, formando uma monocamada polarizada, em epitélio colunar com 

complexos juncionais apicais, e microvilosidades formando uma borda de 

escova (Quick e Ong, 1990). Estas células quando banhadas por meio de 

cultura enriquecido podem absorver retinol, além de serem capazes de gerar 

ésteres de retinila (Quick et al., 1990; Levin at al., 1993). Podem ainda 

expressar proteínas celulares de ligação ao retinol tipo II (CRBP-II), que é 

essencial para a solubilização do retinol dentro do citoplasma, como também 

para os processos de absorção e do metabolismo intestinal do retinol (Lissoos 
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et al., 1995) e finalmente, também parecem exercer papel na resposta 

adaptativa do intestino delgado contra injúria na mucosa intestinal (Wang et al., 

1997). 

A resistência elétrica transepitelial (TER) é um resultado da ligação física 

envolvendo o contato célula-a-célula, formação das junções firmes ou 

compactas (tight junctions) no lado apical das células (Madara e Trier, 1994; 

Musch et al., 2006, Brito et al., 2002), exercendo um papel relevante na 

diferenciação célular. Os achados deste trabalho mostraram que o retinol 

aumentou a resistência nas células durante o período de confluência para 

todas as doses testadas quando comparado ao controle em meio sem 

glutamina. Entretanto, para os experimentos conduzidos em meio com 

glutamina, o retinol teve uma melhor influência durantes às horas iniciais da 

observação experiemental, entre 36 e 48 horas. Esses resultados sugerem, 

mais uma vez, que os dois nutrientes não são sinérgicos, porém fundamenta o 

papel do suprimento de retinol intimamente relacionado com a integridade e 

diferenciação do epitélio. Pelo fato de que o retinol pode reduzir a 

permeabilidade paracelular, aumentando a TER, embora existam poucas 

informações disponíveis a respeito dos mecanismos de diferenciação epitelial 

na mucosa intestinal, o qual engloba inúmeros processos ainda não totalmente 

esclarecidos (Baltes et al., 2004; McCormack et al., 1996).  

Um suporte adicional para esta evidência etm sido observado em 

estudos clínicos onde a vitamina A e retinóidos exercem uma grande 

importância na manutenção da integridade epitelial, que, por conseqüência, é 

de vital importância para proteção contra organismos patogênicos e a 

translocação bacteriana (McCullough et al., 1999; Grotto et al, 2002; Benn et 

al., 2005; Vilamor e Fawzi, 2000; Filteau et al., 2001; Bhan e Bhandari et al., 

1998: Barreto et al., 1994).  

Alguns pesquisadores têm demostrado também o efeito benéfico da 

vitamina A em estudos in vivo. Reifen e colaboradores mostraram que a 

deficiência de vitamina A em ratos leva a uma redução da altura dos vilos, do  

número de células caliciformes e dos enterócitos, e a uma marcante diminuição 
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da atividade da fasfatase alcalina no inestino (Reifen et al., 1998).  A 

deficiência de vitamina A em ratos reduz significativamente a altura do vilos e 

as atividades da maltase e sucrase (Warden et al., 1997; Zaiger et al, 2004), 

sendo também associada com o impedimento da migração celular da cripta e 

impedimento da síntese protéica na mucosa no nível de tradução (Zile et al, 

1977). Estudos em galinhas, a deficiência de vitamina A pode levar a uma 

hiperplasia e hipertrofia (Uni et al., 1998). Outro estudo identificou alterações 

morfológicas no epitélio intestinal em cordeiros com carência de vitamina A 

(Holland et al., 1993). Um estudo mais recente em ratos submetidos a maciça 

ressecção do intestino delgado, demostrou que a vitamina A está envolvida na 

resposta adaptativa do intestino por modular a apoptose, migração e 

proliferação do enterócito (Swartz-Basile et al., 2003). 

Poucos trabalhos na literatura têm utilizado modelos in vitro, em 

especial, os modelos do epitélio intestinal para investigar a influência dos 

retinóides a nível molecular na diferenciação do epitélio intestinal (Plateroti et 

al., 1993; McComarck et al., 1996; Fukushima et al., 1998). E 

interessantemente, raros pesquisadores têm descrito o papel do retinol na 

formação das junções firmes e na permeabilidade paracelular. Apesar de ter 

sido relatado que muitos dos componentes das junções firmes, serem também 

alvos dos retinóides (Tobioka et al., 1996; Kubota el al., 2001), nenhum desses 

estudos referem-se ao epitélio intestinal. Os resultados desta pesquisa 

apontam para uma modulação do retinol na permeabilidade paracelular 

evidenciada pelo aumento da resistência em cultura de células intestinais 

Caco-2.  

No decorrer desta investigação exploramos ainda as modificações 

ocorridas na integridade da monocamada epitelial intestinal após a injúria 

causada pela toxina A do C. difficile, utilizando como parâmetros a proliferação, 

migração, apoptose e necrose celular em culturas de células intestinais e 

avaliamos através das curvas dose-resposta e tempo-efeito, a lesão ocorrida 

nas células devido à exposição à enterotoxina do C. difficile. O presente 

trabalho confirmou o potente efeito citotóxico da toxina A do Clostridium difficile 
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e de maneira tempo e dose-dependente, como anteriormente demonstrado 

pelo nosso grupo de pesquisa e outros investigadores (Brito et al., 2002; 

Shawinder et al., 2005; Johal et al., 2004). Os valores diminuídos da TER 

refletem com o aumento da permeabilidade paracelular como também ao 

aumento do fluxo de lactulose e manitol, marcadores de permeabilidade, como 

consistentemente visto em outros relatos da literatura (Ma et al., 1995; Li et al., 

2003). Este aumento da permeabilidade está relacionado com os efeitos da 

TxA no citoesqueleto alterando assim as estruturas fundamentais da barreira 

epitelial intestinal que garante sua integridade (Hecht et al., 1988). Além de 

monoglicosilar e inativar a família das proteínas Rho, a TxA também utiliza de 

outros mecanismos, como o aumento de citocinas pró-inflamatórias (IL-8), 

liberação do citocromo c e ativação da cascata apoptótica (Just t al., 1995; Liu 

te al., 2003). Em síntese, este estudo mostrou o efeito crítico da TxA em 

importantes aspectos do processo de reparo da mucosa intestinal: migração, 

proliferação, TER, apoptose e necrose em células epiteliais intestinais, em 

concordância com achados anteriores sobre esse aspecto da TxA (Brito et al., 

2005; Brito et al., 2002). 

Além do mais, os resultados deste estudo validaram o modelo in vitro 

para medida funcional da barreira epitelial intestinal, utilizando os marcadores 

moleculares lactulose e manitol, confirmando que a TxA causa lesão da 

barreira epitelial intestinal. Um apoio suplementar para este fato é que outros 

investigadores demonstraram que a permeabilidade e integridade da 

monocamada celular podem ser mensuradas por outros marcadores 

molecuares como a dextran e a inulina (Li et al., 2003; DeMarco et al., 2003). 

Além disso, a ruptura da barreira epitelial intestinal ao nível das junções firmes 

tem sido implicada no aumento da permeabilidade paracelular de substâncias 

tóxicas, as quais podem levar a inflamação intestinal e injúria da mucosa (Lima 

et al., 1988). 

Uma etapa subseqüente deste trabalho foi investigar a ação do retinol na 

manutenção da integridade epitelial após a injúria provocada pela toxina A do 

C. difficile TxA, em células Caco-2, avaliando as alterações da resistência 
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elétrica transepitelial. Os resultados encontrados comprovaram um papel 

benéfico do retinol que foi evidenciado pelo aumento da TER, nas quatro 

primeiras horas de incubação com a TxA, principalmente em meio de cultura 

sem a glutamina. Este resultado encontrado não poderia ser unicamente 

atribuído a um aumento na proliferação celular, porém para comprovar esta 

hipótese, de que neste período curto de tempo não houve proliferação, 

realizamos experimentos adicionais para verificar a taxa de proliferação nas 

três e quatro horas depois que adicionamos o retinol e toxina A do C. difficile 

nas culturas de células. Esses dados suplementares mostraram que realmente 

não há aumento significativo da proliferação celular para todas as doses 

testadas de retinol nas células Caco-2, e que possivelmente este efeito protetor 

seja devido ao retinol. Entretanto não se pode atribuir que fora deste período 

inicial de tempo não poderíamos ter a proliferação celular como um fator 

adicional para gerar uma elevação da TER. 

Os resultados alcançados neste trabalho destacaram a importância da 

suplementação do retinol em melhorar a função da barreira intestinal após uma 

condição estressante, quando outros nutrientes tróficos ao intestino estejam em 

privação ou em situações onde há um aumento do requerimento do nutriente. 

Um ponto a favor desta observação foi mostrado neste estudo no qual a 

suplementação com a vitamina A foi mais benéfica em acelerar a confluência 

das células Caco-2 não expostaa à TxA, quando semeadas em meio sem 

glutamina do que no meio padrão. Além disso, em recente estudo usando 

monocadas de células, foi encontrado um efeito benéfico da suplementação 

com ácido retinóico totalmente trans em melhorar a diferenciação e prevenir 

apoptose apenas sob condições livres de soro fetal bovino (Baltes et al., 2004). 

A suplementação da vitamina A, em modelo de ressecção do intestino delgado, 

resultou em uma parcial inversão dos efeitos apoptóticos nos enterócitos 

provocados pela deficiência de vitamina A, embora tenha alcançado uma total 

recuperação na proliferação das células da cripta e na migração dos 

enterócitos, sugerindo que uma alta disponibilidade de vitamina A seja 

PDF criado com versão de teste do pdfFactory Pro. Para comprar, acesse  www.divertire.com.br/pdfFactory

http://www.divertire.com.br/pdfFactory


 179  

necessária para uma renovação cinética (Swartz-Basile et al., 2000; Swartz-

Basile et al., 2003). 

Essas afirmativas fundamentam alguns achados que mostram o 

benefício da suplementação da vitamina A em crianças sob uma alta 

freqüência de diarréia quando outros micronutrientes, como a glutamina, 

geralmente são deficientes (Chen et al., 2003; Walser et al., 1996). A ação 

protetora do retinol após a exposição à TxA em linhagens de células epiteliais,  

em melhorar a proliferação e migração celular, como também a sua ação anti-

apoptótica, pode explicar a  rápida recuperação da barreira funcional intestinal, 

com a suplementação do retinol, nas doenças diarréicas em locais menos 

favorecidos dos países em desenvolvimento (Walser et al., 1996). 

 Somando a estes fatos, sugerimos que o papel desempenhado pelo 

retinol na viabilidade celular após a exposição à TxA do C. difficile, pelo estudo 

da apoptose e necrose das células IEC-6, está intimamente correlacionado 

com o balanço na direção da renovação celular in vivo. O papel do retinol em 

impedir apoptose e necrose ocasionados pela ação enterotóxica da toxina A do 

C difficile sugere um completo envolvimento via receptores mitocondriais e de 

morte celular, pois se sabe que o mecanismo apoptótico induzido pela TxA do 

C. difficile envolve vias intrínsecas e extrínsecas de ativação das caspases (3, 

6, 8, 9), pela inativação das  proteínas GTPase da família Rho, pelo dano 

mitocondrial seguido de liberação do citocromo c, e ainda por uma interferência 

da ativação do Bid, como mostrado em estudos prévios do nosso grupo de 

pesquisa com células T-84 (Brito et al., 2002; Carneiro et al., 2006). Em tecidos 

não intestinais, o ácido retinóico mostrou ser anti-apoptótico pela redução 

oxidativa mediada pela ativação da via proteína-1(AP-1) (Kitamura et al., 2002). 

Por outro lado, os retinóides podem exercer um efeito pró-apoptótico por 

favorecer a diferenciação ao invés da proliferação em células tumorais, um 

papel que tem sido extensivamente estudado para desenvolvimentos da terapia 

anti-câncer (Simoni e Tolomeo, 2001; Zamora et al., 2006). Entretanto, os 

mecanismos dos efeitos anti-apoptóticos após a lesão induzida pela TxA do C. 

difficile precisam ser mais explorados. 
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Portanto, o benefício da suplementação do retinol em melhorar as 

repostas adaptativas do intestino contra o desafio da toxina A do C. difficile 

apóia o uso do retinol como uma ferramenta valiosa na terapêutica contra 

doença entérica. A atenção médica para a fisiopatologia das infecções 

hospitalares induzidas pelo Clostridium difficile tem aumentado devido à 

emergência de uma cepa mais resistente e virulenta, conseqüentemente as 

terapias adicionais de suporte são de extrema importância (Musher et al., 2006; 

Voth e Ballard, 2005). Baseado nesses achados, este estudo leva há uma nova 

vertente no papel da terapia nutricional para restaurar a barreira funcional 

epitelial na diarréia provocada pela toxina A do C. difficile, embora mecanismos 

moleculares e possíveis efeitos sinérgicos com outros nutrientes tróficos do 

intestino necessitam ainda serem elucidados. Nessa linha, mecanismos 

específicos e interações farmacológicas do retinol sozinho ou em combinação 

com outros micronutrientes na proteção após a lesão induzida pela toxina A do 

C. difficile estão sendo investigados, especialmente focando as ciclinas e Wnt 

como importante vias de regulação da proliferação celular. Em conclusão, 

estudos adicionais são necessários para compreensão da fisiopatologia 

específica deste nutriente lipossolúvel, a vitamina A e seus análogos, no reparo 

da barreira funcional intestinal, na proliferação, migração e apoptose celular 

durante infecções. 
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7. CONCLUSÕES 

 

Utilizando modelos in vitro para demonstrar o papel da vitamina A na 

barreira funcional epitelial frente à injúria causada pela toxina A do Clostridium 

difficile em culturas de células intestinais, concluímos que: 

 

1- Foi possível revalidar os modelos in vitro de lesão da barreira epitelial 

intestinal induzida pela toxina A do C. difficile, confirmados pela redução na 

TER, na proliferação e migração celular e pelo aumento da apoptose e 

necrose, os quais foram dose e tempo dependentes.  

 

2- O modelo in vitro para medida funcional da barreira epitelial intestinal frente 

à injúria causada pela toxina A do C. difficile foi validado utilizando os 

marcadores moleculares lactulose e manitol. 

 

3- O retinol promoveu um aumento da TER, migração, e diminuição da necrose 

e apoptose celular, embora não se tenha visto este efeito benéfico na 

proliferação celular e em meio enriquecido com glutamina em culturas de 

células intestinais. 

 

4- O retinol foi capaz de proteger a barreira funcional epitelial intestinal, através 

da medição da TER (resistência elétrica transepitelial), após a injúria induzida 

pela Toxina A do C. difficile, nas 3 e 4 horas de exposição às células Caco-2. 

 

6- O retinol beneficiou a proliferação e migração celular frente ao efeito 

enterotóxico da toxina A do C. difficile em células intestinais IEC-6, linhas de 

células não diferenciadas da cripta de rato. 

7- O retinol reduziu a apoptose e necrose das células epiteliais intestinais da 

cripta (IEC-6) na lesão provocada pela toxina A do C. difficile.  
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8 – O retinol beneficia as repostas adaptativas do intestino contra a TxA do C. 

difficile, podendo ser utilizado como uma ferramenta valiosa na terapêutica esta 

doença. 
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 9. ANEXOS 

 

9.1 TABELAS DE COMPOSIÇÃO DOS MEIOS DE CULTURAS 
 
TABELA 05 – COMPONENTES DE DMEM COM GLUTAMINA 

 
COMPONENTES 
DO  DMEN COM  
GLUTAMINA 
(# 11965-092) 

Peso 
Mole
cular  

Concentração 
(mg/L) 

Molaridade 
(mM) 

Aminoácidos 

Glicina 75 30 0,400 

L-Arginina 
hidroclorídrica 

211 84 0,398 

L-Cisteína 2HCl 313 63 0,201 

L-Glutamina 146 584 4.00 

L-Histidina 
hydroclorídrica-
H2O 

210 42 0,200 

L-Isoleucina 131 105 0,802 

L-Leucina 131 105 0,802 

L-Lisina 
hidroclorídrica 

183 146 0,798 

L-Metionina 149 30 0,201 

L-Fenilalanina 165 66 0,400 

L-Serina 105 42 0,400 

L-Treonina 119 95 0,798 

L-Triptofan 204 16 0,0784 

L-Tirosina sal 
disódica 
dihidratada 

261 104 0,398 

L-Valina 117 94 0,803 

Vitaminas 

Cloreto de colina 140 4 0,0286 

D-pantotenato de 
cálcio 

477 4 0,00839 

Ácido fólico 441 4 0,00907 

i-Inositol 180 7.2 0,0400 

Niacinamida 122 4 0,0328 

Piridoxina 
hidroclorídrica 

204 4 0,0196 

Riboflavina 376 0.4 0,00106 

Tiamina 
hidroclorídrica 

337 4 0.0119 

Sais Inorgâncos 
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Cloreto de cálcio 
(CaCl2) (anhyd.) 

111 200 1.80 

Nitrato férrico 
(Fe(NO3)3"9H2O
) 

404 0,1 0,000248 

Sulfato de 
magnésio 
(MgSO4) 
(anhyd.) 

120 97.67 0,814 

Cloreto de 
Potássio (KCl) 

75 400 5.33 

Bicarbonato de 
sódio (NaHCO3) 

84 3700 44.05 

Cloreto do sódio 
(NaCl) 

58 6400 110.34 

Fosfato de sódio 
monobásico(NaH
2PO4-H2O) 

138 125 0,906 

Outros Componetes 

D-Glicose 
(Dextrose) 

180 4500 25.00 

Vermelho de 
fenol 

376.4 15 0,0399 

 
 
TABELA 06 – COMPONENTES DE DMEM SEM GLUTAMINA 
 
 
COMPONENTES 
DO DMEN SEM 
GLUTAMINA    
(# 11960-044)  

Peso 
mole
cular 

Concentração 
(mg/L) 

Molaridade 
(mM) 

Aminoácidos 

Glicina 75 30 0,400 

L-Arginina 
hidroclorídrica 

211 84 0,398 

L-Cisteína 2HCl 313 63 0,201 

L-Histidina 
hidroclorídrica -
H2O 

210 42 0,200 

L-Isoleucina 131 105 0,802 

L-Leucina 131 105 0,802 

L-Lisina 
hidroclorídrica 

183 146 0,798 

L-Metionina 149 30 0,201 

L-Fenilalanina 165 66 0,400 

L-Serina 105 42 0,400 

L-Treonina 119 95 0,798 

L-Triptofan 204 16 0,0784 
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L- Tirosina sal 
disódica 
dihidratada 

261 104 0,398 

L-Valina 117 94 0,803 

Vitaminas 

Cloreto de colina 140 4 0,0286 

D-pantotenato de 
cálcio 

477 4 0,00839 

Ácido fólico 441 4 0,00907 

i-Inositol 180 7.2 0,0400 

Niacinamida 122 4 0,0328 

Piridoxina 
hidroclorídrica 

204 4 0,0196 

Riboflavina 376 0.4 0,00106 

Tiamina 
hidroclorídrica 

337 4 0,0119 

Sal inorgânico 

Cloreto de cálcio 
(CaCl2) 

111 200 1.80 

Nitrato férrico 
(Fe(NO3)3"9H2O
) 

404 0,1 0,000248 

Sulfato de 
magnésio 
(MgSO4) 
(anhyd.) 

120 97.67 0,814 

Cloreto de 
Potássio (KCl) 

75 400 5.33 

Bicarbonato de 
sódio (NaHCO3) 

84 3700 44.05 

Cloreto do sódio 
(NaCl) 

58 6400 110.34 

Fosfato de sódio 
monobásico 

138 125 0,906 

Outros Componentes 

D-Glicose 
(Dextrose) 

180 4500 25.00 

Vermelho de 
fenol 

376.4 15 0,0399 
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9.2 FICHAS EXPERIMENTAIS  
 
9.2.1 Resistência Elétrica Transepitelial 
 
 

Experimento Resitência Transepitelial - Confluência DATA:_________    
TER LIDA Pesquisador:______________   
Placa (  ): Descriçãoe branco     
Poço - lado B 0h 24h 36h 48h 72h 96h 120h 144h 168h 
Branco p1          
p2          
p3          
p4          
p5          
p6          
PLACA(  ):Descrição e branco        
Poço - lado C 0h 24h 36h 48h 72h 96h 120h 144h 168h 
Branco p1          
p2          
p3          
p4          
p5          
p6          
TER LIDA – COM TxA          
Placa (  ): Descrição e branco          
Poço - lado C 0h 0,5h 1h 2h 3h 4h 6h 12h 24h 
p1          
p2          
p3          
p4          
p5          
p6          
          
Placa (  ) Descrição ebranco         
Poço - lado B 0h 0,5h 1h 2h 3h 4h 6h 12h 24H 
p1          
p2          
p3          
p4          
p5          
p6          
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9.2.2 Migração celular 
 
 
        
 Experimento Migração celular 
 DATA: 

 
 
       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
DESCRIÇÃO DOS POÇOS N0 células/N0 foto 
1.  
  
2. 
  
3. 
  
4. 
  
5. 
  
6. 
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9.2.3 Proliferação celular  
 
 

                        EXPERIMENTO  PROLIFERAÇÃO CELULAR 
                        DATA:_________/_________/__________ 
 
 
 

A

B

C

D

E

F

G

H

1      2        3        4        5       6         7       8   9      10      11     12
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9.2.4 Citometria de Fluxo  

Experimento Citometria 
 DATA: 

                 
 

DESCRIÇÃO DOS POÇOS %apo/necrose 
1.  
  
2. 
  
3. 
 

 
 

4. 
  
5. 
  
6. 
  
7. 
  
8. 
  
9. 
  
10. 
  
11. 
  
12.  

 

2 

3 9 12 

7 4 

5 

1 

6 

8 11 

10 
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