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RESUMO

Modulacdo do retinol na lesédo da barreira morfofuncional induzida pela toxina A do
Clostridium difficile em culturas de células intestinais. Andrésssa Aby Faraj Linhares
Maciel. Dissertacdo apresentada ao curso de Pdés-graduagdo em Farmacologia do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Cear4 como pré-requisito para obtencao do titulo de Mestre
em Farmacologia. Data da defesa: 27 de Julho de 2007 — Orientador: Prof. Dr. Aldo
Angelo Moreira Lima, MD, PhD.

A vitamina A (retinol) é um nutriente essencial necessario em pequenas quantidades
para o funcionamento normal do sistema visual, funcdo imune e reproducdo. Nosso
grupo de pesquisa investigou o efeito de altas doses por via oral em criangas com
diarréia em estudos prospectivos em comunidade em areas endémicas no Nordeste do
Brasil e encontrou beneficios terapéuticos com a utilizacdo do retinol na reducédo da
média de duracdo da diarréia, porém nao houve diminuicdo da incidéncia de episédios
diarréicos. Esse estudo explorou o papel da suplementacdo do retinol em linhas de
células intestinais frente ao dano citotdéxico da Toxina A do C. difficile (TxA). O C.
difficile é principal patdgeno causador da diarréia associada ao uso de antibiéticos e da
colite pseudomembranosa. Investigou-se alteracbes da resisténcia elétrica
transepitelial (TER) em células Caco-2, e nos modelos de proliferagdo, migracdo e
morte celular em IEC-6, ap0s a injaria induzida pela TxA. Os resultados mostraram que
a suplementacgéao do retinol, principalmente no meio sem glutamina, aumentou a TER,
migracao celular, como também promoveu uma reducdo significativa da apoptose e
necrose, porém este efeito ndo foi visto no modelo de proliferagdo celular. Para
estudar a modulacdo do retinol na diminuicdo da TER induzida pela TxA, as células
foram expostas a TxA (0,1pg/mL) durante 24h. O retinol aumentou a TER (% do valor
inlcial) nas concentracbes de 0,1 e 0,3nM as 3h (59,3t1,3; 69,8+0,6vs
59,3+1,3Qcm? respectivamente), e as 4h (36,1+0,02; 33,5+1,8 VS
27,3+0,2Qcm? respectivamente) em relagdo ao controle sem retinol e com TXA.
Nesses intervalos de tempo ndo houve influéncia da proliferagdo celular nas células
Caco-2. O retinol aumentou a proliferacdo celular na lesdo induzida pela TxA
(0,1ug/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), apés 24h comparado com controle com TxA. Depois de 12 e
24h de exposicdo a TxA (0,01ug/mL), seguido do arranhdo na monocamada da células
IEC-6, a suplementagcdo do retinol aumentou significantemente a migracdo nas
concentragbes 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
concentragcbes de 0,03-100nM, em comparagdo com controle com a TxA. Os
resultados sugerem que o retinol exerce um importante papel na reducéo da apoptose,
em aumentar a migracéo e proliferacdo e em prevenir a reducao da TER, na leséo pela
TxA, sugerindo que a vitamina A é um nutriente essencial na protecdo na barreira
funcional epitelial.

Palavras-chaves: Vitamina A, Clostridium difficile, impedéancia elétrical,
proliferacdo de células, migracdo, apoptose e necrose.

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



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

ABSTRACT

Retinol modulation protecting the morfofunctional barrier challenged the Clostridium
difficile Toxin A in intestinal cell lines. Andréssa Aby Faraj Linhares Maciel. Dissertation
submitted as a partial fulfilment of the requirement to the Master degree in
Pharmacology from the School of medicine, Federal University of Cear4. Defense date:
2007, July 27. Professor: Aldo Angelo 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 0,1ug/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+1,3Qcm?, respectively), and at 4h (36,1+ 0,02; 33,5+ 1,8 vs 27,3+0,2Qcm?,
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 (0,1ug/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
(0,01ug/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. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais da Desnutricao

A desnutricdo no Brasil € considerada um grave problema de saude
publica e decorre da ingestdo inadequada ou do incorreto aproveitamento
biolégico dos alimentos geralmente associados as infec¢des. Estudos enfatizam
a relacao entre a desnutricéo e a elevada taxa de mortalidade, principalmente no
que diz respeito a susceptibilidade as infec¢cdes (Ahmad et al., 2000; WHO,
2002; Kosek et al., 2003; Pelletier et al., 1993; Yoon et al., 1997). Além disso,
estudos mostram que a desnutricdo afeta também o desenvolvimento cognitivo,
reproducdo, capacidade fisica para trabalhar e é um fator de risco para
pacientes portadores de doenca cronica (Guerrant et al., 1999; Niehaus et al.,
2002; Guerrant et al., 2002). De acordo com relatorios emitidos pelo Fundo das
Nacoes Unidas para a infancia (UNICEF), a desnutricdo atinge 146 milhdes de
criancas no mundo (UNICEF, 2005). No Brasil, déficits de crescimento séo
comuns em criangas que vivem em areas rurais, onde 8,3% de criangas
menores que dois anos estdo 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 Ceara,
essa taxa aumenta para 35 em cada 1000 criancas nascidas (IBGE, 2003).

Um dos maiores problemas enfrentados por sociedades em
desenvolvimento é a desnutricdo na infancia, com comprometimento severo do
crescimento linear e/ou emagrecimento extremo da crianga, seja por sua
elevada frequéncia, seja pelo amplo espectro de danos que se associam
aquelas condic¢bes. Estima-se que 38,1% das criangcas menores de cinco anos
que vivem em paises em desenvolvimento padecam de comprometimento
severo do crescimento e que 9,0% apresentem emagrecimento extremo. A
essas condi¢gbes associam-se, entre outros danos, 0 aumento na incidéncia e

no aproveitamento escolar e diminuicdo 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 desnutricdo sdo inumeras. Dentre elas, a pobreza, a falta
de educacado e a desigualdade, como também as praticas alimentares pouco
higiénicas e o frequiente surgimento de doencas, como a diarréia, malaria e as
doencas parasitarias como importantes fatores que privam, especipalmente na
infancia, dos nutrientes necessarios gerando quadro de deficiéncias

nutricionais (Monteiro, 2003).

O estado nutricional interfere nas doencgas diarréicas, particularmente na
diarréia persistente e recorrente, interferindo na predisposicdo ao aumento da
freqUéncia diarréica e na sua duracdo, demonstrando assim o ciclo vicioso da
diarréia e desnutricdo. Desta forma, a diarréia causa aumento da desnutricdo e
a desnutricdo, por sua vez, aumenta sua frequéncia, duracao e severidade,
com consequente 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 doencas diarréicas constituem uma das ameacgas a saude em paises
em desenvolvimento em torno do mundo. Embora o advento da terapia de
reidratacdo oral (TRO) tenha promovido um declinio na mortalidade por diarréia
com desidratacdo nas Ultimas décadas, as taxas globais de morbidade por
diarréia ndo tém diminuido (Kosek et al., 2003). Considerando que estas taxas
de morbidade sdo maiores nas populacfes crescentes de famintos, a diarréia
pode representar uma incidéncia global crescente da doenca (Kosek et al.,
2003; Murray e Lopez, 1997). A Organizacdo Mundial da Saude relatou que em
1999 o indice de Anos Perdidos por Incapacitacdo (DALY: a incidéncia da
doenca que reflete a quantidade total de anos de vida perdidos por
incapacidade ou morte) por doengas diarréicas foi o segundo maior indice,
perdendo somente para doencas respiratorias (OMS, 2001).

A maioria das criancas com desnutricbes severas, atendidas em
hospitais, apresenta histérico de diarréia aguda ou crénica. Tanto a desnutricdo
como a diarréia persistente é associada com o rompimento da barreira
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funcional epitelial, podendo contribuir para a deficiéncia nutricional destas
criangas (Lima et al., 2005; Sullivan et al., 1992; Sullivan et al., 2002; Campbell
et al.,, 2003). Estudos mostram que criangas severamente desnutridas
apresentam graus variados de atrofia dos vilos, hiperplasia de criptas e
infiltracdo linfocitaria epitelial (Sullivan et al., 1991). Lesdes nos vilos podem
causar perdas de enzimas da mucosa fundamentais para a digestdao e
absorcdo de nutrientes, resultando em um compromentimento da barreira
funcional epitelial do intestino delgado com consequente efeito na absorcgéo,

iniciando um processo inflamatério e uma resposta inune local (Lunn, 2000).
1.2 Epitélio gastrointestinal e barreira funcional epitelial intestinal

As células epiteliais intestinais séo fisicamente ligadas por complexos
juncionais intercelulares que regulam mdultiplas fungées, incluindo a polaridade,
integridade mecénica e a sinalizagcdo (Troyanovsky, 1999). A principal funcdo
das células epiteliais que revestem o trato gastrointestinal (TGI) é produzir uma
barreira fisica entre o lumen intestinal potencialmente hostil e o tecido
subepitelial fortemente imunoreativo (Li et al., 2003). A barreira epitelial
intestinal esta localizada na interface entre corpo e o lado externo do ambiente,
onde coordena a absorcdo de eletrolitos e o transporte de nutrientes estando
relacionada com a protecdo contra VArios microrganismos potencialmente
patogénicos, toxicos ou substancias nocivas presentes no lumen intestinal
(Nusrat et al., 2000).

A barreira funcional epitelial consiste em uma monocamada continua de
células especializadas, polarizadas em constante e rapida renovacdo celular
(Cereijido et al., 2000). O turnover das células epiteliais intestinais e da barreira
funcional intestinal, que envolve a proliferacdo, migracdo, diferenciagéo,
apoptose e necrose celular, € um processo dinamico, marcadamente afetado
pelo estado nutricional e pelo adequamento de nutrientes especificos na dieta
(Ziegler et al., 2003). A apoptose, morte celular programada, € essencial para a

manutencdo do equilibrio entre a proliferacdo, que ocorre nas criptas, e a
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eliminacédo 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
regido da cripta, podem se diferenciar em outros tipos celulares que néo
apenas em entergcitos. Essas células especializadas migram em direcdo ao
topo das vilosidades intestinais e eventualmente sofrem apoptose ou séo
expulsas para dentro do lumen intestinal. A andlise da dindmica dos clones
progenitores (C1, My e Mix) de vida curta (dias) conduz ao aparecimento de um
ou dois tipos celulares mucosos (Mp) progenitores de vida longa (meses), e
células progenitoras pluripotentes que podem originar todos os tipos celulares
(Bjerknes & Cheng, 1999). A constante renovacgédo celular (turnover) no
intestino delgado e nas células do coélon decorre em funcdo das taxas de
proliferacdo das células progenitoras da mucosa do intestino, da migragédo
celular, ao longo do eixo cripta - vilos no intestino delgado e ao longo do eixo
da cripta no c6lon, como também da morte celular por apoptose (Bjerknes et al,
1999). Durante a migracao, as células se diferenciam obedecendo ao sentido:
base da cripta em dire¢c&o ao topo do vilos. Esta jornada duraemtornode 2 a 4
dias (Bjerknes e Cheng, 1999). Esta constante renovacao do epitélio intestinal
€ um processo que requer um suprimento sempre continuo de energia,

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

A funcdo da barreira da mucosa intestinal é parcialmente mantida pelas
juncdes firmes ou zénulas de oclusdo (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 juncdes
firmes nao existem apenas para separar 0s distintos compartimentos
fisiologicos, mas elas também conferem seletividade ao fluxo transepitelial de
moléculas e ions pela via paracelular (Mandara et al., 1985; Schneeberger e
Lynch, 1992; Gumbiner, 1993; Mitic e Anderson, 1998). Anteriormente, as TJ

eram consideradas como estruturas estaticas, embora atualmente haja
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evidéncias que sdo estruturas altamente dinamicas, capazes de receber e
integrar sinais provenientes de outras células e do ambiente extracelular,

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

Um complexo de proteinas composto de diferentes tipos de juncdes
intercelulares, das quais incluem as proteinas das juncbes firmes (TJ), as
zbnulas de adeséao (cinto, juncbes ou zona de adesdo) e os desmossomas,
conferem a estabilidade da barreira epitelial (Collares-Buzato et al., 1994; Yap
et al., 1997; Anderson e ltallie, 1995). As juncdes firmes e de adeséo dispoem
de uma organizacéo estrutural semelhante, e seus complexos de liga¢cbes séo
constituidos de compontes transmembranicos com funcdo adesiva e de
proteinas adaptadoras citosoélicas que geram uma ligacdo direta ou indireta ao

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

As TJs sdo especializados dominios de membranas que estéo inseridos
nos espacos 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 proteinas de membrana associadas as
TJ, a primeira proteina pertencente a essas jun¢gbes foi as ocludinas,
identificadas em 1993. A ocludina é composta de quatro dominios, dois
dominios extracelulares e um longo dominio carboxi-terminal (Furuse et al.,
1993). Uma outra familia das proteinas das TJ que foi recentemente
identificada é a das claudinas, e sua importancia funcional esta relacionada
com a barreira paracelular dessas juncdes juntamente com proteinas
periféricas (ZO-1 e ZO-2) (Furuse et al., 1998). Varios tipos de claudinas tém
sido descritas, as claudinas 2 a 5 s&o expressas preferencialmente no intestino
(Rahner et al.,, 2001). Além disso, uma outra proteina chamada de JAM
(molécula de adesao juncional), uma proteina de membrana tipo | dos genes
da superfamilia das imunoglobulinas, tem sido descrita como capaz de
participar na adesdo célula-a-célula e parece esta implicada na infiltracdo de
mondacitos através da monocamada endotelial (Martins-Padura et al., 1998).
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Jungies Firmes (Tight Junciins)
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Figura 01: Representacdo esquematica das juncdes firmes e da zona de
adesdo. (A e B) As juncdes firmes (Tight junctions) unem as células epiteiais
adjacentes e regulam a passagem de ions e outras substancias, através dos
espacos paracelulares. (C) Um complexo protéico faz parte das jungdes firmes,
incluindo as proteinas transmembréanicas ocludinas e claudinas ligadas as
células do citoesqueleto via complexos juncionais, que se conectam aos
filamentos de actina. Esses complexos incluem também varias proteinas, como
as da familia zO, além de outras, como JAM-1, cingulina, E-caderina e
catenina. Fonte: Disponivel em
<http://www.nastech.com/nastech/junctions_biology>. Acesso em 10 julho de
2007.

Em relagdo ao grupo das proteinas periféricas de membrana associadas
as TJ, as ZO-1 (ligada diretamente cadeia carboxi-terminal citoplasmatica da
ocludina), ZO-2 e Z0O-3 (220, 160 e 100 kDa, respectivamente) sdo proteinas
gue formam um complexo no lado citoplasmatico das TJ (Stevenson et al.,
1986; Gumbiner et al., 1991; Haskins et al., 1998). Outras proteinas de
membranas periféricas também tém sido localizadas na TJ, dentre elas

destacam-se a cingulina (140 kDa), 7H6, rab 13, Gai, e proteina quinase C.
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Elas interagem com o citoesqueleto de actina, conferindo a fungdo na
regulacdo da permeabilidade paracelular, além de também estarem envolvidas
na regulacdo da expressdo de genes, crescimento e diferenciacdo celular
(Balda e Matter, 1998).

O cinto de adeséo ou zona de adesé&o esta associado aos filamentos de
actina aos quais estao aderidos aos pares as moléculas de miosina tipo Il. Os
filamentos de actina integram-se as proteinas de adesdo transmembranas
chamadas de caderinas. As caderinas sdo moléculas de adesdo dependentes
de Ca®" para a inducdo e manutencéo dos contatos intercelulares (Angst et al.,
2001; Gumbiner, 1996; Takeichi, 1990). A E-caderina, principal caderina
expressa nas células epiteliais, esta localizada na zona de adesdo. A forte
adesdo célula-a-célula mediada pela E-caderina, parece ser importante para
establidade da barreira funcional epitelial, assim como os sinais transmitidos
pelas jungcbes de adesdo, podendo também regular as TJ (Angst et al, 2001;
Man et al, 2000; Takeichi, 1990, Varlamov et al, 1997). A familia da catenina
(a-catenina, B-catenina, y-catenina), proteinas acessorias intracelulares, liga-se
as caderinas aos citoesqueleto de actina. As interacbes das cateninas com
dominios citosdlicos especificos das caderinas sdo necessarias para a adesao.
Portanto, em sintese, esta regulacdo se da pela fosforilagcdo da miosina Il,
promovendo a contracdo dos filamentos de actina, funcionando como esfincter,
abrindo o espacgo paracelular, facilitando a passagem de ions do espago
basolateral para lumen, ou vice-versa, promovendo a reducéo da resisténcia
paracelular (Mitic et al., 2000; Mitic e Anderson, 1998; Heiskala et al., 2001).

A barreira homeostatica, a qual resulta em parte de interacdes

coordenadas de linhagens de células dentro da mucosa, pode ser influenciada
por varios estimulos fisiolégicos e patolégicos, como os nutrientes, mediadores
imunes, bactérias entéricas e virus (Pappenheimer JR., 1998; Dickman KG et
al., 2000; Nustrat A et al., 2000; Sears, 2000). Diversos estudos tém mostrado
o potencial terapéutico de nutrientes especificos e componentes derivados da

dieta (incluindo arginina, glutamina, vitamina A, zinco) na renovacéao celular das
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células do intestino, no mecanismo de reparo e na adaptagéo barreira funcional
epitelial (Ziegler et al., 2003, Chauhman et al., 1989). Alguns estudos em
modelos animais tém mostrado a relacdo entre permeabilidade da mucosa
intestinal e vitamina A (Holland RE et al., 1993; Warden RA et al., 1997). Em
paises em desenvolvimento, investigadores sugerem que a suplementacao
com vitamina A em individuos com deficiéncia de vitamina A diminui o risco de
diarréia e disfuncdo da barreira intestinal, dando suporte ao importante papel
desse nutriente no reparo e na fungdo da mucosa intestinal (Duggan e cols,
1997).

1.3 Vitamina A

1.3.1 Nomenclatura, propriedades quimicas e fontes dietéticas

“Vitaminas sao substancias organicas cuja presenca na dieta, em
guantidades minimas, € indispensavel para garantir o perfeito desenvolvimento
e funcionamento do organismo animal”. (Chaves, 1978). As vitaminas variam
amplamente quanto a estrutura quimica e atividade biolégica, podendo
funcionar tanto como co-fatores de enzimas em diferentes reacoes
bioquimicas, atuando também como antioxidantes/oxidantes, modulando o
balanco oxidativo, e até mesmo como horménios, regulando a expressao
génica (Olson,1994). De acordo com a solubilidade, as vitaminas s&o
classificadas em dois grupos: vitaminas lipossollveis (soliveis em gordura)
incluem a vitamina A, D, E, K e vitaminas hidrossollaveis (sollveis em agua)
qgue incluem as vitaminas do complexo B e a vitamina C. E devido a essa
solubilidade, as vitaminas lipossoluveis requerem, para a sua absorgéo, acidos
biliares, lipases e uma mucosa intestinal integra, e esta absor¢do pode ser
aumentada com uma dieta rica em lipideos (Rolig, 1986). Inicialmente, as
vitaminas foram identificadas por letras do alfabeto e posteriormente,
receberam um nome quimico, entretanto também se utiliza as letras do alfabeto

pra denomina-las (Passmore, 1975).
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A vitamina A (Vit A) recebeu esta denominagao por ter sido a primeira
substancia a integrar a categoria de fator essencial do organismo. Foi
descoberta como fator lipossolavel em 1913 por Elmer McCollum, um
bioquimico da Universidade de Wisconsin-Madison e por seu colega Marquerite
Davis onde identificaram um nutriente solGvel na gordura do leite (nata) e no
O0leo extraido de figado. Esta descoberta foi seguida por uma série de
experimentos que levaram a sua sintese em 1947 por Thomas Osborne e

Lafayette Mendel (Osborne e Lafayette, 1947).

De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada —
Unido Internacional de Bioquimica (IUPAC-IUB, 1982), a vitamina A é
designada genericamente de retinol. O termo vitamina A é reservado para
designar os compostos com atividade biolégica de retinol. O termo “retinéides”
introduzido em 1976 por Sporn e colaboradores foi designado pela IUPAC-1UB

em 1982 para incluir os " compostos que consistem de quatro unidades de
isoprendide; Todos os retinbides podem formalmente ser derivados de um
composto monocliclico contendo cinco duplas liga¢des do carbono e um grupo
terminal funcional no término da porcao aciclica. De acordo com esta definicao
o termo retindides, inclui tanto as formas de vitamina A que ocorrem na
natureza como também os analogos sintéticos do retinol, com e sem atividade
biolégica (Blomhoff e Blomhoff, 2006). Entretanto, varios componentes
sintéticos, como TTNN e Ch-55, ndo cabem nessa difinicdo de retindides, pois
tem se mostrado muito mais ativo do que o retinol ou acido retindide em varias
analises da atividade de vitamina A ou do retinol. Por consequéncia, Sporn e
Robert (1985) propuseram que o termo retindide seria definido como uma
substancia com atividade biologica especifica devido a ligacdo e ativagdo de
um receptor especifico ou varios receptores. Contudo, na pratica, a maioria dos
pesquisadores usa uma combinacdo dessas duas definicbes, considerando
pertencentes a classe de retindides os analogos do retinol (com e sem
atividade biolégica), mas também varios componentes que ndo sdo totalmente
relatados como retinol, porém possuem atividade bioldgica de vitamina A ou de
retindides (Blomhoff e Blomhoff, 2006).
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A capacidade de sintese de Vit A e seus derivados sao limitados as
plantas e microrganismos, desta maneira a maioria dos animais obtém a
vitamina A da alimentacdo através de duas principais fontes: pro-vitamina A
(produtos de origem vegetal como [3-carotenos, a-carotenos e B-criptoxantina)
ou como vitamina A pré-formada (produtos de origem animal) (Goodwin, 1963;
Goodwin, 1971). A pro-vitamina A é encontrada principalmente em hortalicas
verdes escuras (espinafre, couve, brécolis), e em alguns vegetais de cor
alaranjada como a cenoura, abdbora, manga, mamao, buriti ou em alguns
Oleos vegetais (dendé africano). Como fonte de vitamina A pré-formada
podemos incluir o figado, leite, gema de ovo, 6leo de figado de peixe, peixes de
agua salgada, leite de vaca integral, queijo e manteiga (During e Harrison,
2004).

Os carotendides constituem uma familia de mais de 600 membros ja
identificados na natureza, sendo que cerca de 60 apresentam atividade pro-
vitaminica A, ou seja, podem funcionar como precursores de vitamina A em
mamiferos (Olson,1989). Os carotendides representam um grande grupo de
pigmentos que sdo espalhados na natureza e responsaveis pelas cores
amarela, laranja, roxa e vermelha em varias espécies de vegetais, frutas e
flores (Fraser e Bramley, 2004). As plantas e microrganismos, como algumas
bactérias, algas e os fungos podem sintetizar carotendides, entretanto apenas
alguns carotendides podem ser convertidos em vitamina A pelos animais. O [3-
caroteno, a-caroteno, licopeno, luteina e B-criptoxantina sao exemplos de
carotenoides importantes presentes no corpo humano. O 3-caroteno € 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
conversdo estequiométrica de um mol de B-caroteno da origem a 2 moles de
retinol (via retinal), enquanto uma molécula de a-caroteno ou B-criptoxantina da
origem a apenas uma simples molécula de retinol. Originalmente, unidades
internacionais (IlUs) (1IlU = 0,3ug de retinol) foram usadas como
recomendagdes nutricionais para a vitamina A. Entdo, os equivalentes de

retinol (ERs) foram utilizados para converter todas as fontes de retinol pré-
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formado e de pré-vitamina A (carotendides) na dieta dentro de uma simples
unidade. Desta maneira, a equivalente de atividade de retinol (ER) €é igual 1ug
de vitamina A pré-formada dietética ou suplementar (retinol) sendo igual a 2ug
de B-caroteno suplementado, 12ug de [B-caroteno dietético e equivalente a
24ug de outros carotendides (a-caroteno e B-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 equivaléncia de compostos de vitamina A

luyg de retinol totalmente trans
(3,33U1)

1pg ER (equivalente de
atividade de retinol)

12ug de betacaroteno
24ug de alfacaroteno

24ug outros carotendides
(criptoxantina)

1 ug betacaroteno 0,167 ug RE

1 ug outros carotendides 0,084 ug RE

Fonte: Intituto de Medicina — referéncia de ingestdo dietética (IOM, 2000 e
2001)

O retinol possui peso molecular igual a 286,46 sendo um alcool
altamente insaturado, insolavel na agua, facilmente soltvel no éter, cloroférmio,
acetona, gorduras e 0Oleo. A Vit A e seus ésteres sao rapidamente degradados
pela luz, oxigénio e acidos. Desta forma, as solugbes preparadas com
retindides, 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 isoprendide, sintetizado a partir de
unidades de isoprenos, e sua estrutura em anel € que confere sua atividade.
Como mostrado na figura 1, o retinol contém um anel carboxilico 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
aldeido (retinal) ou a acido carboxilico (acido retinéico) (Figura 02). Sua
estrutura permite a formacdo de dezesseis isbmeros geométricos, dos quais
seis sdo bem conhecidos, entretanto dois deles tem se destacado em suas
atividades, o retinol trans que € a forma biologicamente mais ativa, e o isbmero
de configuragdo cis nos carbonos 11 e 13 (retinol cis), que possui atividade
biolégica no ciclo visual (sintese da rodopsina). A estrutura do retinol
totalmente trans (all-trans-retinol) possui esta denominacéo devido a todas as
duplas ligagdes serem na configuracado trans. Dos isdmeros cis, pode-se
destacar o da configuracdo 11-cis-retinal, o qual é requerido para a visdo e o
acidol3-cis retindico (ou isotretindina), usado principalmente na dermatologia
(Hoffman et al., 1971).

cHy  B-caroteno

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

34

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



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

1.3.2 Absorcéao e Metabolismo da vitamina A

Os ésteres retinilicos, acidos graxos de cadeia longa, sao 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 acido retindico (Plack, 1965). A hidrdlise
destes ésteres a retinol pode ser catalisada por enzimas secretadas pelo
pancreas no lumen intestinal ou por associacdo direta dentro das células
intestinais. Entretanto, os carotendides procedentes da dieta sdo absorvidos
por mecanismo de difusdo passiva pelas células da mucosa intestinal, isto &,
dentro do enterécito. Nesta etapa, devido a insolubilidade em agua, os ésteres
sdo emulsionados pelos sais biliares e acidos graxos livres dentro do lumen
intestinal, convertendo-se por fim em micelas, para que possam ser absorvidos
e transferidos para dentro da mucosa. Em condi¢cées normais, mais de 90% da
vitamina A ingerida é absorvida (Harrison, 2005).

A digestdo dos ésteres retinilicos, devido a sua composicao lipofilica,
requer a catalise por lipases, enzimas que hidrolisam substratos lipossoluveis,
isto é, insoluveis em agua (Borgstrom e Erlanson, 1973; Brockman, 1984).
Alguns pontos sdo particularmente relevantes no estudo da hidrélise de
lipideos altamente apolares, como os ésteres retinilicos. Um dos fatores a
serem analisados € a disponibilidade de substratos que pode ser relevante
devido a aparente especificidade de algumas enzimas lipofilicas que, na
maioria das vezes, repercutem na disponibilidade do substrato na superficie.
Isto deve ser levado em consideragdo, pois existem composi¢cdes especificas
dos lipideos luminais que podem gerar um impacto importante na digestéo e
absorcédo das vitaminas A exdgenas dietéticas (Harrison, 2005).

A maioria dos estudos sobre a hidrolise enzimética dos ésteres
retinilicos é conduzido sobre condi¢6es no qual a concentragdo 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 composicao definida) provavelmente ndo séo
muito semelhantes comparando com as formas usadas pelos ésteres retinilicos
in vivo (Harrison, 2005). A inexisténcia de informac¢fes detalhadas sobre as
formas ou fases que os ésteres retinilicos adotam no lumen intestinal ndo deixa
claro esta questdo. Outros lipideos vindo da dieta, como triglicerideos,
fosfolipideos e colesterol, ja sdo bem esclarecidos na literatura (Hernell et al.,
1990; Staggers et al., 1990). Estudos tanto em animais experimentais como em
humanos, mostraram que a ingestdo concomitante na dieta de lipidios
aumentaria significantemente a digestdo de vitamina A proveniente da dieta
(Blomhoff et al., 1984; Noh e Koo, 2001; Tso P et al., 2001). A presenca de
gordura pode estimular digestdo no intestino por trés mecanismos: 1.
Estimulando a secregdao de enzimas do péancreas; 2. Estimulando a bile a
secretar os sais biliares; 3. Aumentando os produtos que digerem os lipideos
(lisofosfolipideos, monoglicerideos e acidos graxos livres) (Harrison, 2005).

Muitas enzimas sdo responsaveis pela completa hidrolise dos ésteres
retinilicos no lumen intestinal. As enzimas pancreaticas (lipases pancreaticas
trigliceridicas - 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 presenca de possiveis enzimas que também participam deste
processo, a lipase pancreatica ligada a proteina tipo 2 (PRLP2) e a lipase
pancreética ligada a proteina tipo 1 (PRLP1), entretanto mais investigacdes sdo
necessarias sobre suas possiveis funcdes (Jennens e lowe, 1995; giller et al.,
1992).

Dentro dos enterdcitos, o retinol se liga a CRBP I, proteina ligadora de
retinol celular I, uma proteina citosoélica que se liga especificamente ao retinol
com alta afinidade (Harisson e Hussain, 2001). Dentre essas proteinas
celulares de ligacdo do retinol ou proteinas carreadoras de retinol (CRBP),
duas delas estdo sendo purificadas e caracterizadas extensivamente, a CRBP |
e CRBP I, que compartiiham propriedades estruturais, genéticas e
bioquimicas. A CRBP 1, 14,6 kDa, é expressa em varios tecidos enquanto a
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CRBP I, 16 kDa, que ocorre principalmente em células absortivas do intestino
delgado constituindo cerca de 1% da proteina soltvel total (Ong et al., 1994;
Newcomer et al., 1998; Li e Norris, 1996). A CRBP Il parece funcionar como
facilitador intestinal no deslocamento e metabolismo da vitamina A, pois
solubiliza o retinol protegendo contra a degradacdo 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 captagéo do retinol, a esterificacdo
a acidos graxos de cadeia longa e a secrecdo sdo modulados pela CRBP II.
Detectou-se nivel de RNAmM da CRBP Il elevado apés o tratamento das células
diferenciadas Caco-2 com &cido retindico (Levin, 1993; Lissoos et al 1995).
Além disso, a CRBP Il ligada ao retinol parece ser o principal substrato para
enzima retinol lecitina acetiltransferase intestinal, a qual catalisa a transferéncia
dos acidos graxos de cadeia longa da lecitina para retinol. Desta maneira, o
acido retindico pode est4d envolvido na regulacdo da expressdo CRBP I
diretamente ou por alguma mudanga ao nivel de receptores nucleares (Ong,
1987).

Nos enterécitos o B-caroteno, precursor direto da vitamina A da dieta, é
convertido em duas moléculas de retinaldeido (retinal) no intestino delgado
pela clivagem (clivagem central), especificamente na dupla ligacdo central,
catalisada pela enzima (-caroteno-15, 15-monooxigenase (Moore, 1930)
(Figura 03). Olson relata que esta enzima citosolica requer um detergente e
oxigénio molecular, necessita de grupos sulfidrilas livres, contém,
provavelmente, ferro ou cobre e apresenta Ky= 1-10umol e pH 6timo = 7,5-8,5
(Olson,1999). E pode ainda ser convertido a retinal por clivagem excéntrica
(assimétrica), que produz [B-apocarotenais com diferentes quantidades de
carbono nas cadeias formadas (Ong, 1994; During e Harisson, 2004). Entéo, a
partir do B-caroteno pode-se obter o retinol, forma predominante da vitamina A
na circulacdo. Este é gerado intracelularmente por duas reacdes enzimaticas
oxidativas pelo qual o retinol é convertido primeiramente a retinaldeido e depois

para &cido retindico. Desta forma, o retinaldeido formado pode também ser
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metabolizado a outro retinol, pelo retinaldeido redutase, ou em &cido retindico
pela enzima retinaldeido desidrogenase, como mostrado na figura 03 (Napoli,
1988; Thomas et al., 2005). Assim, o retinol € o precursor imediato de dois
importantes metabdlitos ativos: retinaldeido (retinal), o qual desempenha um
papel critico na visdo e &cido retindico, metabdlito que atua como mensageiro

atuando na transcricdo de inumeros genes (Wald, 1968; Giguere 1987).

B-caroteno

B-caroteno-15,
15'-monooxigenase

2 moléculas de Retinaldeido

Retinaldeido .
Desidrogenase |

a NAD

/- NADH / GK ~_

~y 4 | Retinaldeido

Retinaldeido
Redutase

.

NAD - -
i —— ~™ All trans-icido
Retingl retindico
Retinol NAD i Desidrogenase \ NADH
; },_,r NADH All trans-acido
retindico

Retinol

Figura 03: Desenho esquematico das vias metabdlicas da Vitamina A. O B-

caroteno proveniente da dieta pode ser clivado pela enzima 3-caroteno-15, 15'-
monooxigenase originando duas moléculas de retinaldeido (retinal) que por sua
vez origina o retinol e o 4cido retindico (forma ativa da vitamina A). Em sintese,
0 [-caroteno € gerado intracelularmente por duas reacgbes enzimaticas
oxidativas pelo qual o retinol é convertido primeiramente a retinaldeido e depois
para &cido retindico. O retinaldeido formado pode ser metabolizado a outro
retinol, pela retinaldeido redutase, ou em &cido retindico pela enzima
retinaldeido desidrogenase (via irreverssivel). NAD: Nicotinamida adenosina
dinucleotideo; NADH: Nicotinamida adenosina dinucleotide, O,: oxigénio.
Fonte: Adaptado de Thomas et al., 2005.
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O passo seguinte da hidrélise dos ésteres provenientes da dieta é a
captacéo do retinol livre (retinol proveniente da dieta somando ao produzido no
intestino e o formado a partir dos carotendides) pela mucosa celular (Dew e
Ong, 1994), onde ocorre a reesterificagdo das longas cadeias de &cidos
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 ingestdo de vitamina A e
uma saturacédo da CRBP II (Blomhoff et al., 1991; Blomhoff, 1984; Ong, 1994).
E junto com os fosfolipideos, colesterol e trigricerideos, os ésteres de retinilicos
sdo introduzidos para dentro dos quilomicrons, sendo transportado como
componente dos quilomicrons, via linfatica para rins, musculos e principalmente
para o figado (Blomhoff, 1982; Huang e Goodman, 1965; Harrison e Hussain,
2001). Em torno de 75% de vitamina A & captada pelo figado.

Os quilomicrons consistem em milhares de agregados de triacilglicerol e
fosfolipideos juntamente com carotendides, ésteres retinilico, pequenas
quantidades de retinol, ésteres de colesterol, e poucas apolipoproteinas
especificas. Embora a maioria da vitamina A absorvida seja secretada no
sistema linfatico como ésteres retinilicos, uma quantidade significativa é
também secretada na circulacdo portal na forma de retinol ndo esterificado. A
absorcédo portal parece ser importante em condi¢des patoldgicas que afetam a
secrecdo de quilomicrons como as betalipoproteinas (Harrison, 2005; Blomhoff
e Blomhoff, 2006).

ApOs a secrecdo de quilomicrons dentro do sistema linfatico, as
particulas lipoprotéicas movem-se para dentro da circulacdo geral, onde uma
série de processos como hidrolise de triacilglicerol e troca de apoliproteinas
resultam na formacgédo de quilomicrons remanescentes (Blomhoff et al., 1990;
Hazzard e Bierman, 1976; Hussain et al., 1996). A captacdo extra-hepética do
quilomicrons remanescentes pode ser importante para a distribuicdo dos

ésteres retinilicos e dos carotendides para atender as necessidades dos
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tecidos, como a medula 6ssea, tecido adiposo, musculo esquelético e figado
(Paik et al., 2004).

Nos hepatdécitos, os ésteres retinilicos sdo novamente hidrolisados e
convertidos dentro das células estrelares (células Ito) do figado a retinol por
meio da acdo de uma hidrolase dos ésteres retilinicos (retinil-éster-hidrolase),
com a transferencia para as células parenquimais. Posteriormente, o retinol
pode ser secretado pelos hepatdcitos na circulagdo sangiiinea estando ligado a
chamada proteina transportada do retinol (proteina de ligacao do retinol) (RBP)
na circulacdo plasmatica. Este complexo estd associado com outra proteina
plasmatica, transtiretina (TTR). Ou pode ser captado pela RBP citoplasmatica e
levado aos sitios de estocagem, que sdo os adipécitos e os hepatocitos. O
armazenamento na forma de éster de retinol é feito através da acéo da retinol-
acetil--transferase sobre o retinol. Ao chegar no plasma, o complexo retinol-
RBP se liga a pré-albumina que o protegera da acdo da degradagdo no rim.
Apés se ligar aos receptores de membrana, o retinol entra nos sitios celulares e
a RBP volta a circulacdo para ser degradada e reciclada. Ao entrar na célula, o
retinol se fixa a uma molécula de transporte citoplasmatica, a proteina de
ligacdo ao retinol (especifica do 6érgao) que o transporta ao sitio de acao. Além
disso, o retinol pode ser oxidado e se transformar em &cido retindico, que se
liga a receptores nucleares especificos. O &cido retindico, metabdlito ativo da
vitamina A, é responsavel pela maioria dos efeitos pleotréficos da vitamina A
atuando através da regulacdo de genes especificos a nivel transcricional via
receptores nucleares especificos, como 0s receptores do acido retindico
(RARS) e os receptores do acido retindide X (RXRs), 0s quais possuem trés
isoformas (alfa, beta e gama) (Blomhoff e Blomhoff, 2005) (Figura 04).
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ROH = Retinol
RE = Ester de retinila
QM = Quilomicrons

CAPILAR
— = SANGUINEO QMR = Quilomicrons remanescentes
CELULA PARENQUIMAL ¥ ~ RBP = Proteina ligadora de retinol
I A TTR = Transtiretina

CELULA ESTRELADA l/ \ RA = Acido retindico
R-RE
o aM-Re RAR = Receptor do acido retinoico

l RXR = Receptor X do retindide
RBP-ROH
TR TR
\i ?" QMR-RE
RBP-ROH-TTR

¥ . " .
pucto ENTEROCITO LUMEM

INTESTINAL

LINFATICO

Célula-alvo extra-hepatica

Figura 04: Esquema representativo das principais via de transportes dos
retindides no organismo. As principais fontes de vitamina A na dieta humana
sdo proveniente dos carotendides, presentes nas frutas e vegetais
principalmente na forma de [(-carotendide, e na forma de ésteres de retinila
(RE) encontrados nos alimentos de origem animal. Nos humanos os
carotendides sao clivados gerando retinol (ROH) ou absorvidos intactos, ja 0s
RE sdo completamente hidrolisados no lumen intestinal e o retinol livre é
captado pelos enterécitos onde é reesterificado a RE (principalmente na forma
de palmitato) resultando na incorporacédo destes dentro dos quilomicrons para
entdo serem absorvidos pela via linfatica. Apds a secrecdo dos QM-RE
(quilomicrons de ésteres de retinila), nos vasos linfaticos ele se movem para
dentro da circulacdo geral, onde ocorrem varios processos como hidrélise de
triacilglicerol e troca de apoproteina resultando na formag&o dos quilomicrons
remanescentes (QMR). Ocorre também a captagdo extra-hepatica dos QMR,
sendo uma via importante no processo de obtencao do retinol a partir do RE e

dos carotendides para suprimento de vitamina A nos tecidos como medula
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Ossea, tecido adiposo, figado, musculos esqueléticos, entre outros. No
hepatdcito, os RE s&o hidrolisados e o retinol ndo esterifcado pode ser
associado a proteina ligadora de retinol (RBP). Além disso, uma grande por¢ao
deste retinol pode ser transferida a um outro tipo de célula do figado, células
estreladas, sendo local de estoque de retinol no organismo (50-80% do total de

retinol no corpo). O retinol pode ser secretado pelos hepatdcitos na circulagdo

sanglinea estando ligado RBP (ROH-RBP) na circulacdo plasmatica. Fonte:
Adaptado de Blomhoff e Blomhoff, 2005.

1.3.3 Aspectos gerais do transporte e distribuicdo da vitamina A

No plasma e dentro da célula a molécula de retinol liga-se a proteinas
transportadoras distintas, a proteina plasmatica ligadora do retinol (RBP) e as
proteina celulares ligadoras de retinol (CRBPs). Em torno de 90 a 95% da
vitamina A da circulacdo plasmatica encontra-se ligada a proteina ligadora de
retinol (RBP) (Newcomer et al., 1998). A RBP €& uma proteina formada por
simples cadeias polipeptidicas de 21 KDa e liga-se ao retinol, gerando um
complexo binario associado a outra proteina plasmatica denominada de
transtiretina (TTR). A TTR apresenta dois sitios de ligacdo independentes, um
para tiroxina (T4) e outro para a ligagcdo a RBP (Kanda et al., 1974; Ferguson et
al., 1975; Raz et al., 1970; Van Jaarsveld at al, 1973), onde na circulacdo a
maior parte da RBP esta ligada a TTR (Goodman, 1984). Estudos com células
hepéaticas mostraram que a sintese e a liberacdo da RBP pode ocorrer na
auséncia da TTR sugerindo que a TTR pode nao ser essencial para a liberagéo
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 proteina especifica de ligacdo do retinol foram Kanai e
colaboradores, onde a isolaram do soro humano em 1968, desde entdo a RBP
tem sido isolada do soro de varios outros vertebrados, inlcuindo passaros e
peixes (Goodman, 1984). Aproximadamente 95% da RBP est4 associada a
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TTR (na razéo 1:1 de molaridade), e este complexo reduz a filtracdo glomerular
do retinol e o catabolismo da RBP. O complexo retinol-RBP na ciculacdo tem
uma meia vida de 12 horas. O retinol liberado pelo figado junto ao RBP e
sabendo que a proteina RBP tem apenas um sitio de ligagdo para retinol, o
retinol e RBP existem na circulagcdo em concentragdes equimolares (Smith et
al., 1973; Ingenbleek et al., 1975). A maioria dos retindides, além do retinol e
ésteres de retinil, estdo presentes no plasma em concentragcdes nanomolares
(5-10nM). Grande parte do nivel de retinol e ésteres de retinil dependem da
captacédo da vitamina A e que normalmente aumenta 2 a 4 horas depois de
uma grande ingestdo 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 difusédo passiva ou
através de um receptor para a RBP (Blomhoff et al., 1991, Blomhoff et al,
1994), porém o exato mecanismo de transferéncia do retinol ainda precisar se

confirmado.

Os carotendides sdo solluveis em gorduras e sdo transportados no
plasma ligados a lipoproteinas. Sdo absorvidos da dieta e entra na via linfatica
associado com quilomicrons, e eles seguem principalmente juntos aos
quilomicrons para o figado. Os carotendides ndo se acumulam nas células do
figado, mas sdo mobilizados como componentes do VLDL sendo convertidos a
VLDL remanescentes e LDL na circulagdo por processo semelhante ao da
formacéo dos quimicrons remanescentes (Ambraésio et al., 2006)

Estudos sugerem que o caminho pelo qual o tecido adquire os retinéides
seja predominantemente através do retinol transportado pela RBP, embora
outros retindides na circulagcdo sirvam como fonte para os tecidos. Existem,
entretanto, mecanismos independentes da RBP, através dos quais as células
adquirem os retindides, através do acido retindico livre, pelos ésteres retilinicos
em quilomicrons e quilomicrons remanescentes, pelos glucoronideos do retinol

e acido retindico solluveis em agua e pelos carotendides, como provitamina A,
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gue podem ser convertidos dentro dos tecidos a retinol e acido retindico (Paik
et al., 2004).

Os retindides podem chegar ao sangue por diferentes formas de
vitamina A. Em sintese, o retinol captado pela célula pode ser tanto oxidado
para retinal pela acdo de uma retinol dehidrogenase (RolDH) ou esterificado a
ésteres de retinila pela acdo da lecitina:retinol acetiltransferase (LRAT). Os
ésteres de retinila presentes nas células podem ser hidrolisados a retinol pela
acdo das hidrolases dos ésteres retilinicos (REH). Além do complexo retinol-
RBP-TTR, depois da ingestédo de uma refeigédo rica em vitamina A, pode conter
grandes quantidades de ésteres de retinila nos quilomicrons e nos seus
remanescentes na circulagdo sanguinea. Embora o figado tenha a capacidade
de captar a maioria da vitamina A da dieta, alguns tecidos captam a vitamina A
da dieta presentes nos quilomicrons. Niveis baixos de retinil-B-glucoronideos,
de retinoil-B-glucoronideos e ésteres de retinila nas lipoproteinas também séo
encontrados na circulagdo. A pro-vitamina A proveniente dos carotenoides
pode ser absorvida intacta da dieta ou sdo encontras na circulagdo presentes
nos quilomicrons e nas lipoproteinas. O retinal € formado tanto através da
oxidacao do retinol como também da clivagem dos carotendides pela enzima
clivadora de carotendides (CCE) sendo posteriormente oxidado por uma retinal
dehidrogenase (RALDH) a &cido retindico, que pode agir dentro do nacleo da
célula regulando a transcricdo dos genes responsivos a vitamina A. Dentro das
células, o retinol pode esté ligado a proteinas ligadora de retinol tipo | (CRBP-1)
e o0 acido retindico celular a proteina tipo | e Il (Paik et al., 2004).

1.3.4 Fungdes da Vitamina A

A vitamina A (Vit A) e seus analogos sdo nutrientes essenciais em
pequenas quantidades para o funcionamento normal do sistema visual,
controle do crescimento e diferenciacdo, desenvolvimento normal embrionario,
manutencdo da integridade das células epiteliais, funcédo imune, reproducéo e
morte durante toda a vida. De acordo com o tipo do tecido, 6érgdo ou sistema
organico, as varias formas da vitamina A podem apresentar funcbes
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especificas (Warden et al., 1997; Quadro L et al., 2000; Ziegler TR, 2003,
Blomhoff e Blomhoff, 2005).

Na funcao visual, a vitamina A depende do seu metabdlito 11-cis-retinal,
mas para a maioria das outras fungbes da vitamina A, depende do &cido
retindico, principalmente do todo-trans-acido retindico (acido retindico
totalmente trans) e do 9-cis-acido retindico (Kastner et al., 1995). O &cido
retindico é formado principalmente através do metabolismo oxidativo
intracelular do retinol via retinal. (Duester, 2000). O 4&cido retindico
desempenha papéis nas vias metabdlicas celulares e em promover a
diferenciacdo celular epitelial (Baltes et al., 2004; De Luca et al., 1972). Os
efeitos celulares do &cido retindico sdo mediados através da ligacdo a
receptores nucleares especificos que servem para ativar ou inibir genes
especificos requeridos pelas células, incluindo genes que codificam o0s
horménios, fatores de crescimento, receptores de membranas, matriz protéica
extracelular, proteinas estruturais e enzimas envolvidas em diversos processos
metabdlicos (Chen et al.,, 1996, Chambon, 1996; Mangelsdorf et al., 1994;
Gudas et al., 1994).

O &cido retindico se liga a duas familias de receptores nucleares, os
receptores do acido retindico (RAR) e receptores X para retindides (RXR)
(Kastner et al., 1995; Mangelsdorf e Evans, 1995). Estes dois receptores atuam
sempre como heterodimeros, ou seja, um RXR com um RAR, nos elementos
responsivos para o0 acido retindico e apresentam subtipos que séo
denominados de a, B, y que sdo sintetizados por diferentes genes. Os mais
encontrados na pele séo o RAR-g e o RXR-a, enquanto que o principal
receptor relacionado a teratogenicidade é o RAR-a. Estes receptores estéo
acoplados a determinadas regides dos genes que sao responsivas a ativacao
pelo retinol e/ou acido retindico. O 9-cis-acido retindico liga-se a ambos os tipos
de receptores, enquanto o todo-trans-acido retindico, 0 mais importante acido
retindico fisiologico, liga-se ao RAR e, apenas em altas concentragdes, pode-se

ligar ao RXR (Chambon, 1996). Uma vez ativados pelos seus ligantes o RAR
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se liga, como heterodimeros RAR-RXR, a sequéncias alvo especificas do DNA,
chamadas de elementos responsivos para o acido retindico, acarretando
mudancas na expressado de genes por interferir em efeitos bioldgicos (Bonet et
al., 2003). Embora os mecanismos especificos de acdo extracelulares dos
retindides ainda estéo sendo identificados (Chen et al., 1996).

Segundo SAARI (1994), o retinal desempenha funcdo especifica no
sistema visual, sendo necessario no processo de transdugdo da luz em sinais
neurais. A absor¢cdo da luz catalisa a fotoisomerizagdo 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 a

porcao do cortex cerebral responséavel pela visdo (IOM, 2001)

A capacidade de diferenciagdo do &cido retindico tem despertado grande
interesse pelo potencial terapéutico do mesmo para o tratamento de uma
variedade de tipos de cancer (Shelton et al, 2006). Muitas das funcdes das
moléculas de adesdo sdo moduladas pelos retindides, principalmente pelo
acido retindico. Estudos tém demostrado que o acido retindico é capaz de
induzir uma maior diferenciacdo fenotipica em varios tipos de células, sendo
também efetivo em reduzir, atrasar ou prevenir as transformacdes neoplasicas
e promover a regressdo em alguns tumores in vivo (Niles, 2000). Por
consequéncia, os retindides sao utilizados como agentes quimioterapicos ou
guimiopreventivos no tratamento de doencas (Freemantle et al., 2003;Lippman
et al., 1995). O todo-trans-acido retinéico é uma droga quimioterapica eficaz
para o tratamento da leucemia promielocitica (Degos e Wang, 2001). Além
disso, esta droga exibe efeito inibitério em inumeras linhas de células de cancer
de cdélon (Nicke et al., 1999; Kim et al., 2002; Lee et al., 2000).

Uma outra funcdo da vitamina A ou retinol, derivada de seus precursores
ou na forma encontrada no sangue, esta na regulacao da diferenciacéo celular
programada durante a embriogénese e também nos tecidos adultos.
Evidéncias sugerem que o acido retindico desempenha um papel fundamental
no desenvolvimento embrionéario, estando presente nas regifées da medula
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espinhal dorsal e das vértebras (Morriss-Kay e Sokolova, 1996). Esta também
envolvido no desenvolvimento dos membros, do coragéo e os aparelhos visuais
e auditivos (Ross et al., 2000). O acido retindico inibe a proliferacdo celular e
induz a diferenciacdo celular em alguns tipos de células embrionérias incluindo
os hepatdcitos, células endoteliais e células do musculo liso vascular (Dickman
e Smith, 1996; Hofmann e Eichele, 1994; Macffery e Drager, 1995).

Experimentos realizados com animais e com varias linhas celulares
sugerem que a vitamina A e seus analogos modulam varios elementos
responsivos do sitema imune, dentre eles, a expressao de queratina e mucinas,
linfopoiese, apoptose, producdo de citocinas, funcdo dos neutrofilos, células
natural killer, mondcitos ou macrofagos, linfocitos T e B e a producdo de
imunglobulinas (Semba, 1998). A suplemetacéo terapéutica com a vitamina A
em diferentes tipos de infeccdo, destacando-se as doencas diarréicas, o
sarampo, a maléria, infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana — HIV e a
turbeculose, tem-se mostrado com um elevado valor terapéutico (Markowitz et
al., 1989). Estudos de triagem clinica mostraram que a suplementacdo com
altas doses de vitamina A reduz a mortalidade e morbidade em criangas com
infeccdo aguda pelo sarampo e diminui as complica¢cées (na pneumonia e em
doencas diarréicas) associadas com a supressao 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 especifico nas células T do intestino. O acido retindico regula de
forma direta ou indireta a atividades das células T incluindo a apoptose
induzida pela ativagdo e desenvolvimento da resposta Thl 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 deficiéncia de vitamina A causa reducéo da integrina a437
e uma deplecdo das células T da lamina prépria do intestino (lwata et al.,
2004). A vitamina A também desempenha um papel na producdo de
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glicoproteina celular e na regulacdo da divisdo celular no intestino,
influenciando na duracao da renovacéao epitelial intestinal, depois das infec¢des
entéricas agudas e, deste modo, na absorcdo de &agua, eletrolitos e outros
nutrientes (DelLuca et al., 1972; Zile et al., 1977; Henning et al., 1992). Estudos
in vivo demonstraram que animais com deficiéncia de vitamina A apresentaram
mudancas no epitélio do jejuno. Neste estudo a atrofia do jejuno, induzida pelo
rotavirus, foi maior nos animais com deficiéncia de vitamina A (Ahmed et al.,
1990).

Varios estudos evidenciaram a importancia dos retinéides na integridade
do tecido epitelial (Kubota et al., 2001; Swartz-Basile et al., 2000; Swartz-Basile
et al., 2003). Estudos em ratos submetidos & macica resseccdo do intestino
delgado demonstraram que a vitamina A é necessdaria para a adaptacao
intestinal. A deficiéncia de vitamina A inibiu a adaptacéo as 48 horas e 10 dias
depois da resseccgdo, causando aumento de apoptose e diminuicdo taxa de
proliferacdo de células da cripta e reducdo da migracdo dos enterécitos
(Swartz-Basile et al., 2000; Swartz-Basile et al., 2003). Estudos in vitro em
células Caco-2, células de adencarcinoma de c6lon humano, evidenciaram que
0 acido retindico inibiu o crescimento e estimulou a diferenciacdo nestas
células (McCormack et al., 1996). Em células epiteliais da traquéia, estudos
demonstraram que o &cido retindico promoveu a diferenciagdo 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 retindides, sdo importantes
reguladores do trato reprodutivo epitelial de fémeas (Gorodeski et al., 1997).
Estudos in vivo indicaram que a deficiéncia 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 a deficiéncia de vitamina A, seguido de uma posterior queratinizagdo
do epitélio (Elias e Williams, 1981). Nos homens, o retinol e acido retindico

estdo envolvidos na regulacdo da funcao testicular, cuja deficiéncia induz a
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cessacao da espermatogénese e afeta a producéo da testosterona (Howell et
al., 1963; Livera et al., 2002). Em hepatécitos, foi evidenciado que o acido
retindico promoveu in vitro um efeito antiproliferativo e de diferenciagdo em
hepatécitos nomais e nos hepatdcitos diferenciados (Falasca et al., 1998a,
1998b, 1999).

1.3.5 Deficiéncia de vitamina A

A deficiéncia de vitamina A (DVA) existe em mais de 120 paises,
tanto na sua forma clinica quanto subclinica sendo que, nas Ultimas trés
décadas, vem sendo reconhecida como um grave problema de saude publica
em varios lugares do mundo e que acomete, principalmente, recém-nascidos,
criancas em idade pré-escolar, puérperas, mulheres gravidas e lactantes
(Stoltzfus et al., 1993, Underwood, 1998; WHO, 1995). Estima-se que em torno
de 140 a 250 milhdes de criancas em idade pré-escolar apresentam risco de
deficiéncia subclinica de vitamina A; trés milhndes possuem deficiéncia clinica
de vitamina A e, anualmente, mais de um milhdo de mortes na infancia estéo

associadas a deficiéncia de vitamina A (WHO, 1995).

Nas criangas, a DVA é frequentemente associada as infeccdes como o
sarampo, gerando quadros de xeroftalmia e consequéncias mais graves,
devido a elevacgédo dos riscos de infecgao e mortalidade (Sommer et al., 1986;
Sommer e West, 1996; Rahmathullah et al., 1990; Reddy, 1991). Além disso,
estudos mostram que a caréncia de vitamina A no inicio da vida, como nos
recém-nascidos e nos lactentes, estad associada com condi¢cdes desfavoraveis
para o desenvolvimento infantil (Taucher, 1992). Estima-se que as
manifestacdes clinicas afetem de 5 a 10 milhdes de criangas por ano, em sua
maior parte nos paises em desenvolvimento (Underwood, 1990) e que a
deficiéncia subclinica, definida como o estadgio em que ainda ndo ha sinais
clinicos de caréncia, mas que gera alteragfes metabdlicas com consequéncias
graves para a saude e sobrevida infantil, possa afetar cerca de 230 milhSes de
criangas, resultando em 250.000 a 500.000 novos casos de cegueira
irreversivel a cada ano (WHO, 1995).
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A avaliacdo clinica da deficiéncia de vitamina A s6 se torna evidente
qguando ela progride para um estagio severo, ficando limitada & detecc¢éo inicial
da deficiéncia de vitamina A. Valores de retinol sanguineo < 0,35 uM indicam
severa deficiéncia de vitamina A, entre 0,36- 0,70 yM indicam uma moderada
deficiéncia, entre 0,71- 1,05 yM uma leve deficiéncia e maior do que 1,05 uyM
indicam niveis suficientes de vitamina A (Underwood, 1994)

Em nivel epidemiolégico, a WHO (1995) estabelece critérios para
caracterizar a hipovitaminose A como um problema de salude publica. A
prevaléncia de 20% ou mais da populacdo com valores de retinol sérico
inferiores a 0,70umol/L constitui deficiéncia grave; entre 10-19% ¢€ classificada
como deficiéncia moderada e abaixo de 10% em deficiéncia leve. Entretanto, a
literatura aponta que o ponto de corte 0,70umol/L ndo é suficientemente
sensivel para a deteccdo da deficiéncia marginal. As evidéncias com relacao
ao impacto da deficiéncia subclinica sobre os indices de morbi-mortalidade,
sobretudo em criangas, tém conduzido a uma reflexdo sobre os pontos de corte
e a interpretacdo da curva de distribuicdo de valores de retinol sérico (Ramalho
et al.,, 2002). Os achados até entdo acumulados apontam o nivel de retinol
sérico de 1,05 pymol/L como o limite entre o estado de adequacéo e a condi¢ao
marginal da deficiéncia de vitamina A, com base em observacbes do
comportamento do retinol sérico por meio de testes terapéuticos e da resposta
relativa a dose (RDR) (Flores et al., 1991; Flores, 1992; Flores, 1993). Outros
métodos de dignostico também sdo realizados, como teste modificado de
resposta relativa a dose (MRDR), concentracéo de vitamina A no leite humano,
avaliacdo histoldgica através da citologia de impressdo conjuntival e avaliacdo
fisiologica através do dignostico da cegueira noturna, embora esse indicadores
nao sejam totalmente corretos para avaliar a DVA em certos locais devido a
escassez de dados e inquéritos na regido (McLaren e Frigg, 1999; WHO,
1996).

Em varios paises, pesquisas foram realizadas com base nos niveis de

retinol sérico e na prevaléncia de sinais oculares e nos sintomas da deficiéncia
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de vitamina A, objetivando-se categorizar as regides dos paises em: regides de
DVA clinica, subclinica grave e subclinica moderada (WHO, 1995). No ano de
2000, os paises passaram também a ser categorizados, considerando a
disponibilidade da informag&o. No continente Africano, encontram-se paises
como Zimbabue, Angola e Mogcambique, que foram classificados como regides
de DVA clinica e subclinica. No continente Americano, nenhum pais foi
classificado como areas de DVA clinica. Todos os paises do sudoeste da Asia
foram considerados areas de DVA ou com possibilidade. Paises como
Blangladesh, Nepal, india, Sri Lanka, foram considerados como regides DVA
clinica, enquanto na Indonésia e Tailandia, regibes de DVA subclinica. No
continente Europeu, Franca, Portugal, Itdlia e Reino Unido foram classificados
como regides com insuficiéncia de dados mais com presenca provavel de DVA.
No oeste do pacifico, Comboja, Mongdlia e Micronésia foram considerados
areas de DVA clinica. Paises como Brasil, Guatemala e Peru, foram
clasificados como regifées de DVA subclinica (Figura 05) (MacLaren e Frigg,
1999, WHO, 1995).

Figura 05: Deficiéncia da vitamina A no mundo. Mapa mostrando a

classificacdo dos paises quanto a deficiéncia de vitamina A - DVA (clinica

51

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



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

subclinica severa subclinca moderada, subclinica fraca, DVA sob controle e
dados nao disponiveis). Fonte: WHO, 2001

No Brasil, estudos sobre a prevaléncia de hipovitaminose A, avaliada
através de indicadores bioquimicos e sinais clinicos da deficiéncia, confirmam
gue este € um problema com magnitude de saude publica em todo pais,
principalmente na regido do Nordeste, como em Pernambuco (Flores et al.,
1991), Ceara (Mcauliffe et al., 1991), Paraiba (Santos et al., 1983) e Bahia
(Assis et al.,, 1997). Em outras regides do pais também foram encontradas
prevaléncias indicativas de um preocupante problema de saude, como em Sao
Paulo (Carvalho et al., 1995), Ribeirdo Preto (Carvalho et al., 1979), Vale do
Jequitinhonha (Araudjo et al, 1986), Maraba (Trigo, 1985), e em outras
localidades de Sao Paulo (Roncada, Mazzilli, 1989) e na regido Amazodnica
(Ramalho et al., 2002). Porém, no Nordeste h& elevada prevaléncia da caréncia
clinica (presenca de sinais e sintomas oculares) em lactentes, escolares e pré-
escolares (WHO, 1995a).

A deficiéncia de vitamina A pode ser causada por dois fatores principais.
O primeiro por uma persistente ingestdao inadequada de vitamina A para
satisfazer as necessidades orgéanicas, tanto em criangas como em individuos
adultos, prejudicando as fungdes fisiologicas, ainda que os sinais clinicos de
caréncia ndo sejam evidentes (OMS, 1982; Flores, 1984; Araujo, 1984;
Blomhoff, 1991; OMS, 1992; Underwood, 1993; Brunken e Flores, 1993;
Coelho et al., 1995; WHO, 1995). Isto é freqliientemente exacerbado por
circunstancias secundarias, como um insuficiente consumo de gordura na
dieta, levando a uma ineficiente absorgcédo deste micronutriente (Dimitrov et al,
1988; Blomhoff, 1991). Para Sommer (1995), uma variedade de razdes justifica
0 consumo insuficiente desta vitamina, sobretudo a falta de conhecimento e a
nao preferéncia pelos alimentos ricos em vitamina A, seja pelo seu custo ou
habito alimentar. Com excecdo das situacdes de extrema pobreza, a renda e
escolaridade parecem nédo ser fatores determinantes do estado nutricional de
vitamina A, reforcando a tese de que a ingestao inadequada de alimentos fonte

52

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



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

de vitamina A seja o principal fator etiologico da caréncia desta vitamina, e que
sua exclusdo ou baixo consumo estejam mais relacionados a habitos
alimentares inadequados do que a fatores econémicos (Briinken e Flores,
1993; Brinken e Flores, 1994; Coelho et al, 1995; Ramalho e Saunders, 2000).

O segundo fator causador da deficiéncia de vitamina A é a freqUéncia de
episodios infecciosos. Para Scrimshaw e colaboradores (1968), nenhuma outra
deficiéncia nutricional apresenta maior sinergismo com doencga infecciosa que a
caréncia de vitamina A, pois tal condicdao nutricional confere uma
susceptibilidade maior as infec¢des, principalmente aquelas que dizem respeito
ao epitélio muco secretor (Reddy, 1986; Sivakumar 1972; Arroyave e Calcafio,
1979; Darlow e Graham, 2000) e, por outro lado, certas infec¢cées parecem
favorecer o desenvolvimento da deficiéncia clinica de vitamina A, através de
uma diminuicdo dos niveis de retinol circulantes, por uma espécie de

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

Sabendo-se que o retinol € um indicador atil da concentracdo de
vitamina A, sua dosagem pode ser usada para identificar individuos com
estoques no figado diminuidos ou esgotados de vitamina A (Gibson, 1990;
Underwood, 1994) Entretanto, as concentracdes de retinol sanglineo
diminuem transitoriamente durante uma resposta de fase aguda a infeccgéo,
assim esta diminuicdo nao reflete as reais mudancas nos estoque de vitamina
A no figado, podendo interferir no uso do retinol sangiiineo como indicador da
concentragdo de vitamina A (Filteau et al., 1993; Ross e Stephensen, 1996;
Thurnham, 1997; Mitra et al., 1998). Quanto mais grave for a infec¢cdo, maior
sera a diminuicdo do retinol sangtineo. E por ser transitéria, esta diminui¢cdo
retorna para os niveis da pré-infeccdo dentre alguns dias (Miltra et al., 1998).
Acretida-se que a principal razdo para a diminuicdo do retinol durante a
infeccdo relativamente leve, € que a sintese do RNAm da proteina ligado do
retinol (RBP) pelo figado esteja diminuida durante uma reacdo de fase aguda,
resultando na diminui¢cdo da liberacdo do retinol-RBP pelo figado (Rosales et
al.,, 1996). Desta forma, a interpretacdo de dados das concentracdes de
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nutrientes na circulagdo como a vitamina A fica entdo dificultada com a
presenca de infecgbes (Brown et al., 1993; Beisel, 1976), e por isso tem-se
sugerido que as proteinas de fase aguda possam ser utilizadas para interpretar
os dados de retinol sérico em populacdes com alta prevaléncia de infecgdes
(Filteau et al., 1993; Paracha et al., 2000; Quadro et al., 2000).

As alteracOes epiteliais e no sistema imune podem causar aumento da
gravidade de algumas infeccdes e risco de morte, especialmente entre as
criancas (Ross, Hammerling, 1994; Fiteau et al., 1999). Varias patologias sdo
citadas na literatura como sendo fatores que podem influenciar o metabolismo
da vitamina A, merecendo destaque as diarréias agudas, as infecgles
respiratérias, a tuberculose e o sarampo (Reddy, 1986; Sivakumar 1972;
Arroyave, Calcafo, 1979; Underwood, 1984; Reddy, et al., 1986). Dados do
Ministério da Saude (2000) mostraram que a caréncia de vitamina A esta
associada a 23% das mortes por diarréia em criangas brasileiras. Na
deficiéncia de vitamina A, a integridade das barreiras epiteliais e o sistema
imune sdo comprometidos antes das alteragcbes da fungédo do sistema visual, o
que caracterizaria a deficiéncia subclinica ou marginal de vitamina A
(Vijayaraghavan et al., 1990; Sommer, 1995). Quando a deple¢édo de vitamina
A é suficiente para afetar a funcdo visual, primeiro ocorre cegueira noturna
devido a diminuicdo da capacidade organica em regenerar a rodopsina, que é
essencial para a visdo em baixa luminosidade. Isto € acompanhado por
alteracbes do epitélio ocular e resulta em xeroftalmia (olho seco) que pode
afetar a conjuntiva (xerose da conjuntiva e mancha de Bitot) e a cOrnea (xerose
de cornea) podendo conduzir a Ulcera de cOrnea, por invasao microbiana e,
finalmente, cegueira parcial ou total (queratomalacia) (Sommer, 1995). Desta
forma, o impacto da caréncia de vitamina A em outras fun¢cdes metabdlicas,
além da visédo, foi, durante muito tempo, ignorado, apesar dos conhecimentos

obtidos em experimentagao animal.

As consequéncias fisiolégicas da deficiéncia de vitamina A, como

cegueira noturna e anormalidades na diferenciacdo do epitélio conjuntival,
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geralmente comegam a ocorrer em niveis de retinol sérico abaixo de 1,0 ymol/L
e, especialmente, abaixo de 0,70 ymol/L. A xeroftalmia pode ocorrer em niveis
abaixo de 0,70 uymol/L, porém torna-se mais frequente em niveis abaixo de
0,35 umol/L (Sommer, 1995). Desta maneira, a caréncia de vitamina A pode
levar a varias consequéncias como cegueira noturna, xeroftalmia, xerodermia e
hiperqueratose folicular. Além das alteracdes oculares, o retardo no
crescimento (Sommer, 1989), o aumento da susceptibilidade as infec¢bes e o
aumento do risco de doencgas respiratérias e diarréicas, sdo outras graves
consequéncias da deficiéncia de vitamina A (Sommer et al., 1987). Na maioria
das vezes, a deficiéncia de vitamina A aparece associada a desnutricdo
protéico-energética (Carlier et al., 1991), sendo que as formas avancadas da
hipovitaminose A podem evoluir para o Obito. Todos esses dados tém
suscitado um elevado interesse na comunidade cientifica pela grande
importancia dos resultados e suas conseqiéncias para a saude publica
(Ramalho et al., 2002; West et al., 1989)

1.4 Vitamina A e ciclo visual

Na histéria da vitamina A observa-se que a cegueira noturna foi pela
primeira vez descrita no Egito cerca de 1500 a.C., ndo sendo, entretanto
associada a deficiéncia dietética. HipOcrates aconselhava para seu tratamento
0 emprego tépico com figado tostado ou frito, assim como a ingestdo desse
orgao. Desta maneira, ha muito tempo, sabe-se que a deficiéncia de vitamina A
interfere na visdo em ambientes pouco iluminados, sendo conhecida como

cegueira noturna (nictalopia) (Wald, 1968).

As células especializadas da retina, denominadas de bastonetes
(sensiveis a luz de baixa intensidade) e cones (receptores a luz de alta
intensidade), séo responséaveis pela fotorrecepgéo. Dois tipos de fotoreceptores
estdo presentes na retina: rodopsinas e iodopsinas A primeira etapa consiste

na absor¢cdo de luz por um croméforo (11-cis-retinal) ligado a proteina
receptora. O holorreceptor nos bastonetes € a rodopsina, uma combinacéo da
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proteina opsina e do 11-cis-retinal ligados a um grupo prostético (Olson, 1984;
Lamb e Pugh Jr, 2004).

Durante a sintese de rodopsina, o 11-cis-retinol € convertido em 11-cis-
retinal, uma reacgdo reversivel que requer a presenca de nucleotideos de
piridina. O seguinte passo € a combinacdo do 11-cis-retinal com o grupo ¢-

amino de um residuo especifico de lisina na opsina, formando rodopsina

(Blomhoff e Blomhoff, 2005).

O ciclo visual (Figura 06) inicia-se com a absor¢do de um féton de luz,
seguida de fotodecomposi¢cédo ou descoramento da rodopsina que desencadeia
uma cascata de estados conformacionais instaveis resultando na isomerizacéo
do 11-cis-retinal em retinal totalmente trans e uma hidrélise da ligacdo
covalente entre o retinal totalmente trans e a opsina, provocando a dissociagéo
(Olson, 1984; Lamb e Pugh Jr, 2004). A rodopsina ativada interage
rapidamente com outra proteina do seguimento externo do bastonete retiniano,
denominada transducina. A transducina estimula uma fosfodiesterase do GMP
ciclico, e isto resulta em declinio na concentragcdo de GMP ciclico provocando a
diminuicdo na condutancia dos canais de Na+ e aumento do potencial de
membrana. Apds processamento no interior do circuito retiniano, este potencial
do receptor primério provoca a geragdo de potenciais de acdo que se dirigem
até o cérebro através do nervo Optico (Stryer, 1991, Saari, 1994). Deste modo,
o retinal totalmente trans pode sofrer isomerizacdo direta para 11-cis-retinal
gque ainda pode recombinar-se com a opsina, formando rodopsina. Com
também, o retinal totalmente trans pode ser reduzido a retinol totalmente trans,
gue 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 formacdo dos pigmentos

visuais e, portanto, na prevencdo da cegueira noturna (Olson, 1984).
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Figura 06: Papel dos retindides no ciclo visual. O passo inicial do ciclo
visual ocorre imediatamente apds a absorcdo de um féton de luz pelo
cromoforo 11-cis-retinal, presente dentro da molécula de pigmento visual
(rodopsina), que é isomerizado para configuragdo totalmente trans, ativando a
cascata de fotontransducdo que resulta, em ultima andlise, na fomacdo do
retinal totalmente trans e dissociacdo do componente opsina. Deste modo, o
retinal totalmente trans pode sofrer isomerizagcao 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 Regulacgéo do ciclo celular pela vitamina A

A regulacao das proteinas do ciclo celular por sinais extracelulares como
fatores de crescimento e disponibilidade de nutrientes é de fundamental
importancia para 0s processos patolégicos e normais do organismo. O papel
dos micronutrientes, como a vit A, no controle da progressao do ciclo celular
ainda ndo € bem compreendido em relacdo a importancia que o0s
macronutrientes como os carboidratos, proteinas e os acidos graxos exercem
como combustiveis essenciais as células e no organismo como todo (Bohnsack

e Hirschi, 2004).

O ciclo celular € uma série ordenada de eventos que esta dividido em
guatro fases: gap 1 (intervalo) (G,), sintese (S), gap 2 (intervalo) (G) e mitose
(M) (Figura 07). Cada fase é caracterizada por distintos processos celulares
gue sao requeridos para o processo de diviséo celular e formagao de ciclinas,
como também para a formagdo do complexo ciclina-quinases dependentes ou
proteinas quinases dependentes de ciclina (CDK) que regula as fases de
transicdo, onde sua ativacao enzimatica € promovida pela ligacao as ciclinas. O
complexo ciclina-CDK regula a atividade de mdltiplas proteinas envolvida na
replicacdo do DNA e na mitose, fosforilando-as em sitios especificos, 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 inicio da fase S e o segundo no inicio da fase M Entdo, para que as fases
ocorram em uma sequéncia determinada, o controle do ciclo celular por meio
de “freios moleculares” pode parar o ciclo em varios pontos de checagem,
pontos especificos do ciclo que permitem o desencadeiamento do préximo
passo somente apds o término do estagio precedente (Bohnsack e Hirschi,
2004).
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Os complexos ciclinas-CDKSs podem ainda ter sua montagem ou
atividade bloqueada por proteinas inibidoras de CDK. Como por exemplo, na
parada que ocorre no ponto de chagem Gi, quando o DNA esta danificado; a
proteina inibidora de CDK denominda p21 se liga ao complexo ciclina-CDK de
fase S, responsavel pelo avanco para a fase S, bloqueando a sua acgéo, entdo
a célula ndo avancara enquanto o DNA néo for reparado (Bohnsack e Hirschi,
2004).

Estimulos externos, como nutrientes, e sinais internos, como por
exemplo, o dano celular, regula a formacdo de complexos inibidores de CDK, o
gual inclui a familia cip/waf (proteinas inibidoras da ciclina-quinases
dependente) (p21, p27, p57). A familia cip/waf interage com multiplos
complexos ciclinas-CDK e a familia INK4 (inibidores de quinases) (p15, pl6,
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 proteina Rb (retinoblastoma) atua como freio, e ja a ciclina D
libera da esta parada. A proteina Rb desepenha esta funcéo através de sua
ligacédo aos fatores de transcricdo E2F, que controlam a expressao dos genes
gue codificam a ciclinas E e A e a DNA polimerase, entre outros elementos
essenciais para a replicagdo do DNA durante a fase S. Assim, a E2F ativa a
transcricdo de especificos genes, incluindo a ciclinas, necessarias para a
proxima fase de transcricdo, como também as enzimas requeridas para a
sintese de DNA, como a timidina quinase e dihidrofolato redutase. Se houver
alguma lesdo do DNA, os produtos dos genes de supressdo tumoral p53
interrompem o ciclo no ponto de controle 1, permitindo que haja o reparo,
ativando a transcricdo p21 para inibir a progresséao 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 diferenciacdo celular programada durante a
embriogénese e também nos tecidos adultos. O retinol através de uma série de
passos enzimaticos converte-se em vitamina A ativa, sendo formado o todo-
trans-acido retindico como também seus diferentes isbmeros 9-cis e 13-cis
(RA) (Clagett-Dame e DeLuca, 2002; Ross et al., 2000). Os efeitos do todo-
trans-acido retinéico sdo mediados por receptores nucleares do tipo RARs e
RXRs, membros da familia dos receptores nucleares hormonais. O todo-trans-
acido retindico € um ligante direto para trés classes dos receptores RARs (a, B,
y). Da mesma forma existem também trés classes para os receptores RXRs (a,
B, v), o qual o isbmero 9-cis RA liga-se diretamente a eles. A ativacdo dos
genes transcricionais pelo todo-trans-a4cido retindico requer uma
heterodimerizagéo dos receptores RAR e RXR e a ligacdo destes complexos
aos elementos responsivos do todo-trans-acido retindico (RARES). As
isoformas dos receptores (RARs e RXRSs) tém padroes de expressao
diferentes gerando varias combina¢cfes de heterodimeros RARs e RXRs que
podem regular e modular a transcricéo de diferentes genes-alvos contendo os
elementos responsivos ao receptor do acido retindico (Clagett-Dame e Deluca,
2002; Ross et al., 2000).

Estudos mostraram que durante a embriogénese do rato, o acido
retindico induz a expressdo p2l e p27 nas células endoteliais primordiais,
gerando consequentemente interrup¢cédo G; (Figura 07) (Bohnsack e Hirschi,
2004). Outros estudos com realizados com células progenitoras (stem cells) de
embrido demonstraram que o &cido retindico eleva os niveis de p53 e acelera a
diferenciacao neural (Alisi et al., 2003; Lai et al., 2003). Ja em outras linhagens
celulares, o acido retindico atua na manutencéo da proliferagdo celular, como
no coracdo onde o0 &cido retindico induz fatores tréficos que estimulam a ciclina
D1 e a proliferagdo do cardiomiocito. Desta forma, o &cido retindico
desempenha, durante o desenvolvimento embrionéario, acbes diferentes na
regulacdo da proliferagdo dependendo do tipo de célula (Dimberg et al., 2003;
Stuckmann et al., 2003). A importancia do acido retindico como indutor da
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diferenciacéo celular em tecidos adultos, foi melhor identificada na prevengéao e
tratamento de condi¢gBes patoldgicas, como durante a tumorigénese. Estudos
relatam que o acido retinéico apresenta efeitos antiproliferativo em inUmeros
tipos de tumores, dentre eles, cancer de préstata, de tiredide, de mama,
leucemias mielbides, entre outros (Bohnsack e Hirschi, 2004). O &cido retindico
inibe a vascularizagdo da monocamada de células musculares e promove a
diferenciacdo através da regulacdo das ciclinas D3 e E, CDK2, CDK4 E CDKB6,
resultando na hipofosforilacdo do Rb e a inibicdo da progresséo celular da fase
G1 para a fase S (Pakala e Benedict, 2000; Kosaka et al., 2001; Axel et al.,
2001). O acido retindico induz especificas mudancgas ao nivel das ciclinas, CDK
e CK1 agindo diferentemente em cada tumor e tipo celular (Yuza et al., 2003).
Em sintese, o acido retindico induz a diferenciacao celular programada e regula
os inibidores da proliferacgdo em varios tipos de células durante o
desenvolvimento, em tecidos adultos e regulando também a progressao de
tumores (Bohnsack e Hirschi, 2004).

61

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


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

Vitamina A

Dano celular

\ Rb—> E2
3
P> Cip/waf I

Hiclina D-

CDK4/6

Ciclina B-
CDK1 G; \Ciclina E-
CDK2
S Ciclina A-
Ciclina B- CDK2
CDK1 .
Timidina
DHFR

Figura 07: Regulacdo das proteinas do ciclo celular pela Vitamina A. Os
nutrientes, como a vitamina A, regulam o crescimento celular através de uma
regulacdo direta das proteinas do ciclo celular. A vitamina A, derivada do &cido
retindico, regula a proteina inibidora de CDK denomindos p21 e p27, como
também a de proteina supressédo tumoral, p53, resultando na diminiucdo da
formacdo dos complexos ciclina-CDK, com consequente impedimento da
fosforilacdo da proteina Rb, provocando a interrup¢cdo do ciclo no ponto de
controle G;. Deste modo, o0 &cido retindico regula as ciclinas e os inibidores de
ciclinas, inibindo a progressdo do ciclo celular na fase G1, mediando a
diferenciacdo das ceélulas tumorais, e, portanto, induzindo a diferenciagdo
celular programada e esta envolvida na inibicdo da proliferacdo celular em

multiplos tipos de células durante o desenvolvimento. S = sintese; M: mitose;
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G2 - gap (intervalo) 2: ; Gy = gap (intervalo) 1; Rb= retinoblastoma; R2; CDK=
proteinas quinases dependentes de ciclina; ciclina-CDK = complexo ciclina-
guinases dependentes; cip/waf = familia de proteinas inibidoras do complexo
ciclina-quinases dependente (p21, p27, p57); INK4 = familia de proteinas
inibidores de quinases (p15, p16, pl8, p19); DHFR = dihidrofolato redutase;
E2F: fator de transcricdo 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 manutencdo da
homeostase dos tecidos em organismos multicelulares, como também na
resposta ao dano celular. Intensivas pesquisas tém sido realizadas para
explorar os mecanismos moleculares das vias de sinalizacdo incluindo a
iniciacdo, mediacao, execucao e regulacdo da apoptose. A necrose difere da
apoptose pois consiste em uma desintegracdo desorganizada de células
lesadas, resultando em produtos que desencadeiam a resposta inflamatoria. As
capases, uma familia de cisteina proteases, sdo 0s principais fatores atuantes
para morte celular. Uma cascata com cerca de 9 caspases diferentes atuam na
producéo da apoptose, algumas atuam como papel de iniciadores e outras sdo
responsaveis pela fase efetora final da morte celular. Existem duas vias
principais para a apoptose, chamadas de via extrinseca (via receptores de
morte) e a outra € a via intriseca (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 varios estimulos, os quais, entao,
ativam todo o conjunto de elementos para execucao da apoptose (Hetts, 1998).
Nos enterdcitos, o0s sinais que induzem a apoptose incluem, drogas
quimioterapicas, a privacdo de micronutrientes como a glutamina
(Papaconstantinou et al.,, 1998), radiacdo ionizante (Potten e Booth, 1997),
microrganismos (McCole et al., 1999), reacdes imunes (lwamoto et al., 1996).
Todos podem aumentar a taxa de apoptose das células intestinais epiteliais.
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Esses estimulos ativam a familia de cisteina aspartato proteases (caspases)
gue sao responsaveis pela execucdo da fase de apoptose (Van Damme et al.,
2005). Nos mamiferos, treze caspases tem foram identificadas e podem ser
classificadas dentro de trés subfamilias, com base na homologia de suas
sequéncias: a subfamilia ICE (caspase 1, caspase 4 e caspase 5), a subfamilia
CPP32 (caspase 3, caspase 6, caspase 7, caspase 8 e caspase 10) e
subfamilia ICH-1 (caspase 2 e caspase 9), ainda existem, porém nao sao
muitos conhecidas e foram recém-descobertas, as caspase 11, 12 e 13
(Siendones et al.,, 2005). Cada caspase € sintetizada e sequlestrada
intracelularmente como pré-enzimas, e essas sado ativadas por clivagem
proteolitica, que desta maneira, inicia o sinal apoptético pela ativagdo 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 extrinseca ou via receptores de morte € mediada por um subgrupo
da familia dos receptores do fator de necrose tumoral (TNF) chamada de
receptores de morte (TNFR1, Fas e TRAIL). A morte celular mediada por
receptores € iniciada pelo recrutamento de proteinas adaptadoras como FADD,
as quais se ligam as pro-caspases para gerar o complexo de sinaliza¢des que
induz a morte resultando na ativagéo 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 proteina Bid, proteina pré-apoptética membro da
familia Bcl-2, amplifica a cascata de caspases pela coneccdo da via dos
receptores da morte com a via apoptética mitocondrial, relacionando-se via
caspase 8 e caspase 9 (Nunez et al., 1998; Zamzami et al., 2000; Mates et al.,
2006).
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A via intrinseca ou mitocondrial de morte celular pode ser ativada
através de duas vias principais: lesdo do DNA e deprivacdo dos fatores de
sobrevida celular. Na presenca do dano ao nivel do DNA, cujo reparo ndo é
possivel, a proteina p53 (fator de transcricdo protéico que desencadeia a
apoptose) e ativa uma subvia envolvendo a via p21 (proteinas inibidoras de
guinases) e membros pré-apoptoticos da familia da proteina Bcl-2 (Bax e Bak),
como também outros membros anti-apoptoticos, que sao translocados para a
mitocdndria. A proteina Bid, ativa Bax (pré-apoptética) e Bak, e resulta na
liberag&o do citocromo ¢ no citosol. O citocromo c liberado forma um complexo
com a proteina Apaf-1 (fator de ativacdo de proteases apoptotico-1), e os dois
combinam-se entdo com a pro-caspase 9, ativando-a. A liberacdo do
apopssoma (conjunto de trés componentes composto do citocromo ¢, Apaf-1 e
procaspase 9) gera subsequentemente a ativacdo da caspase 3 com
consequente morte da célula, podendo-se observar caracteriscas morfologicas
e bioquimicas da morte celular, incluindo arredondamento celular, contracdo do
citoplasma, condensacdo da cromatina do nucleo, fragmentacdo do DNA,
levando a um estagio final de remocdo das células por fagocitose pelos
macrofagos (Figura 08) (Denicourt e Dowdy, 2004; Mates et al., 2006).
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Figura 08: Vias de sinalizacdo na apoptose. A via dos receptores de morte &
ativada quando receptores de morte sao estimulados por ligantes de morte
especificos. Esse processo requer proteinas adaptadoras que atuam as
caspases inicadoras que por sua vez ativam as caspases efetoras, como as
caspase 3. A via mitocondrial € ativada por diversos sinais, destando a leséo
de DNA. Na presenca de lesdo do DNA cujo reparo ndo € possivel, a proteina
p53 ativa uma subvia que resulta na liberagdo do citocromo ¢ da mitocondria,
com subsequente atuacdo do apoptossoma (complexo pro-caspase 9,
citocromo c e fator de protease de ativacdo apoptotico 1, Apaf-1) e ativacdo 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 antiapoptotico da familia Bcl-2. O receptor “R” representa 0s
receptores troficos, sendo necessario a estimulagdo continua desses (IAP:
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inibidor das proteinas da apoptose) e caso esta via ndo for funcional o impulso
antiapoptotico é retirado. Fonte: Adaptado de RANG HP et al., 2004.

Wang e colaboradores mostraram que, em modelos in vivo utilizando
ratos pos-ressecc¢do do intestino delgado, o acido retindico induziu a inibicdo da
apoptose sendo associada com reducéo significante da expressao da proteina
Bax no ileo e dos niveis de RNAm da caspase efetora, caspase 3 (Wang et al.,
2007). Estudo utilizando o [-caroteno, pro-vitamina A encontrada nos
carotenoides, em cultura de células HT29, células de carcinoma de colon
humano, sugeriu que a toxicidade induzida por alta concentracées de [3-
caroteno, ocorreu por morte celular via apoptose, e esse mecanismo parece
ndo estd relacionado com a modulagdo da atividade de proteinas como p21,
p53 e ERKS (quinases extracelulares reguladas por sinais), indicando que
outras vias de sinaliza¢do sdo responsaveis pela indu¢do da apoptose. (Briviba
et al., 2001). Um outro estudo conduzido por Maziere e colaboradores, mostrou
gue a vitamina A in vitro induziu a apoptose pela fragmentacdo de DNA em
células de tumor colbnico, sugerindo que a suplementagdo dietética de
vitamina A poderia prevenir a desenvolvimento do cancer de colén (Maziere et
al., 1997).

1.7 Vitamina A e barreira funcional intestinal

A vitamina A e seus metabdlitos sdo reguladores nutricionais essenciais
para inimeras fungbes fisioldgicas, sendo particularmente importante no
crescimento, diferenciacéo e integridade das células epiteliais intestinais (Nau e
Blaner, 1999). A importancia da vitamina A na manutencdo do epitélio do
intestino delgado tem sido demonstrada em varios 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 niveis
morfolégicos e bioquimicos, os efeitos da deficiéncia de vitamina A no

intestindo delgado destes animais e destacaram o papel nutricional da vitamina
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A na funcéo da integridade intestinal (Holland et al., 1993; Reifen et al., 1998;
Uni et al, 1998). A deficiéncia 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 deficiéncia de vitamina A também
esta associada com o impedimento da migracdo celular da cripta e
impedimento da sintese protéica na mucosa no nivel traducional (Zile et al.,
1977). Além disso, vitamina A previne a injuria do intestino delgado em
modelos animais de enteropatia (Warden et al., 1997). Outros pesquisadores
encontraram mudancas variaveis na estrutura e funcionabilidade intestinal em
roedores com deficiéncia 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
producdo de glicoproteinas celulares e na regulacdo da divisdo celular nas
células intestinais (Zile et al, 1972, Zile et al., 1977). A suplementacdo com
vitamina A preveniu alguns dos efeitos colaterais iniciais pela radiagcdo no
intestino delgado (Beyzadeoglu et a., 1997). Este efeito foi resultado da
capacidade da vitamina A de induzir a diferenciacdo de células da cripta,
tornando essas células menos susceptiveis a danos em seu genoma (Ruifrok
et al., 1996).

A vitamina A regula os estagios iniciais adaptativos intestinais depois da
ressec¢ao no intestino delgado de ratos, pelo aumento da proliferacdo das
células da cripta do intestino em adaptacdo (Wang et al., 1997, Wang et al.,
2007). Swartz-Basile e colaboradores demonstraram que a deplecéo
preexistente de vitamina A inibiu significantemente a reposta adaptativa do
intestino delgado, enquanto que a suplementacdo com a vitamina A melhorou
rapidamente a resposta adaptativa quando comparados com o0s ratos com a
deficiéncia de vitamina A, dando suporte ao papel da vitamina A nos processos
adaptativos do intestino (Swartz-Basile et al., 2000). Muitos estudos em paises
em desenvolvimento sugerem que a suplementacdo 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 fungdo da mucosa intestinal
(Duggan et al., 2002).

O beneficio da suplementacdo com a vitamina A foi comprovada por
Sommer e colaboradores em 1986, e a partir desse achado, varios estudos
clinicos 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 suplementacdo com vitamina A reduz a
mortalidade, principalmente em criancas com idade pré-escolar, em cerca de
20 a 30%. Além disso, essa suplementagdo apresenta vantagens em relacao
ao custo-beneficio e tem proporcionado melhorias na saude publica, em varias
areas do mundo (Sommer et al., 1986; West et al., 1991, Ross et al., 1995;
Filteau e Tomkins, 1995; Long et al., 2006).

A suplementagdo ao nascer diminuiu a mortalidade em dois estudos
realizados na Indonésia e na india (Hamphrey et al., 1996; Rahmakrishnam et
al., 2003), mas néo foi documentado em Zimbabwe (Malaba et al., 2005). No
Norte de Ghana, em um estudo onde criangas foram acompanhadas
semanalmente para verificar a ocorréncia de mortalidade, nao foram
observadas diferencas significativas com a suplementacdo de vitamina no que
diz respeito a prevaléncia de condi¢Bes diarréicas ou respiratorias. Entretanto,
observou-se que criangas suplementadas com vitamina A foram em menor
namero de vezes as clinicas e tiveram numeros menores de internacdes e
hospitalares. Somando-se a esse fato, esse estudo mostrou também que a
suplementacdo com vitamina A resultou em uma diminuigdo significativa na
mortalidade infantil associada a diarréia, como também por outras causas,
sugerindo que o efeito protetor da vitamina A na diminuicdo da taxa de
mortalidade foi mediada pela reduc&o na severidade do que pela incidéncia das
infec¢des (Ghana VAST Team, 1993).
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Na Turquia, criancas em idade pré-escolar com diarréia recorrente tém
menores niveis séricos de vitamina A e beta-caroteno comparado as criancas
sem diarréia (Kucukbay et al., 1997). A vitamina A também reduziu a
severidade, mas n&o a ocorréncia de doencas em Ghana (Arthur et al., 1992).
Na Indonésia, a administracdo em criancas, de duas doses diarias de 200
000Ul de vitamina A, a cada seis meses, reduziu a taxa de mortalidade em
34%. Em um estudo realizado no Nepal, utilizado a mesma dose de vitamina A,
a cada quatro meses, observou-se uma diminuicdo de 30% na mortalidade
(Sommer et a., 1986; West et al., 1991). Estudos demonstraram que a caréncia
de vitamina A estimula as respostas de fase aguda, evidenciada pelos niveis
elevados de proteina C reativa e proteina amildide 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 incidéncia de doencas diarréicas em 23%
(episddios de diarréia), mas ndo a incidéncia de doencgas respiratérias agudas
(Barreto et al., 1994). Outros trabalhos investigaram o efeito de altas doses de
vitamina A por via oral nas doengas diarréicas em criancas (um estudo
prospectivo realizado em uma comunidade do Nordeste do Brasil) e
encontraram uma diminuicdo significante na duracdo média dos episodios de
diarréia, mas ndo na incidéncia dos episédios diarréicos (Walser et al., 1996).
Além disso, outros autores desta mesma linha de pesquisa mostraram uma
melhora significativa da funcdo da barreira intestinal medida pela razado da
permeabilidade de L/M e crescimento (pelo HAZ) nas criancas suplementadas
com vitamina A e zinco (Chen et al., 2003). Quadro e colaboradores
evidenciaram a correlagcdo entre a diminui¢do da concentracdo sérica de retinol
com a integridade da fungdo da barreira epitelial, mostrando haver uma
correlacdo inversa. Esses autores apontaram haver um impedimento
significativo da absor¢do do manitol e reducdo da razdo L/M, sugerindo a
importante funcdo da vitamina A na manutencdo da integridade epitelial
intestinal (Quadro et al., 2000).

70

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



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

Thurnham e colaboradores demonstraram que uma Unica dose de
vitamina A, administrada em criangas indianas hospitalizadas com diarréia,
resultou em uma recuperac¢do mais rapida da integridade epitelial apds 30 dias
em relacdo as criangcas que nado receberam vitamina A as quais nao foi visto
nenhuma melhora apds dois meses (Thurnham et al., 2000). A suplementacao
de vitamina A e B-caroteno em mulheres gravidas da Africa do Sul infectadas
com o virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) foi associada com baixas taxas
de excrecdo 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 Unica dose de vitamina A
(200.000U1) reduziu significativamente a severidade da shigelose aguda, uma
das doencas que mais eleva a mortalidade e morbidade em Bangladesh,
qguando administrado juntamente com antibiéticoterapia, em criangas menores
de um ano de idade. A vitamina A reduziu a severidade da shigelose aguda
promovendo o0 reparo na mucosa colonica e em estimulando o sistema imune
(Hossain et al., 1998). Uma associacéo entre a deficiéncia 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 nivel sérico do retinol foi significativamente menor em
criancas peruanas com diarréia do que aquelas sem diarréia (Salazar-Lindo et
al., 1993). Outros pesquisadores sugerem que a diarréia predispbe a
xeroftalmia, talvez devido a deplecdo do fornecimento de vitamina A ou pelo
aumento das perdas urinarias de retinol (Sommer et al., 1987; Sommer, 1998).

O papel da vitamina A na melhoria das sequelas da diarréia e das
infec¢des entéricas permanece ainda obscura embora pesquisas realizadas no
Brasil e em Ghana mostram uma reducdo na prevaléncia da diarréria severa
com a suplementacdo com a vitamina A (Barreto et al., 1994; Ghana VAST
Team, 1993). Isto sugere um efeito benético da vitamina A na prevencdo da
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diarréia, pois sabe-se que a vitamina A € um substrato necesséario para a
preservacao 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 ocorreréncia também em pacientes
portadores de outros patégenos) e dano intestinal (Hossain et al., 1998).
Porém, estudos em criangas com diarréia desidratante aguda por Escherichia
coli enteroagregativa ou rotavirus, ndo mostraram beneficios com o tratamento
da vitamina A (Henning et al., 1992). Provavelmente devido a existéncia de
diferencas na patogénese e duracdo dos espisodios diarréicos entre a diarréia
induzida pela Shigella ssp com a provocada pela Escherichia coli
enteroagregativa ou pelo rotavirus, explique as variagcbes 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
retinilicos dos alimentos de origem animal, alimentos enriquecidos e
suplementos farmacéuticos) como também pré-vitamina A encontrada nos
carotenoides a partir de fontes provenientes dos vegetais (Penniston e
Tanumihardjo, 2006). Vitamina A pré-formada € absorvida e utilizada pelos
humanos em uma taxa absortiva de 70-90% (Olson et al., 1981, Mehta, 2001).
Nos Estados Unidos, Europa e outras nagdes industrializadas em torno de 75%
da vitamina A é adquirida por fontes de vitamina A pré-formada, jA nos paises
em desenvolvimento, 70-90% da vitamina A € obtida como pré-vitamina a partir

dos carotendides em fontes vegetais (Gerster, 1997, Tanumihardjo, 2002).

No soro, os eésteres de retinilicos estdo normalmente em uma
concentracdo abaixo de 0,2umol/L no jejum, porém isto € aumentado
significantemente ap6s uma refeicao 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 eficiéncia) (Furr, 2004). Em condi¢des normais, a
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concentracdo no soro do retinol é de 1-3umol/L, porém esses limites podem
variar (Olson, 2001; Underwood et al., 1979). Reportam-se casos de toxicidade
de vitamina A com concentragdes de retinol no soro dentro do limite normal,
sugerindo que a dosificacdo do retinol no soro ndo € uma boa medida para
avaliar a toxicidade de vitamina A (Frame et al.,, 1974; Ellis et al., 1986;
Croquete t al., 2000). A presenca de diarréia ou febre, estados em que se tem
uma elevacao das proteinas de fase aguda, causa reducgéo nas concentracdes
de retinol sangtineo, levando a um resultado falso negativo (Stephensen e
Gildengorin, 2000; Thrunham et al., 2005). Alguns estudos anteriores
propuseram que a concentracdo dos ésteres retinilicos em jejum (>10% do
total de vitamina A circulante) poderia ser um biomarcador para toxicidade.
Entretanto a determinagcdo da proteina ligadora de retinol (RBP) parece ser
uma boa medida alternativa, além de apresentar algumas vantagens, para o
retinol sangliineo, apesar de estes nao refletirem o estoques da vitamina A no
figado. 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 figado (Loerch et al., 1979; Duitsman et al., 1995). Existe ainda, a
técnica de diluicdo do is6topo que € 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
criancas e adultos, e ocorre quando ha um aumento maior do que 20 e menor
do que 100 vezes a quantidade recomendada por dia, em um periodo de horas
ou em poucos dias, embora ocorra menos do que toxicidade crbnica pela
vitamin A pré-formada (Olson, 2001; Mehta, 2001) A toxicidade crénica resulta
de uma digestdo de altas quantidades de vitamina A pré-formada ao longo de
meses ou anos. A ingestdo diaria de mais de 25.000 IU por mais de 6 anos e
100.000 UI por mais de 6 meses sao consideradas doses téxicas, entretanto
esses valores podem variar de individuo para individuo (Bendich e Langseth,
1989; Hathcock et al., 1990; Coghlan e Cranswick, 2001). As criancas sao

particularmente mais sensiveis a vitamina A e uma dieta diaria com apenas
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1500 IU/Kg por peso de vitamina A tem reportado toxicidade neste faixa etaria.
Em idosos, o risco de toxicidade parece ser maior do que em adultos jovens,
em relagdo a toxicidade cronica de altas doses de vitamina A pré-formada.
Fatores nutricionais como a deficiéncia de zinco, a tolerancia 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).

Héa evidéncias de que a vitamina A em excesso durante as primeiras
semanas de gestacdo € teratogénica em humanos (Humphrey et al., 1992;
Maden,1998; Humphrey et al., 1998; Czeizel e Rockenbauer, 1998; Jick, 1998).
A acdo teratogénica da vitamina A foi demonstrada em varias espécies de
animais (Hayes et al., 1981). No entanto, o tipo de consequéncia depende da
guantidade de vitamina A, bem como, do estagio gestacional em que a
vitamina A € administrada. As anormalidades encontradas em criangas foram
devidas a niveis significativamente altos de retinol no soro de maes apos o

consumo excessivo de vitamina A (Basu, 1983).

Altas doses de vitamina A tém potente efeito teratogénico em animais,
sendo contra-indicadas durante a gravidez. Este alto potencial teratogénico
justifica a precaucao na indicacdo da vitamina A para mulheres em idade fértil
(Guillonneau e Jacqz-Aigrain, 1997). H& evidéncias de ma-formacdo em
criangas, quando as maes consomem altas doses de vitamina A durante a
gestacéo (>25.000Ul/dia). Algumas consequéncias da alta ingestdo de vitamina
A e seus metabdlitos podem ser também evidenciadas por um quadro
caracteristico de abortos espontaneos, de partos prematuros e de ma-
formac0bes, afetando o sistema nervoso central, o desenvolvimento cranio-facial
ou do sistema cardiaco, como também anomalias do aparelho urinario (OMS,
2001).

Estudos mostraram que o retinol e seus metabdlitos ndo tém efeitos

teratogénicos em concentracdes séricas fisiolégicas. Sabendo-se que o acido
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retindico desempenha um papel essencial na regulacdo de numerosos
aspectos da embriogénese normal, estudos experimentais indicam que a
concentracdo de acido retindico no embrido determina, ao menos parcialmente,
a especificidade no poder de regulacdo genética que se atribui ao acido
retindico (Azais-Braesco e Pascal, 2000, OMS, 2001).

Estudos de coorte sobre a utilizagdo de vitamina A durante a gestacao
tém sido apresentados de forma suscinta, sugerindo ndo haver aumento do
namero de malformacgdes entre as criancas nascidas de maes que receberam
complexo vitaminico contendo 6.000Ul de vitamina A pré-formada. Outro
estudo foi dirigido a um grande coorte de mulheres acompanhadas durante
varios anos, e que freqientavam um centro médico para diagndstico pré-natal.
Em numerosas andlises sobre suplementacdo, o consumo de mais de
10.000UI de retinol foi considerado como uma forte exposicdo a vitamina
(Rothman et al., 1995). Dez casos de ma-formagcdes foram registrados no
grupo que recebeu dose mais elevada. Os autores demonstraram que a
prevaléncia de malformacdes cranianas em criangcas esta mais associada as
criancas nascidas de méaes que receberam quantidades superiores a

10.000Ul/dia, e ultrapassava 1,7 % do total dos nascimentos (OMS, 2001).

O mecanismo pelo qual a vitamina A exerce efeitos teratogénicos €&
atribuido a influéncia das elevadas concentracdes de certos metabdlitos do
acido retindico tais como o &cido trans e o 13-cis-retindico, sobre o
funcionamento dos genes em periodos criticos da organogénese e da
embriogénese (Tzimas et al., 2001). Nao existem dados para assegurar que a
administracdo de dose Unica de 100.000 a 200.000UI (30.000 a 60.000ug de
éster de retinil), eleve as concentragcbes de metabdlitos do &cido retindico
suscetiveis aos efeitos teratogénicos, e nem o0 tempo em que estas
concentragbes permanecem elevadas, ou mais exatamente, 0 momento em
gue ocorre a exposicao a picos de agentes potencialmente teratogénicos. Por
isso, € importante esclarecer a farmacocinética dos metabdlitos de vitamina A,

em relagdo a administracao de doses elevadas de ésteres de retinil no inicio da

75

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



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

gravidez, tanto em mulheres que tém reservas elevadas, quanto nas que

apresentam estoques limitados de vitamina A (Chagas et al., 2003).
1.9 Clostridium difficile
1.9.1 Abordagem Historica

O trato gastrointestinal apresenta uma microbiota extremamente
complexa que atua como uma barreira natural contra muitos patdégenos
intestinais. E se por algum motivo essa barreira for alterada ou destruida causa
um desequilibrio da microbiota intestinal, tornando o individuo mais susceptivel
a infeccdo por patdgenos entéricos. Muitas bactérias patogénicas, com intuito
de atravessar a barreira epitelial intestinal, tém desenvolvido elementos criticos
especificos que auxiliam a ruptura da barreira funcional (Liu et al.,, 2003).
Dentre os patégenos bacterianos anaerébios, o Clostridium difficile, bacilo
Gram-positivo anaerébio esporulado, tem se destacado, com uma freqiéncia
cada vez maior, como um importante enteropatdogeno causador de doencas
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
clinicamente por placas inflamatorias e pseudomembranas na mucosa do
célon, com a presenca de diarréia aquosa, raramente sanguinolenta, dor
abdominal, febre de 37,8- 40°C e leucocitose) foi feito por Finney em 1893 a
partir da observacdo de uma pseudomembrana difitérica presente no colon de
uma paciente que apresentava uma colite fatal pds-cirirgica. Porém, nesta
época, o agente etiolégico desta enfermidade néo fora elucidado (Lyerly et al.,
1988).
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Apenas em 1935, Hall e Toole, pesquisando a microbiota intestinal de
neonatos saudaveis, descreveram um patégeno, até entdo desconhecido, que
originalmente recebeu a denominacdo 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
toxicogénico, devido a achados de lesdes, parada respiratoria e morte em
animais de laboratorios quando submetidos a injecdo da cultura liquida ou
filtrado do meio que continha esse microrganismo (Lyerly et al., 1988; Hall e

Toole, 1935).

Os quarenta anos que se seguiram ap6s a descoberta do C. difficile
havendo apenas infrequentes relatos do isolamento do C. difficile, haja visto
gue esta enfermidade era uma condicao rara na era pré-antibiética. Entretanto,
por volta de 1975, no inicio da década de 1980, esta enfermidade tomou
proporcdes epidémicas, sendo associada como uma complicacdo comum ao
uso de antibiéticos (Bartlett et al., 1978; George et al., 1978).

Em 1978, o C. difficile foi identificado como causa primaria de colite
pseudomembranosa e mostrou-se ser predominantemente isolado de
pacientes com tratamento com licomicina e seus congéneres (George et al.,
1978). Varios casos foram reportados onde se evidenciou mais ainda a
correlacdo entre colite pseudomembranosa, antibioticoterapia, colonizag&o por
C. difficile e producéo de citotoxinas (Tedesco et al., 1974; Swartzberg et al.,
1977; Lyvery et al., 1988). Estes estudos e achados relevaram C. difficile como
patdbgeno emergente capaz de causar severa doenca gastrointestinal em
pacientes sob terapia de antibiéticos (Voth e Ballard, 2005).

Nos Estados Unidos, o C. difficile € a principal causa de diarréia
hospitalar, conhecida como doenca associada ao C. difficile (Voth e Ballard,
2005). Estima-se que o numero de casos com doenga associada ao C. difficile
ultrapasse 250.000 casos por ano (Wilkins e Lyerly, 2003), e com total adicional
nos custos a saude de aproximadamente de um bilhdo de dolares anualmente

77

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



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

(Kyne et al., 2002). McDonald e colaboradores (2006) identificaram que o
namero de pacientes diagnosticados com doenca 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 Universitario
Walter Cantidido da Universidade Federal do Ceard, Brasil, demonstrou que o
C. difficle é o principal agente causador de diarréia hospitalar neste
estabelecimento. (Lima et al., 1993). Desta forma, as doencgas relacionadas ao
C. difficile tém se tornado cada vez mais frequientes, principalmente com o uso
indiscriminado de antimicrobianos, que, além do mais, tem contribuido para o
aumento dos indices de mortalidade por doencas diarréicas causadas por esse

microrganismo (Pothoulakis e Lamont, 2001).
1.9.2 Microbilogia do Clostridium difficile

Os bacilos Gram-positivos anaerébios esporulados encontrados em
infecgcbes humanas sdao membros do género Clostridium (Koneman et al,
2001). Em 1994, Collins e colaboradores demonstraram, por seqguenciamento
direto por PCR, que o género Clostridium era extremamente heterogéneo
(Collins et al., 1994). O Clostridium difficile € reconhecido como um bacilo
anaerobio obrigatdrio, Gram-positivo que forma esporos subterminais, que
compde 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
responsavel por varias sindromes diarréicas, incluindo a diarréia inflamatoria,
colite associada a antibidticos e a colite pseudomembranosa (Settle e Wilcox,
1996; Starr et al., 1997; Castagliuolo e LaMont, 1999).
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Figura 09: Micrografia eletronica dos bacilos do C. difficile. O Clostridium
difficile é um bacilo Gram-positivo anaerdbio obrigatério, forma esporos
subterminais e compde a microbiota intestinal humana e de outros animais
Fonte: Universidade de Hobot Hobot University of Wales College of Medicine
UK. Disponivel em http://www.health.qgld.gov.au/EndoscopeReprocessing/
Modulel3d.htm. Acesso em 10 de julho de 2007.

A capacidade de formacdo de esporos torna o Clostridium difficile mais
resistente ao ambiente hospitalar seletivo (Lyerly et al, 1988). Algumas cepas
possuem capsulas, influenciadas provavelmente devido ao nivel de glicose no
meio de cultura, entretanto ndo parece existir uma associacdo da capsula com
a viruléncia, bem como com a producgao de toxina (Davies e Borriello, 1990).
Outros fatores de viruléncia como fimbrias, glicocdlice e enzimas hidroliticas
s&o descritas na literatura, mas seu papel na doenca ndo esta estabelecido. E
possivel que estes fatores estejam mais relacionados a capacidade do

microrganismo colonizar o intestino, através da maior aderéncia, evasdo dos
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mecanismos de defesa e les&o tecidual permitindo a colonizagao e, talvez,
exposicdo de menor numero de receptores para as toxinas (Bongaerts &
Lyerly, 1997). Entretanto, apesar de serem relatados varios fatores de
viruléncia, além dos citados acima, outros como a producdo de flagelos
(desempenha um importante papel na colonizacao intestinal pelo C. difficile) e
enzimas hidroliticas também sao descritos, porém, o fator de viruléncia que
mais se destacam pela importancia clinica e pela melhor caracterizacdo é a
producdo das exotoxinas A e B, potentes toxinas proteoliticas 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 € composta de varias proteinas que tém
sido parcialmente caracterizadas, como as proteinas M, de 38 e 42 kDa.
Antigenos como glicose, glicosamina, fosfatos e acidos graxos constituem 40%
do peso da parede celular. Se esses antigenos sédo ou nao diferentes das
proteinas de 38 e 42 kDa identificadas ainda ndo se sabe (Cerquetti et al.,
1992; Masuda et al., 1989; Poxton e Byrne, 1981; Poxton e Cartmill, 1982).
Outro antigeno, proteina de 36kDa, tem sido relatado, porém sua funcdo ainda
€ desconhecida, porém ndo apresenta toxicidade, nem é proteolitico e também
ndo se liga a imunoglobulina como fazem alguns componentes de outros
clostridios (Pantosti et al., 1989; Cerquetti et al., 1992).

A identificacdo do C. difficle até o ano de 1977 era dificil,
consequentemente as doencas associadas ao C. difficle ndo eram
adequadamente diagnosticadas, como citado anteriormente. Em 1979, George
e colaboradores desenvolveram um meio de cultura seletivo contendo agar
frutose, cicloserina e cefoxitima (CCFA), o qual facilitou o isolamento deste
microrganismo (George et al., 1979). “Neste meio, em 48 horas de incubacéo,
C. difficile forma colénias amareladas, rizoides, de 4mm ou mais, com
estruturas internas cristalinas, birrefringentes (manchas opalecentes). As

colbnias de C. difficile mostram fluorescéncia amarelo-esverdeada sob a luz

80

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


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

UV. O odor é similar ao esterco de cavalo. O C. difficile é negativo para lipase 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 ndo é especifico para C. difficile sendo necessario a
identificacdo do isolado em cultura pura (Lyerly et al., 1988). O C. difficile
hidrolisa esculina e gelatina e ndo produz indol, nitrato e nem urease. A grande
maioria das cepas fermenta glicose, manitol e manose, mas podem variar em
relacdo a presenca de salicina e a xilose (Dowell et al., 1977; Allen et al.,

1991).

As provas para o diagnoéstico em casos onde ha suspeitas de doencas
por C. difficile podem ser realizadas em laboratério mediante demonstracao da
toxina citotoxica, isolamento e identificacdo, a partir de fezes produtoras de
toxina, por teste de aglutinacdo com latex ou por diversos sistemas de ensaios
imunoenzimaticos (EIA), ELISA, para determinacdo 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 combinacgdo desses métodos. O C. difficile pode ser isolado por meio de
uma técnica de selecdo de esporos ou do uso de meio seletivos em placas,
como o agar sangue-alcool feniletilico (PEA), agar frutose-gema de ovo-
cicloserina-cefoxitina (CCFA), ja citado acima, mais o agar sangue para
anaerobiose dos CDC seletivo (Koransky et al., 1978; Allen et al., 1991; Marler
et al, 1992). Além disso, h& outros métodos laboratoriais como
contraimunoeletroforese, entretanto o ensaio utilizando a cultura de células é
considerado um método padrado servindo de parametro para 0s outros testes na
identificac&o 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 citotoxica fraca como enterotéxica e toxina B

(TxB) que possui apenas atividade citotéxica. A familia das grandes toxinas

clostridiais é composta também pela a-toxina do C. novyi e pela toxina do C.
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sordellii ambas sdo toxinas letais e hemorragicas (Von Eichel-Streiber et al.,
1996). Ainda ha 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 toxigénica a cepa,
maior a producao das toxinas, indicando que existe uma variagdo na producéo
destas (Lyerly e Wilkins, 1994).

Corroborando com essa evidéncia, tem sido relatado um amplo espectro
de resposta do hospedeiro ao C. difficile, passando do estado de portador
assintomatico até a colite pseudomembranosa. Essa variacdo, até este
momento, ainda ndo € bem compreendida, sugerindo que possa estar
associada com diferencas entre as cepas do microrganismo, nao toxigénicas,
ou com variagdes na resposta do hospedeiro, relacionadas com modificacdes
nos receptores das toxinas ou nas defesas imunolégicas (Pothoulakis e
LaMont, 1993; Settle, 1996; Settle e Wilcox, 1996; Pothoulakis, 1996).

As TxA e TxB do C. difficile estdo codificados na regido de
patogenecidade dentro do cromossomo de cepas toxigénicas do C. difficile e
sdo expressas durante a fase estacionaria e de crescimento em resposta aos
varios estimulos ambientais (Voth e Ballard, 2005). Estudos mostram que
existe uma relacdo direta entre os niveis de toxina e o desenvolvimento da
colite pseudomembranosa como também com a duracéo da diarréia (Burdon et
al., 1981).

Em relacdo as propriedades fisicas, a toxina A é mais estavel e mais
resistente a pH extremo e proteases do que a TxB, e ambas permanecem
estaveis a 37°C e sdo inativadas a 60°C. Além disso, sdo inativadas por
substancias antioxidantes, embora possam ser protegidas pela adicdo de
agentes redutores (Banno et al., 1984).

Os genes que codificam a TxA e TxB, TcdA e TcdB respectivamente,
tém sido sequenciados e encontram-se dentro do locus de patogenicidade do
C. difficile (19,6Kb). As toxinas exibem um alto grau de similaridade, a comecar
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pelas semelhangas existentes em suas atividades bioquimicas. Ambas usam
um dominio N-terminal para modificar substratos idénticos (74% de homologia)
(Figura 10). E dentre os aminoacidos que compfdem essas toxinas, a
aspargina, glicina e glutamina sdo 0s que se apresentam em maiores
guantidades (Banno et al., 1984; Dove et al., 1990; Barroso et al., 1990). Além
disso, na regido C terminal da TxA e TxB encontra-se um pequeno namero de
regides homologas chamadas oligopeptideos repetitivos combinados, porém

seus mecanismos ainda permanecem obscuros (Von Eichel-Streiber et al.,

1992).

1 958 1130 1849 2710-aa

\ Y/
COOH
TXA N\
Atividade da Regido -
glucosil-transferase  Hidrofébica Domlgéolggéggeptor
1 467 956 1128 1150 2366-aa

TXB N

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 localiza¢cdes similares do sitio catalitico, da
regido hidrofobica e do dominio do receptor de ligacdo, com repeticdes do
COOH terminal. Fonte: Adaptado de Pothoulakis e Lamont, 2001.

Embora as toxinas A e B do C. difficile compartilhem caracteristicas
moleculares devido a alta homologia de suas sequéncias (63% em suas
sequéncias de aminoacidos) 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 poténcia de enterotoxicidade e
citotoxicidade. A TxB apresenta geralmente de 100 a 1000 vezes maior
poténcia em relacdo a TxA. Alguns estudos sugerem que esta diferenca de
poténcia se deve a densidade dos receptores especificos para as toxinas na
superficie celular (Von Eichel-Streiber et al., 1996; Aktories K., 1997; Wilkins e
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Lyerly, 1994). Em sintese, as toxinas do C. difficle apesar de terem
semelhantes modos de acgéo, apresentam diferencas consideraveis em relacao
as suas acgles biologicas (Chaves-Olarte et al.,, 1997). Ademais, pesquisas
feitas por Chaves-Olarte e colaboradores (1997) sugerem como trés principais
diferencas entra as toxinas A e B do C. difficile: 1. ligacdo especifica das
toxinas a superficie celular (diferencas de citotoxicidade); 2. TxB apresenta
atividade enzimatica 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 s&o transcritos em uma mesma direcdo. O
gene da TxA (8130 nucleotideos) codifica uma Unica toxina bacteriana que
contém 2710 aminoé&cidos polipeptideos e peso molecular de 308kDa. A TxA é
frequentemente referida como enterotoxina devido a produgado de secre¢ao de
fluidos, necrose inflamatdria e por causar danos a mucosa intestinal detectada
em animais experimentais. O gene da TxB (7098pb) encodifica uma proteina
de 2366 aminoacidos e possui uma massa molecular de 270KDa que tem uma
potente atividade citotdxica em cultura de células, porém ndo apresenta
atividade enterotéxica 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
enterotdxica no colon humano, contrapondo a designacdo de apenas uma
toxina do C. difficile (TxA) ser especifica e responsavel pelos efeitos
patofisolégicos induzidos pelo C. difficile (Lyerly et al., 1985).

Além das toxinas descritas acima, ainda ha dentro do locus de
patogenicidade do C. difficile outras trés estruturas (TcdC, TcdD e TcdE) que
estdo envolvidas nas regulacdo da producao de toxinas ou liberacdo da toxina
pelas células (Hammond e Johnson, 1995; McDonald et al., 2005) (Figura 11).
A TcdC é transcrita na direcdo oposta aos dois genes da toxina A e B e é
expressa precocemente na fase exponencial porém declina na fase
estacionaria, 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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producdo das toxinas (Spigaglia et al., 2002; Voth e Ballard, 2005). Ja TcdD
possui semelhancas com as proteinas que se ligam ao DNA, servindo como
possivel regulador positivo da expressao das toxinas (Moncriet et al., 1997). O
gene que codifica TcdE facilita a liberacdo da TcdA e TcdB pelo aumento da
permeacédo da parede celular do C. difficile (Tan et al., 2001). Polimorfismos ou
delecdes parciais do TcdC podem levar a um aumento da produgéo da toxina A
e B (Spigaglia e Mastrantonio, 2002). Somando a este fato, uma toxina binaria
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 varias epidemias de uma cepa particularmente
virulenta do C. difficile (NAP/027) isolada nos Estados Unidos, Europa e
Canada (Warny et al., 2005; Pepin et al., 2005). Essa cepa contém uma
delecdo de 18 bp do regulador negativo TcdC e parece aumentar em 16 vezes
a producado da Toxina A e em 23 vezes a producdo da Toxina B. Além disso,
esta cepa também contém uma outra toxina, chamada de toxina binéria (CdtA
and CdtB) (Barbut et al., 2005). Esta terceira toxina, designada de CDT (possui
uma atividade especifica na ADP-ribosiltranferase) foi descrita de uma cepa do
C. difficile em 1988 (Popoff et al., 1988). Ainda ndo esta claro qual é o papel
gue a toxina binaria exerce na patogénese do C. difficile, contudo um estudo
recente sugeriu que a toxina binaria 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 binaria
seria uma cepa resistente a fluoroquinolona. McDonald e colaboradores
compararam as amostras atuais com amostras antigas da cepa BI/NAP1, que
contém uma delecdo de 18 pb no gene TcdC. A toxina binéria foi encontrada
em todos (100%) os isolados atuais e mostraram ser resistentes as
fluoroquinolonas e nenhum dos isolados anteriores eram resistentes (McDonald
et al., 2005).
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Figura 11: Figura esquematica mostrando o locus de patogenicidade
(Paloc) do Clostridium difficile e a sua relagdo com os genes da toxina
binaria. Os genes tcdA e tcdB codifica, respectivamente, a Txa e TxB do C.
difficile, enquanto tcdD codificam um regulador positivo da producéo das TxA e
TxB e gene TcdE codifica uma proteina que pode ser importante para a
liberagdo das toxinas nas células. O gene tcdC parece atuar como regulador
negativo da producdo das TxA e TxB. Os genes cdtA e cdtB estao localizados
a uma distancia desconhecida do Palog que codifica a toxina binaria. 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 doenca associada ao C.
difficile ndo esta totalmente esclarecido. Ha relatos de esta toxina atuar como
potente agente citotdxico em modelos experimentais in vivo e in vitro, embora
seja incapaz de provocar infiltracdo de células inflamatérias na mucosa
intestinal (Lyerly et a., 1982; Taylor et al.,, 1981; Baldacini et al., 1992). Na
literatura, evidencia-se a existéncia 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 Obito por extensiva colite

pseudomembranosa foram utilizadas para identificar o papel da TxB. (Torres,
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1991). O papel dessas variantes no processo patogénico das alteracbes
gastrointestinais provocadas pelas toxinas do C. difficile ndo esta totalmente
esclarecido, necessitando ainda mais de pesquisas neste contexto.

1.9.4 Mecanismo de Acao das toxinas A e B do C. difficile

O mecanismo de acdo das toxinas A e B do C. difficile ja é bem
caracterizado na literatura (Figura 12). Estas duas toxinas séao
glicosiltransferases que modificam GTPases da subfamilia Rho A. Esta
modificacado irreversivel inativa quase todas as proteinas reguladoras de baixo
peso molecular da subfamilia GTPases da subfamilia Rho, como a subfamilia
Rho, Rac e Cdc42 (Voth e Ballard, 2005).

Trés subfamilias constituem a familia de proteinas Rho: a subfamilia
Rho, Rac e Cdc42. A subfamilia Rho induz a formacdo de filamentos de
sustentacdo de actina; a subfamilia Rac, controla a consisténcia estrutural da
membrana, assim como a atividade de NADPH-oxidase em neutrdlifos; e
Cdc42 regula a formacao de filamentos de actina. As toxinas A e B inativam por
monoglicosila as proteinas Rho que perdem a habilidade de induzir a
polimerizacdo de filamentos de actina, provocando, consequentemente,
retracdo e arredondamento das células. Essa monoglicosilagdo compromete a
funcdo normal das GTPases, ocasionando uma interrupcdo na sinalizagao
celular, resultando em desestruturacdo do citoesqueleto, citotoxicidade,
retracdo celular, perda de adesdo e arredondamento de células em cultura
(Just et al., 1995, Hall, 1990; Voth e Ballard, 2005).
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Figura 12: AlteragOes celulares causadas pelas toxinas A e B do C
difficile. (A) Viséo geral das modifica¢gdes intracelulares provocadas pelas TxA
ou TxB do C. difficile. Ambas as toxinas atuam intracelularmente como

glicosiltransferases, modificando e ativando as proteinas Rho, Rac e Cdc42
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através da transferéncia de uma molécula de acucar que utiliza como co-
substrato a UDP-glicose. Os efeitos dessas modificagbes incluem a
condensacao dos filamentos de actina, ativacao transcricional e apoptose. (B)
Efeitos das TxA e TxB nas células epiteliais intestinais durante a doenca. A
exposicdo a TxA nas células epiteliais promove uma infiltracdo neutrofilica,
producéo de substancia P e quimiocinas, producéo de oxigénio reativo, ruptura
das juncdes firmes e apoptose. A Txb também causa uma ruptura nas juncdes
firmes e apoptose. A combinacdo de mais de uma dessas atividades gera
acumulo de fluidos e resposta inflamatoria. Fonte: Adaptado de Voth e Ballard,
2005.

As toxinas A e B do C. difficile sdo peptideos de cadeia simples que
contém pelo menos trés dominios enzimaticos. O dominio enziméatico o qual
catalisa a reacdo de monoglicolisagdo (dominio glicosiltransferase NH-
Terminal) estéa localizado na por¢cdo amino terminal de ambas as toxinas, onde
contém o sitio ativo (Hofman et al., 1997). O segmento intermediario inclui um
dominio transmembrana hidrofébico (dominio de translocacdo), o qual
provavelmente é o mediador da translocagdo da toxina para o citosol, mas seu
mecanismo ainda ndo foi totalmente elucidado. O dominio de ligacdo ao
receptor, responsavel por ligar a toxina aos receptores na membrana celular,
reside na porgcéo carboxilica localizada em 1/3 da molécula de TxA a qual é
constituida de unidades peptidicas que se repetem, as quais podem funcionar
como uma protecado contra a proteodlise (Von Eichel-Streiber et al., 1992; Frey e
Wilkins, 1992). Elas representam a por¢ao imunodominante da molécula, sdo
altamente imunogénica recrutando muito dos anticorpos quando as toxinas sao
injetadas por via parenteral (Wren e at al., 1991). Embora ainda n&o tenha sido
comprovado, essa por¢cdo também parece existir na TxB (Hofman et al., 1997).
Alguns estudos mostram que a perda de unidades de repeticdo carboxilicas
terminais da TxB provoca uma reducdo de 10 vezes na poténcia citotoxica
(Barroso et al., 1994).
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1.9.5 Receptor de ligacao e internalizacao

A ligacdo a receptores especificos de membrana é o primeiro e importante
passo no processo da entrada da toxina na célula. As estruturas de
carboidratos sado os elementos fundamentais para a ligagdo 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, GaLal-3GalpB1-4GIcNAc, porém este receptor ndo parece presente
em humanos, encontrado apenas em roedores e outros animais (Krivan et al.,
1986; Lasen et al., 1990). Provavelmente devido a uma participacédo de um

oligossacarideo diferente ou uma possivel interagdo proteina-proteina

(Pothoulakis, e LaMont, 2001).

Apés a ligagdo ao receptor, a internalizacdo comeca em poucos instantes. E
em poucos minutos, a ligacdo torna-se irreversivel, ndo sendo possivel
resgatar as células por antitoxinas ou por lavagem. Em 5 a 10 minutos, a toxina
esta localizada na mitocéndria, sendo acompanhada por uma diminui¢do no
ATP intracelular, liberagédo do citocromo ¢ e produgéo de oxigénio reativo (He
et al., 2000). .

1.9.6 Glicosilagdo das proteinas Rho

Apds a internalizacdo das toxinas, a proxima etapa para que as toxinas
comecem desempenhar seus efeitos citotoxicos a nivel intracelular, € a
monoglicosilagdo das GTPases Rho, resultando na inibicdo da sinalizagéo por
essas proteinas, por inativacdo e consequente desarranjo dos filamentos de
actina (Just et al., 2000).

As pequenas proteinas GTPases Rho (A, B, C, Rac e Cdc42),
pertencentes a superfamilia Ras (proteinas G transdutoras de sinais
intracelulares) sdo responsaveis por uma variedade de fungbes celulares,

incluindo a organizacdo do citoesqueleto, a estabilidade das juncgbes firmes
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(tight junctions) e aderentes, crescimento e diferenciacdo celular, regulagcéo da
migracao celular, como também regulam o controle da transcrigdo, progressao

e transformacéao 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
aminoacido treonina (Thr) em quase todas as subfamilias das GTPases (Rho,
Rac e Cdc42), inativando-as. O residuo aceptor da treonina estd na posicao 37
da Rho e na posigao 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 tém confirmado qua as toxinas A e B do C. difficile glicosilam as
GTPases Rho na mesma posicdo e que outros membros semelhantes a
familia Ras ndo séo afetados. Sugerindo que a modificacdo das GTPases Rho
pelo C. difficile reduz a estabilidade dessas proteinas. Embora, tenha se visto
em estudos mais recentes que a TxA, mas nao a TxB, modifica a Rap2
(prototipo da superfamilia Ras) em menor extensdo, indicando exsitir uma
diferenca 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 fungéo
regulatéria da GTPases Rho, sua glicosilagdo implica em muitas
consequUéncias, como a incapacidade de polimerizar os filamentos de actina,
causando o arredondamento celular; citotoxicidade e alteragdes da sinalizagao
celular (Von Eichel-Streiber et al., 1997). A ruptura das juncdes firmes leva a
um aumento da permeabilidade celular e resisténcia elétrica transepitelial
diminuida (Riegler et al., 1995), reducdo da sintese protéica e da divisdo
celular, apoptose ou necrose (Pothoulakis e LaMont, 2001).

Ha evidéncias que a monoglicolisacdo da GTPase Rho ndo é a Unica
atividade enzimatica descrita para a toxina A. Na auséncia de uma proteina
aceptora, a TxA pode hidrolisar a UDP-glicose em UPD e glicose. Essa
atividade é similar aquela de certas ADP-ribosiltransferases microbianas, tais
como a toxina da célera que ribosila ADP nas proteinas alvo, assim como
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hidrolisa NAD em nicotinamida e ADP-ribose na auséncia da proteina aceptora
(Vaughan e Moss, 1997). Ademais, estudo realizados por Warny e
colaboradores em 2000, levantaram a hipdtese que algumas das importantes
respostas celulares para as toxinas do C. difficile poderiam ocorrer antes e
independentemente da glicosilacdo das GTPases Rho, como por exemplo um
dano mitocondrial: ocorre antes e pode ser um importante mecanismo para a

liberagcdo de IL-8 dos enterdécitos (Warny et al., 2000).

1.9.7 Estudos in vivo e in vitro das atividades biolégicas das Toxinas A e
B do C. difficile

Varios estudos em animais tém evidenciado os efeitos da toxina A do C.
difficile. Lima e colaboradores utilizando modelos experimentais em coelhos
mostraram que a injecdo de toxina A na alca intestinal nesses animais causa, a
partir das primeiras horas de observacao, uma significativa secrecao de fluido
no lumen intestinal, ruptura das células epiteliais e uma intensa reacéo
inflamatoria (Lima et al., 1989). Outros investigadores, deste mesmo grupo de
pesquisa, observaram que a excessiva reacdo inflamatoria poderia ser
blogueada por inibidores de fosfolipases A,, de ciclooxigenases e por
antagonistas do fator de agregacao plaquetéria. (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 migragdo neutrofilica na cavidade peritoneal de ratos e
em bolsas de ar subcutaneas, via liberacéo de IL-1p3, TNF-a e LTB4 (Rocha et
al., 1997). Outros trabalhos relataram também a participacdo de mediadores
importantes no processo inflamatério, como TNF-a, fator de agregacdo
plaquetaria (PAF), leucotrienos e prostaglandinas, liberados por macrofagos
(Chang et al., 1990; Calderaro et al., 1991, Kandil et al., 1994. Esses mesmos
autores em 2001, demonstraram que a toxina B, ao estimular macrofagos em
experimentos in vitro, utilizando camaras de Ussing, ao contrario da TxA, ndo
foi capaz de induzir secreg¢do intestinal, nem alteragdo no transporte
eletrogénico em ileo de coelho (Rocha et al., 2001, Rocha et al., 1998).
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A toxina A do C. difficle causa uma resposta secretéria intestinal
significativa, afetando a viabilidade celular pela ruptura de seu citoesqueleto
além de possuir um efeito quimiotatico sobre os neutréfilos, e promove
liberacdo de prostagladinas e leucotrienos, de mediadores contribuintes para o
processo inflamatério (Lima et al., 1988; Lima et al., 1989; Rocha et al., 1998;
Just et al., 1995; Rocha et al., 1997; Bartlett, 1997).

A exposicdo das toxinas A e B em cultura de células intestinais T84,
células epiteliais intestinais do colén humano, promove uma diminuicdo da
resisténcia transepitelial e aumento na permeabilidade celular (Johal et al.,
2004). Estudos in vitro em linhas de células intestinais tém confirmado os
efeitos vistos in vivo. Estudos demonstraram que essa alteragdo na
permeabilidade se d& ao nivel de jun¢des firmes intercelulares, indicando que o
efeito das toxinas A e B do C. difficile na barreira funcional epitelial pode estar
relacionado com alteragbes ocorridas no citoesqueleto resultante das
modificacbes das proteinas da familia Rho (Hecht et al., 1988; Hecht et al.,
1992). Nustrat e colaboradores mostraram uma forte evidéncia das proteinas
Rho regulando as juncdes firmes e a organizagdo 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 inativacdo da Rho, e da ativacdo das caspases efetoras, 3 e 6,
e das caspases 8 e 9 (caspases iniciadoras), além da ativacdo do Bid e de
provocar dano mitocondrial com a liberacdo do citocromo c (Brito et al., 2002).
Em 2006, o grupo desses mesmos autores, descreveram que O receptor
agonista da adenosina A; (ATL 313) reduz o dano no tecido e a inflamac&o em
ratos com enterite induzida pela toxina A do C. difficile, sugerindo que este
agonista possa contribuir na patogéneses da enterite induzida pelo C. difficile
(Carneiro et al., 2006).

Portanto, o Clostridium difficile € reconhecido como o principal agente
etiologico da diarréia associada a antibidticos e da colite pseudomembranosa,
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sendo a causa mais comum de diarréia hospitalar, por produzir, além de outras
consequéncias, alteragbes na barreira intestinal facilitando a entrada de
microrganismos no epitélio intestinal, e com isso, a translocacdo 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 importancia de alguns micronutrientes necessarios 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 importancia clinica.
Nesta linha, Brito e colaboradores, investigaram o papel protetor de alguns
micronutrientes in vitro, como a glutamina e alanil-glutamina, apés o dano
induzido pela TxA. Ambos os peptideos reduziram a injuria epitelial provocada
pela TxA, sugerindo o possivel 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 anélogos, no epitélio gastrointestinal
(Baltes et al.,, 2004; Quadro et al.,, 2000; Chen et al.,, 2003). Estudos
demonstraram que a vitamina A (retinol) € um importante micronutriente para a
manutencao e funcionalidade do epitélio intestinal, entretanto a base molecular
do metabolismo do retinol no intestino humano ainda ndo estd completamente
esclarecido (Lampen A et al., 2000; Blomhoff et al., 1990).
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2. JUSTIFICATIVA

A deficiéncia de vitamina A é um dos principais problemas de saude
publica, podendo ser agravada pela desnutricdo e pela diarréia (Underwood,
1995; Guerrant et al., 2000; WHO, 2002; Guerrant et al., 1992). A caréncia de
vitamina A compromete a integridade epitelial e aumenta a incidéncia e
severidade das infeccdes, sendo freqlientemente associada a doencas
diarréicas (Sommer et al., 1984; Feachem, 1987).

Tendo em vista o grande potencial da vitamina A (retinol),
micronutriente requerido por varios processos bioldgicos, e principalmente, por
esta envolvida na integridade e na manutencgéo das células epitelais intestinais
(Blomhoff e Blomhoff, 2006), este trabalho tem como hip6tese de que vitamina
A desempenhe uma funcdo protetora na barreira funcional epitelial frente a
injuria causada pela TxA do Clostridium difficile. Assim, propusermos estudar o
possivel papel benéfico do retinol utilizando modelos experimentais em culturas
de células intestinais, tendo em vista a importancia deste nutriente e do C.
difficile nas doencas diarréicas. Raros estudos in vitro demonstraram o papel
da vitamina A no reparo da barreira funcional intestinal, na prevencao contra a
gueda da resisténcia epitelial e na diminuicdo da apoptose e necrose, desta
forma estudos adicionais sdo necessarios para compreensdo 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 analogos na
prevencdo contra danos celulares ocasionados por microrganismo, como
bactérias, em especial as toxinas bacterianas, virus e parasitas entéricos

patogénicos, necessitando de maiores entendimento nesta area..

Diante do exposto, pretendemos contribuir para o esclarecimento da
funcdo da vitamina A na diarréia causada pela TxA do C. difficile, bem como
fornecer dados cientificos adicionais que auxiliem na terapia nutricional de
restauracdo da barreira funcional epitelial durante a doenca provocada pela
toxina A do C. difficile.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a modulagao do retinol na lesdo da barreira morfofuncional induzida

pela toxina A do Clostridium difficile em culturas de células intestinais.

3.2 Objetivos especificos

Determinar a analise de dose, tempo e efeito da toxina A do C. difficile na
resisténcia elétrica transepitelial, proliferagdo, migracdo, 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, migragéo, proliferagéo, apoptose
e necrose em culturas de células epiteliais intestinais;

Avaliar o possivel efeito protetor do retinol na permeabilidade intestinal medida
pela resisténcia elétrica transepitelial frente ao efeito enterotdéxico da toxina A
do C. difficile em células Caco-2;

Avaliar o possivel efeito protetor do retinol nas alteragbes da proliferacdo e
migracao celular induzida pela toxina A do C. difficle em células intestinais
(IEC-6);

Avaliar o possivel efeito protetor do retinol sobre a apoptose e necrose das
células epiteliais intestinais da cripta (IEC-6) na lesdo provocada pela toxina A
do C. difficile
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4.0 MATERIAIS E METODOS

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
colaboragédo entre o Instituto de Biomedicina(IBIMED)/Unidade de Pesquisas
Clinicas (UPC) da Universidade Federal do Cear4d 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 purificacdo da toxina A foi realizada por
precipitacdo em sulfato de amonia, através de cromatografia de troca idbnica 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 aliquota mée de 100 pg/mL e diluida, no meio
fresco e antes de cada experimento, para as concentracdes de 0,01-3ug/mL
(dependendo do modelo experimental) a partir de uma concentracao estoque
de 1,13 mg/mL, armazenada 2 a 8° C. A toxina foi diluida 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 Solugbes e drogas

A solucdo de acetato de retinol solivel em &gua 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 oxidacao e
isomerizacdo. O acetato de retinol foi armazenado a -20°C e a aliquota mae
(5uM) foi preparada em agua estéril deionizada e imediatamente antes de ser
utilizada nos experimentos (Ara et al., 2004). E para cada experimento

realizado as aliguotas eram diluidas no meio de cultura nas concentracdes
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desejadas para os modelos de experimentacgéo (0,1-100nM). Nos experimentos
de migracéo celular, utiizamos a mitomicina C (5ug/mL) (Roche, Indianapolis,
IN). Para as analises no HPLC, a solucéo de clorexidina (40mg/mL) (SIGMA, St
Louis, MO), foi diluida em agua destilada estéril e filtrada dentro do fluxo
laminar, assim como também a solucdo de lactulose e manitol (L/M) (L =
250mg/mL; M = 50mg/mL) foi preparada de forma semelhante, com agua
destilada estéril e filtrada.

As solucgdes utilizadas no preparo dos meios de cultura dependeram da
linhagem de célula utilizada no experimento (IEC-6 OU Caco-2), dentre elas, a
solucédo de piruvato de sodio 100nM (11,004 mg/L) (GIBCO, Grand Island, NY),
a solugcédo de aminoacidos ndo essenciais (GIBCO, Grand Island, NY) 100nM
sendo, estocadas de 2°C a 8°C. Ja o soro fetal bovino (GIBCO, Grand Island,
NY), insulina bovina (10ng/ml) (SIGMA, St Louis, MO), a solucdo de tripsina-
EDTA (0.25% tripsina, 1ImM EDTA) (GIBCO, Grand Island, NY) e a solucéo de
penicilina (100UI/mL) e estreptomicina (100ng/mL) (GIBCO, Grand Island, NY)
contendo 10.000 unidades de penicilina (penicilina G) e 10.000 pg 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 sdo formulagBes quimicas que fornecem o aporte
nutricional para o desenvolvimento e crescimento da cultura, e de um modo
geral, 0s meios contém em sua composi¢cdo de aminoacidos, vitaminas, sais
inorganicos e componentes organicos (Dulbecco et al., 1973). Os meios de
cultura utilizados foram meio essencial minimo modificado por Dulbecco -
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (1x) contendo 4500 mg/L de
glicose e L-glutamina e sem piruvato de sédio (nUmero de catalogo # 11965-
092) e DMEM contendo 4500mg/L de glicose e piridoxina hidroxicloridrica, sem
L-glutamina e sem piruvato de sédio (numero de catalogo # 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) esta em anexo (anexo
9.1) enfatizando a composicdo dos diferentes meios, concentracées (mg/L),
molaridade (mM) e pesos moleculares. A formulac&o dos respectivos meios de
cultura utilizados para cada tipo de célula intestinal é diferente e esta descrita
nas tabelas abaixo.

Tabela 02 Composi¢cdo do Meio de Cultura para células IEC-6

Reagentes Volume
DMEM # 500mL
5 % Soro Fetal Bovino 25mL
100 U/ml Penicilina e 100ng/ml Estreptomicina SmL
Piruvato de S6dio 1mM 5mL
Insulina Bovina 95% (10ng/ml; 500mI=5000ny) 5mg

* O pH foi corrigido para 7,4

& Para os experimento com meio padrdo o nimero de catadlogo do DMEM (#) foi
11965-092 e para os experimentos com meio sem glutamina foi 11960-044.
Tabela 03 Composi¢cdo do Meio de Cultura para células Caco-2

Reagentes Volume
DMEM # 500mL
10 % Soro Fetal Bovino 50mL
100 U/ml Penicilina e 100ng/ml Estreptomicina SmL
Piruvato de Sodio 1mM 5mL
Solucao de aminoacidos ndo essenciais 100nM, 5mL
100X (MEM)

* O pH foi corrigido para 7,4
& Para os experimentos com meio padrdo o nimero de catadlogo 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 Camara de fluxo laminar

Todos os manuseios referentes a cultura de células foram realizados
dentro do fluxo laminar, pois se faz necessario um ambiente estéril para
manipulacdo das culturas de células. A camara de fluxo laminar € o principal
equipamento utilizado para a manutencao da esterilidade de materiais durante
0 manuseio e € onde se permite a remog¢do das particulas do ar originadas na
area de trabalho. Além disso, permite também uma prote¢cdo contra
contaminacao cruzada, evitando que as particulas geradas na area de trabalho
se desloquem lateralmente, contaminando outros processos e produtos (Bryan
et al., 1984).

Em sintese, o funcionamento das camaras de fluxo laminar consiste na
entrada do ar onde € succionado através dos pré-filtros por meio de ventilador
centrifugo, depois atravessa um filtro absoluto e é distribuido a uma velocidade
constante (0,45m/s) (Pinto et al., 2002). O laboratério de Doencas Infecciosas,
UPC & IBIMED da Universidade Federal do Ceara abriga uma camara de fluxo
laminar vertical classe Il tipo A, onde permite 70% de recirculacdo do ar e pode
ser usada com microrganismo de risco 2 e 3, substancias quimicas em
pequenas quantidades e substancias com tracos de material radioativo. O ar
contaminado apés filtragem pelo filtro HEPA do exaustor passa ao ambiente
onde a cabine esta 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
ndo diferenciada e um outro tipo de células intestinais provenientes de células
de adenocarcinoma de célon 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 caracteristicas por critérios morfolégicos e imunolégicos de
células nédo diferenciadas da cripta do intestino delgado. Verificou-se a
presenca de numerosas microvilosidades cobrindo a superficie da célula (na
regido perinuclear) e a presenca de pseudopodes que se estende pela
superficie celular gerando a formacéo de contatos intercelulares (Quaroni et al.,
1979). Desta forma, essa linhagem celular € comumente utilizada em modelos
in vitro de monocamadas de células para se avaliar, principalmente, a migracao
celular e outros parametros, apos recuperacao 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 instru¢cdes do manual de
procedimento operacional do produto (Opticell, Orlando, USA) (Figura 13).
Esta placa para cultura de células possui uma dimensao de 2 x 65 x 150mm,
volume de 100cm? e com capacidade para 10mL de meio de cultura. O opticell
€ um novo conceito em técnica de cultivo de células que foi adotado pelo
laboratdrio de Doencas Infecciosas da Universidade Federal do Ceara 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 contaminac¢des por microrganismos indesejaveis que acabam
acarretando os insucessos dos experimentos com células. O sistema de cultura
de células Opticell possui uma membrana transparente permeavel a gas que
permite uma excelente rotina de troca do ar e uma direta visualizagdo em
qualquer etapa do crescimento das células pelo microscépio, além de
maximizar o espago dentro das incubadoras de CO, (Duong et al., 2005;
Petrarca et al., 2006).
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PROCEDIMENTO DE TROCA DO MEIO DE CULTURA

PELO SISTEMA OPTICELL
Adicionar Retirar Preencher a —
10mL de 10mL de seringa com 10mL  [{ms “‘T
- de meio

Verter o
opticell e
retirar 10mL
de ar

Retirar a seringa e
colocar no rack
dentro da incubadora

Injetar
10mL de
meio

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 coloca-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 € unir a ponteira do Opticell (tip) a 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 descarta- 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
prépria de armazenamento para as placas de opticell (rack) dentro da
incubadora na atmosfera de 37° C com 5% de CO, e 95% de O,. Deve-se
verificar diariamente se houve crescimento das células e se ha algum tipo de
contaminacdo. Fonte: Manual de instrugcdo 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 sédio e 4 mmol/L
de glutamina (anexo) acrescido de 5% de soro bovino fetal (GIBCO, Grand
Island, NY), 10mg de insulina (10ng/mL) (SIGMA, St Louis, MO), 50UlI/mL de
penicilina (GIBCO, Grand Island, NY) e 50ng/mL de estreptomicina (GIBCO,
Grand Island, NY), incubadas a 37°C, em 5% de CO;, e 95% de ar e com trocas

do meio de cultura as 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 séo células intestinais epiteliais que expressam caracteristicas de células
da cripta do intestino delgado e que ndo apresentam caracteristicas de
diferenciacdo e séo frequentemente 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 c6lon humano (Caco-2)

As células Caco-2, derivadas do adenocarcinoma de célon humano, sdo
monocamadas de células que em 14 a 21 dias de cultivo exibem varias classes
de marcadores de diferenciacao tipicamente encontrados em células intestinais
maduras diferenciadas, como a presenca de microvilosidades em borda de
escova e a expressao da fosfatase alcalina (enzima freqientemente usada
como marcador de diferenciacdo celular) e as isomaltase-sucrase
disacaridades e peptidases (Mariadason et al., 2000). A fosfatase alcalina,
localizada na superficie externa da célula onde exerce sua atividade, esta
amplamente distribuida nos tecidos humanos, notadamente na mucosa
intestinal, figado (canaliculos biliares), tdbulos renais, bago, 0ssos
(osteoblastos) e placenta, e parece estar associada com o transporte lipidico
no intestino e com processos de calcificacdo 6ssea (Motta, 2000). Essas
células diferenciadas exibem um fenétipo que se assemelha a 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 colon durante a migracéo da cripta
para o topo dos vilos. Além disso, formam uma monocamada polarizada que se
assemelham as caracteristicas da mucosa intestinal madura (Boulenc et al.,
1992; Rousset, 1986; Delie e Rubas, 1997). Por consequéncia, esse modelo de
cultura em monocamada de células epiteliais intestinais ajuda a definir os
processos que regulam a permeabilidade das juncdes firmes do epitélio
intestinal em condi¢des normais e patoldgicas (Hidalgo et al., 1989; Cruz et al.,
1998).

As células Caco-2 tém sido amplamente utilizadas em estudos e
caracterizacbes de inumeros processos bioquimicos dos enterdcitos do
intestino delgado. Essas células quando crescidas em um suporte
impermeavel, como frascos de cultura ou opicell, evidenciam a formagédo de
grumos ou amontoados de células indicando o transporte ibnico transepitelial
(Pinto et al., 1983). Em membranas permeéveis, as células Caco-2 sintetizam e
liberam na face basolateral a maioria das classes de lipoproteinas intestinais e
éster de colesterol. Assim como, varios estudos mostram a habilidade das
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células Caco-2 na captacdo do &cido folico (Vincent et al., 1985) e por
apresentar receptores para o fator de crescimento epidermal (Hidalgo et al.,
1989) e peptideo intestinal vasoativo (Laburthe et al., 1987). As células Caco-2
absorvem o retinol presente da regido apical ou basolateral da célula, sintetiza
ésteres de retinila e podem ligar-se ao retinol ou retinal pela CRBP e CRBP I
(Harrison, 1993; Quick e Ong, 1990). As células Caco-2 contém componentes
para metabolizar a nivel intestinal a vitamina A, sendo capazes de para
internalizar e esterificar o retinol. Portanto, essa linhagem de células serve
como ferramentas disponiveis 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 37°C, em 5% de CO; 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, 100Ul/mL de penicilina e 100ng/mL de
estreptomicina, além de aminoacidos ndo-essenciais (GIBCO, Grand Island,
NY) e piruvato de sédio (GIBCO, Grand Island, NY), como ja mostrado
anteriormente. A troca de meio de cultura foi realizada duas vezes por semana

nas tercas 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 coélon humano que espotaneamente se diferenciam,
exibindo vérias caracteristicas morfolégicas e funcionais dos enterdcitos
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 Preparacédo das células aderidas

Antes da realizacdo da contagem, as células aderidas na placa de
cultura confluente eram “liberadas” da superficie em que se encontravam
aderidas. Utilizou-se tripsina-EDTA (0,05% de 1;250 de tripsina; isto €, tripsina
gue sob condi¢Oes testadas pode digerir 250g de substrato para cada 1g de
tripsina adicionada e 0,02% de EDTA). O fundamento deste principio baseia-se
no fato de que as proteinas de adesao destas células necessitam de magnésio
para exercerem sua fungdo. Devido a estas caracteristicas, a tripsina e o EDTA
sao utilizados em conjunto. A tripsina age digerindo e clivando as proteinas de
adesdo; e o EDTA, por sua vez, quela os cations divalentes livres (Peres e
Curi, 2005).

Portanto, para a liberacdo 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 area em que as
células se encontravam ficasse em contato com a solu¢do. Em seguida, a
placa de opticell foi incubada a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de
CO; e 95% de ar atmosférico por 5-15 min para células IEC-6 e 10-20 min.
para as células Caco-2. Apds este periodo, a cultura foi examinada no
microscépio para verificar se as células foram removidas das duas superficies
de adeséo do opticell. Em seguida, foram adicionados de 5 a 7mL de meio de
cultura com soro misturando suavemente a solucdo. As proteinas do soro sao
clivadas pela tripsina e acabam competindo com as moléculas de adeséo das
células, permanecendo viaveis para seguir com o experimento. Outro ponto
importante neste processo, é que a tripsina foi mantida em contato com as
células por um curto periodo de tempo. Apds o recolhimento desta solugdo com
células, meio e tripsina-EDTA em um tubo estéril, entdo as células foram
centrifugadas (1500 rpm por 5 min). A seguir, 0 sobrenadante contendo tripsina
foi desprezado, e o precipitado celular (pelet) foi lavado com solucdo salina
estéril e filtrada (PBS). A ressuspensdo em PBS (10mL) foi feita suavemente
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para que ndo houvesse nenhum dano as células e novamente foi centrifugada

(1500 rpm por 5 min).

4.4.2 Contagem das células intestinais em |amina pela camara de

Neubauer

Apds a segunda centrifugacéo, foi retirado novamente o sobrenadante e
acrescentou-se 5ml de meio de cultura. Um pequeno volume da suspensao
(100uL) foi retirado com pipeta estéril e colocado em um tubo contendo meio
(900pL) para realizacado da contagem. A contagem foi realizada na camara de
Neubauer (Figura 16), uma lamina de vidro que apresenta duas superficies
separadas (cada uma dividida em um grid). O grid é composto por nove
guadrados, onde cada qual mede 1mm de lado e é limitado por trés linhas
muito préximas. Uma laminula de vidro € posicionada sobre a area central da
camara. O espaco formado entre a laminula e a camara é de 0,1mm. Por
consequéncia, o volume é determinado por cada quadrado quando coberto
pela laminula é equivalente a 1mm x 1 mm x 0,1 mm que é igual a 0,1 mm?, ou
seja, 0,1 pL. Entdo, apos a contagem das células existentes em um quadrado,
o nimero de células contidas em 1mL é igual a este valor mutiplicado por 10*
(Freshney, 1994).
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Figura 16: Camara de Neubauer. (A) Foto da camara de Neubauer espelhada
tradicional mostrando a distédncia de 0,1 mm entre a laminula de cristal e a
superficie da camara contendo o grid. (B) Foto do local onde se coloca o
volume de meio com células para contagem. (C) Area 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 nés utilizamos a contagem pelos quatro quadrados e
fizemos uma média destes (a contagem de mais de um quadrado garante um
resultado mais confidvel), entretanto poderia ser feita também utilizando
apenas o quadrado central (Figura 16). A contagem foi padronizada com
critério de exclusdo das células que estiveram sobre as linhas inferiores e da
direita. A concentracdo total de células na suspensao original foi calculada
seguindo a formula abaixo:

N total de células contadas x 10* x fator de diluicéo
NUmero de quadrados contados

= NUmero de células /mL
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Desta maneira, antes de iniciar os experimentos foi feita a tripsinizacao
das células aderidas nas placas de opticell, logo apés a contagem das células
para cada protocolo de experimentacdo e, caso necessario, 0 ajuste para a

concentragdo ideal.

4.4.3 Resisténcia Elétrica Transepitelial (TER)

A Resisténcia 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 substancias téxicas como etanol, TxA
do C. difficile, entre outras, alteram a permeabilidade das jungdes firmes em
células intestinais diferenciadas. Neste trabalho utilizamos as células de
adenocarcinoma de coélon humano (Caco-2; passagem 40-51) semeadas em
filtros cobertos por coladgeno inseridos em placas contendo 12 pogos
(Transwell-COL, 6,5 mm de didametro, com é&rea de crescimento celular de
0,33cm? e o tamanho do poro do filtro de 0,4um; Corning Costar Corporation,
Cambridge, MA, USA), na concentracédo de 5 x 10° células/mL e incubadas a
37°C em 5% de CO?. Mantiveram-se dois pocos sem células (leitura do poco
sem células), pois este foi 0 branco utilizado nos célculos matematicos para se
obter o valor da TER. O volume de meio adicionado foi de 0,4mL e 1mL na
regido apical e basal de cada pocgo, respectivamente (Figura 17).
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Células Caco-2

Figura 17: Figura esquematica mostrando a monocamada de células
Caco-2 semeadas em filtros cobertos por colageno (transwell). Os
transwells foram inseridos em pocgos de placas de 12 pocos 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
jungdes firmes. Fonte: Manual do fabricante de instru¢bes de uso (Corning
Incorporation, Cambridge, MA, USA),

A Resisténcia Elétrica Transepitelial (TER) (Q) em monocamadas de
células Caco-2 foi medida utilizando o Sistema de medicdo da resisténcia
elétrica transepitelial (Millicel Eletrical Resistence System, Millipore Corp.,
Belford, MA), colocando eletrodos separados na regido apical e basal dos
pocos de acordo com o manual de instrugcdes do fabricante (Figura 18). A TER
para cada poco foi obtida a partir da média de duas leituras realizadas,
subtraida do valor do branco (medida da resisténcia de um pog¢o sem células
contendo somente o meio) e multiplicada pela area da membrana para obter
TER (WX cm?).
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Tripsinizagao Basal ——>Filtro
g Transwell

Confluéncia

Retinol (0,01-100nM)
elou
TxA 0,1ug/mL

TER

Sistema de Resisténcia Elétrica

Figura 18: Ensaio para medicdo da resiténcia elétrica transepitelial. As
células Caco-2 foram tripsinizadas e semeadas em filtros cobertos com
colagenos (transwells). Apds a confluéncia, foi adicionados TxA do C. difficile
(0,1ygm/mL) el/ou retinol (0,01-100nM) e medida a resisténcia elétrica
transepitelial (TER) pelo sistema de medicdo da resiténcia (Millicel Electrical
Resistance System, Millipore Corp., Belford, MA), colocando eletrodos
separados na regiéo apical e basal dos pocos. A TER para cada poco foi obtida
a partir da média de duas leituras realizadas, subtraida do valor do branco
(medida da resisténcia de um po¢o sem células contendo somente o meio) e

multiplicada pela &rea da membrana para obter TER (W X cm?).
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Com intuito de observar a acdo do retinol na confluéncia de células
Caco-2, apés a tripsinizacdo das células em opticell, o0 meio utilizado durante
todos os experimentos foi sem glutamina para que pudéssemos obter
resultados referentes a suplementacdo do retinol sem nenhum interferente.
Este meio foi adicionado com e sem retinol durante até 120 horas quando
avaliamos o papel do retinol na confluéncia das células Caco-2, registrando as
mudancas na resisténcia elétrica ao longo deste periodo de tempo. Dando
continuidade, avaliamos entédo, o perfil da toxina A do C. difficile (0,1ug/mL) na
resisténcia apos a confluéncia nas células Caco-2, onde foi medido a TER para
cada poco nas 0; 0,5; 1; 2; 3; 4; 6; 8 e 24 horas. E para elucidar a agao do
retinol apds a les@o da barreira epitelial intestinal induzida TxA do Clostridium
difficile no modelo de resisténcia elétrica transmembrana (TER), uma medida
indireta da permeabilidade celular, medimos a resisténcia nas 0; 0,5; 1; 2; 3; 4;
6 e 24 horas ap0s adicao da toxina, verificando desta forma a funcéo do retinol
na protecdo da barreira epitelial intestinal da acao enterotoxica da TxA.

As células foram tratadas em diferentes concentracdes de retinol (0,01-
100nM) e o grupo controle recebeu a mesma quantidade de veiculo (dgua
estéril destilada e deionizada). E ja para os experimentos onde houve apenas a
acao da toxina A, o controle recebeu a mesma quantidade de PBS. Os
resultados dos experimentos com a TxA foram feitos em porcentagem em

relacdo a medida inicial.

4.4.4 Medida funcional da barreira epitelial intestinal utilizando como

marcadores de lactulose e manitol in vitro.

A modulacao funcional da barreira epitelial intestinal por enterotoxinas
bacterianas e fatores tréficos intestinais ainda é pouco conhecida. Sabendo
que a toxina A do C.difficile causa aumento da permeabilidade paracelular
associado a desorganizacdo da F-actina apical e basal, como também a
dissociacdo de ocludina, ZO-1 e ZO-2 (Rybolt et al., 1989), este trabalho
avaliou a lesdo 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 lesdo da mucosa, até

entdo ainda ndo validados in vitro.

A lactulose (C12H22011) € 0 manitol (CeH1106) s@o agucares hidrofilicos e
apresentam baixa afinidade pelos sistemas de transporte monossacaridico da
mucosa intestinal, sendo assim, sdo absorvidos passivamente e com vantagem
de ndo ser metabolizados. O manitol entra nas células através da via
transcelular (através da membrana celular pelos poros hidrofilicos 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 absorcdo de lactulose e a perda das areas
absortivas diminui a absor¢cdo do manitol (Fleming et al., 1990). Desta forma,
esta razao lactulose/manitol promove uma medida quantitativa da integridade e
funcdo intestinais que geralmente estd aumentada na diarréia ou em outras
doencas que afetam a absorc¢é&o intestinal (Lima et al., 1997, Barboza Jr et al.,
1999).

Para tanto, subsequentemente a medicdo da resisténcia elétrica
transepitelial (TER), apds o dano induzido pela toxina A do Clostridium difficile
por 24 horas, marcadores moleculares como lactulose e manitol foram
adicionados (40uL) aos compartimentos apicais das membranas permeaveis
(transwells). A solucao de L/M (L = 250mg/mL; M = 50mg/mL) foi preparada
com agua destilada estéril e filtrada. Apés 24 horas, amostras do meio da
regido basal dos pocos foram coletadas e adicionou-se 50uL de clorexidina
(para preservar as amostras de células). As amostras foram analisadas e as
quantidades dos acucares medidas em cromatografia liquida de alta presséo
com deteccdo amperomeétrica pulsétil (HPLC-PAD do inglés high-performance
liquid chromatography) como previamente descrito (Barboza Jr et al., 1999)

para amostras de urina em seres humanos.

Para a andlise, preparou-se primeiramente a solugdo-padrédo, que é o
padrédo de referéncia para os acucares (Figura 19), contendo os trés acucares,

lactulose (0,0342g), sorbitol (0,0182g) e manitol (0,0182g) e adicionou-se, em
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baldo volumétrico, para completar o volume de 100mL com &gua deionizada,
bidestilada e estéril. Outra solugdo padrdo, chamada de solugdo do padréo
interno (contendo o sorbitol) também foi preparada com &agua deionizada,
bidestilada e estéril. Antes da dosagem no HPLC, as amostras de células apos
24 horas incubagdo com a TxA, foram preparadas para a analise. As amostras
de células (50uL) foram diluidas em 50 pyL da solugcdo do padrdo interno e
adicionada 2,9 mL de agua deionizada e bidestilada. Apds a filtracdo desta

solucgdo, 50 yL do filtrado foram utilizados para a dosagem do HPLC-PAD.
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Figura 19: Figura mostrando o cromatograma dos padrdes de referéncia
para os trés agucares, sorbitol, manitol e lactulose. Os picos representados
em numeros indicam os agucares, onde numero 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 padréo

interno para a quantificacdo dos acgucares.
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Para a andlise, preparou-se primeiramente a solugdo-padrédo, que é o
padrdo de referéncia para os agucares, contendo os trés acucares, lactulose
(0,03429), sorbitol (0,0182g) e manitol (0,0182g) e adicionou-se, em baldo
volumétrico, para completar o volume de 100mL com &gua deionizada,
bidestilada e estéril. Outra solugdo padrdo, chamada de solugdo do padréo
interno (contendo o sorbitol) também foi preparada com &agua deionizada,
bidestilada e estéril. Antes da dosagem no HPLC, as amostras de células apos
24 horas incubacdo com a TxA, foram preparadas para a analise. As amostras
de células (50uL) foram diluidas em 50 pL da solucéo do padréo interno (mM) e
adicionada 2,9 mL de agua deionizada e bidestilada. Apds a filtracdo desta
solucdo, 50 yL do filtrado foram utilizados para a dosagem do HPLC-PAD.

4.45 Migracdo celular em cultura de células intestinais

O ensaio da migracao celular seguiu o modelo descrito anteriormente
com modifica¢des (Brito et al., 2005; McCormack et al, 1992) (Figura 20). As
células IEC-6 foram semeadas em placa de cultura contendo seis pogos em
uma concentracdo de 10° células/mL em meio de cultura padrdo (com
glutamina) ja descrito anteriormente. Ao atingirem a confluéncia (depois de 24
horas), apés retirar 50% do meio de cultura de cada poco, foi feito um risco no
centro do poco ao longo de uma distancia de 30mm na monocamada de
células com uma lamina estéril, arrastando-se as células para a borda do poco
(no sentido da esquerda para direita), como mostrado abaixo na figura. Apés o
arranhdo, lavou-se duas vezes as células com tampéao salina fosfato estéril
(PBS) (1mL/poco) e incubadas com meio sem glutamina suplementado ou n&o
com concentragfes crescentes de retinol (0,01-100nM). Logo apds, adicionou-
se a TxA (0,01ug/mL) para verificar o efeito da vitamina A na migragao celular
ap6s dano mecanico e da lesdo da TxA, e posteriormente as placas foram
incubadas a 37°C em 5% de CO,. Depois de 12 e 24 horas, a coluna com
maior taxa de migracdo foi selecionada e as células foram observadas em

microscopio invertido (Nikon E400, Japan) em um aumento de 100Xx,
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fotografadas e contadas com o auxilio de uma grid ocular, seguindo o modelo
adotado por Brito et al., 2005.

Dando continudade a este experimento, adicionamos também um
inibidor da sintese de DNA, mitomicina C (Roche) ao meio durante o ensaio da
migragado celular, objetivando verificar a modulagcdo do retinol ao inibimos a
proliferacdo celular neste periodo de tempo de 12 e 24 horas (Bassen et al.,
2000). Antes de fazer arranh@o nas células IEC-6, adicionou-se aos pogos a
mitomicina C (5ug/mL) incubando por 15-20 minutos. O procedimento posterior
ao arranhdo e contagem das células migrando foi executado da mesma

maneira descrita acima.

gy

M/ 4
e

Opticel

Tripsinizagéo

Risco na
monocamada
de células

== Arraste das células IEC-6
para a borda do pogo

Sentido da migracéao celular

Figura 20: Figura esquematica demonstrando o modelo de migracao
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 pog¢os

até atingir a confluéncia (Corning Incorporation, Cambridge, MA, USA). Apés
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12 e 24 horas, retira-se 50% do meio e, com uma |lamina estéril, faz-se um
risco na monocamada celular, arrastando-se as células para a borda do poco.
As células, entdo, sdo lavadas duas vezes com meio normal estéril (1mL/po¢o)
e incubadas com meio de cultura fresco com ou sem TxA e suplementadas ou
ndo com diferentes concentracdes de retinol. As células sdo observadas em
microscopio invertido (AusJena, Germany) em um aumento de 100x,
fotografadas e contadas com o auxilio de uma grid ocular, seguindo o modelo
adotado por Brito et al., 2005.

4.4.6 Proliferagdo celular de células intestinais em cultura

A proliferagdo celular foi medida indiretamente usando o Kit de
proliferacdo celular, sal tetrazdlio WST-1 adquirido da ROCHE (Mannheim,
Germany) de acordo com as instru¢des do fabricante. As células IEC-6 foram
cultivadas em placa contendo 96 pocos em uma concentracdo de 4 x 10*
células/mL em 100nL de meio padrdo (meio com glutamina) na incubadora a
37°C em 5% de CO? Apds atingirem confluéncia de 20 a 30%, em torno de
48h, as células foram lavadas duas vezes com solugdo tampéo salina fosfato
estéril para remocao de todo o meio de cultura e incubadas com meio (padréo
ou sem glutamina) suplementado ou ndo com vitamina A (0,1-100nM) e
acrescido ou nao da TxA (0,1ug/mL). Apds 24 e 48 horas, as células foram
incubadas a 37°C em 5% de CO? por 4 horas com 10pL do sal tetrazélio WST-
1. A absorbancia foi medida pelo ELISA com filtro de 450nm. Esse composto
tetrazdlico modificado é reduzido a formazan (marcador soluvel em agua) por
células metabolicamente ativas, sob acdo de uma desidrogenase (Figura 21).
A producédo de formazan é proporcional ao numero de células viaveis na cultura
e foi observada quatro horas apds a adicdo dos reagentes, com o auxilio do
leitor de ELISA. Essa andlise € uma medida indireta da proliferacao celular em
funcdo do tempo.
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Figura 21: Reducdo do Composto Tetrazodlico (WST-1) a formazan pelas
enzimas mitocondriais nas células metabolicamente ativas. O composto
tetrazolico modificado (WST-1) é reduzido a formazan por células
metabolicamente ativas, sob acdo de uma desidrogenase (NADH) (Figura 19).
A producdo de formazan é proporcional ao numero de células viaveis na
cultura, portanto € uma medida indireta da proliferacdo celular. Fonte: Manual
de instrugdes de uso do Kit de proliferagao celular WST-1, ROCHE (Mannheim,

Germany)

4.4.7 Medic&o da apoptose e necrose por citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica utilizada para determinar diferentes
caracteristicas das particulas biolégicas, podendo ser utilizada para quantificar
a apoptose e necrose celular (Ormerod et al., 1993). O principio da citometria
de fluxo se baseia no fato de que, quando a luz da fonte de excitagéo incide
nas particulas em movimento, a luz € desviada e ocorre emissdo de
fluorescéncia. O desvio da luz que estd relacionado diretamente com a
estrutura e morfologia das células, e a fluorescéncia sdo determinadas para
cada particula que passa sobre a fonte de excitagdo. Apds a aquisicdo do
desvio da luz e fluorescéncia de cada particula, a informacgéo resultante pode
ser analisada utilizando um computador especifico. O citbmetro de fluxo pode

ser descrito como quatro sistemas inter-relacionados. O primeiro € o sistema
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fluidico, que transporta as particulas da amostra através do instrumento. Neste,
a amostra, na forma de suspensao de particulas, atravessa a camara dentro de
um fluxo laminar, permitindo que cada célula seja analisada pela fonte de
iluminag&o individualmente. O segundo é um sistema de iluminagéo, utilizado
para analise da particula. Os citbmetros de fluxo usam raios laser como fonte
luminosa para interceptar uma célula ou particula que foi alinhada pelo sistema
de fluxo. O terceiro é um sistema Optico e eletrénico para o direcionamento,
armazenamento e traducdo dos sinais de desvio de luz e emisséo de
fluorescéncia que resultam da iluminacdo das particulas. Este sistema é
responsavel por coletar e quantificar pelo menos cinco paramentros dessa luz
desviada e fluorescéncia emitida. O quarto é um sistema de controle
computacional que interpreta os sinais elétricos e os transforma em dados
significativos para armazenamento e posterior analise. Os sinais gerados a
partir das células ou particulas sdo entdo chamados de eventos e sdo
armazenados no computador permitindo analisar ou imprimir variagdes 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 pocos na concentracdo de 5 x 10° células/mL até
atingirem a confluéncia. Apés 24 horas, o meio foi trocado para meio fresco
suplementado ou ndo com diferentes concentracdes de retinol (0,01-100nM) e
incubados ou ndo com a toxina A do Clostridium difficile durante 24 horas. Logo
ap6s esse periodo, as células foram tripsinizadas e coletadas para serem
centrifugadas a 1000rpm por 5 minutos. Repetiu-se o0 processo de
centrifugacdo e as células foram resuspensas em 200nL de Binding Buffer e
incubadas por 15 minutos no escuro com 5nl de Anexina V e 10nL de iodeto
de propidio. 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 quantificacdo 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 poc¢os na concentracdo
de 5 x 10° células/mL até atingirem a confluéncia. Apds 24 horas, 0 meio foi
trocado para meio fresco suplementado ou ndo com diferentes concentracdes
de retinol (0,01-100nM) e incubados ou ndo com a TxA do C. difficile durante
24 horas. Logo apds esse periodo, foram adicionadas as células 400uL 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 pL Binding Buffer lavando mais uma vez as
células (centrifuga). Descartou-se o sobrenadante e foram resuspensas
novamente as céelulas em 200nL de Binding Buffer e incubadas por 15 minutos
no escuro com 10nL de Anexina V e 5nlL de iodeto de propidio (ApoAlert
Annexin V Kit, Clontech, BD). Apoptose e necrose das células foram
guantificadas 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 propidio (IP), um corante ndo especifico de DNA, imite
fluorescéncia na faixa de 560-580nm (FL2), intercalando entre as duplas fitas
dos acidos nucléicos. O IP ndo passa por membranas intactas corando apenas
as células mortas. Alteragbes na membrana, como, por exemplo, quando
ocorre a apoptose, morte celular programada, pode ser detectada pela
translocacdo de fosfatidilserina da camada interna da membrana para a
camada externa. Desta forma, as células cuja membrana esteja rompida
permitirdo a entrada do IP que se ligard ao DNA, emitindo alta fluorescéncia
guando excitadas pelo laser (Peres e Curi, 2005).

A fosfatidilserina (PS) é um fosfolipideo 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 conseqiente
liberagdo de seus constituintes celulares para fora da célula (Vermes et al.,
1995).

O fluorocromo verde de isotiocianato de fluoresceina (FITC) € excitavel
por laser de argbnio (480nm) e emite fluorescéncia na faixa de 515-530 nm
(FL1). A fosfatidilserina é fosfolipidio presente na face interna da membrana
das células. Sua externalizacdo ocorre durante o processo de apoptose e serve
como um sinal para serem removidas. A anexina V é proteina dependente de
Ca'™, que se liga aos fosfolipideos, apresentando alta afinidade pela
fosfatidilserina, a qual se liga especificamente (Raynal e Pollard, 1994). As
células que apresentam alta fluorescéncia no comprimento de onda 515-530
nm sao células cuja fosfatidilserina foi marcada com anexina-FITC. No entanto,
essas células ndo devem apresentar fluorescéncia no comprimento 560-580
nm, que corresponde a marcacao com iodeto de propidio. A marcagao positiva
para iodeto de propidio indica que as células perderam a integridade de
membrana; portanto, a fosfatidilserina a qual a anexina-FITC se ligou ainda
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estd no interior da membrana celular, ndo sendo um indicativo de apoptose
(Vermes et al., 1995). A anexina V € uma molécula que se liga ao
fosfatidilserina e quando conjugada a um fluorocromo detecta células
apoptoticas expressando PS na membrana celular (Figura 23). Para este
protocolo, o iodeto de propideo (PI) também foi usado para detectar necrose e
apoptose celular tardia, a qual expressa Pl dentro da membrana.

. U
Anexinag W-FITC . ?l
e -

Conjugada

s Apoptose
=upetficie Celul "
’ ,J; R f Externalizagio | .
Membrana ’ fosfatidilserina o el e
| it o :
foamiarine '- - Citoplasma

Citoplasma

Figura 23: Desenho esquematico da ligacdo 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 apoptéticas expressando PS na membrana celular. Durante a apoptose
ocorre a externalizagdo do PS que se liga anexina V marcada com FITC
(isotiocianato de fluoresceina) por afinidade e detecta as células apoptoticas. O
iodeto de propidio (PI) também é usado para detectar necrose e apoptose
celular tardia, a qual expressa Pl dentro da membrana (ndo mostrado no
esquema). Fonte: Manual de instru¢des do Kit ApoAlert Annexin V, Clontech,
BD.
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4.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram mostrados como média + erro padrao da média (EPM),
utilizando o GraphPad Prism (GraphPad, San Diego, CA). Diferencas entre os
grupos experimentais foram comparadas utilizando Andlise de Variancia
(ANOVA), seguida do teste de Bonferroni, com significancia 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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RESULTADOS
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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 naresisténcia elétrica transepitelial (TER): andlise de

dose, tempo e efeito.

Para uma melhor compreensdo na dinadmica da lesdo da barreira
epitelial intestinal em células Caco-2 induzida pela TxA do C. difficile, foi
necessario estabelecer o comportamento de concentracfes diferentes da
toxina durante o tempo de exposi¢cédo. Desta maneira, verificou-se as alteracoes
da TER induzida pela TxA do C. difficile durante 0; 0,5; 1; 2; 3; 4; 6; 8; 12 e 24
horas de exposicdo, estabelecendo a curva dose, tempo e efeito, como
previamente ja descrito por varios pesquisadores (Liu et al., 2003; Johal et al.,
2004).

A exposicdo da monocamada de células Caco-2 a TxA do C. difficile
provocou uma diminuicdo significativa de maneira dose-dependente na
resisténcia elétrica transepitelial das células Caco-2 (Figura 24). A TxA
promoveu uma rapida e irreversivel queda da resisténcia elétrica, ao longo de
24 horas para todas as doses testadas (0,1; 0,3; 1 e 3ug/ml). A partir de meia
hora houve uma significativa reducéo (p< 0,05) da TER com a dose de 3ng/mL;
Depois de 2 horas, as doses de 0,3ng/mL e 1ng/mL de TxA do C. difficile
diminuiram também significantemente a resisténcia. E ap6s 3 horas de
incubagao com a TxA, foi relatada uma diminuig&do da resisténcia para todas as
dose testadas de toxina. O efeito médximo da maior e da menor dose
ocorreram, respectivamente, depois de 2 e 6 horas, e ndao houve diferencas
significativas entre essas doses neste periodo. A toxina A do C. difficile causou
uma queda aguda da resisténcia de forma dose e tempo dependente. O tempo
de inicio do declinio e efeito maximo da TxA da dose de 3ug/mL foi de 30
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minutos e 2 horas, respectivamente. A dose de 0,1ng/mL de TxA foi escolhida
para o estudo do papel do retinol na proliferacdo, TER, apoptose e necrose,
devido a esta concentracdo induzir a queda da resisténcia transepitelial
consistentemente como ja 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 (0,1-3ug/mL) na resisténcia
elétrica transepitelial (TER) ap6s a confluéncia das células Caco-2. As
células Caco-2 foram semeadas em membranas permeaveis em meio padrdo e
foram expostas a variadas concentracdes de TxA ou PBS estéril (controle). A
TER foi medida antes, apdés 30 minutos e até 24 horas depois da adi¢do da
TxA. A TER para cada poco foi obtida a partir da média de duas leituras
realizadas, subtraida do valor do branco (medida da resisténcia de um poco
sem células contendo somente 0 meio) e multiplicada pela area da membrana
para obter TER (W X cm?). Os dados foram expressos em porcentagem dos
valores iniciais da TER, sendo representados pela média + epm. A significancia
estatistica (p < 0,05) comparada com controle € indicada pelo asterisco (*)
(ANOVA; Bonferroni).
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5.1.2 Efeito da TxA do C. difficile na proliferacao celular

A toxina A do Clostridium difficile (TxA) reduziu a proliferacéo celular de
maneira dose-dependente nas 24 e 48 horas de exposi¢cao nas células IEC-6
(Figura 25). A menor dose da TxA que reduziu significativamente a proliferacéo
celular foi 0,01nmg/mL as 24 e 48 horas (reducéo de 23,54% e 6,5% vs controle,
p<0,001, respectivamente). A maior dose utilizada (3,0ng/mL) reduziu a

proliferacdo em 86,96% e 9152% vs controle as 24 e 48 horas,

respectivamente.
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Figura 25: Acao da toxina A (TxA) do C. difficile (0,001-3ug/mL) na
proliferacdo das células IEC-6 ap0s 24 e 48 horas de exposi¢cdo. A
proliferacao celular foi analisada pela leitura da absorbancia, em placas de 96
pocos, usando o leitor de ELISA em 450nm em 24 e 48 horas de exposi¢ao a
TxA do C. difficile. Apds 24 e 48 horas os pocos foram incubados por 2 horas
com sal tetrazolio e a absorbancia foi medida. Os dados demonstram a inibi¢éo
da proliferagdo celular in vitro de maneira tempo e dose-dependentes Os
valores foram expressos pela média = epm. A significancia estatistica (p <
0,05) comparada com controle ndo exposto a TxA (C) é indicada pelo asterisco
(*) (ANOVA,; Bonferroni).
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5.1.3 Efeito da TxA do C. difficile na migragao celular

Apéds o dano mecanico, realizado pelo arraste da monocamada de células

IEC-6 para a borda do poco e a exposicdo dessas células a TxA do C. difficile

(0,01pg/mL) durante 24 horas, produziu uma reducao significativa na migracéo

celular com um declinio de 31,29% do numero de células em migragdo em

relacdo ao controle em meio sem glutamina (SG). Desta maneira, a dose

escolhida para este estudo foi de 0,01ug/mL, apoiada em dados da literatura no
qual utilizaram esta mesma dose para estudo in vitro em modelo de migragéo
celular em células IEC-6 (Brito et al., 2005). Doses maiores da TxA inibem

totalmente a migracéo celular (100% de inibi¢cao), invibializando o experimento.

5.1.4 Efeito da TxA do C. difficile na viabilidade celular pela quantificacao

da apoptose e necrose analisada por citometria de fluxo

Apés a incubacdo das células IEC-6 com a TxA (0,001-3ng/ml), o
namero de células apoptoticas foi significativamente aumentado de forma dose-
dependente, iniciando pela dose de 0,1ng/mL, quando comparado ao controle
ndo exposto a TxA (p<0,001). Da mesma maneira, a taxa de células necréticas
aumentou significativamente iniciando para a mesma dose de TxA (0,1ng/mL)
(p<0,05), embora atingissem um platé mesmo aumentando a concentracao da
TxA (Figuras 26 e 27). As células apoptéticas 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 propidio (representado pelo quadrante superior direito). As
células viaveis nao se ligaram a anexina V-FITC nem ao iodeto de propidio.
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Figura 26: Apoptose e necrose induzidas pela TxA do C. difficile (0,001-
3ug/mL) em 24 horas. As células IEC-6 foram expostas as diversas
concentracfes de TxA durante 24 horas. Apés este periodo as células foram
colhidas das placas de cultura de 12 pocgos e incubadas com anexina V-FITC e
iodeto de propidio e, posteriormente, quantificadas por citomertria de fluxo. Os
resultados sdo mostrados pelas densidades dos plots com iodeto de propidio
(na coordenada) vs. anexina V-FITC (na abcissa). As células viaveis tém baixa
afinidade de ligacdo a Anexina V-FITC (quadrante esquerdo inferior) e ao
iodeto de propidio (quadrante direito inferior) e as células necroéticas possuem
alta afinidade de ligacéo ao iodeto de propidio 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.

134

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



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

I Células Apoptéticas
I Células Necroticas

% de células
PNNOWRDMNOOOIOO
IO 01IO0O 01O 010010 01
[ I T | [ N I N N N N |

10 4

C 0,001 0,003 0,01 0,03 0,1 0,3 1 3

Toxin A (mg/mL)
24h

Figura 27: Grafico em barras representativo da porcentagem de células
apoptoticas e necroticas induzidas pela TxA do C. difficile (0,001-
3ug/mL). As células IEC-6 foram expostas as diversas concentracfes de TxA
durante 24 horas. Apoés este periodo as células foram colhidas das placas de
cultura de 12 pocos e incubadas com anexina V-FITC e iodeto de propidio e,
posteriormente, quantificadas por citomertria de fluxo. Os valores foram
expressos pela média = epm das porcentagens. A significancia estatistica (p <
0,05) comparada com controle em meio padrao (C) é indicada pelo asterisco (*)
para as células apoptoticas e em # para as células necréticas (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 modulagdo funcional da barreira epitelial

intestinal induzida pela enterotoxina do C. difficile em células Caco-2 apés a

exposicdo a TxA por 24 horas, adicionou-se uma solucdo de L:M (L
250mg/mL; M = 50mg/mL) na regido apical de cada poco (n=5/grupo) e
coletou-se amostras depois de 24 horas para serem analisados por HPLC-PAD
com deteccdo amperométrica pulsatil. Os resultados mostraram que a TxA
causou uma leséo significativa da barreira epitelial intestinal, como foi dito
anteriormente, conforme medido através da resisténcia transepitelial (houve
significativa diminuicdo da TER) e foi confirmada pela mesuracdo 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: Deteccdo 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 a TxA
do C. difficile (0,1pug/mL) por 24 horas. As células foram tripsinizadas e
semeadas em filtros cobertos por colageno (transwells) em placas de 12 pocos
e expostas a TxA do C. difficile por 24 horas. Apés a medicdo da resisténcia
elétrica transepitelial (TER), marcadores moleculares (L=250mg/mL;
M=50mg/mL) foram adicionados na regido apical e amostras foram coletadas
da regido basal dos pocos. As amostras foram analisadas e quantificacdo dos
acucares mensurada em cromatografia liquida de alta pressdo com detecgéo
amperomeétrica pulsétii  (HPLC-PAD do inglés high-performance liquid
chromatography). O resultados apontam que a TxA causa lesdo da barreira
epitelial intestinal, conforme medido através das alteracbes na resisténcia
transepitelial e nos aumentos dos fluxos de marcadores moleculares de
lactulose e manitol. Os picos do sorbitol em ambos o0s cromatogramas

representam o controle do padréo interno para a quantificagdo dos agucares.
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Figura 29: Percentuais de permeacgdo ao teste lactulose/manitol em
monocamadas de células Caco-2 ap0s 24 horas de exposicdo a TxA do C.
difficile. A: Um significante (p<0,05) aumento do fluxo de lactulose (38%) é
observado no grupo exposto a TxA comparado ao grupo controle ndo exposto
a TxA. B: Percentual de permeacgdo ao marcador manitol em monocamadas de
células Caco- 2 ap0s a exposicdo a TxA quando comparado ao controle,
indicando um aumento de 37% na permeabilidade ao manitol. C: A razéo
Lactulose/manitol ndo foi significantemente aumentada nas células expostas a
TXA.
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Tabela 04 — Parametros de permeabilidade em monocamadas de células

intestinais Caco-2 em cultura de células.

Teste de Controle TxA do C.

permeabilidade (n=5) difficile P
a lactulose e (0,1pg/mL)

manitol (n=5)

% Lactulose 58+3 80+7 P< 0,05
% Manitol 60 +4 82+7 P< 0,05
Taxade 0,97 + 0,75 0,98+1 P> 0,05

Lactulose:Manitol

Dados foram expressos pela média + erro padrdo da média foram log

transformados e analisados utilizando o teste t de Student.
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5.2 Funcdo do retinol nas células epiteliais intestinais

5.2.1. Efeito do retinol na barreira funcional epitelial das células Caco-2
medida pela Resisténcia 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 confluéncia das células na
presenca do retinol (0,01-100nM) em meio sem glutamina comparado com
grupo controle, sem retinol e que recebeu a mesma quantidade do veiculo
(dgua destilada, deionizada e estéril). A TER (Q) em monocamadas de células
Caco-2 foi medida para cada poco nas 24, 36, 48, 72, 96 e 120 horas, até ser

atingida a confluéncia conforme mostrado na figura 28.

O retinol foi capaz de permitir um rapido aumento na resisténcia elétrica
transepitelial de maneira dose-dependente, apdés as 24 horas de -cultivo,
guando comparado ao grupo controle nao 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 resisténcia transepitelial em
relagdo ao controle (p<0,001) em todos os intervalos de tempo a partir de 24
horas. A resisténcia ap0s o periodo 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 relagdo ao controle. A partir do tempo de 72 horas as concentracdes 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 + 9,27\Wem?, respectivamente, em relacéo ao controle (32,45 +
0,1905\Wem?), como também nos intervalos posteriores de tempo do
experimento. Desta forma, as taxas de resisténcia 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 as 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 ndo 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 permeaveis (transwells) em meio sem glutamina suplementado
com as diversas concentracdes de retinol (0,01-100nM) ou com veiculo (dgua
estéril deionizada e destilada). A resisténcia elétrica transepitelial (TER) (Q x
cm?) foi medida durante os intervalos de tempo de 24, 36, 48, 72, 96, 120
horas. A TER para cada poco foi obtida a partir da média de duas leituras
realizadas, subtraida do valor do branco (medida da resisténcia de um poco
sem células contendo somente 0 meio) e multiplicada pela area da membrana
para obter TER (W X cm?). Os valores sdo expressos pela média + epm. A
significancia estatistica (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 Wem?) e 100 (240,14 + 4,34 Wem?) nM, em relacao
ao controle (124,9 + 0,29 Wem?) as 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 presenc¢a de glutamina (4mM) no meio
de cultura. Medimos a TER durante o tempo de confluéncia das células na
presenca do retinol nas diversas concentra¢gbes (0,1-100nM) (n=6/grupo) e o
grupo controle (n=9/grupo) sem retinol e que recebeu a mesma quantidade do
veiculo (agua destilada, deionizada e estéril). A TER (Q) em monocamadas de
células Caco-2 foi medida para cada poco nas 24, 36, 48, 72, 96, 120 e 144
horas, ou até ser atingida a confluéncia. Nas 24 horas, apenas a concentragdo
de 10nM foi significativa e nas 36 e 48 horas, todas as concentracdes de retinol
apresentaram valores aumentados de resisténcia transepitelial em relagdo ao
controle (MP) (p<0,001) e ainda, nas 72 horas as concentracdes de entre 0,1-
10nM tiveram aumento da TER em relagdo ao controle (MP, meio padrédo). Ja
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
elevacdo 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 presenca de glutamina. As células Caco-2 foram
semeadas em membranas permeaveis (transwells) em meio com glutamina
(4mM) suplementado com as diferentes concentracdes de retinol (0,1-100nM)
ou com veiculo (Agua estéril deionizada e destilada). A resisténcia elétrica
transepitelial (TER) (Q x cm?) foi medida durante os intervalos de tempo de 24,
36, 48, 72, 96, 120 horas. A TER para cada poco foi obtida a partir da média de
duas leituras realizadas subtraida do valor do branco (medida da resisténcia de
um pocgo sem células contendo somente o meio) e multiplicada pela area da
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membrana para obter TER (W X cm?). Os valores sdo expressos pela média +
epm. A significancia estatistica (p < 0,05) comparada com controle (MP, meio
padrao) é indicada pelo asterisco (*)(Teste T de Student).

5.2.2 Efeito do retinol na migracao celular em células epiteliais IEC-6

5.2.2.1 Em meio de cultura sem glutamina

A suplementacdo com retinol na migracédo celular em meio de cultura sem
glutamina aumentou a migracao 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 relacdo 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: Acdo do retinol na migracdo das células IEC-6 em meio sem
glutamina (SG) apo6s 24 horas de incubacdo. Apds a confluéncia, foi feito
uma raspagem na monocamada de células IEC-6, com subsequiente incubagéo
por diferentes doses de retinol (0,01-100nM) diluido no meio sem glutamina por
24 horas, imediatamente depois da retirada do meio padrédo. As barras séo

representadas pela média + epm do nimero de células migrando por mm? da
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area raspada. A significancia estatistica (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 migragéo celular, em 24 horas, em meio de cultura
padrdo (com a presenca 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 veiculo (dgua destilada, deionizada e estéri) (MP)
(n=6/grupo; p<0,001) Nas demais doses esse efeito ndo foi encontrado (Figura
33).
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Figura 33: Acédo do retinol na migracao das células IEC-6 em meio padréo
(MP) ap6s 24 horas de incubacgao. Apos a confluéncia das células IEC-6, fez-
se uma raspagem na monocamada com posterior incubagdo com diferentes
concentracfes de retinol (0,01-100nM) diluidas no meio sem glutamina por 24
horas, imediatamente depois da retirada do meio padrdo. As barras sé&o
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representadas pela média = epm do nimero de células migrando por mm? da
area raspada. A significancia estatistica (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 proliferagdo celular em células epiteliais IEC-6

5.2.3.1 Em meio de cultura sem glutamina

A suplementacdo das células IEC-6 com retinol diluido em meio sem
glutamina (SG) aumentou a proliferagdo celular na dose 0,3nM (9,8% vs
controle - SG, p<0,01) durante 24 horas de incubacdo com retinol. Apés 48
horas de incubagdo com retinol as doses de 0,1 e 0,3nM aumentaram a
proliferacdo celular em relacdo 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 proliferacdo das células IEC-6 em 24 e 48
horas, em meio sem glutamina (MP). As células IEC-6 foram semeadas em
placas de 96 pocos e incubadas por 24 e 48 horas com retinol (0,01-100nM)
diluido em meio padrdo. ApoOs estes periodos de tempo, foram adicionados
10uL do sal tetrasolio aos pocos e incubados por 2 horas em 5% de CO,. A
absorbancia foi mensurada pelo leitor de ELISA em 450nm. Os valores foram

expressos pela média + epm. A significancia estatistica (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 incubacdo com retinol em meio padrao (MP) durante 24 e 48 horas
nao mostrou aumento significativo na proliferagéo celular para nenhumas das

doses testadas (Figura 35).
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Figura 35: Efeito do retinol na proliferacdo das células IEC-6 em 24 e 48
horas, em meio padrdo (MP). As células IEC-6 foram semeadas em placas de
96 pocgos e incubadas por 24 e 48 horas com retinol (0,01-100nM) diluido em
meio padrdo. ApGs estes periodos de tempo, foram adicionados 10uL do sal
tetrasolio aos poc¢os e incubados por 2 horas em 5% de CO,. A absorbancia foi
medida usando o leitor de ELISA em 450nm. Os valores foram expressos pela
média £ epm. N&o houve significancia estatistica (*) (ANOVA; Bonferroni).
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5.2.4 Efeito do Retinol na apoptose e necrose das células epiteliais IEC-6

Avaliamos a acéo do retinol (0,01-100nM) na apoptose e necrose em
meio sem a presenca de glutamina durante 24 horas. Os gréficos séo
mostrados pela densidade dos plots evidenciam as células apoptoticas
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 propidio (representado pelo
guadrante superior direito). As células viaveis nao se ligaram a anexina V-FITC
nem ao iodeto de propidio. O retinol reduziu significativamente (p<0,001) o
namero de células apoptéticas em todas as doses (0,01- 100nM) em 79-86%.
O retinol reduziu significativamente de (p<0,05) a necrose apenas nas
concentragbes menores de 0,01 e 0,03nM em 53,4 e 59,2%, respectivamente,
em comparacédo as células sem a suplementacéo de retinol e em meio livre de

glutamina (Figura 36 ).
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Figura 36: Reducdo na apoptose e necrose das células IEC-6 pela
suplementacao de diferentes concentra¢cdes de retinol (0,01-100nM) em 24
horas. Todas as concentracdes de retinol diminuiram a apoptose em relacéo
ao controle. Apenas as concentragdes menores de retinol (Vit A 0,01 e 0,03nM)
foram capazes de reduzir significativamente a necrose em relagcdo ao controle
em meio sem glutamina (GIn-). Os resultados sdo mostrados pelas densidades
dos plots com iodeto de propidio vs. anexina V-FITC, quantificados pela
citometria de fluxo. As células viaveis tém baixa afinidade de ligagdo a Anexina
V-FITC (quadrante esquerdo inferior) e ao iodeto de propidio (quadrante direito
inferior) e as células necrdticas possuem alta afinidade de ligagdo ao iodeto de

propidio e & anexina V-FITC (quadrante direito superior).
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5.3 Modulacdo do retinol nas alteracbes da resisténcia elétrica
transepitelial (TER) provocadas pela exposicdo a TxA do C. difficile

(0,1mg/mL) em culturas de células intestinais Caco-2.

Para elucidar o efeito do retinol na leséo da barreira funcional intestinal
induzida pela TxA do C. difficle medimos a TER no curso temporal de meia
hora até 24 horas de exposicdo nas células Caco-2. Apdés meia hora de
incubagédo com a TxA, a concentracao de retinol 10nM preveniu a reducéo da
TER em relacdo ao controle (124,6 + 0,66\Wem? vs 105,5 + 0,15:p<0,05). O
retinol nas concentracdes de 0,1nM (59,3 + 1,3Wem?;p<0,05), 0,3nM (69,86
+0,6 Wem?%p<0.05), 1nM (66,4 + 2,3Wem%p<0,05), e 30nM (65,03 =
0,62Wem?%;p<0,05) preveniram a reducéio da TER (Q) (% do valor inicial), em 3
horas de exposicdo a TxA, em relacdo ao controle ndo suplementado com
retinol e exposto & TxA (59,3+ 1,3Wem?). As doses de 30 nM (107,5+1,17 vs.
102,2 + 0,84Wem?%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 + 0,23Wem?%p < 0,05),
respectivamente, nas 4 horas preveniram a reducdo da TER em relacdo ao
controle com TxA. Depois de 6 horas seguidas de exposicdo a TxA, a
severidade da citotoxicidade da TxA nao foi mais revertida, como visto nas
primeiras horas com efeito benéfico da protecdo do retinol (Figura 37).
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Figura 37: Efeito do retinol (0,01-100nM) na resisténcia elétrica
transepitelial (TER) ap6s o dano celular causado pela toxina A do C.
difficile (0,1ug/mL). A resisténcia elétrica transepitelial (TER) na monocamada
de células Caco-2 foi medida utilizando Millicel Electrical Resistance System
inserindo eletrodos na regido apical e basal dos pocos durante 24 horas. Apos
a confluéncia, a TxA foi adicionada no lado apical na concentracdo de
0,1pg/mL. Essas células foram tratadas com diferentes concentracbes de
retinol (0,1-100nM) e grupo controle recebeu éagua estéril, deionizada e
destilada como veiculo, em meio sem glutamina (SG). A TER para cada poc¢o

foi obtida a partir da média de duas leituras realizadas, subtraida do valor do
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branco (medida da resisténcia de um po¢o sem células contendo somente o
meio) e multiplicada pela 4rea da membrana para obter TER (W X cm?). Os
dados foram expressos em porcentagem dos valores iniciais da TER sendo
representados pela média + epm. A significAncia estatistica (p<0,05)
comparada com controle (TxA) é indicada pelo asterisco (*) (Teste T de
Student).

Considerando o exposto, procuramos verificar se neste periodo de
tempo (nas 3 e 4 horas) em que o retinol mostrou-se benéfico na protecéo
contra o dano causado pela TxA, se existiria algum fator, além da vitamina A,
que estivesse aumentando a resisténcia elétrica transepitelial. Para tanto,
experimentos adicionais foram execultados com intuito de verificar a taxa de
proliferacdo nas trés 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 ndo ha aumento significativo da proliferagcdo celular

para todas as doses testadas de retinol nas células Caco-2 (Figura 38).
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Figura 38: Efeito do retinol na proliferagcdo das células Caco-2 apés 3 a 4
horas da lesdo induzida pela toxina A do C. difficile (0,1pug/mL). As células
Caco-2 foram semeadas em placas de 96 pocos e incubadas por 3 e 4 horas
com retinol (0,01-100nM) diluido em meio sem glutamina (SG) na presenca da
TxA. Apés essas horas, adicionou-se 10uL do sal tetrasolio aos pog¢os. Depois
de 2 horas a absorbancia foi mensurada pelo leitor de ELISA em 450nm. Os
valores foram expressos pela média + epm. A significancia estatistica (p <
0,05) comparada com meio dem glutamina € indicada pelo asterisco (*)
(ANOVA; Bonferroni).

5.4 Modulacao do retinol nas alteracdes da proliferagcédo celular induzida

pela TxA do C. difficile (0,1mg/mL) em culturas de células intestinais IEC-6

Para se avaliar a modulacéo do retinol na proliferacdo celular utilizamos
a dose de 0,1ng/ml TxA do C. difficile para estudar o efeito do retinol na
proliferacao celular, levando em consideracao que esta concentracdo induziu
significantemente a reducdo da proliferagcdo em 24 horas (80,72% de declinio,
p<0,001). A suplementacao do retinol aumentou a proliferacao celular no meio
sem glutamina apds o dano induzido pela TxA (0,1ug/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;
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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 proliferacdo celular das células IEC-6 ap0s
a lesdo induzida pela toxina A do C. difficile (0,1ug/mL). As células IEC-6
foram semeadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24 horas com retinol
(0,01-100nM) diluido em meio sem glutamina na presenca da TxA. Apos as 24
horas, adicionou-se 10uL do sal tetrasolio aos pocos. Depois de 2 horas a
absorbancia foi mensurada pelo leitor de ELISA em 450nm. Os valores foram
expressos pela média = epm. A significancia estatistica (p < 0,05) comparada
com controle com 0,1ng/mL de TxA é indicada pelo asterisco (*) ( ANOVA;

Bonferroni).
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5.5 Modulacao do retinol nas alteracdes da migragéo celular induzida pela

TxA do C. difficile (0,01nmg/mL) em culturas de células intestinais IEC-6

Apds o dano mecanico feito com uma lamina estéril e na presenca da acao
citotoxica da TxA do C. difficile (0,01ng/mL), suplementou-se as células IEC-6
com variadas concentracbes de retinol em meio sem glutamina (SG). No
periodo de 12 e 24 horas de incubacgéo das células IEC-6 suplementada e com
TxA, o retinol aumentou significantemente (p<0,05) a migracdo celular nas
doses de 0,1-100nM quando comparadas ao controle apenas com a TxA. Nas
12 horas a suplementacdo com retinol nas doses de 0,1; 0,3; 1; 10 e 100nM a
migracao celular aumentou em 32,4%, 49,33%, 47,13%, 88,26%, 62,58 em
relacdo 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 relagdo ao controle apenas com TxA. As menores doses de 0,01 e 0,03nM
ndo mostraram beneficio na migragéo celular. Desta forma, o retinol aumentou
na migracao das células intestinais IEC-6 apés a lesdo induzida pela TxA do C.
difficile (Figura 40).
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Figura 408: Modulacdo do retinol na migracdo das células IEC-6 ap0s a
exposicdo a toxina A do C. difficile (0,01pg/mL) durante 12 e 24 horas.
Apods a confluéncia, foi feito uma raspagem na monocamada de células IEC-6,
com subsequente incubacao por diferentes doses de retinol (0,01-100nM) e na
presenca da TxA por 24 horas, imediatamente depois da retirada do meio. As
barras sdo representadas pela média + epm do nimero de células migrando
por mm? da &rea raspada. A significancia estatistica (p<0,05) comparada com
controle apenas com TxA (TxA) é indicada pelo asterisco (*) (ANOVA;
Bonferroni). As barras representam a média + epm para o nimero de células
que migrardo por mm? da &area na qual foi feito o risco na monocamada de
célula IEC-6. A significancia estatistica (p<0,05) comparada ao controle com
0,01ng/mL de toxina A é indicada pelo asterisco (*) para as 12 horas e pelo
simbolo # para as 24 horas( ANOVA; Bonferroni).

Dando continudade a este experimento, conduzimos um experimento
adicional, da mesma maneira que foi realizada a migracao citada acima, com
intuito de verificar a modulacao do retinol quando inibimos a proliferacdo neste
periodo de tempo de 12 e 24 horas, pela adicdo da mitomicina C, inibidor da
sintese de DNA (Bassen et al., 2000). Nas 12 horas de migracao celular, os
resultados obtidos mostraram que as concentragdes de retinol a partir de 0,01
a 100nM aumentaram significativamente (4 a 8x) a migracdo células apés a
exposicdo a TxA, em relacdo ao controle com A TxA (0,0lpug/mL) e a
mitomicina C (TxA M+)(Figura 41A). Nas 24 horas, verificamos um aumento de
5 a 9x na migracao celular nas mesmas concentracdes de retinol (0,01-100nM)
guando comparamos com o controle com a TxA (0,01ug/mL) e a mitomicina C
(TXA M+) em 24 horas (Figura 41B). A figura 42 mostra as fotos tiradas da
diferente com centragdes de retinol na leséo da TxA (0,01pg/mL) na presenca
e auséncia da mitomicina C em 24 horas. Esses resultados confirmam que
mesmo com a inibicdo da proliferacdo celular, o retinol aumentou a migragéo
das células IEC-6 significativamente ap6s a inducdo da lesdo pela TxA,

reforgcando ainda mais a funcdo do retinol na migragao celular.
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Figura 41: Modulacdo do retinol na migracdo das células IEC-6 apds a
exposicao a toxina A do C. difficile (0,01pg/mL) durante 12 e 24 horas,
com a adi¢cdo da mitomicina C. Ao atingir a confluéncia, foram adicionados
aos pocos mitomicina C (5ug/mL) de 15-20 minutos. Apés este periodo, fez-se
uma raspagem na monocamada de células, com subsequente incubagéo por
diferentes concentracdes de retinol (0,01-100nM) e na presenga da TxA por 12

(A) e 24 horas (B), imediatamente depois da retirada do meio com a
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mitomicina. As barras sdo representadas pela média + epm do numero de
células migrando por mm? da &rea raspada. A significancia estatistica (p<0,05)

comparada ao controle com 0,01ng/mL de toxina A com mitomicina (TXA M+) é

indicada pelo asterisco (*) para as 12 horas e pelo simbolo # para as 24 horas
(ANOVA,; Bonferroni).
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Figura 42: Fotos da migracdo das células IEC-6 suplementadas com

diferentes concentragcbes de retinol (0,1-100nM) ap6s 24 horas de
exposicdo a toxina A do C. difficile (0,0lpg/mL), com (M+) e sem
mitomicina (M-).
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5.6 Modulacao do retinol na apoptose e necrose induzida pela TxA do C.

difficile (0,2mg/mL) em culturas de células intestinais IEC-6

Por dltimo, investigamos a modulacdo do retinol (0,01-100nM) na
apoptose e necrose induzida pela TxA (0,1ng/mL) durante 24 horas. Os
graficos sdo mostrados pela densidade dos plots evidenciam as células
apoptéticas positivas apenas para anexina V-FITC (representado pelo
guadrante direito inferior) e as células que apresentaram ambas, necrose e
apoptose, foram positivos para os dois, anexina V-FITC e iodeto de propidio
(representado pelo quadrante superior direito). As células vidveis ndo se
ligaram a anexina V-FITC nem ao iodeto de propidio. O grafico mostra que a
suplementacdo do retinol reduz do numero de células apoptdética e necrotica
em relacdo ao controle ndo suplementado com retinol (Figura 43). O retinol
reduziu significativamente (p<0,05) o niumero de células apoptoéticas nas doses
de 0,03; 0,1; 1; 10nM em 50,6; 34,2; 29,9; 29,8, respectivamente (Figura 44A).
A suplementacédo 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
comparacdo com as células apenas exposta a TxA sem suplementacdo do
retinol (Figura 44B).
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Figura 43: A inducédo da apoptose e da necrose pela TxA do C. difficile
(0,2pg/mL) foi inibida pelo retinol em 24 horas de exposi¢cdo as células
IEC-6. As concentracdes de retinol (0,03-10nM) diminuiram significativamente
a apoptose induzida pela TxA. Na necrose, as concentracdes de 0,03-100nM
de retinol reduziram significativamente o numero de células necréticas em

relacdo ao controle sem o retinol. As células foram incubadas com a toxina A

165

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



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

em meio de cultura sem glutamina contento ou nao retinol. Os resultados s&o
mostrados pelas densidades dos plots com iodeto de propidio vs. anexina V-
FITC quantificados pela citometria de fluxo. As células viaveis tém baixa
afinidade de ligacdo a Anexina V-FITC (quadrante esquerdo inferior) e ao
iodeto de propidio (quadrante direito inferior) e as células necroéticas possuem
alta afinidade de ligacéo ao iodeto de propidio e a anexina V-FITC (quadrante

direito superior).
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Figura 44: Grafico em barras representam a porcentagem de células
apoptoticas (A) e necroticas (B) induzidas pela TxA do C. difficile
(0,1pg/mL) com a suplementagcdo do retinol ou ndo, em 24 horas,
guantificados pela citometria de fluxo. As células IEC-6 foram expostas a
TxA (0,1pg/mL) e suplementadas com retinol (0,01-100nM) durante 24 horas.
Apoés este periodo, as células foram coletadas das placas de cultura de 12
pocos e incubadas com anexina V-FITC e iodeto de propidio e, posteriormente,
quantificadas por citomertria de fluxo. Os valores foram expressos pela média +
epm das porcentagens. A significancia estatistica (p<0,05) comparada com

controle com a TxA é indicada pelo asterisco (*) (ANOVA; Bonferroni).
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6. DISCUSSAO

Muitos estudos tém demostrado que os retindides desempenham
fundamental importancia em varios processos fisiolégicos como o crescimento,
diferenciacdo, e particularmente, na manutencdo e integridade de varios
tecidos epiteliais (De Luca, 1991). Partindo deste principio, o retinol (forma
oxidada da vitamina A) tem sido mostrado, a nivel transcripcional, ativando ou
desativando um grande namero de genes que codificam horménios, fatores de
crescimento, fatores de transcricdo, proteinas estruturais, e as vias de morte
celular (Blomhoff e Blomhoff, 2006). Esta habilidade do retinol, principalmente
no que concerne o acido retindico, em regular a expressao de varios genes
através da ligacdo a fatores de transcricdo nuclear poderia explicar a maioria
das funcdes exercidas pela vitamina A a nivel celular. (kubota et al., 2001). A
vitamina A poderia, portanto, através desses mediadores alterar a expressao
de RNAm de diversas proteinas estruturais bem como de enzimas importantes
para o metabolismo celular. Embora alguns estudos tenham reportado que a
ativacdo da modulagéo transcricional pelo retinol envolve membros dos
receptores nucleares do acido retindico e os receptores X dos retindides (RXR),
porém, em relacdo as vias de sinalizacdo, essas ainda ndo estdo bem
esclarecidas necessitando de mais pesquisas nesta area. O presente estudo
deu enfoque a duas linhas de células intestinais (Caco-2 e IEC-6) para avaliar
os beneficios do retinol em um modelo in vitro de dano celular induzido pela
toxina A do C. difficile ainda ndo explorado neste contexto.

A literatura tem evidenciado o papel dinamico da vitamina A na
expressdo de proteinas relacionadas com o ciclo celular, a familia de ciclinas e
de proteinas de supressao tumoral (p53), resultando na inibicdo da proliferacéo
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
proliferacao celular principalmente diante de um contexto de estresse oxidativo

in vivo (Wang et al., 2007). No entanto, ndo foi elucidado o mecanismo exato
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da vitamina A no estimulo a proliferacdo nesse estudo, ja que néo foi possivel
isolar o papel de vias indiretas que levariam a um aumento da proliferacéo
celular. Uma hip6tese que poderia explicar esses achados seria um possivel
estimulo do sistema imunolégico, ja que trata de um estudo in vivo, e, portanto,
gue 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 influéncia do sistema imune, o papel da vitamina A
apos indugdo de estresse celular pela Toxina A. Os resultados desse estudo
evidenciaram que a vitamina A n&o possui efeito na proliferacdo celular sem
dano celular induzido pela toxina A. Estando de acordo com observacdes
reportadas anteriormente, onde foi mostrado que o acido retingico inibe a
proliferacdo medida pela atividade da ornitina descaborxilase e estimula a
diferenciacdo em células Caco-2, vistoa pelo aumento da atividade das
enzimas de borda em escova estimuladas pela elevacdo da atividade de
transglutaminases, dependendo da concentracdo e do estadgio em que as
células se encontram (McCormack et al., 1996). Devido a estes achados a,
vitamina A tem sido frequentemente citada em trabalho experimentais tendo
efeito na prevencédo contra o desenvolvimento do cancer (Maziere et al., 1997;
Zamora et al., 2006).

Corroborando essas informacdo, estudos em cultura de células
intestinais, IEC-6, também tém caracterizado o efeito anti-proliferativo do acido
retindico totalmente trans, sugerindo que este efeito inibitério seja
primeiramente devido a uma saida do ciclo celular na fase G1 (intervalo 1) para
a fase G0. Na fase G1, fase mais longa do ciclo, onde ha continuo crescimento
e sintese de enzimas. Muito da importancia deste periodo é a decisao 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, 0 acido retinéico também induziu um efeito anti-
proliferativo no crescimento celular através da regulacao da ciclina E e c-Myc,
componente essencial final para a transicéo da fase G1 para fase S (Dimberg
et al.,, 2003; Dimberg e Oberg, 2003). Em células mieldides também foi
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demostrado que o acido retindico reduz a expressédo de proteinas quinase C a
(PKCa) e a atividade de proteinas quinases ativada por mitdgenos (MAPK)
(Nakagawa et al., 2003). Em 2004, Chanchevalap e colaboradores mostraram
que o &cido retindico inibiu a expressédo de KLF5 (fator de transcricdo Krippel)
correlacionando com a diminicdo da taxa de proliferacdo celular em células
IEC-6, sugerindo que KLF5 pode ser um potencial mediador do efeito inibitorio
do &cido retindico na proliferacdo das células epiteliais intestinais
(Chanchevalap et al., 2004).

Entretanto, no presente estudo houve uma melhora significativa da
proliferacdo celular apos a inducéo da lesdo com TxA do C. difficile. Apoiando
esses achados, foi demonstrado que a vitamina A poderia de fato atuar
diretamente ativando a proliferagao celular (Thomas et al., 2005; Wang et al.,
2007). Thomas e colaboradores mostraram que a vitamina A esti
correlacionada com a proliferagdo de células da cripta devido a presenca de
altos niveis de acido retindéico nestas células como também as enzimas que
estdo envolvidas neste processo, sugerindo uma possivel atuagdo da vitamina
A na proliferacdo e diferenciacdo 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), ja que
diversos estudos evidenciaram que em situacbes de estresse celular, como a
de exposicdo a toxina A, a concentracdo serica de glutamina esti 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 migracéo e proliferacdo celular, o citoesqueleto de actina € a
estrutura base alvo necesséria para as mudancas requeridas nestes
processos, 0s quais demandam uma r4pida reorganizagdo do citoesqueleto
sendo desempenhada pelos ciclos de polimerizacdo e despolimerizagdo dos
mondmeros de actina (G-actina) e em forma de filamentos (F-actina) e suas

reorganizacdes dentro das células (Pollard e Cooper, 1986). Essa
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reorganizacao € carreada pela disposi¢do de proteinas que se liga a actina em
resposta aos sinais extracelulares e intracelulares. Durante a migragcao, as
células epiteliais formam uma espécie de pseudopodes largos (lameloploidia).
Estas estruturas séo saliéncias ou protusées 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 forca exercida através dos
filamentos de actina, orientando a migracao 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 migracgdo celular € modulada por uma variedade de fatores incluindo
peptideos regulatorios, substratos metabdlicos, citocinas, integrinas, matriz
extracelular e poliaminas (McComack e Johnson, 2001). Varios estudos tém
enfocado a importancia de varios nutrientes na migracdo 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
acOes. Este estudo investigou a fungcdo do retinol na migracéo celular em um
modelo in vitro adaptado de McComarck, e colaboradores, em culturas de
células IEC-6. A suplementacdo do retinol em meio padrdo parece nao
melhorar a migracdo das células IEC-6. Entretanto em meio livre de glutamina
e suplementado com retinol, observou-se um aumento do nimero de células
migratérias, embora isso ndo tenha sido visto em todas as doses. Brito e
colaboradores em 2005 mostraram que a glutamina e alanil-glutamina,
aminoacidos essenciais para inumeras fun¢des do organismo durante o estado
catabdlito, aumentaram a migracao celular. Entretanto parece que quando se
administra simultameamente os dois micronutrientes, a vitamina A e glutamina,
esse efeito benéfico ndo é tdo observado quanto os efeitos desses nutrientes
separadamente. Pesquisas do grupo tém evidenciado em projeto coorte em
areas endémicas de diarréia, que a suplementacdo em criancas desnutridas os
dois micronutrientes, vitamina A e glutamina, da mesma forma que Nnossos

relatos in vitro, tiveram beneficio na terapia ndo combinada.
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Além disso, o presente trabalho pretendeu investigar a modulacdo do
retinol na proliferacdo e migracao celular apés o dano provocado pela toxina A
do C. difficile TxA em células IEC-6, linhagem de células nado diferenciadas da
cripta de rato. A migracao e a proliferacao celular sdo fenémenos cinéticos que
atuam em conjunto para substituicdo e nas membranas epiteliais durante o
mecanismo de reparo (Dignass, 2001). Essas mudancas tém sido observadas
ao longo das criptas intestinais depois de uma injaria extensa a mucosa,
podendo levar a hiperplasia compensatéria da cripta (Carneiro-Filho et al.,
2004), evento necessério para a restauracdo rapida do epitélio. Os resultados
deste trabalho indicaram que o retinol melhorou a migracao celular apés o dano
induzido pela TxA do C. difficile, sugerindo que a vitamina A seja requerida ao
metabolismo celular durante processo fisiopatolégico de recuperagdo da
mucosa apos o dano causado pela TxA. Sabendo-se que as proteinas da
familia RhoA sdo essenciais para a migracao de células IEC-6 (Santos et al.,
1997) e que a TxA do C. difficile inativa as proteinas da familia Rho,
glicosilando as proteinas Rho (A, B e C) , Rac e as proteinas Cdc42 (Just et al.,
1995), o qual resulta na destruturacao do citoesqueleto (base essencial para o
processo da migracao celular), sugere-se que o retinol possa estar relacionado
com a expressdo de alguma proteina envolvida neste processo, sendo ainda
mais necessério, principalmente quando h& dano celular para aumentar a
eficiéncia da migracao celular em células intestinais epiteliais.

Com o propésito de se avaliar separadamente o fator proliferativo
durante 12 e 24 horas em que foi avaliada a migracéo celular, adicionamos
mitomicina C, um inibidor da sintese de DNA (Bassen et al., 2000), e
verificamos que, mesmo sem proliferacdo celular, o retinol aumentou a
migragcdo celular significativamente em todas as doses de retinol testadas,
reforcando ainda mais a fungdo do retinol na migragdo celular. Ainda,
confirmamos que para que haja o fendbmeno de migracao celular é obrigatério a
proliferacdo celular. Além disso, segundo Mc Cormack e colaboradores, o
reparo inicial do epitélio desnudo, ocorre principalmente pela migracéo, depois
h& envolvimento da proliferacdo. Embora ja se tivesse reportado na literatura
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que a proliferacdo celular inicia-se apenas apos 12 horas depois de dano
celular (Silen, 1987) e além de outros trabalhos mostrarem que a migragao
celular ndo é inibida quando a sintese de DNA é reduzida por inuUmeras
estratégias, como auséncia de soro ou isoleucina (McCormack et al., 1992).
Também nvestigamos a modulagéo do retinol na barreira morfofuncional
de células diferenciadas de adenocarcinoma de coélon humano (Caco-2),
monitorando a resisténcia elétrica transepitelial (TER) ao longo do tempo de
confuéncia das células, tentanto verificar qual seria a influéncia do retinol nas
células intestinais. As células Caco-2 sao linhagens de células intestinais mais
diferenciadas, ja que formam uma monocamada de células polarizadas,
desenvolvendo um padréo similar de diferenciagdo como visto nos enterécitos
humanos in vivo (Mariadason et al., 2000; Baltes et al., 2004). A relacdo entre a
membrana plasmética, citoesqueleto e os contatos celulares, sdo considerados
fundamentais na determinacdo da polaridade da célula como também na
conservacdo da sua forma e intergridade (Cowin e Burke, 1996). Os
enterqcitos, células que revestem a superficie da mucosa do intestino delgado,
estdo envolvidos no metabolismo da vitamina A, desde que essas células
adicionem os ésteres de retinil altamente hidrofébico aos quilomicrons para
serem liberados no sistema linfatico, e sendo criticamente comprometidos pela
deficiéncia de vitamina A, quando ocorre algum dano na mucosa (Thomas et
al., 2005). A linhagem de células Caco-2 tem se provado util em estudos e da
caracterizacdo bioquimicas no enterdécito (Lissoos et al., 1995; Quick e Ong,
1990). Em culturas poés-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 proteinas celulares de ligacdo ao retinol tipo Il (CRBP-II), que é
essencial para a solubilizacdo do retinol dentro do citoplasma, como também
para os processos de absorcdo 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 injaria na mucosa intestinal (Wang et al.,
1997).

A resisténcia elétrica transepitelial (TER) é um resultado da ligacéo fisica
envolvendo o contato célula-a-célula, formacdo das juncdes 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
diferenciacdo célular. Os achados deste trabalho mostraram que o retinol
aumentou a resisténcia nas células durante o periodo de confluéncia para
todas as doses testadas quando comparado ao controle em meio sem
glutamina. Entretanto, para o0s experimentos conduzidos em meio com
glutamina, o retinol teve uma melhor influéncia durantes as horas iniciais da
observagao experiemental, entre 36 e 48 horas. Esses resultados sugerem,
mais uma vez, que os dois nutrientes ndo sao sinérgicos, porém fundamenta o
papel do suprimento de retinol intimamente relacionado com a integridade e
diferenciacdo do epitélio. Pelo fato de que o retinol pode reduzir a
permeabilidade paracelular, aumentando a TER, embora existam poucas
informacgdes disponiveis a respeito dos mecanismos de diferenciacdo epitelial
na mucosa intestinal, o qual engloba inUmeros processos ainda nao totalmente
esclarecidos (Baltes et al., 2004; McCormack et al., 1996).

Um suporte adicional para esta evidéncia etm sido observado em
estudos clinicos onde a vitamina A e retindidos exercem uma grande
importancia na manutencdo da integridade epitelial, que, por consequéncia, &
de vital importancia para protecdo contra organismos patogénicos e a
translocacdo 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 tém demostrado também o efeito benéfico da
vitamina A em estudos in vivo. Reifen e colaboradores mostraram que a
deficiéncia de vitamina A em ratos leva a uma reducgéo da altura dos vilos, do

namero de células caliciformes e dos enterdcitos, e a uma marcante diminui¢do
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da atividade da fasfatase alcalina no inestino (Reifen et al.,, 1998). A
deficiéncia 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 migracao celular da cripta e
impedimento da sintese protéica na mucosa no nivel de tradugéo (Zile et al,
1977). Estudos em galinhas, a deficiéncia de vitamina A pode levar a uma
hiperplasia e hipertrofia (Uni et al., 1998). Outro estudo identificou alteracdes
morfolégicas no epitélio intestinal em cordeiros com caréncia de vitamina A
(Holland et al., 1993). Um estudo mais recente em ratos submetidos a macica
resseccao do intestino delgado, demostrou que a vitamina A esta envolvida na
resposta adaptativa do intestino por modular a apoptose, migracdo e
proliferacdo do enterdcito (Swartz-Basile et al., 2003).

Poucos trabalhos na literatura tém utilizado modelos in vitro, em
especial, os modelos do epitélio intestinal para investigar a influéncia dos
retindides a nivel molecular na diferenciacdo do epitélio intestinal (Plateroti et
al., 1993; McComarck et al., 1996; Fukushima et al, 1998). E
interessantemente, raros pesquisadores tém descrito o papel do retinol na
formacéo das juncgdes firmes e na permeabilidade paracelular. Apesar de ter
sido relatado que muitos dos componentes das junc¢des firmes, serem também
alvos dos retindides (Tobioka et al., 1996; Kubota el al., 2001), nenhum desses
estudos referem-se ao epitélio intestinal. Os resultados desta pesquisa
apontam para uma modulacdo do retinol na permeabilidade paracelular
evidenciada pelo aumento da resisténcia em cultura de células intestinais
Caco-2.

No decorrer desta investigagdo exploramos ainda as modificagbes
ocorridas na integridade da monocamada epitelial intestinal apds a injaria
causada pela toxina A do C. difficile, utilizando como parametros a proliferagéo,
migracdo, apoptose e necrose celular em culturas de células intestinais e
avaliamos através das curvas dose-resposta e tempo-efeito, a lesdo ocorrida
nas células devido a exposicdo a enterotoxina do C. difficile. O presente
trabalho confirmou o potente efeito citotoxico 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 diminuidos 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 esta 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 familia das proteinas Rho, a TxA também utiliza de
outros mecanismos, como 0 aumento de citocinas pré-inflamatérias (IL-8),
liberacdo do citocromo c e ativacdo da cascata apoptotica (Just t al., 1995; Liu
te al., 2003). Em sintese, este estudo mostrou o efeito critico da TxA em
importantes aspectos do processo de reparo da mucosa intestinal: migracao,
proliferacdo, TER, apoptose e necrose em células epiteliais intestinais, em
concordancia 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 lesdo 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 nivel das junc¢des firmes
tem sido implicada no aumento da permeabilidade paracelular de substancias
toxicas, as quais podem levar a inflamacao intestinal e injaria da mucosa (Lima
et al., 1988).

Uma etapa subsequente deste trabalho foi investigar a acao do retinol na
manutencdo da integridade epitelial apos a injuria provocada pela toxina A do
C. difficile TxA, em células Caco-2, avaliando as alteracbes da resisténcia
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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 incubacdo com a TxA, principalmente em meio de cultura
sem a glutamina. Este resultado encontrado ndo poderia ser unicamente
atribuido a um aumento na proliferagdo celular, porém para comprovar esta
hipétese, de que neste periodo curto de tempo ndo houve proliferacéo,
realizamos experimentos adicionais para verificar a taxa de proliferagdo nas
trés e quatro horas depois que adicionamos o retinol e toxina A do C. difficile
nas culturas de células. Esses dados suplementares mostraram que realmente
ndo ha aumento significativo da proliferagdo celular para todas as doses
testadas de retinol nas células Caco-2, e que possivelmente este efeito protetor
seja devido ao retinol. Entretanto ndo se pode atribuir que fora deste periodo
inicial de tempo ndo poderiamos ter a proliferacdo celular como um fator
adicional para gerar uma elevacéo da TER.

Os resultados alcancados neste trabalho destacaram a importancia da
suplementacao do retinol em melhorar a fungéo da barreira intestinal ap6s uma
condicao estressante, quando outros nutrientes tréficos ao intestino estejam em
privacdo ou em situacdes onde ha um aumento do requerimento do nutriente.
Um ponto a favor desta observacdo foi mostrado neste estudo no qual a
suplementacdo com a vitamina A foi mais benéfica em acelerar a confluéncia
das células Caco-2 ndo expostaa a TxA, quando semeadas em meio sem
glutamina do que no meio padrdo. Além disso, em recente estudo usando
monocadas de células, foi encontrado um efeito benéfico da suplementacao
com acido retingico totalmente trans em melhorar a diferenciacdo e prevenir
apoptose apenas sob condi¢des livres de soro fetal bovino (Baltes et al., 2004).
A suplementacao da vitamina A, em modelo de ressecc¢ao do intestino delgado,
resultou em uma parcial inversdao dos efeitos apoptéticos nos enterdcitos
provocados pela deficiéncia de vitamina A, embora tenha alcangado uma total
recuperacdo na proliferacdo das células da cripta e na migracdo dos
enterécitos, sugerindo que uma alta disponibilidade de vitamina A seja
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necessaria para uma renovacao cinética (Swartz-Basile et al., 2000; Swartz-
Basile et al., 2003).

Essas afirmativas fundamentam alguns achados que mostram o
beneficio da suplementacdo da vitamina A em criancas sob uma alta
freqiéncia de diarréia quando outros micronutrientes, como a glutamina,
geralmente sdo deficientes (Chen et al., 2003; Walser et al., 1996). A acéo
protetora do retinol apds a exposicdo a TxA em linhagens de células epiteliais,
em melhorar a proliferacdo e migragdo celular, como também a sua acao anti-
apoptotica, pode explicar a rapida recuperacdo da barreira funcional intestinal,
com a suplementacdo do retinol, nas doencas diarréicas em locais menos
favorecidos dos paises em desenvolvimento (Walser et al., 1996).

Somando a estes fatos, sugerimos que o papel desempenhado pelo
retinol na viabilidade celular apds a exposi¢cdo a TxA do C. difficile, pelo estudo
da apoptose e necrose das células IEC-6, esta intimamente correlacionado
com o balanco na dire¢cdo da renovacgao celular in vivo. O papel do retinol em
impedir apoptose e necrose ocasionados pela acdo enterotoxica da toxina A do
C difficile sugere um completo envolvimento via receptores mitocondriais e de
morte celular, pois se sabe que o mecanismo apoptético induzido pela TxA do
C. difficile envolve vias intrinsecas e extrinsecas de ativacdo das caspases (3,
6, 8, 9), pela inativacdo das proteinas GTPase da familia Rho, pelo dano
mitocondrial seguido de liberacdo do citocromo c, e ainda por uma interferéncia
da ativacdo 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
ndo intestinais, o &acido retindico mostrou ser anti-apoptético pela redugéo
oxidativa mediada pela ativacao da via proteina-1(AP-1) (Kitamura et al., 2002).
Por outro lado, os retindides podem exercer um efeito pré-apoptético por
favorecer a diferenciacdo ao invés da proliferagdo em células tumorais, um
papel que tem sido extensivamente estudado para desenvolvimentos da terapia
anti-cancer (Simoni e Tolomeo, 2001; Zamora et al.,, 2006). Entretanto, os
mecanismos dos efeitos anti-apoptoticos apoés a lesdo induzida pela TxA do C.
difficile precisam ser mais explorados.
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Portanto, o beneficio da suplementacdo do retinol em melhorar as
repostas adaptativas do intestino contra o desafio da toxina A do C. difficile
apoia o uso do retinol como uma ferramenta valiosa na terapéutica contra
doenca entérica. A atencdo médica para a fisiopatologia das infecgbes
hospitalares induzidas pelo Clostridium difficile tem aumentado devido a
emergéncia de uma cepa mais resistente e virulenta, consequentemente as
terapias adicionais de suporte sdo de extrema importancia (Musher et al., 2006;
Voth e Ballard, 2005). Baseado nesses achados, este estudo leva ha 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 possiveis efeitos sinérgicos com outros nutrientes troficos do
intestino necessitam ainda serem elucidados. Nessa linha, mecanismos
especificos e interacdes farmacoldgicas do retinol sozinho ou em combinacéo
com outros micronutrientes na protecdo apdés a lesdo induzida pela toxina A do
C. difficile estdo sendo investigados, especialmente focando as ciclinas e Wnt
como importante vias de regulacdo da proliferacdo celular. Em concluséo,
estudos adicionais sd0 necessarios para compreensdo da fisiopatologia
especifica deste nutriente lipossoluvel, a vitamina A e seus analogos, no reparo
da barreira funcional intestinal, na proliferagcdo, migracdo e apoptose celular

durante infecgoes.
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CONCLUSOES
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7. CONCLUSOES

Utilizando modelos in vitro para demonstrar o papel da vitamina A na
barreira funcional epitelial frente a injlria causada pela toxina A do Clostridium

difficile em culturas de células intestinais, concluimos que:

1- Foi possivel revalidar os modelos in vitro de lesdo da barreira epitelial
intestinal induzida pela toxina A do C. difficile, confirmados pela reducdo na
TER, na proliferacdo e migracdo celular e pelo aumento da apoptose e
necrose, 0s quais foram dose e tempo dependentes.

2- O modelo in vitro para medida funcional da barreira epitelial intestinal frente
a injuria causada pela toxina A do C. difficile foi validado utilizando os

marcadores moleculares lactulose e manitol.

3- O retinol promoveu um aumento da TER, migracdo, e diminuicdo da necrose
e apoptose celular, embora ndo se tenha visto este efeito benéfico na
proliferacdo 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 medicdo da TER (resisténcia elétrica transepitelial), apos a injuria induzida

pela Toxina A do C. difficile, nas 3 e 4 horas de exposicao as células Caco-2.

6- O retinol beneficiou a proliferacdo e migragdo celular frente ao efeito
enterotéxico da toxina A do C. difficile em células intestinais IEC-6, linhas de

células néo diferenciadas da cripta de rato.

7- O retinol reduziu a apoptose e necrose das células epiteliais intestinais da

cripta (IEC-6) na lesdo 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 terapéutica esta

doenca.
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9. ANEXOS

9.1 TABELAS DE COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTURAS

TABELA 05 - COMPONENTES DE DMEM COM GLUTAMINA

COMPONENTES
DO DMEN COM Concentracéo Molaridade
GLUTAMINA (mglL) (mM)

(# 11965-092)

Aminoacidos

Glicina 75 30 0,400
L-Arginina 211 84 0,398
hidrocloridrica

L-Cisteina 2HCI 313 63 0,201
L-Glutamina 146 584 4.00
L-Histidina 210 42 0,200
hydrocloridrica-

H.O

L-Isoleucina 131 105 0,802
L-Leucina 131 105 0,802
L-Lisina 183 146 0,798
hidrocloridrica

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 261 104 0,398
disédica

dihidratada

L-Valina 117 94 0,803
Cloreto de colina 140 4 0,0286
D-pantotenato de 477 4 0,00839
célcio

Acido félico 441 4 0,00907
i-Inositol 180 7.2 0,0400
Niacinamida 122 4 0,0328
Piridoxina 204 4 0,0196
hidrocloridrica

Riboflavina 376 0.4 0,00106
Tiamina 337 4 0.0119

hidrocloridrica

Sais Inorgancos
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Cloreto de calcio 111 200 1.80
(CaCl2) (anhyd.)

Nitrato férrico 404 0,1 0,000248
(Fe(NO3)3"9H20
)

Sulfato de 120 97.67 0,814
magnesio

(MgSO04)

(anhyd.)

Cloreto de 75 400 5.33
Potassio (KCI)

Bicarbonato de 84 3700 44.05
sédio (NaHCO3)

Cloreto do sodio 58 6400 110.34
(NacCl)

Fosfato de sddio 138 125 0,906
monobasico(NaH
2P04-H20)

Outros Componetes

D-Glicose 180 4500 25.00
(Dextrose)

Vermelho de 376.4 15 0,0399
fenol

TABELA 06 — COMPONENTES DE DMEM SEM GLUTAMINA

COMPONENTES
DO DMEN SEM Concentracéo Molaridade
GLUTAMINA (mg/L) (mM)

(# 11960-044)

Aminoacidos

Glicina 75 30 0,400

L-Arginina 211 84 0,398

hidrocloridrica

L-Cisteina 2HCI 313 63 0,201

L-Histidina 210 42 0,200

hidrocloridrica -

H20

L-Isoleucina 131 105 0,802

L-Leucina 131 105 0,802

L-Lisina 183 146 0,798

hidrocloridrica

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 261 104 0,398

disédica

dihidratada

L-Valina 117 94 0,803
Cloreto de colina 140 4 0,0286
D-pantotenato de 477 4 0,00839
calcio

Acido félico 441 4 0,00907
i-Inositol 180 7.2 0,0400
Niacinamida 122 4 0,0328
Piridoxina 204 4 0,0196
hidrocloridrica

Riboflavina 376 0.4 0,00106
Tiamina 337 4 0,0119

hidrocloridrica
Sal inorganico

Cloreto de calcio 111 200 1.80
(CacCl2)
Nitrato férrico 404 0,1 0,000248

(Fe(NO3)3"9H20
)

Sulfato de 120 97.67 0,814
magnesio

(MgSO04)

(anhyd.)

Cloreto de 75 400 5.33
Potassio (KCI)

Bicarbonato de 84 3700 44.05
sédio (NaHCO3)

Cloreto do sodio 58 6400 110.34
(NacCl)

Fosfato de sédio 138 125 0,906
monobasico

Outros Componentes

D-Glicose 180 4500 25.00
(Dextrose)
Vermelho de 376.4 15 0,0399
fenol
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9.2 FICHAS EXPERIMENTAIS

9.2.1 Resisténcia Elétrica Transepitelial

Experimento Resiténcia Transepitelial - Confluéncia DATA:

TER LIDA Pesquisador:
Placa ( ): Descricdoe branco

Poco - lado B Oh | 24h 36h 48h 72h 96h 120h 144h 168h
Branco p1
p2

p3

p4

p5

p6
PLACA( ):Descricéo e branco
Poco - lado C Oh | 24h 36h 48h 72h 96h 120h 144h 168h
Branco p1

p2

p3

p4

p5

p6

TER LIDA — COM TxA
Placa ( ): Descricdo e branco
Poco - lado C Oh | 0,5h 1h 2h 3h 4h 6h 12h 24h
pl
p2
p3
p4
p5
p6

Placa ( ) Descricdo ebranco
Pogo - lado B Oh | 0,5h 1h 2h 3h 4h 6h 12h 24H
pl
p2
p3
p4
p5
p6
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9.2.2 Migragéo celular

Experimento Migragao celular
DATA:

O
O

DESCRICAO DOS POCOS N° células/N° foto
1.

2.

3.
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9.2.3 Proliferacao celular

EXPERIMENTO PROLIFERACAO CELULAR
DATA: / /
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9.2.4 Citometria de Fluxo
Experimento Citometria

DESCRICAO DOS POCOS %apo/necrose
1.

2.

3.

10.
11.

12.
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