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RESUMO

O Clostridium difficile produz duas exotoxinas denominadas toxina A (TxA;
308 kDa) e toxina B (TxB; 279 kDa). O modo de acéo intestinal dessas toxinas
ainda € pouco compreendido, ndo obstante varios trabalhos cientificos confirmarem
seu envolvimento na patogénese de doencas diarréicas inflamatdrias. No inicio
desse estudo foi determinado o efeito secretorio intestinal induzido pelo
sobrenadante de macrofagos estimulados com TxA ou TxB, no ileo de coelho
montado em camaras de Ussing. A partir desse protocolo, observou-se que o
sobrenadante de macrofagos estimulados com TxA (3,2x10’*7M, 9,6x10’*7M e
S™"XIO™MM) causa secrecdo intestinal (Atsc= 41,0, 52,0 e 90,0 pA.cm’2
respectivamente). Entretanto, o sobrenadante de macrofagos tratados com TxB
(3,6x10°'7M) néo alterou de forma significativa essa atividade (Alsc= 28,0 pA.cm?

vs AlscCntroie= 20,0 pA.cm’2). Vale salientar que a adicdo de TxA pxXIO™M)

diretamente nas camaras de Ussing ndo produziu secrecgdo intestinal (Alsc= 2,2
pA.cm 2). Ademais, a génese do fator de secrecdo intestinal (FSI), presente neste
sobrenadante, foi bloqueada (80%) pela incubacdo de TxA com o PCG4. Na etapa
seguinte, investigou-se o envolvimento de proteina G na génese do FSI, através do
tratamento prévio dos macréfagos com a toxina pertussis ativa. Dai, evidenciou-se
que esse procedimento é capaz de bloquear a liberacdo do FSI (blogueio: 61%). A
seguir, avaliou-se o efeito de varios blogueadores farmacoldgicos sobre a sintese do
FSI. Assim, foi observado que inibidores especificos, como por exemplo, inibidor
de sintese protéica (67%), proteases (57%), fosfolipase A2 (54%), ciclooxigenase
(62%), ciclo e lipoxigenase (48%), sintese de TNF-a (48%) e antagonista de PAF
(55%), reduzem a sintese e liberacdo do FSI. Em adicdo, evidenciou-se que, a

exemplo do IL-lra (80%), o anticorpo monoclonal anti-IL-Ip (72%), mas ndo anti-



IL-loc (p> 0,05), bloqueou de maneira significativa o efeito secretério do FSI. Na
etapa subsequente, procurou-se identificar o FSI, através do método de ELISA.
Dessa forma, observou-se que TxA (3,2x10'7M, 9,6x10'7TM e 3,2x1 O*M), mas nao
TxB (3,6x10'7M; 28,0 pg/ml), é capaz estimular a sintese de IL-ip (665,0, 413,0 e
3477,0 pg/ml, respectivamente). Evidenciou-se, ainda, que o sobrenadante de
macrofagos estimulados com TxA (3,2xI07TM e 3,2x10™ M) ou TxB (3,6xI0’7TM)
apresenta altos niveis de TNF-oc (803,0, 1040,0 e 555,0 pg/ml, respectivamente). Por
altimo, buscou-se determinar o mecanismo de acdo do FSI, através do pré-
tratamento da mucosa ileal com indometacina, bumetanida ou tetrodotoxina. A
partir desses experimentos, observou-se que a atividade do FSI é dependente do
transporte de CI’; e que este efeito pode ser bloqueado com indometacina (88%),
bem como pela tetrodotoxina (84%). Portanto, os dados deste trabalho demonstram
que macréfagos estimulados com a toxina A sintetizam IL-ip, que é capaz de
provocar secrecao intestinal. Demonstram, também, que a génese dessa citocina é
dependente da ativacdo de uma proteina G; e que PAF, prostaglandinas e TNF-oc
estdo envolvidos nesse evento. Ademais, essa atividade secretOria intestinal é
dependente da sintese de prostaglandinas, por células residentes, e ativacdo do
sistema nervoso entérico.

Palavras-chave: Clostridium difficile, toxina A, toxina B, macrofagos, secrecdo

intestinal e interleucina-1 p.



ABSTRACT

The Clostridium difficile produces two exotoxins denominated toxin A (TXA;
308 kDa) and toxin B (TxB; 279 kDa). The mode of intestinal action of those toxins
Is not still totally understood, nevertheless several scientific studies have confirmed
the involvement of the same ones, in the pathogenesis of the diarrheal diseases. In
the beginning of this work it was determined the intestinal secretory effect induced
by the supematant of macrophages stimulated with TxA or TxB, in rabbit ileum
mounted in Ussing chambers. From this protocol it was observed that the
supematant of macrophages stimulated with TxA (3,2xIO7M, 9,6x10'7M and
3,2x10"6M) cause a potent intestinal secretion (Alsc = 41,0, 52,0 and 90,0 pA.cm'2,
respectively). However, the supematant of macrophages treated with TxB (3,6xI0°
M) did not alter significantly this activity (Alsc = 28,0 pA.cm' vs. AlscCntroi= 20,0
pA.cm'2). It is worth pointing out that the addition of toxin TxA (3,2x10<M)
directly in the Ussing chambers did not produce intestinal secretion (Alsc= 2,2
pA.cm'2). In addition, the genesis of the factor of intestinal secretion (FSI), present
in this supematant, was blocked (80%) by the incubation of TxA with the PCG4. In
the following stage it was investigated the involvement of G protein in the genesis of
FSI, through a previous treatment of the macrophages with the active pertussis
toxin. So, it was evidenced that this procedure is able to block the release of FSI
(blockade: 61%). Following, it was evaluated the effect of several pharmacologics
blockers on the synthesis of FSI. Thus, it was observed that specific inhibitors, for
example, inhibitor of protein synthesis (reduction: 67%), proteases (57%),
phospholipase A2 (54%), cyclooxygenase (62%), cyclo and lipoxygenase (48%),
TNF-a synthesis (48%) and PAF antagonist (55%), reduce the synthesis and release

of FSI. In addition, it was evidenced that, such as IL-lra (80%), the monoclonal



antibody anti-IL-Ip (72%), but not anti-EL-la (p> 0,05), blocked significantly the
secretory effect of FSI. In the subsequent stage it was tried to identify the FSI,
through ELISA method. In that way, it was observed that TxA (3,2x10'7 M, 9,6x10'
™M and 3,2x10'6M), but not TxB (3,6xIO'7TM), is capable to stimulate the synthesis
of IL-ip (665,0, 413,0 e 3477,0 pg/ml, respectively). It was also evidenced, that the
supematant of macrophages stimulated with TxA (3,2x107 M and 3,2x107° M) or
TxB (3,6x10'7M) presents high leveis of TNF-a (803,0, 1040,0 and 555,0 pg/ml,
respectively). At last, it was dertermined the mechanism of action of FSI, through
the previous treatment of the ileum mucosal with indomethacin, bumetanide or
tetrodotoxin. Thus it was observed that the activity of FSI is dependent on the CI'
transport; and that this effect could be blocked with indomethacin (88%), as well as
with tetrodotoxin (84%). Therefore, the data of this work demonstrate that
macrophages stimulated with TxA synthesizes IL-lp which is able to provoke
intestinal secretion. They, also, demonstrate that the genesis of this cytokine is
dependent of the activation of a G protein; and that PAF, prostaglandins and TNF-a
are involved in this event. In addition, this secretory activity is dependent on the
prostaglandins synthesis, by resident cells, and activation of the enteric nervous
system.

Keywords: Clostridium difficile, toxin A, toxin B, macrophage, intestinal secretion

and interleukin-ip.



1- INTRODUCAO

1.1- Classificacdo das diarréias infecciosas

Os agentes infecciosos constituem as causas mais freqientes de doencas
diarréicas, dentre os diversos mecanismos etiopatogénicos destas enfermidades. A
diarréia infecciosa representa uma resposta inespecifica do hospedeiro a inimeros
patdgenos intestinais, tais como virus, bactérias e protozoarios, podendo determinar
manifestacBes clinicas amplas e debilidade, variando da inconveniéncia minima até
uma doenca grave que resulta na morte por grande perda fecal de liquidos e
eletrélitos (Field e cols., 1989; Binder, 1990; Guerrant & Bobak, 1991; Tamai e
cols., 1992; Lima, 1994; Sack e cols., 1997).

As diarréias infecciosas podem ser classificadas em inflamatéria e ndo-
inflamatoria, com base na presenca ou ndo, respectivamente, de leucdcitos nas fezes
(Guerrant, 1994). A pesquisa de leucécitos pode ser realizada por meio da
coloracdo pelo azul de metileno, cujo uso destina-se principalmente a deteccdo de
diarréias inflamatérias agudas provocadas por patdgenos intestinais invasivos
(Harris e cols., 1972). Existe, ainda, outra forma para diagnosticar a diarréia
inflamatoria, que consiste na determinacdo dos niveis de lactoferrina, liberada por
neutrofilos. Nessa perspectiva, Guerrant e cols., 1992, evidenciaram o fato de que a
sensibilidade deste método na deteccdo de doencas diarréicas causada por Shigella
sp e Clostridium difficile, situa-se em tomo de 95%, mostrando-se, portanto, como
uma potente ferramenta no diagnostico complementar das diarréias inflamatdrias.

A diarréia ndo-inflamatéria acomete usualmente o intestino delgado e em
geral é provocada por virus, protozoarios ou bactérias produtoras de enterotoxinas,

as quais promovem diarréias aquosas, com variaveis graus de severidade (Bobak &



Guerrant, 1992; Sears & Kaper, 1996; Sack e cols, 1997). Nesse contexto,
destacam-se aquelas causadas por Vibrio cholerae, Clostridium perfringens,
Bacillus cereus e Escherichia coli enterotoxigénica. Esses microrganismos aderem
ao epitélio do intestino, mas ndo o rompem nem o lesam significativamente. Por
conseguinte, ndo ha uma destruicdo comprometedora na mucosa intestinal nem a
presenca de leucocitos nas fezes (Avery e cols., 1992; Bobak & Guerrant, 1992).

Por outro lado, a disenteria inflamatoria acomete mais frequentemente a parte
distai do intestino delgado e célon. Esse tipo de diarréia pode ser causada por
microrganismos invasivos, como por exemplo, Salmonella sp, Shigella sp e
Campylobacter sp, ou por agentes que elaboram toxinas lesivas para o tecido, tais
como o Clostridium difficile e a Escherichia coli enterohemorragica. Estes
microrganismos, de uma forma ou de outra, promovem uma destruicdo do
revestimento mucoso do intestino com o conseqlente aparecimento de sangue,
serosidade e leucocitos nas fezes (Barret, 1992; Tomai e cols., 1992; Guerrant e
cols., 1992; Guerrant, 1994; Sears & Kaper, 1996; Sack e cols., 1997).

Em geral, as diarréias inflamatorias representam a faixa mais grave das
doencas diarréicas e requerem tratamento e avaliagdo mais intensivos. Partindo
desse principio, as pesquisas envolvendo o Clostridium difficile tém se tomado cada
vez mais evidentes, visto que, hoje em dia, esse microrganismo é considerado um
importante patdgeno hospitalar, causador de diarréia inflamatéria, bastante
prevalente (McFarland e cols., 1989; Lima & Lima, 1993; Anglim & Farr, 1994,
Samore e cols., 1996; Katz e cols., 1997; Starr e cols., 1997).

Corroborando esta idéia, Lima e cols.,, 1993, demonstraram, em estudo
realizado no Hospital Universitario Walter Cantidio da Universidade Federal do
Ceard, Brasil, que o Clostridium difficile é o principal agente causador de diarréia

nosocomial nesse estabelecimento (Lima & Lima, 1993).



1.2- O Clostridium difficile como agente indutor de diarréia inflamatéria
1.2.1- Marcos historicos

Uma das primeiras descricdes da colite pseudomembranosa foi feita por
Finney em 1893, a partir da observacdo de uma pseudomembrana diftérica, presente
no colon de uma paciente que apresentou uma colite fatal depois de uma cirurgia.
Contudo, vale salientar que, o agente causador desta enfermidade ndo foi elucidado
nesta época (Lyerly e cols., 1988).

Somente em 1935, Hall & Toole, estudando a flora intestinal de recém-
nascidos saudaveis, descreveram um membro, até entdo desconhecido, do género
Clostridium, que recebeu inicialmente a denominagdo de Bacillus difficilis e logo
em seguida de Clostridium difficile, refletindo exatamente a dificuldade encontrada
para isolar e manter esse microrganismo em cultura pura (Hall & Toole, 1935).

Nesse mesmo ano, Hall & Toole demonstraram, ainda, que o C. difficile era
extremamente toxicogénico em cultura. Essa evidéncia foi baseada no achado de
lesbes, parada respiratéria e morte quando da injecdo de cultura liquida ou filtrado
do meio que continha esse microrganismo, em animais experimentais (Hall & Toole,
1935).

Depois de sua descoberta, o Clostridium difficile passou por uma relativa
obscuridade, haja visto que a colite pseudomembranosa foi uma condicdo rara na
era pré-antibidtica. Contudo, em meados dos anos 1960 e inicio da década de 1970,
essa enfermidade atingiu proporcdes epidémicas, tomando-se uma complicacdo
comum ao uso de antibioticos (Tedesco e cols., 1974; Swartzberg e cols., 1977;
Bartlett e cols., 1978; Lyerly e cols., 1988).

Somente por volta de 1970, as bactérias anaerébias comecaram a ser

implicadas como importantes agentes causadores de doencgas intestinais. Por



conseguinte, surgiram varios estudos em busca de antimicrobianos ativos contra
esses agentes infecciosos emergentes; tendo sido a lincomicina um dos primeiros
sucessos (Tedesco e cols., 1974; Lyerly e cols., 1988).

Entretanto, logo foi observado que muitos dos pacientes tratados com a
lincomicina e seus congéneres frequentemente apresentavam diarréia e uma severa
inflamacdo da mucosa coldnica. Dessa forma, esse antibiotico mostrava-se eficaz
nao somente contra as bactérias anaerobias, mas também como um fator
desencadeante da colite pseudomembranosa, possivelmente favorecendo a ativagdo
do Clostridium difficile que, até entdo, se encontrava inGcuo apenas como um
microrganismo da microbiota intestinal (Tedesco e cols., 1974; Tedesco e cols.,
1976; Swartzberg e cols., 1977; Lyerly e cols., 1988).

A partir do final da década de setenta, o Clostridium difficile tem sido
reconhecido com freqiiéncia cada vez maior como um importante enteropatdgeno.
Nesse sentido, dados epidemiolégicos, nos Estados Unidos, indicam que até % dos
pacientes hospitalizados albergam esse agente; e que muitos desenvolvem sintomas
de diarréia e colite (McFarland e cols., 1989; Pothoulakis & LaMont, 1993; Ho e
cols., 1996; Samore e cols., 1996; Starr e cols., 1997).

Nos dias de hoje, ha numerosos estudos laboratoriais e clinicos demonstrando
gue o Clostridium difficile é o principal agente causador de doencas intestinais
associadas ao uso de antimicrobianos, que variam desde diarréia autolimitada,
relativamente benigna, a colite pseudomembranosa grave, que, muitas vezes, pode
ser fatal (Lyerly e cols., 1988; Kelly e cols., 1994; Sears & Kaper, 1996; Settle &
Wilcox, 1996; Ho e cols., 1996; Starr e cols., 1997).

E importante ressaltar o fato de que, com o advento do uso indiscriminado de
antimicrobianos, as doencas relacionadas ao Clostridium difficile tém se tomado

cada vez mais freqlentes e, dessa maneira, tém aumentado os indices de



mortalidade por doencas diarréicas causadas por esse microrganismo (Bartlett,
1990; Kelly e cols., 1994; Anglim & Farr, 1994; Ho e cols., 1996; Settle & Wilcox,
1996; Settle, 1996).

1.2.2- Microbiologia do Clostridium difficile

O C. difficile é reconhecido como um bacilo anaerdbio obrigatorio, Gram-
positivo e com esporo subterminal, que faz parte da microbiota intestinal, tanto do
homem como de outros animais (Lyerly e cols., 1988; Pothoulakis & LaMont, 1993,
kelly e cols., 1994).

Até por volta de 1977, era dificil se fazer a distincdo entre o Clostridium
difficile e outros microrganismos comumente encontrados nas fezes, como, por
exemplo, o Clostridium sporogenes. Por conseguinte, as doencgas associadas ao C.
difficile ndo eram adequadamente diagnosticadas. Entretanto, George e cols., 1978,
desenvolveram um meio de cultura seletivo contendo cicloserina e cefoxitima e
frutose em &gar, o qual facilitou sensilvelmente o isolamento desse agente. Vale
salientar que atualmente varios sistemas de automacdo estdo sendo utilizados para
identificacdo de bactérias anaerobias, incluindo o Clostridium difficile.

Em adicdo, existem alguns métodos laboratoriais, do tipo ELISA, cultura de
células, contraimunoeletroforese e aglutinacdo pelo latex, para deteccdo das toxinas
do C. difficile. Dentre esses, 0 ensaio utilizando a cultura de células é considerado o
método padrdo e, por conseguinte, serve de parametro para o0s outros testes (Lyerly

e cols., 1988).



1.2.3- Toxinas do Clostridium difficile

O Clostridium difficile produz duas toxinas denominadas de toxina A
(enterotoxina) e toxina B (citotoxina), que possuem uma sequéncia de 2710 e 2366
aminoacidos e pesos moleculares de 308 e 279 kDa, respectivamente (Dove e cols.,
1990; Barroso e cols., 1990). Dentre os aminoacidos que compdem essas toxinas, a
aspargina, glicina e glutamina sdo 0s que se apresentam em maiores quantidades
(Banno e cols., 1984; Dove e cols., 1990; Barroso e cols., 1990).

O modo de acdo bioldgica dessas toxinas ainda € pouco compreendido, nao
obstante muitas publicacdes confirmarem sua participacdo efetiva, na patogénese de
doencas diarréicas associadas a antibidticos (Bette e cols., 1991; Baldacini e cols.,
1992; Pothoulakis & LaMont, 1993; Kelly e cols., 1994; Pothoulakis, 1996).

Corroborando essa evidéncia, existem alguns trabalhos demonstrando, em
portadores humanos ou animais, a presenca de cepas de C. difficile que néo
produzem toxinas e que, consequentemente, sdo incapazes de desencadear as
doencas diarréicas relacionadas com este microrganismo (Lyerly e cols., 1988;
Bartlett, 1990; Kelly e cols., 1994; Pothoulakis, 1996).

Ademais, tem sido relatado que é possivel um amplo espectro de resposta do
hospedeiro ao C. difficile, passando do estado de portador assintomatico até a colite
pseudomembranosa. Esta variacdo, ainda, ndo é bem compreendida e pode estar
associada com diferencas entre as cepas do microrganismo, ndo toxigénicas, ou com
variacoes na resposta do hospedeiro, relacionadas com modificagbes nos receptores
das toxinas ou nas defesas imunologicas (Pothoulakis & LaMont, 1993; Settle,

1996; Settle & Wilcox, 1996; Pothoulakis, 1996).



1.2.4- Doencas relacionadas com o Clostridium difficile

A diarréia associada a antibioticos e/ou a colite pseudomembranosa, tanto em
animais como no homem, tem sido comumente relacionada ao Clostridium difficile
toxigénico numa frequéncia de 50 a 80 %, para diarréia associada a antibidticos, e
90 a 100 % para colite pseudomembranosa (George e cols., 1978; Bartlett e cols,
1978; Bartlett, 1990; Kelly e cols., 1994).

A flora intestinal, tanto do homem como dos animais, quando integra, impede
eficazmente a colonizagédo pelo C. difficile. Contudo, os antibidticos constituem o
principal fator de alteragdo da microbiota bacteriana, provocando a sua substituicdo
por microrganismos resistentes as drogas em uso, 0s quais proliferam e podem
provocar quadros patolégicos diversos (Sack e cols., 1997). O desequilibrio da
microbiota intestinal se manifesta especialmente com o surgimento de diarréia, ou
até mesmo com um quadro grave de colite pseudomembranosa provocada pelo
Clostridium difficile (Kelly e cols., 1994; Sears & Kaper, 1996; Settle, 1996).

Em geral, esse quadro clinico produzido pelo C. difficile ocorre em pacientes
gue tiveram a sua flora intestinal anaerdbia alterada por antibidticos, do tipo
clindamicina, ampicilina, amoxicilina, macrolideos, lincosamidas, aminoglicosidios,
cefalosporinas etc (Kelly e cols., 1994; Ho e cols., 1996; Settle & Wilcox, 1996).

A colite pseudomembranosa caracteriza-se por uma severa inflamacdo da
mucosa coldnica e pela formacdo de uma pseudomembrana composta de fibrina,
muco, células epiteliais necrosadas e leucécitos (George e cols., 1978; Lyerly e
cols., 1988; Grdschel, 1996). Esta enfermidade é diagnosticada pela observacao
endoscopica da pseudomembrana ou pela presenca de microabcessos no célon de
pacientes com diarréia, e com histéria de exposicdo a antibiotico/quimioterapicos,

nas ultimas 6-8 semanas (Kelly e cols., 1994; Grdschel, 1996; Katz e cols., 1997).



Outra forma de manifestacdo da infeccdo pelo Clostridium difficile é o
surgimento de diarréia leve a moderada, denominada diarréia associada a
antibidticos. Em geral, esse disturbio é menos grave e de tratamento mais facil do
gue a forma classica de colite pseudomembranosa (Lyerly e cols., 1988; Pothoulakis

& LaMont, 1993; Kelly e cols., 1994).

1.2.5- Atividades bioldgicas das Toxinas A e B

Nos ultimos anos, varios pesquisadores tém se empenhado na investigacédo
dos mecanismos moleculares, envolvendo as toxinas A e B do Clostridium difficile.
Por conseguinte, surgiram varios trabalhos evidenciando o fato de que ambas as
toxinas sdo capazes de monoglicosilar proteinas Rho, pertencentes a familia de
GTPases de baixo peso molecular (Just e cols., 1994; Dillon e cols., 1995; Just e
cols., 1995., Giry e cols., 1995; Schmidt e col., 1996; Hofmann e cols., 1997).

O mecanismo pelo qual a glicosilacdo de proteinas Rho provoca inativacédo
molecular ainda ndo foi bem esclarecido. Entretanto, sabe-se que esse efeito se
encontra relacionado, pelo menos em parte, com alteracdes na transducdo de sinal
(Just e cols., 1994; Schmidt, e cols., 1996; Denhardt, 1996).

Vale salientar que essa glicosilacdo de proteinas Rho, além de inativar véarias
atividades biologicas de determinadas moléculas, também é capaz de intermediar
alguns eventos celulares produzidos por toxinas bacterianas (Aktories, 1994,
Aktories, 1997a; Aktories, 1997b). Ratificando essa evidéncia, recentemente foi
demonstrado que 0s mecanismos de apoptose, alteracdes no citoesqueleto e inibicdo
da fosfolipase D, provocados pelas toxinas A e B, sdo dependentes da inativacdo de
proteinas Rho (Just e cols., 1994; Just e cols., 1995; Giry e cols., 1995; Schmidt e
cols., 1996).



As toxinas do C. difficile, especialmente a toxina B, causam arredondamento
celular e marginalizacdo do nucleo. Essas mudancas morfoldgicas, geralmente, sdo
irreversiveis e inibem a divisdo celular. Dessa maneira, essas toxinas mostram uma
atividade antiproliferativa (Fiorentini & Thelestan, 1991). Em adicdo, ha estudos
demonstrando que a toxina B causa uma serie de efeitos inespecificos em células de
mamiferos, tais como perda de potassio e calcio intracelulares e diminuicdo na
sintese de &cido ribonucléico e desoxirribonucléico com a consequente reducdo na
sintese protéica (Florin & Thelestam, 1984).

A literatura relata que a toxina B é desprovida de efeitos enterotdxicos, ou
seja, ndo é capaz de provocar secrecdo de fluidos, lesdo morfoldgica, nem infiltrado
inflamatorio na mucosa intestinal (Taylor e cols., 1981; Lyerly e cols., 1982).
Entretanto, esta toxina é considerada cerca de mil vezes mais potente que a toxina
A, no que diz respeito aos seus efeitos citotoxicos, para varios tipos de células de
mamiferos em cultura (Lyerly e cols., 1988; Baldacini e cols., 1992).

Recentemente, 0 nosso grupo de pesquisa demonstrou que as toxinas A e B
do Clostridium difficile sdo potentes indutoras da migracdo de neutrofilos em
cavidade peritoneal e bolsa de ar subcutanea de ratos, dependentemente da
liberacdo de fatores quimiotaticos, do tipo leucotrienos e citocinas, por macrofagos
(Rocha, 1994; Rocha e cols., 1997; Souza e cols., 1997).

Essas evidéncias estdo fundamentadas nos seguintes fatos: (1) o aumento da
populacdo de macrofagos, pelo tratamento com tioglicolato, amplificou o efeito da
migracdo de neutrofilos; (2) a deplecdo de células peritoneais residentes, por meio
da lavagem peritoneal, inibiu essa atividade; (3) o tratamento dos animais com
inibidores especificos de lipoxigenase, tais como MK 886 e BWA4C, também,
bloqueou o referido evento; (4) a incubacdo de soros anti-TNF-a e anti-IL-Ip com

toxina A neutralizou a capacidade dessa toxina em promover infiltracdo de
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neutrofilos, em bolsas de ar subcutaneas. Evidenciou-se, ainda, que somente 0 soro
anti-TNF-a inibiu essa atividade quando o estimulo inflamatério foi a toxina B; e (5)
por fim, demonstrou-se que monocamadas de macrofagos estimulados com toxina A
ou B foram capazes de liberar, no sobrenadante da cultura, fatores quimiotaticos
para neutrofilos, in vivo (Rocha, 1994; Rocha e cols., 1997; Souza e cols., 1997).

Em adicéo, foi demonstrado que a toxina A é capaz de estimular a sintese e a
liberacdo de interleucina-1, por macrofagos em cultura, que, por sua vez, é capaz de
induzir a proliferacdo de linfécitos (Miller e cols., 1990). Além do mais, Flegel e
cols., 1991, evidenciaram que ambas as toxinas do C. difficile sdo potentes
estimuladoras da liberacdo de TNF-a, EL-1 e IL-6, por mondcitos humanos, in vitro.

Estd bem demonstrado em animais experimentais que a toxina A, através de
seus efeitos enterotdxicos, é capaz de produzir uma intensa secrecdo de fluidos,
aumento da permeabilidade intestinal e uma potente reacdo inflamatéria aguda na
mucosa intestinal, caracterizada por necrose epitelial, edema hemorragico, ulceracao
e ativacdo de macrofagos e mastocitos, com a subseqiiente mobilizacdo de
neutrofilos para o foco inflamatério (Lyerly e cols., 1982; Lyerly e cols., 1985;
Triadofilopoulos e cols., 1987; Lima e cols., 1988; Triadofilopoulos e cols., 1989;
Kelly e cols., 1994; Burakoffe cols., 1995).

Corroborando esse fato, Lima e cols., 1989, demonstraram que a injecdo de
toxina A em alca intestinal de coelho, a partir das duas primeiras horas, provoca
uma significativa infiltracdo de células mononucleares e uma potente secrecao
intestinal semelhante aquela produzida pela toxina do Vibrio cholerae, que é um
classico agente secretério. Outros pesquisadores, desse mesmo grupo, evidenciaram
ainda que esta secrecdo vem acompanhada por uma excessiva reacdo inflamatoria,

as quais foram bloqueadas por inibidores de fosfolipase A2, de ciclooxigenase e por
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antagonistas do fator de agregacdo plaquetaria (Fang e cols., 1994; Fonteles e cols.,
1995).

O resultado da inflamacéo intestinal provocada pela toxina A, no intestino de
coelho, € um acentuado influxo de neutréfilos para o segmento afetado com a
consequente destruicdo da mucosa intestinal (Pothoulakis & LaMont, 1993; Kelly e
cols., 1994; Burakoffe cols., 1995). Essa lesdo celular ¢ mais grave na extremidade
da vilosidade, porém, toda a mucosa é envolvida por uma intensa reacao
inflamatéria com areas de necrose (Pothoulakis & LaMont, 1993). Ademais, por
meio desse mesmo protocolo, observou-se que, diferentemente da toxina da colera
que provoca secrecdo de fluidos acelulares e ricos em proteinas, a toxina A induz
um potente efeito secretorio intestinal caracterizado pela presenca de exsudato que
contém neutrofilos, mondcitos e enterdcitos descarnados (Triadofilopoulos e cols.,
1989; Pothoulakis & LaMont, 1993).

Os mecanismos envolvidos na resposta inflamatéria da toxina A sdo muito
complexos e envolvem, pelo menos em parte, a liberacdo de potentes mediadores
inflamatérios, do tipo prostaglandina E2 (PGE2), e leucotrieno B4 (LTB4),
leucotrieno C4 (LTC4), fator ativador de plaquetas (PAF), interleucina-1 (IL-1),
interleucina-8 (IL-8), histamina e Oxido nitrico, por células residentes da lamina
prépria intestinal (Triadofilopoulos e cols., 1987; Triadofilopoulos e cols., 1989;
Linevsky e cols., 1990, Miller e cols., 1990; Burakoff e cols., 1995; Qiu e cols.,
1996; Mahida e cols., 1996).

Os mastocitos, da mesma forma que os macrofagos, tém sido implicados nas
acdes bioldgicas da toxina A. Nesse sentido, foi observado que a injecdo desta
toxina, na alca intestinal de coelho, induz um aumento na producédo de histamina e

LTC4 que sdo sintetizados especialmente por mastécitos (Linevsky e cols., 1990).
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Observou-se, também, que o ketotifen (estabilizador de mastdcitos) reduz de
forma significativa a lesdo, secrecdo de fluidos, permeabilidade intestinal e niveis de
PAF, LTC4 e LTB4 provocados pela toxina A no ileo de ratos (Pothoulakis e cols.,
1993). Foi relatado, ainda, que essa toxina causa a liberacdo de uma protease
especifica, denominada RMCPII, por mastocitos da lamina propria intestinal, que
pode ser bloqueada pelo ketotifen (Pothoulakis e cols., 1993; Pothoulakis e cols.,
1994; Castagliuolo e cols., 1994), reforcando, portanto, a participacdo dos
mastécitos residentes da lamina propria intestinal na enterotoxicidade da toxina A.
Por outro lado, recentemente 0 nosso grupo demonstrou que essas células ndo
participam do evento da migracdo de neutrofilos provocada pelas toxinas A e B
(Rocha, 1994; Rocha e cols., 1997; Souza e cols., 1997).

Existem, ainda, alguns trabalhos mostrando a participagdo do sistema nervoso
entérico na modulacdo dos efeitos enterotoxicos da toxina A (Castagliuolo e cols.,
1994; Pothoulakis e cols., 1994; Manty e cols., 1996). Portanto, foi evidenciado que
0 antagonista de substancia P (CP-96, 345) inibe potentemente a secrecdo de
fluidos, permeabilidade intestinal ao manitol, inflamacdo na lamina propria e
necrose epitelial produzidas pela toxina A, no modelo de alca intestinal de ratos
(Pothoulakis e cols., 1994). Além do mais, observou-se que determinados inibidores
neuronais, como, por exemplo, lidocaina, hexametdnio e capsaicina sdo capazes de
reduzir a secrecdo intestinal, atividade da mieloperoxidase e permeabilidade ao
manitol, em mucosa ileal de rato exposta a toxina A (Castagliuolo e cols., 1994).

Por ultimo, Mantyh e cols., 1996, demonstraram também que a injecdo de
toxina A no ileo de rato induz a liberacdo de substancia P, a partir de neurénios
aferentes primarios, que, por sua vez, age em neurdnios entéricos e plexos
mioentéricos. Portanto, mais uma vez evidenciou-se a importancia do componente

neuronal na fisiopatologia dos efeitos enterotoxicos da toxina A.
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1.3- Atividade funcional dos macrofagos no processo inflamatoério agudo

Os macrofagos pertencem ao sistema fagocitario mononuclear, que é um
sistema composto por células com caracteristicas morfoldgicas, imunologicas e
funcionais semelhantes. As células pertencentes a este sistema sdo formadas na
medula 0ssea, a partir de uma linhagem de células fagociticas mononucleares, que
alcancam os tecidos atraves da corrente sanguinea. Os macrofagos tém sua origem a
partir de uma célula-mde na medula 0ssea, passando pelo estagio de monoblastos
para formar os pré-mondcitos que, por sua vez, dividem-se dando origem aos
monaocitos do sangue periférico que, no tecido conjuntivo dos érgdos, sdo chamados
de histiocitos, macrofagos fixos ou macrofagos residentes (Van Furth, 1988; Ogle e
cols., 1994; Laskin & Pendino, 1995).

Os macrofagos sdo encontrados praticamente em todos os tecidos e fluidos
do organismo (Van Furth, 1988; Johnston, 1988). Embora apresentem a mesma
origem, o0s macrofagos residentes em diferentes locais podem apresentar
caracteristicas bioquimicas e estruturais distintas, dependendo de seu microambiente
(Johnston, 1988; Ogle e cols., 1994). Dessa forma, os macréfagos podem receber
diversas denominacgdes, tais como celulas de Kupper (figado), macrofagos
alveolares (pulmdo), macrofagos pleurais e peritoneais (cavidades serosas), células
microgliais (sistema nervoso central), osteoclastos (0sso) etc.

Ademais, os macréfagos podem permanecer quiescentes em determinadas
cavidades serosas, por um longo periodo. Contudo, sdo células pluripotentes, ou
seja possuem a propriedade de tomarem-se ativados por estimulos externos. A
ativacdo de macrofagos foi originalmente descrita em animais infectados com
patdgenos intracelulares, tais como, micobactéria, listéria, brucela e toxoplasma. Os

macrofagos ativados sdo células mais responsivas e que possuem um citoplasma
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mais irregular, com maior numero de mitocondrias, maior quantidade de enzimas e
com elevada atividade microbicida e tumoricida (Cohn, 1978; North, 1978§;
Takemura & Werb, 1984). Esse estado de ativagdo pode ser acionado por citocinas
ou por interacbes ndo imunologicas que perturbam a membrana celular, como, por
exemplo, certos produtos bacterianos. A literatura afirma que, dentre as citocinas, o
interferon gama tem um papel especial na mediacdo do processo de ativacao
enddégeno do macréfago (Adams & Hamilton, 1987; Nathan, 1987; Laskin &
Pendino, 1995).

Por outro lado, os macrofagos que sdo expostos a irritantes, tais como
tioglicolato, O6leo mineral, caserna, proteose-peptona ou glicogénio, sdo
denominados de macrofagos estimulados. Nessa situacdo, eles ndo possuem efeitos
bactericida nem tumoricida. Contudo, apresentam uma maior responsividade aos
agentes ativadores do que os macrofagos residentes ou mondcitos (North, 1978;
Adams & Hamilton, 1987).

Desde os tempos de Metchnikoff até os dias de hoje, os macréfagos tém sido
reconhecidos fancionalmente como células defensoras do organismo. Segundo
Ferreira, 1980, os macrofagos residentes agem como células de alarme, 0s quais em
contato com agentes injuriantes desencadeiam os mecanismos de defesa atraves da
producdo e liberacdo de indmeras substancias, tais como enzimas, inibidores de
enzimas, fatores da coagulacdo, componentes do sistema complemento, citocinas,
intermediarios reativos do oxigénio, derivados lipidicos, dentre outros, que
participam ativamente na génese dos eventos que ocorrem na reacdo inflamatéria
aguda (Ogle e cols., 1994; Laskin & Pendino, 1995). Em adicdo, ap0s esse estagio
mais precoce da inflamacdo, os macrofagos se tomam abundantes e digerem

avidamente microrganismos, debris celulares, complexos antigeno-anticorpo, células
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neoplasicas e outras particulas estranhas (Le Fevre e cols., 1979; Takemura &
Werb, 1984; Unanue & Allen, 1987; Nathan, 1987).

Varias pesquisas foram conduzidas com o intuito de demonstrar a
importancia do macréfago na inflamacéo aguda. Nessa perspectiva, Kazmierowski e
cols., 1977, em um estudo inicial, demostraram a importancia dos macrofagos
alveolares no acumulo de neutréfilos no exsudato broncoalveolar em primatas.

Além do mais, foi demonstrado que a infiltracdo neutrofilica induzida pela
carragenina, hemécias de carneiro ou soro heterdlogo, em cavidades peritoneais de
ratos, pode ser bloqueada ou potencializada, pelo tratamento prévio com soro anti-
macroéfago e tioglicolato, respectivamente (Souza & Ferreira, 1985). Evidenciou-se,
também, que a migracdo de neutrofilos provocada pela carragenina, zymozan ou
LPS é minima em cavidades peritoneais depletadas de macréfagos (Souza e cols.,
1988).

Existe, ainda, uma série de trabalhos demonstrando a importancia de certas
citocinas, liberadas por macrofagos, tais como: JFN-y, IL-1, TNF-a e IL-8, na
mediacdo da migracdo de neutrdfilos para o foco inflamatério (Cunha & Ferreira,
1986; Faccioli e cols., 1990; Ribeiro e cols., 1990; Ribeiro e cols., 1991).

Ademais, conforme comentado, 0s macrofagos residentes desempenham um
papel fundamental no evento da migracdo de neutrofilos, em cavidades peritoneais e
bolsas de ar subcutaneas de ratos, provocada pelas toxinas A e B do Clostridium
difficile (Rocha e cols., 1997; Souza e cols., .1997).

Dessa forma, fica evidente que os macrofagos, além de exercerem um papel
fundamental na fase cronica do processo inflamatério, participam ativamente na
modulacdo de varios eventos da inflamacdo aguda. Ademais, apresentam uma
importante influéncia sobre o funcionamento do sistema imunoldgico (Ogle e cols.,

1994; Laskin & Pendino, 1995).
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1.4- Fisiologia e imunofarmacologia da mucosa intestinal: papel de células e

mediadores inflamatoérios

Durante essa Uultima década, tem aumentado muito o interesse pelos
mecanismos de controle da fisiologia epitelial, em particular o envolvimento de
células imunes e seus respectivos mediadores. Ha tempo se sabe que o epitélio
intestinal atua como uma barreira no controle de patdégenos intestinais. Contudo, s
recentemente tem se tomado evidente a participacdo das células do sistema
imunologico no seu funcionamento (Hinterleitner & Powell, 1991; Schreiber e cols.,
1992; McKay & Perdue, 1993; Perdue & McKay, 1994; Stack e cols., 1995;
Theodorou e cols., 1996).

A mucosa intestinal contém grande namero de células imunocompetentes,
como, por exemplo, linfocitos, macrofagos, neutrofilos, mastécitos etc, localizadas
proximo ao epitélio e geralmente associadas a estruturas nervosas. Portanto, a
contiguiidade destas estruturas pode explicar a interrelagdo funcional do sistema
imune com sistema nervoso entérico e trato digestivo (Stead e cols., 1987; Schreiber
e cols., 1992; Ciancio & Chang, 1992; Perdue & McKay, 1994).

Existem muitos trabalhos demonstrando que as células imunes da lamina
prépria intestinal sdo aptas para sintetizar determinados mensageiros quimicos, do
tipo metabdlitos do acido araquiddnico, fator de agregacdo plaquetaria, oxidantes,
aminas biogénicas e citocinas que, por sua vez, podem alterar as funcdes do epitélio
intestinal de forma direta ou até mesmo indiretamente, através da ativacdo de outros
tipos celulares e/ou sistema nervoso entérico (Schreiber e cols., 1992; McKay &
Perdue, 1993; Perdue & McKay, 1994; Eberhart & Dubois, 1995; Stack e cols.,
1995; Theodorou e cols., 1996).
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Os metabodlitos do &cido araquidénico, em especial as prostaglandinas,
desempenham um papel relevante na fisiopatologia das diarréias inflamatorias.
Corroborando essa afirmacéo, tem sido relatados altos niveis desses eicosandides,
tanto nas diarréias de ocorréncia natural como naquelas produzidas em animais
experimentais. Além do mais, existem alguns trabalhos relatando o fato de que
muitos destes mediadores inflamatorios estimulam a secrecdo de cloro e &gua no
Iintestino (McKay & Perdue, 1993; Eberhart & Dubois, 1995; Stack e cols., 1995).

Alguns estudos evidenciaram que a principal fonte de prostaglandinas no
intestino sdo os macrofagos e mastocitos da regido subepitelial que, por sua vez, sdo
particularmente reconhecidos como grandes produtores de eicosandides. Esses
mediadores, em especial as prostaglandinas, tém sido implicados na fisiopatologia
das doencas inflamatorias intestinais, visto que além de induzirem secrecao
diretamente, podem intermediar ainda as agbes de outros agentes sobre a fisiologia
do enterdcito (Bem e cols., 1989; Calderaro e cols., 1991; Schreiber e cols., 1992;
McKay & Perdue, 1993; Perdue & McKay, 1993; Eberhart & Dubois, 1995).

Ratificando essa idéia, ha varias pesquisas evidenciando a importancia das
prostaglandinas na secrecdo intestinal. Dessa forma, foi observado que a adigdo de
PGE2 e PGEi, em alca intestinal de coelho, in vitro, induz um aumento significativo
na corrente de curto-circuito, decorrente da secrecdo de cloreto (Racussen e cols.,
1980; Heintze e cols., 1983), podendo ser bloqueada pelo inibidor de
ciclooxigenase, indometacina (Smith e cols., 1981).

Além do mais, outros trabalhos tém demonstrado que determinadas
prostaglandinas induzem uma ativa secrecdo de cloreto e, consequentemente, de
agua na luz intestinal, por um mecanismo dependente de AMPc (Racussen e cols.,
1980; Musch e cols., 1987). Evidenciou-se, ainda, que estes eicosandides em

monocamadas de células T-84 apresentam basicamente 0os mesmos efeitos
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observados em preparacGes de mucosa intestinal, em cdmaras de Ussing (Halm e
cols.,1988; McKay & Perdue, 1993).

Calderaro e cols., 1991, investigando a correlacdo entre o metabolismo do
acido araquidénico e a secrecdo intestinal demonstraram uma intensa atividade da
enzima ciclooxigenase, apos a pré-incubacdo de fragmentos de célon, in vitro, com
acido araquidénico exdgeno ou calcio ionoforo A23187, resultando na producéo de
PGF2a, PGE2, PGI2e TXB2 Dentre esses mediadores, somente a PGE? foi capaz de
estimular a secrecédo intestinal, em camara de Ussing. Evidenciaram, também, que
tanto a sintese de prostaglandinas como a secrecdo intestinal foram bloqueadas pela
indometacina, ratificando, portanto, a importancia da enzima ciclooxigenase nessas
atividades bioldgicas ora mencionadas.

Ainda no que se refere ao envolvimento das prostaglandinas na fisiologia do
epitélio intestinal, existem varios trabalhos cientificos evidenciando estes
eicosandides como intermediadores da secrecdo intestinal induzida por uma série de
agentes farmacologicos. Nessa perspectiva, foi observado que fMLP (Finley &
Smith, 1989; Barret e cols., 1990), PAF (Hanglow e cols., 1989, Powell, 1992),
H202 (Powell, 1992), leucotrienos (Smith e cols., 1988; Smith e cols., 1992), IL-1
(Chiossone e cols., 1990; Chang e cols., 1990), IL-3 (Chang e cols., 1990) e TNF-a
(Kandil e cols., 1992), atuam indiretamente via producdo de prostaglandinas por
células imunes presentes na lamina propria e submucosa intestinal.

A literatura relata que h4 um aumento na sintese de leucotrienos intestinais,
tanto em animais com inflamagéo intestinal induzida experimentalmente como em
individuos com colite ulcerativa. Portanto, essas evidéncias tém sugerido a
participacdo desses agentes na patogénese das doencas inflamatdrias do intestino
(Schreiber e cols., 1992; Smith, 1992; McKay & Perdue, 1993). Ndo obstante, o

papel dos leucotrienos na fisiologia do enterdcito ainda precisa ser melhor
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esclarecido, levando-se em consideracdo a existéncia de uma série de discordancias
que existe entre diversos autores. Por exemplo, ha trabalhos que demonstram que 0s
peptidoleucotrienos, LTC4, LTD4 e LTE4, no lado seroso da camara de Ussing,
induzem um transiente aumento na corrente de curto-circuito em ileo de coelho ou
rato (Smith e cols., 1988; Smith e cols., 1992; Smith, 1992).

Por outro lado, Bem e cols., 1989, ndo evidenciaram nenhum envolvimento
entre os produtos da lipoxigenase e a secre¢cdo de cloro em intestino de coelho,
montado em cdmaras de Ussing. Ademais, Calderaro e cols., 1991, analisando a
relacdo entre os eicosandides e a secrecdo intestinal, também ndo encontraram a
participacéo da lipoxigenase nesta atividade.

Por fim, no tocante ao LTB4, tem sido relatado que esse leucotrieno nédo
participa diretamente no transporte iénico do intestino. Contudo, age como potente
guimoatraente, estimulando, dessa forma, a migracdo de neutréfilos para o intestino,
com consequiente lesdo da mucosa intestinal (Elton e cols, 1989; Smith, 1992;
McKay & Perdue, 1993).

Dentre as células da lamina propria intestinal tem sido referido que os
macrofagos, mastocitos e células endoteliais sdo fontes importantes do fator de
agregacdo plaquetéria (Snyder, 1990). Existe uma série de evidéncias clinicas,
experimentais e histopatologicas, correlacionando o PAF com doencas inflamatodrias
do intestino (Schreiber e cols., 1992; McKay & Perdue, 1993; Morteau e cols.,
1993; Fonteles e cols., 1995; Meenam e cols., 1996).

Especificamente no tocante a secrecdo intestinal, foi demonstrado que 0 fator
de agregacdo plaquetdria é capaz de produzir alteracBes na corrente de curto-
circuito em intestino de rato e coelho, em camaras de Ussing, de forma dose
dependente. Observou-se, ainda, que este efeito é bifasico ou seja, logo apés a sua

adicdo (1-2 min.) ocorre um aumento na Isc e somente 15 minutos depois ha um
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novo pico (Hanglow e cols., 1989; Beme e cols., 1989; Powell, 1992). Por fim,
demonstrou-se, também, que esta atividade secretéria intestinal é dependente da
sintese de prostaglandinas, assim como da ativacdo do sistema nervoso entérico
(Hanglow e cols., 1989).

O envolvimento do peroxido de hidrogénio na neurofisiologia da secrecéo
intestinal pode ocorrer tanto por mecanismos diretos como indiretos. Na primeira
situacdo, este agente interage com o epitélio intestinal, através de um mecanismo
dependente de célcio, alterando a absorcdo de NaCl e a secrecdo de cloreto (Powell,
1992, Tamai e cols., 1992).

No tocante ao efeito indireto do H202, foi observado que este metabdlito atua
por meio da sintese de prostaglandinas que, por sua vez, alteram 0 transporte
intestinal por processos mediados por nucleotideos ciclicos. Ademais, a semelhanca
do observado com o fator de agregacdo plaquetaria, o peroxido de hidrogénio
produz alteracBes bifasicas na corrente de curto-circuito (Karayalcin e cols., 1990;
Powell, 1992).

A partir de observacdes clinicas e experimentais tem sido referido que
determinadas citocinas, em especial a IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a, participam da
fisiopatologia da lesdo e/ou secrecdo intestinal. H& varios trabalhos mostrando que
essas moléculas possuem acdes, do tipo autdcrina, pardcrina e endocrina, que
medeiam direta ou indiretamente as alteragbes funcionais, locais ou sistémicas,
relacionadas com a patogénese das doencas inflamatérias no intestino (Sartor e
cols., 1988; Kusagami e cols., 1991; Isaacs e cols., 1992; Young e cols., 1993;
Hyams e cols., 1993; McKay & Perdue, 1993; Sartor, 1994).

O fator de necrose tumoral € uma citocina pro-inflamatéria produzido por
varios tipos celulares, em especial por linfocitos, macréfagos e mastocitos, que

compdem a lamina prépria do intestino. Essa citocina tem sido comumente apontada
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como um dos mediadores inflamatorios implicados nas alteracdes da fisiologia
epitelial (Berschneider & Goralska, 1992; McKay & Perdue, 1993; McKay &
Perdue, 1994; Sartor, 1994).

Ratificando o que ora se expds, tem sido descrito que o TNF-a, de maneira
autocrina efou paracrina, pode induzir uma expansdo na populacdo de células
residentes da lamina prépria e epitélio intestinal, com a consequente liberacdo de
outros agentes, tais como citocinas, derivados lipidicos, enzimas, oxidantes e
neurotransmissores, muitos dos quais, por sua vez, Sao capazes de provocar
secrecdo e lesdo na mucosa intestinal (Berschneider & Goralska, 1992; Kandil e
cols., 1992; McKay & Perdue, 1994).

Especificamente quanto a secre¢do intestinal, o efeito secretagogo do fator de
necrose tumoral, ainda, é pouco explorado. Contudo, foi demonstrado que o TNF-a
induz esta atividade, tanto na mucosa ileal, in vitro, como em células T-84
colocadas em cultura com fibroblastos, por mecanismos dependentes da sintese de
prostaglandinas (Kandil e cols., 1992).

Dentre as células imunocompetentes que compdem a mucosa intestinal, os
macrofagos tém se destacado por sua elevada capacidade de sintetizar e liberar
rapidamente a interleucina-1 que, por sua vez, possui uma influéncia marcante na
fisiopatologia da lesdo e secrecdo intestinal (Cominelli e cols., 1989; Cominelli e
cols., 1990; Chang e cols., 1990; Chiossone e cols., 1990; Morteau e cols., 1993;
Theodorou e cols., 1994). Uma boa evidéncia que demonstra a contribuicdo da IL-1
na patogénese da inflamacdo intestinal pode ser observada em animais com colite
aguda, induzida por imunocomplexo, na qual o bloqueio da atividade desta citocina,
com o IL-Ira, reduz drasticamente a lesdo e a sintese de eicosandides (Cominelli e

cols., 1992; Dinarello & Wolff, 1993; Ferreti e cols., 1994).
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Em adicdo, a habilidade da interleucina-1 em estimular a sintese e liberagéo
de outros mediadores com propriedades quimoatraentes para neutrofilos, do tipo
leucotrieno B4 e interleucina-8, tem sido apontada como um mecanismo importante
na fisiopatologia da lesdo associada as doencas inflamatdrias intestinais (Bagglioline
e cols., 1989; Dinarello & Wolff, 1993; Sartor, 1994).

Existem dois trabalhos classicos demonstrando que a EL-1 produz uma
intensa secrecao intestinal, em mucosa ileal de coelho ou galinha montada em
camaras de Ussing, por um mecanismo sensivel a acdo da indometacina, sugerindo,
portanto, que as prostaglandinas, provavelmente de fontes subepiteliais, sdo o0s
mediadores finais da atividade secretéria dessa citocina (Chang e cols., 1990;
Chiossone e cols., 1990).

Os resultados obtidos por Chiossone e cols., 1990, evidenciaram que a adicao
de IL-1a ou IL-Ip humana no lado seroso, mas ndo no mMucoso, provoca um
aumento na corrente de curto circuito, de forma concentragcdo-dependente, com o
efeito maximo na dose de 5 ng/ml e no tempo de 40 minutos. Também demostraram
gue a atividade secretdria intestinal dessas citocinas foi similar, tanto na magnitude
do efeito quanto na cinética, sugerindo, pois, que as duas formas de IL-1 se ligam ao
mesmo receptor no ileo de coelho.

Algumas evidéncias tém indicado que a interleucina-6 participa da
amplificacdo da resposta inflamatdria intestinal. Nesse contexto, tem sido
evidenciados elevados niveis de IL-6 no intestino de individuos com colite
ulcerativa. Observou-se, ainda, que os macréfagos residentes, presentes na lamina
prépria intestinal de pacientes com doencas inflamatorias, sdo aptos a sintetizar
grandes quantidades dessa citocina (Kusagami e cols., 1991; Schreiber e cols.,

1992; Reinecker e cols., 1993).
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A producdo de IL-8, por células epiteliais e macrofagos residentes, é capaz
de amplificar o processo inflamatério agudo no intestino, através de seus
mecanismos relacionados com atividade quimiotatica para neutrofilos. (McCain e
cols., 1993; Eckmann e cols., 1993). Ratificando essa afirmacdo, foi evidenciado
experimentalmente que a exposi¢cdo do intestino a determinadas citocinas, dentre
elas a interleucina-8, reproduz muitas caracteristicas da inflamacédo intestinal, tais
como ativacdo de células imunes, endoteliais e epiteliais e recrutamento de células
inflamatérias circulantes (Sartor, 1994).

Por fim, tem se tomado cada vez mais evidente que a habilidade de
determinadas células da lamina propria intestinal em produzir mediadores proé-
inflamatorios é extremamente importante na infiltracdo celular, lesdo tecidual,
ulceracdo, secregdo, motilidade e fibrose intestinal. N&o obstante, a compreensao da
complexa interacdo dessas células com seus mediadores e/ou sistema nervoso
entérico, ainda, se encontra em fase bastante superficial (Schreiber e cols., 1992;

Perdue & McKay, 1994; Sartor, 1994).
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2- OBJETIVOS

A partir dos resultados obtidos por Lima e cols., 1989, evidenciando que a
injecdo de toxina A no intestino de coelho produz um infiltrado de células
mononucleares na lamina prépria e superficie do epitélio, com a consequente lesdo e
secrecdo intestinal; bem como pelo fato de se haver demonstrado que ambas as
toxinas do C. difficile sdo potentes indutoras da migragdo de neutréfilos em
cavidades peritoneais e bolsas de ar subcuténeas, dependentemente da liberagdo de
fatores quimiotaticos, por macrofagos residentes (Rocha e cols., 1997; Souza e
cols., 1997), levantou-se a hipotese de que os efeitos intestinais das toxinas A e B
resultam de mecanismos indiretos mediados, em parte, pela estimulacdo de células
residentes, em especial macréfagos que, por sua vez, participam da fisiologia e
imunofarmacologia do epitélio intestinal através da sintese e liberacdo de
mediadores inflamatorios.

Por conseguinte, o objetivo geral dessa pesquisa foi investigar a importancia
dos mediadores inflamatorios, produzidos por macrofagos estimulados com as
toxinas A ou B, na secrecdo intestinal. Para tanto, foram estabelecidos os seguintes
objetivos especificos:

1- Determinar o efeito secretdrio do sobrenadante de macréfagos estimulados

com toxina A ou B no ileo de coelho, montado em camaras de Ussing.

2- Investigar a participacdo de G proteina na sintese do(s) possivel(is)

fator(es) de secrecdo intestinal presente(s) neste material bioldgico.

3- Avaliar o efeito de diferentes bloqueadores farmacoldgicos na producéo
do(s) referido(s) fator(es) oriundo das culturas de macrofagos estimulados com as

toxinas A ou B.
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4- Identificar o(s) fator(es) de secrecdo intestinal presente(s) no sobrenadante

de macrofagos estimulados com as toxinas A ou B.

5- Determinar 0 mecanismo de acdo dess(e)s fatores na mucosa ileal de

coelho, em camaras de Ussing.
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3- MATERIAIS & METODOS

3.1-Animais

3.1.1- Ratos

Foram utilizados ratos wistar, Ratus norvegicus, de ambos os sexos, pesando
entre 170 e 220 g, provenientes do Biotério Central da Unidade de Pesquisas
Clinicas da Universidade Federal do Ceara. Estes animais eram mantidos em caixas

de plastico, com livre acesso a racédo e a agua.

3.1.2- Coelhos

Coelhos albinos, variedade Nova Zelandia, de ambos o0s sexos, pesando entre
1,5 e 2,5 kg, provenientes do criatério da Universidade Federal do Ceard, localizado
no Campus do Piei. Estes animais foram mantidos em jejum durante 24 h, antes do

experimento, com livre acesso a agua.

3.2. Toxinas

As toxinas A e B do Clostridium difficile foram gentilmente cedidas pelo Dr.
David M. Lyerly (TECLAB, VA-USA). Essas toxinas foram obtidas do C. difficile
(VPI strain 10463), mantido anaerobicamente em recipiente apropriado, contendo
infusdo de caldo cérebro-coracdo, de acordo com o método pré-estabelecido (Lyerly
e cols., 1982; Sullivan e cols., 1982). A purificagcdo das toxinas A e B foi realizada
por precipitagdo em sulfato de amonia, através de cromatografia de troca iénica em

coluna de dietilaminoetil sefarose e cromatografia de imunoafinidade. A
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homogeneidade dessas toxinas foi demonstrada por imunoeletroforese cruzada e
eletroforese de gel poliacrilamida (Lyerly e cols., 1982).

Por outro lado, as toxinas ativa e mutante da Bordetella pertussis foram doadas
pelo Dr. E. L. Hewlett (Universidade da Virginia,VA-USA). A toxina pertussis ativa e
a toxina pertussis mutante foram purificadas a partir do meio de cultura da Bordetella
pertussis 165 e 165-9K/129G, respectivamente. Para tanto, usaram-se cromatografia de

hidroxiapatita e cromatografia de afinidade com fetuina (Pizza e cols., 1989).

3.3. Drogas

Os agentes cicloheximida, inibidor de tripsina, fluoreto de fenilmetilsulfonil,
indometacina, quinacrina, &cido nordihidroguaiarético (NDGA), pentoxifilina, RPMI
1640, anticorpos monoclonais anti-IL-la e anti-IL-ip, IL-Ip, tetrodotoxina, e azul de
tripan foram adquiridos na companhia Sigma (St Louis, MO, USA). O BN 52021 foi
cedido pelo Dr. Boris Vargaftig (Instituto Pasteur, Paris, Franga). Ademais, o IL-I-ra,
thioglicolato, talidomida, dexametasona, MK 886 e bumetanida foram obtidos junto a
Bachem Bioscience Inc. (King of Prassia, PA, USA), Difco (Detroit, MI, USA), ICN
Biomedical Inc. (Aurora, OH, USA), Merck Sharp & Dohme (Sao Paulo, SP, Brasil)
Merck Sharp & Dohme (NJ, USA) e Sintofarma (Sdo Paulo, SP, Brasil),

respectivamente.

3.4- Composicao das solugdes e meio de cultura

Esse topico demonstra, atraves das tabelas 1, 2, 3, 4 e 5, as solugBes e meio de
cultura utilizados na fase experimental desta pesquisa, dando énfase a composicao,

concentracdo e companhia fornecedora de cada elemento.



Tabela-1 Meio de cultura RPM1

Composicgao Concentracéo
RPMI 1640 1049
Bicarbonato de sodio 229
Tampéo Hepes 2,381 g
Agua destilada e deionizada 1,01

* O pH foi corrigido para 7,4
aSigma: St. Louis, MO, USA; bGibco: Gaithersburg, MD, USA

Tabela-2 Solucéo de tioglicolato 3%

Composigéo Concentragéo
Meio tioglicolato desidratado 309¢g
Agua destilada e deionizada 01 1

* O pH foi corrigido para 7,4
aDifco: Detroit, MI, USA

Tabela-3 Solugéo salina tamponada com fosfato (PBS)

Composigdo Concentragéo
Cloreto de sédio 8,0¢g
Cloreto de potéssio 0,2¢g
Fosfato de sodio dibasico 1,15¢
Fosfato de s6dio monobasico 02¢g
Agua destilada 1,01

* O pH foi corrigido para 7,4
aReagen: Rio de Janeiro, RJ, Brasil; “Fisber: Springfield, NJ, USA

Tabela-4 Liquido de Turk

Composicéao Concentracgéo
Acido acético glacial 20,0 ml
Violeta genciana 2,0 ml
Agua destilada 10|

'Reagen: Rio de Janeiro, RJ, Brasil
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Companhia
“Sigma
bGibco
Sigma

Companhia

“Difco

Companhia
“‘Reagen
Reagen

hFisher

Reagen

Companhia
“‘Reagen

Reagen



Tabela-5 Composicao da solugcéo de Ringer

Composic¢ao Concentragdo (mEg/l)
Nat 145,0
K+ 4,6
Catt 34
Mg+t 0,8
Cr 119,0
HCO3' 25,0
sol" 0,8

* O pH foi corrigido para 7,4
aSigma: St. Louis, MO, USA

3.5- Cultura de macréfagos

3.5.1- Obtencéo dos macrofagos

Companhia
aSigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Sigma
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Esse protocolo foi executado de forma semelhante ao descrito em Ribeiro e

cols., 1991. Portanto, Os macrofagos foram obtidos de cavidades peritoneais de

ratos que receberam, 4 dias antes, 10 ml de uma solucdo de tioglicolato a 3%,

intraperitonealmente. Para a coleta dos macrofagos, os ratos foram sacrificados com

éter etilico e imediatamente injetados por via intraperitoneal, com 10 ml de meio de

cultura RPMI, contendo heparina na propor¢do de 0,1 ml de heparina/100 ml de

meio. Apoés leve massagem, com auxilio de seringas (10 ml) e agulhas (40x12)

fenestradas, eram retirados em tomo de 70% do volume injetado, que era

acondicionado em tubos Falcon.
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Figura-1. Obtencdo da monocamada de macrofagos. Esse esquema demonstra o
isolamento dos macrofagos, passando pela injecdo do tioglicolato, coleta do

exsudato peritoneal, ajuste celular e etapa da adesao.

3.5.2- Manuseio dos macrofagos in vitro

Apbs a coleta do exsudato peritoneal, as células presentes neste material
foram lavadas duas vezes por centrifugacdo, 250g por cinco minutos, em centrifuga
refrigerada. Logo em seguida, as células foram ressuspensas em RPMI, de forma a
se obter, com base na contagem total em camaras de Neubauer, uma suspensao
celular com 107 células/ml.

A seguir, essa suspensdo foi distribuida em placas de 12 pocos, em um
volume de 2,0 ml por pocgo, as quais foram incubadas, em estufa a 37 °C e com 5%
de CO2, por um periodo de uma hora e meia, a fim de que os macr6fagos pudessem
aderir ao fundo das placas. Ao final deste periodo, o sobrenadante da cultura foi

descartado e as células aderidas foram lavadas trés vezes com RPMI. Este
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procedimento elimina as demais células presentes no lavado peritoneal,
considerando que normalmente elas ndo aderem ao plastico, sendo, portanto, esta
uma propriedade exclusiva dos macrofagos.

Os macrofagos aderidos eram estimulados ou ndo com toxina A ou toxina B
durante uma hora. ApOs esta etapa, 0 sobrenadante era descartado e as
monocamadas de macrofagos novamente lavadas, por mais trés vezes. A seguir,
adicionava-se 1,0 ml de RPMI, contendo soro fetal bovina a 10%, sem estimulo, por
poco da placa de cultura, e duas horas depois os sobrenadantes eram colhidos,

centrifugados e imediatamente utilizados para os ensaios em camaras de Ussing.
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Figura-2. Manuseio dos macrofagos. Esse painel mostra a cultura de macréfagos,
enfocando o protocolo experimental, etapa da liberagdo de mediadores e obtengdo

do sobrenadante.
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3.5.3 Analise da viabilidade celular

A viabilidade celular era analisada, através da técnica do corante azul de
tripam, ao final de cada cultura de macréfagos. Para tanto, era feita uma raspagem
das células aderidas na placa de cultura, em seguida adicionavam-se 200 pl de meio
RPMI e, desta suspensdo, eram retirados 20 pl que, por sua vez, eram adicionados a
5pl do corante azul de tripam, em uma lamina de microscopia. A analise era feita
através da microscopia Optica, com base na morfologia celular e na impregnacao ou
ndo do corante, conforme a Figura-3. O percentual da viabilidade celular observado

nos diferentes protocolos experimentais encontra-se demonstrado na Tabela-6.

* I
Figura-3. Andlise da viabilidade celular. Esse procedimento baseava-se na
impregnacéo ou ndo do azul de tripam. Assim, as células com aspecto fluorescente e

as coradas em azul representam as viaveis e ndo viaveis, respectivamente.
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fabela-6 Percentual da viabilidade dos macréfagos

Protocolo Diluigdo Dose Viabilidade (%0)
M<J)S+RPMI RPMI -- 97
M())S+TxA RPMI 3,2xI10'TM 95
M(|)S+TxA RPMI 9,6x10'M 96
M(|)S+TxA RPMI 3,2xI0"M 92
M(|>S+TxB RPMI 3,6x107TM 94
M<[)S+TXA+TxP RPMI 9,5x107TM 91
M(|>S+TXA+TxPm RPMI 9,5x107M 93
M<|)S+TxA+CHX PBS 10'5M 91
M(|>S+TxA+l. PROT. PBS Img/ml 97
M(])S+TXA+DEXA RPMI 105M 91
M<|)S+TxA+QUINAC. PBS 10°'5M 93
M<|)S+TxA+INDO NaHCO3 5% 10°M 90
M<[)S+TxA+MK886 Metilcelulose 0,1% 10’5M 92
M<[>S+TxA+NDGA Etanol iorm 91
M<j>S+TxA+ BN52021 Etanol 105M 93
M(>S+TxA+PTF DMSO 5X10"M 89
M(|)S+TXA+TALID DMSO 1,5X10'5M 92

A Tabela-6 demonstra parte das estratégias experimentais utilizadas nessa

pesquisa, enfocando cada protocolo, forma de diluicdo, concentracdo das drogas e

toxinas e percentual da viabilidade celular. E importante salientar que a partir do
protocolo M(|)S+TxA+TxP, a toxina A foi usada na dose de 3,2x1O"M. Portanto, a

partir dai, as doses observadas nesta tabela representam as concentragdes dos

bloqueadores farmacoldgicos utilizados em cada experimento.
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3.6- Dosagem de citocinas
3.6.1- Ensaio para detecgéo de IL-ip

Os sobrenadantes foram obtidos de forma andloga a descrita na secdo 3.5.2.
Contudo, as amostras foram estocadas a -70 °C até o uso. A concentracdo de IL-Ip
foi determinada através de um ELISA especifico (Enzyme-Linked Immuno Sorbent
Assay; Rat IL-1P; Biosource International, Camarillo, California, USA).

O kit para IL-Ip foi usado de acordo com as especificacOes do fabricante.
Dessa forma, 100 pl do diluente-padréo foram distribuidos em cada poco, contendo
um anticorpo para IL-Ip. A seguir, distribuiram-se 100 pl da amostra/poco, sendo a
placa imediatamente coberta e incubada por 3 h, a 37 °C. Apés esse periodo, 0
material foi descartado e os pocos lavados, quatro vezes, com uma solucdo tampao.

Na etapa seguinte, 100 pl de anti-LL-lIp foram adicionados a cada poco e ai
permaneceram por 1 h, a temperatura ambiente (25 °C). Em seguida, as solugdes
foram desprezadas e 0s pog¢os novamente lavados, por mais quatro vezes, com 0
liquido-tampdo. ApoOs este procedimento, 100 pl de streptavidina-HRP foram
distribuidos em cada pocgo. A placa foi coberta e deixada por mais um periodo de 30
minutos a temperatura ambiente (25 °C). Posteriormente, essa placa foi esvaziada e
lavada de acordo com o método ha pouco descrito.

A fase subsequente consistiu na adicdo de 100 pl de cromdgeno a cada poco.
Nessa etapa, a placa foi incubada, por 30 minutos, a temperatura ambiente (25 °C),
em local escuro. Logo em seguida, 100 pl da solucdo bloqueadora de reacdo foram
adicionados aos pocos. Por fim, a leitura da absorbancia foi realizada a 450 nm,
sendo os niveis de LL-ip expressos em picogramas por ml.

As curvas do padrdo foram construidas para cada experimento de forma

analoga a descricdo feita h4 pouco. Contudo, inicialmente foram adicionados aos
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pocos 100 pl dos padrdes de IL-Ip nas respectivas diluigbes (46,9, 93,7, 187, 375,

750, 1500 e 3000 pg/ml), em substituicdo aos sobrenadantes de macrofagos.
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Figura-4. Ensaio para detecgcédo de interleucina-1p. Nesse esquema, evidenciam-
se as etapas do ELISA para IL-ip desde a distribuicdo das amostras até a leitura da

absorbancia.
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$.6.2- Ensaio para deteccdo de TNF-a

Os niveis de TNF-a no sobrenadante de macrofagos estimulados com as
oxinas A ou B foram analisados por meio de um Kit de ELISA, especifico para essa
utocina (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay; Rat TNF-a; Biosource
[ntemational, Camarillo, California, USA).

Para tanto, inicialmente colocaram-se 50 pl do diluente padrdo em cada poco
que, continha um anticorpo especifico para TNF-a de rato. A seguir, 50 pl das
amostras, assim como 50 pl dos padrdes, nas respectivas dilui¢bes (15,6, 31,2, 62,5,
125, 250, 500 e 1000 pg/ml), foram distribuidos em cada poco da placa. A etapa
subsequiente constou da adicdo de 50 pl do segundo anticorpo anti- TNF-a. Apos
esse procedimento, a placa foi incubada a temperatura ambiente (25 °C), por 1,5 h.
Passado esse periodo, as amostras e padrdes foram descartados e os pogos lavados,
quatro vezes, com uma solucdo-tampao fornecida pelo préprio fabricante.

Em outra etapa, foram distribuidos 100 pl de estreptavidina-HRP, por poco, e
logo em seguida, a placa foi incubada por mais 45 minutos, a 25 °C. Posteriormente,
0 conteludo dessa placa foi descartado e repetiu-se o procedimento da lavagem,
consoante a metodologia descrita.

Por dltimo, foram adicionados 100 pl de cromdgeno a cada pogo e,
subsequentemente, a placa foi incubada por 30 minutos, a temperatura ambiente (25
°C), no escuro. Logo apds essa etapa, colocaram-se 100 pl/poco da solucéo
bloqueadora de reacdo. A leitura da absorbéncia foi realizada imediatamente, a 450

nm, sendo os niveis de TNF-a expressos em picogramas por ml.
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Figura-5. Ensaio para deteccdo de TNF-a. Esse painel representa um desenho
esquematico das varias etapas do ELISA para TNF-a, passando pelas etapas da
distribuicdo do diluente-padrdo, das amostras do sobrenadante de macrofagos e do

anticorpo anti-TNF-a, incubacdes e leitura da absorbancia.
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3.7- Camaras de Ussing

3.7.1- Preparacéo da solucdo de Ringer

A solucio de Ringer utilizada nos experimentos com camaras de Ussing foi
elaborada de acordo com a férmula preconizada por Field e cols., 1971. Portanto,
sua constituicdo quimica encontra-se sumariada na Tabela-5. Apo6s a adicdo dos
componentes da solugcdo, o Ringer era saturado durante 15 minutos com uma
mistura carbogénica, contendo 95% 02 e 5% de CO2, sendo em seguida o seu pH
corrigido para 7,4. Por fim, adicionavam-se D(+) glicose (I0OOmg/dl; Sigma; St.
Louis, MO) na solucéo perfusora do lado seroso e D(+) manitol (I00Omg/dl; Sigma;

St. Louis, MO) na solucéo do lado mucoso (Soares e cols., 1991).

3.7.2- Preparacado e montagem do fleo

Os coelhos foram sacrificados e logo em seguida, o abdome foi aberto,
atraves de uma incisdo na linha mediana, sendo o ileo identificado pela juncéo ileo-
cecal.

ApoOs esta identificacdo, aproximadamente 25 cm de ileo distai foi seccionado
e colocado em solucdo de Ringer a 4 °C. A seqguir, introduzia-se uma pipeta, de 10
ml, no segmento ileal e, logo apds, era feita uma incisdo superficial ao longo da
margem da linha mesentérica para posterior retirada da camada serosa. Essa incisdo
era aprofundada, e desta forma, a superficie mucosa era exposta e posteriormente
lavada com PBS, para retirada de eventual conteldo intestinal.

Por fim, o ileo era dividido em fragmentos de £ 3 cm e colocado entre duas
hemi-camaras de acrilico, com Icm2 de area circular interna. Todos estes

procedimentos foram executados em uma placa de petri, sobre uma superficie com
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gelo, de acordo com a metodologia descrita anteriormente (Ussing & Zerahn, 1951;

Schultz & Zalusky, 1964).

Figura-6. Preparacdo do ileo. Essa figura mostra a montagem do ileo de coelho,
desde a etapa da retirada da camada serosa até a disposicdo das membranas nas

camaras de Ussing.

3.7.3- Montagem e funcionamento das camaras

Cada camara era fixada no suporte e simultaneamente preenchida com 0,8 ml
de solucdo de Ringer glicosado e Ringer manitol nos lados seroso e mucoso,
respectivamente, sendo em seguida, liberada a circulagdo dos 9,2 ml de perfusado,

contidos nos tubos de circulagédo, previamente aquecidos e aerados, de acordo com
0 método relatado por Soares e cols., 1991.
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A circulacdo e a aeracdo dos 10 ml do perfusado, em cada hemi-camara e seu
tubo de circulacdo correspondente, foram mantidas através do borbulhamento com
uma mistura carbogénica, composta por 95% de oxigénio e 5% de gas carbénico.

A temperatura do perfusato era mantida a 37,8 °C, através da circulacdo de
agua entre as paredes da camisa dos tubos de circulacdo. Para tanto, 0 aquecimento
e a circulacdo eram produzidos por meio de uma bomba de circulagdo termo-
estavel.

As pontes de ringer-agar eram confeccionadas, por meio do preenchimento
das canulas de polietileno (PE 205 e PE 280 com 1,57 e 2,15 mm de diametro
interno, respectivamente), com uma solucdo de Ringer-agar composta por 2,4 g de
agar (Sigma, St. Louis, MO, USA) em 50 ml de Ringer. Essa solucdo era aquecida
durante 30 minutos e, logo em seguida, era injetada nas canulas relatadas linhas
atras. A confeccdo das pontes de ringer-agar era realizada de acordo com a técnica
descrita por Soares e cols., 1991.

Cada uma das pontes de polietileno de 1,57 mm de diametro interno foi
conectada no orificio central de cada uma das hemi-camaras, sendo o outro extremo
imerso numa solucdo saturada de KC1, juntamente com o eletrodo de calomel. Por
outro lado, a ponte, de 2,15 mm de didmetro interno, foi conectada ao orificio distai
da hemi-cdmara e o outro extremo foi imerso na solucdo saturada de cloreto de
potassio, com o eletrodo de prata. A seguir, os pares de eletrodos, dois de calomel e
dois de prata, foram conectados ao clampeador automatico de voltagem (Soares e
cols., 1991).

Apobs todo esse aparato técnico, os clampeadores foram ligados e o
amperimetro zerado a fim de ser medido e registrado o potencial elétrico
espontaneo, gerado pelo sistema. Caso o potencial espontaneo ultrapassasse 0S

limites, +1,0 a -1,0 mV, o sistema elétrico era desmontado e imediatamente refeito.
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As medidas elétricas, corrente de curto-circuito, diferenca de potencial e
resisténcia transmembrana, eram realizadas em intervalos regulares de 10 minutos,
durante todo o tempo de experimento.

O funcionamento das camaras de Ussing era dividido nos seguintes periodos:

e periodo inicial. As medidas elétricas monitoradas durante este periodo
foram usadas como critério de triagem das condicfes do tecido. Caso estas medidas
ultrapassassem muito a média das outras camaras, a membrana era imediatamente

substituida.

e periodo de estabilizacdo (30 min.). Nesse periodo, foi dada uma atencéo
especial as variagGes da corrente de curto-circuito; se houvesse variagBes maiores
que 20%, entre o final deste periodo e as leituras anteriores, a camara era

automaticamente eliminada do experimento.

e periodo de adicdo (60min.). Apds o periodo de estabilizacdo, as cdmaras
eram divididas de acordo com cada protocolo experimental. A seqguir, era retirado
1,0 ml do perfusado. Os sobrenadantes de macrofagos, testes e controles, eram
adicionados no volume de 1,0 ml, de tal maneira que o volume perfusado retomasse

aos 10 ml.

e periodo de teste funcional (20 min.). Independentemente do protocolo
experimental, no inicio deste periodo, eram retirados 200jil do perfusado e
adicionado o mesmo volume de uma solucdo de teofilina, 10’3 M, no lado seroso,
com o objetivo de testar o estado elétrico final da membrana. Caso o clampeador de
voltagem apresentasse uma sobrecarga de corrente, over-load, os dados obtidos

nesta camara eram eliminados dos resultados experimentais.
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Figura-7. Funcionamento das camaras de Ussing. A primeira figura desse painel
representa os mecanismos de circulagio e aeragio das cadmaras de Ussing, enquanto

a segunda mostra o sistema elétrico.

3.8- Protocolos Experimentais

3.8.1- Atividade secretdria intestinal do sobrenadante de macroéfagos

estimulados com as toxinas A e B do Clostridium difficile

A obtencdo das monocamadas de macréfagos, nestes experimentos, foi
realizada de maneira semelhante a descrita anteriormente em outra secdo deste
trabalho. Contudo, os macréfagos foram estimulados durante uma hora com toxina
A (3,2x107M, 9,6x107M e 3,2xI0'6M) ou toxina B (3,6xI07M). Na etapa
subsequente, os sobrenadantes foram desprezados, as monocamadas foram lavadas

trés vezes com meio de cultura RPMI, e um novo meio enriquecido com soro fetal
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mo a 10 % foi adicionado. A seguir, os macréfagos foram deixados em
rbacdo sem estimulo, por mais duas horas, para liberacdo de mediadores
amatorios. Por fim, os sobrenadantes foram recolhidos, centrifugados e

idiatamente testados nas camaras de Ussing.

.2- Efeito da toxina A na secrec¢ao intestinal

A toxina A (3,2x10"M) foi adicionada diretamente nas camaras de Ussing,
> 0 periodo de estabilizacdo, e as medidas de corrente de curto-circuito,
isténcia tecidual e diferenca de potencial foram registradas a cada 10 minutos,

iforme o descrito na secdo materiais e métodos desta dissertagéo.

.3- Efeito do anticorpo PCG4 na sintese do fator de secrecdo intestinal

)duzido por macroéfagos estimulados com toxina A

A toxina A (3,2x10'6M) foi pré-incubada com PCG4 (1:10), durante 30
lutos. Em seguida, essa solucdo foi adicionada as monocamadas de macrofagos e
permaneceu por um periodo de uma hora. Apds esta etapa, 0s sobrenadantes
am desprezados e as culturas de macrofagos manipuladas de forma semelhante a

senta no item 3.5.2.

I.4- Atividade das toxinas da Bordetella pertussis sobre a liberacdo do fator

secrecao intestinal

As monocamadas de macréfagos foram obtidas de maneira similar a
iodologia aqui descrita. Contudo, a toxina pertussis ativa (9,5x107M) e pertussis
itante (9,5x10'7M) foram adicionadas separadamente as culturas, uma hora antes

estimulacdo dos macréfagos com toxina A Q”™xXIO"M) e ai permaneceram
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durante todo o tempo do estimulo, ou seja, uma hora. ApoOs este periodo, 0s
sobrenadantes foram descartados, as monocamadas foram lavadas trés vezes com
RPMI e os macréfagos deixados em incubacdo sem estimulo, por mais duas horas,
para liberacdo de seus mediadores. A seguir, 0s sobrenadantes foram testados nas

camaras de Ussing.

3.8.5- Efeito do inibidor de sintese protéica na liberacdo do fator de secrecéo

intestinal

As monocamadas de macrofagos foram obtidas de maneira semelhante a

descrita linhas atrds. Entretanto, a cicloheximida (10’5M; inibidor de sintese
protéica) foi adicionada as culturas trinta minutos antes da estimulacdo dos
macrdéfagos com toxina A (3,2x1 CUM) e permaneceu durante todo o tempo do
estimulo com esta toxina. Apds este periodo, os sobrenadantes eram desprezados,
as monocamadas lavadas, trés vezes, e 0os macréfagos deixados em incubacdo, sem
estimulo, por mais duas horas, para liberacdo de seus produtos. Em seguida, 0s
sobrenadantes eram recolhidos, centrifugados e testados nas camaras de Ussing, de

acordo com o método descrito em outra secdo deste trabalho.

3.8.6. Acdo dos inibidores de proteases sobre a liberacdo do fator de secrecéo

intestinal

Os macrofagos, in vitro, foram estimulados durante uma hora com toxina A
(3,2x1O™M). Apbs este periodo, os sobrenadantes foram desprezados, as
monocamadas lavadas, e um novo RPMI contendo soro fetal bovino a 10 % foi
adicionado. A seguir, os macrdofagos foram deixados em incubagdo por um periodo

de duas horas, sem toxina A, para liberacdo de seus mediadores. No inicio dessa /
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fase, os inibidores de proteases, fluoreto de fenilmetilsulfonil (1,0 mg/ml) e inibidor
de tripsina (1,0 mg/ml), foram adicionadas as monocamadas de macréfagos,
permanecendo ai até o final da cultura. Por fim, os sobrenadantes foram recolhidos,

centrifugados e imediatamente testados nas camaras de Ussing.

3.8.7- Efeito de inibidores de fosfolipase A2, ciclooxigenase, lipoxigenase e

antagonista de PAF na sintese do fator de secrecéo intestinal

Os macrdéfagos foram isolados de forma similar a técnica descrita em outra
secdo deste trabalho. Entretanto, as drogas dexametasona (10'5M; inibidor de
sintese protéica e fosfolipase A2), quinacrina (10'5M; inibidor seletivo de fosfolipase
A?), indometacina (10’5M; inibidor de ciclooxigenase), NDGA (10'6M, inibidor dual
de ciclo e lipoxigenase), MK 886 (10'5M; inibidor de lipoxigenase) e BN52021 (10%
M; antagonista do fator de agregacdo plaquetdria) foram adicionadas as culturas
trinta minutos antes da estimulacdo dos macréfagos com toxina A (3,2x1(UM) e
permaneceram durante todo o tempo do estimulo, uma hora, com esta toxina. A
seguir, os sobrenadantes eram desprezados, as monocamadas lavadas, trés vezes,
com RPMI e novo RPMI, enriquecido com soro fetal bovino a 10 %, era adicionado
e 0S macrofagos deixados em incubacgdo, sem toxina A, por mais duas horas. Por
fim, os sobrenadantes eram recolhidos, centrifugados e ensaiados nas camaras de

Ussing.

3.8.8- Efeito de inibidores da sintese de TNF-a na génese do fator de secrecéo

intestinal

A obtencdo das monocamadas de macrdofagos, nestes experimentos, foi

realizada de forma semelhante a descrita na secdo materiais e métodos. Entretanto,
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irmacos pentoxifilina (5,0x1 (UM; inibidor da sintese de TNF-a) e talidomida
JO5M; inibidor da sintese de TNF-a) foram adicionados as culturas trinta
tos antes da estimulacdo dos macrofagos com toxina A Q™"xXIO™M) e ai
laneceram durante todo o periodo do estimulo. ApOs esta etapa, 0S
madantes eram desprezados, as monocamadas lavadas e 0s macrofagos
idos em incubacdo, sem estimulo, por mais duas horas, para liberacdo de seus
adores inflamatdérios. A seguir, 0s sobrenadantes eram recolhidos,

ifiigados e utilizados nas cdmaras de Ussing.

)- Dosagem de TNF-a no sobrenadante de macrofagos estimulados com as

iasAeB

O sobrenadante de macréfagos estimulados com toxina A (3,2x10' M, e

10'6M) ou B (3,6x107M) foi obtido de forma semelhante a descrita na secéo
J. Contudo, as amostras desse sobrenadante foram estocadas a -70 °C até o uso.
mcentracdo de TNF-a foi determinada através de um ELISA especifico para

citocina.

10- Acdo do antagonista do receptor de interleucina-1 na secrec¢ao intestinal

O procedimento com as monocamadas de macréfagos estimulados com
1a A (3,2x10'6M) foi idéntico ao descrito no item 3.5.2 deste trabalho. Todavia,
brenadante obtido nesse protocolo experimental foi testado na mucosa ileal pré-
ida, trinta minutos antes, com o antagonista do receptor de interleucina-1 (IL-

(4,5X10 6M) adicionado no lado seroso das camaras de Ussing.
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8.11- Efeito dos anticorpos monoclonais anti-IL-la e anti-IL-ip na secrecéo

testinal

O sobrenadante de macrofagos estimulados com toxina A foi incubado com o0s
iticorpos anti-IL-la e anti-IL-ip isolados ou associados, na concentracdo de 250
Lml, durante 30 minutos, e logo em seguida, foi ensaiado em camaras de Ussing. As

edidas elétricas foram executadas de acordo com descri¢ao prévia, na se¢édo 3.7.3,

8.12- ldentificacdo da IL-ip como fator de secre¢do intestinal

O sobrenadante de macrofagos estimulados com toxina A (3,2x10' M,

6x107M e 3,2x10™) ou B (3,6xIO’7TM) foi obtido de maneira anédloga a
etodologia descrita na se¢do 3.5.2, Entretanto, amostras desse sobrenadante foram
.tocadas a -70 °C até o uso. A concentracdo de interleucina-lp foi determinada
ravés de um ELISA especifico para IL-ip de rato, de acordo com a metodologia

latada no item 3.6.1,

8.13- Atividade da interleucina-ip na secregao intestinal

Subseqlientemente ao periodo de estabilizacdo, testou-se efeito secretorio
testinal da IL-lp (10'7M), adicionada no lado seroso das cdmaras de Ussing,
)mparado-0 com a atividade do sobrenadante de macrofagos estimulados com

xina A (3,2x10'6M), de acordo com a metodologia descrita neste estudo.
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3.8.14- Acdo da bumetanida na atividade secretoria intestinal do sobrenadante de

macrdéfagos estimulados com a toxina A

O sobrenadante foi obtido de forma analoga a descrita em outra se¢do desta
pesquisa, e imediatamente testado nas camaras de Ussing. Este protocolo
experimental seguiu o método preconizado por Chang e cols.,, 1990. Por
conseguinte, a bumetanida (10'5M) foi adicionada na porgdo serosa da camara de
Ussing, 10 minutos antes da adicdo do sobrenadante. As medidas de corrente de
curto-circuito, diferenca de potencial e resisténcia transmembrana, foram realizadas

a cada 10 minutos, de acordo com o descrito na sec¢ao 3.7.3,

3.8.15- Efeito do pre-tratamento da mucosa ileal com tetrodotoxina e

indometacina sobre a secrecao intestinal

A mucosa ileal montada nas camaras de Ussing foi pré-tratada com
indometacina (10°"M) e tetrodotoxina (10'7M), 20 minutos antes da adi¢do do
sobrenadante de macrofagos estimulados com toxina A (3,2x10-6 M). Os parametros
elétricos, tais como, corrente de curto-circuito, diferenca de potencial e resisténcia

transmembrana, foram registradas de acordo com o método descrito no item 3.7.3,

3.9- Analise estatistica

A significancia estatistica das diferencas na corrente de curto-circuito dos varios
grupos ensaiados, assim como dos resultados da dosagem de IL-ip e TNF-a, por
ELISA, foi analisada por ANOVA (teste de Bonferroni). Os dados estdo apresentados
como media + erro padrdo da média; valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
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4 RESULTADOS

4.1- Efeito secretério intestinal do sobrenadante de macrdéfagos estimulados

com toxina A

Os dados desse trabalho evidenciaram que o sobrenadante de macrofagos
estimulados com doses crescentes de toxina A (3,2xI0’7TM, 9,6xI0’TM e 3,2xI0'6M)
induz uma potente secrecdo intestinal, de forma concentracdo-dependente, no
modelo experimental de camaras de Ussing (AlSC sob. més + TxA@3,2xio7m) = 41,00 *
3,90 pA . cm’2; n = 06, Alsc SOB. m”s + txA(9,6xio‘7Tm) = 52,00 = 6,94 pA . cm’2, n =06 e
Alsc sob. mds +.TxA@3,2xicbm) = 90,00 + 8,63 pA . cm2;, n = 09 vs Alsc sob. mds +

rpmi(controle) = 20,00 £ 3,14 pA . cm’2, n = 09; p< 0,05) (Figura-8).

4.2- Cinética tempo-efeito da secrec¢do intestinal induzida pelo sobrenadante de

macrofagos estimulados com toxina A ou B

Os resultados apresentados na Figura-9 demonstram que o sobrenadante de
macréfagos estimulados com a toxina A (3,2x10°0M) provoca secrecdo intestinal no
ileo de coelho, de maneira tempo-dependente. Dessa forma, a atividade secretOria
inicia-se 30 minutos apds o seu uso nas cdmaras de Ussing (Alsc sob. mis + txa =
44,00 £ 8,12 pA . cm2; n = 08; p< 0,05) e alcanca o efeito maximo em tomo de 1
hora (Alsc sob. mws+ Txa = 91,00 £ 15,15 pA , cm’2; n = 08 p< 0,05).

Por outro lado, o sobrenadante de macrofagos estimulados com toxina B
(3,6x10°7M) néo foi capaz de provocar secrecéo intestinal (Alsc sob. m{s + txb = 28,00
+ 9,18 pA . cm’2, n = 08 vs. Alsc sob. mis + rpmi = 20,00 £ 3,14 pA . cm’2; n = 09)
(Figura-9).
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4.3- Efeito da toxina A nas camaras de Ussing

Nesse protocolo experimental, demonstrou-se que a adicdo de toxina A

(3,2x10'6M), diretamente nas cdmaras de Ussing, ao contrario do observado com o
sobrenadante de macrofagos estimulados com essa enterotoxina (Isci = 66,00 + 7,71
PA . cm? vs. Iscf = 142,00 £ 13.76 pA . cm'2, n = 10; p< 0,01), ndo foi capaz de
provocar secrecéo no ileo de coelho (Isci = 60,00 + 5,29 pA . cm'2 vs. Iscp = 62,00

+ 6,82 pA . cm'2, n = 05; p> 0,05) (Figura -10).

4.4- Efeito do anticorpo PCG4 na sintese do fator de secrecdo intestinal

produzido por macrofagos estimulados com toxina A

A pré-incubacdo da toxina A (3,2x10'6M) com o anticorpo monoclonal PCG4
(1:10), durante 30 minutos, bloqueou de forma significativa a liberacdo do fator de
secrecao intestinal produzido por macréfagos estimulados com essa toxina (Alsc
soB. Mos + TxA = 91,00 £ 15,15 pA . cm'2; n = 08 vs. Alsc sobm” + txa t pcem = 18,00 +

4,54 pA . cm'2; n = 06; p< 0,05) (Figura -11).

4.5- Atividade das toxinas da Bordetella pertussis sobre a liberacéo do fator de

secrecgéao intestinal

A atividade secretédria intestinal, produzida pelo sobrenadante de macréfagos
estimulados com toxina A (3,2x10'6M), foi inibida pelo tratamento prévio das
monocamadas de macrdéfagos com a toxina ativa da Bordetella pertussis (9,5x10'7
M), que, por sua vez, ¢ uma importante ferramenta fannacoldgica no estudo dos

eventos envolvendo transducéo de sinal, em virtude da sua capacidade de promover



51

ADP-ribosilagdo (Alsc sob. m¢s+ txa = 62,00 £ 7,62 jIA . cm'2; n = 06 vs. AlsC sob.
m’s + txat+txp = 24,00 £ 6,56 pA . cm'2, n = 06; p< 0,01) (Figura -12).

Por outro lado, a toxina pertussis mutante (9,5x10'7M), que €é desprovida
dessa atividade de ADP-ribosilacdo, ndo alterou significativamente este efeito
secretorio intestinal (Alsc sob. m”sttxa = 62,00 + 7,62 pA . cm'2, n = 06 vs. Alsc sob

M<ps + TxA+TxPm = 52,00 £ 8,67pA . cm'2; n = 06; p> 0,05) (Figura -12).

4.6- Efeito do inibidor de sintese protéica na liberacdo do fator de secrecédo

intestinal

A liberacdo do fator de secrecdo intestinal, produzida por macrofagos
estimulados com toxina A (3,2x10'6M), foi blogueada significativamente pelo uso
do inibidor de sintese protéica, cicloheximida (10'3M) (Alsc sob. més + txa = 91,00 +
15,15 pA . cm'2; n = 08 vs. Alsc sob. m"s+txa+chx = 30,00 = 8,93 pA . cm'2, n = 07,
p< 0,01) (Figura -13).

4.7- Papel de proteases na sintese do fator de secrecéo intestinal

A Figura -14 evidencia que o uso de inibidores de proteases (1,0 mg/ml), do
tipo inibidor de tripsina e fluoreto de fenilmetilsulfonil, nas duas horas finais da
cultura, blogueou a sintese do fator de secrecdo intestinal, presente no sobrenadante
de maciofagos estimulados com toxina A (3,2x10 M) (Alsc sob. m{s+txa 91,00 *
15,15 pA . cm2; n = 08 vs. Alsc sob. mis+txati prot = 39,00 = 7,43 pA . cm2; n =
07; p< 0,01).
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4.8- Atividade da dexametasona e quinacrina na liberacédo do fator de secrecédo

intestinal

O uso de dexametasona (10'3M); bem como de quinacrina (10'3M), 30
minutos antes e durante a estimulacdo das monocamadas de macréfagos com toxina
A (3,2xI0'bM), bloqueou de forma significativa a liberacdo do fator de secrecdo
intestinal (Alsc sob. m"s+txa = 91,00 £ 15,15 gA . cm’2; n = 08 vs. Alsc sob. mmt*a+
dexa = 36,00 £7,13 gA . cm'2; n = 07; p< 0,01 e Alsc sob. mis + txa + quinac. = 42,00
+6,14 gA . cm'2; n = 06; p< 0,05) (Figuras -15 e 16, respectivamente).

4.9- Efeito dos inibidores de ciclo e lipoxigenase na sintese do fator de secrecédo

intestinal

A adicdo de NDGA (10'6M), inibidor dual de ciclo e lipoxigenase, assim

como de indometacina (10M), inibidor de ciclooxigenase, as culturas de

macréfagos estimulados com toxina A (3,2x10'6M), reduziu a capacidade dos
sobrenadantes, procedentes dessas culturas, em provocar secre¢do intestinal no ileo
de coelho, em camaras de Ussing (Alsc sob. m"s+txa = 91,00 + 15,15 gA . cm'2, n =
08 vs. Alsc sob. m{s + TXA+indo = 35,00 6,12 gA . cm2; n = 06 e AlSC sob. més t txa t
ndga =47 + 3,6 gA . cm'2; n = 05; p< 0,05) (Figuras -17 e 18, respectivamente).

Por outro lado, o MK 886 (IO”M), inibidor especifico da enzima
lipoxigenase, ndo foi capaz de modificar de maneira significativa a atividade

secretdria intestinal desse sobrenadante (Alsc sobm{st txa = 91,00 + 15,15 gA . cm2;
n = 08 vs. Alsc sob. mfs + txa + mk 886 = 81,00 £ 18,06 gA . cm2, n = 08; p > 0,05)
(Figura -19). Vale salientar que a secrecdo, em ambos 0s protocolos experimentais,

foi significativa em relagdo ao controle (sobrenadante procedente de monocamadas
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de macrdéfagos que ndo receberam nenhum tratamento) (Alsc sob. m|s+ rpmi = 20,00 +

3,14 gA . cm’2; n = 09; p< 0,05)

4.10- Envolvimento do fator de agregacdo plaquetaria na génese do fator de

secrecao intestinal

A Figura-20 demonstra que a adicdo de BN52021 (10’3M), antagonista do
receptor de PAF, as monocamadas de macrofagos cultivados na presenca de toxina

A (3,2x10'6M) provocou um bloqueio parcial na sintese do fator de secrecéo
intestinal (Alsc sob. m|s+txa = 91,00 £ 15,15 gA . cm’2; n = 08 vs. Alsc sob. m|s+ txa+

BN52021 = 41,00 £ 9,73 gA . cm’2; n = 06; p < 0,05).

4.11- Efeito de inibidores da sintese de TNF-a na génese do fator de secrecédo

intestinal

Esse protocolo evidenciou que o uso da pentoxifilina (5,0x10'4M) ou
talidomida (1,5x10), inibidores da sintese de TNF-a, nas culturas de macréfagos
estimulados com toxina A (3,2xI0’6M), produz um blogueio parcial na sintese do
fator de secrecdo intestinal (Alsc sob. més+txa = 91,00 £ 15,15 gA . cm’2; n = 08 vs.
Alsc sob. més + txa t ptf = 47,00 £ 7,22 gA . cm2; n = 06 e AISC sob. m|st txa + talid. =

48,00 £ 11,23 gA . cm’2; n = 06; p< 0,05) (Figuras -21 e 22, respectivamente).

4.12- Dosagem de TNF-a no sobrenadante de macrofagos estimulados com

toxina A ou B

A andlise dos sobrenadantes, por meio da técnica de ELISA, evidenciou que

ambas as toxinas do Clostridium difficile sdo capazes de estimular a sintese de TNF-

1
i w- o< ni ClfF
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a por macrofagos, in vitro (SOB M(|)S + TxA(32Xio'Tm) = 803,00 = 17,40 pg/ml; n =
04, SOB M())s + TxA(3:2xio’6M) = 1040,00 £ 13,72 pg/ml; n = 05 e SOB M())s +
TxB(36xlo'Tm) = 555,00 + 37,94 pg/ml vs SOB M()S + RPMI = 182,00 + 39,87
pg/ml; n = 04) (Figura -23).

4.13- Acao do antagonista do receptor de interleucina-1 na secrecdo intestinal

A adicdo do IL-Ira (4,5X10'6M), antagonista do receptor de interleucina-1,
no lado seroso das camaras de Ussing, trinta minutos antes do sobrenadante de
macréfagos estimulados com toxina A (3,2xI0'6M), bloqueou de forma significativa
a secrecdo intestinal no ileo de coelho produzida pelo fator secretério intestinal,

presente nesse sobrenadante (Alsc sob m"s+txa = 76,00 + 8,36 pA . cm'2; n = 10 vs.

AIlSC sOB. M<ps + TxA + IL-lra = 15,00 £ 6,25 JUA . Cl11”; Il = 06 e AISC soB. M<|)s + RPMI
(conTrROLE) = 20,00 £ 3,14 pA . cm'2; n = 09; p< 0,01) (Figura -24).

4.14- Efeito dos anticorpos anti-1L-la e anti-IL-ip na secrecao intestinal

Os resultados desse experimento demonstraram que a adi¢cdo do anticorpo
monoclonal anti-IL-1j3 (250 pg/ml), ao sobrenadante de macréfagos estimulados
com toxina A (3,2x10'6M), 30 minutos antes do ensaio em camaras de Ussing,
neutraliza a atividade secretdria intestinal presente nesse sobrenadante (Alsc sob. mds
+txa = 76,00 £ 8,36 pA . cm2; n = 10 vs. AlsC sob. m{s + txa + anti-il-ip = 21,00 £ 6,75
pPA . cm2; n = 06 e Alsc sob. més + rpmrcontrole) = 20,00 £ 3,14 pA . cm2; n = 09;
p< 0,01) (Figura -25).

Além do mais, o anticorpo monoclonal anti-IL-la (250 pg/ml), nas mesmas
condi¢des experimentais do anti-IL-Ip, ndo interferiu de maneira significativa na

atividade secretdria do sobrenadante acima referido (Alsc sob. m{s + txa = 76,00 £
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8,36 pA . cm2; n — 10 vs. Alsc sob. m{st txa +anti-il-jm — 44,00 + 3,50 pA . cm2; n —
05 e Alsc sob. mis+ rpmi(controle) = 20,00 + 3,14 pA . cm2; n = 09) (Figura -25).
Por fim, o efeito da associacdo dos anticorpos monoclonais anti- IL-la e anti-
IL-ip (250 pg/ml) sobre a atividade secretéria intestinal do sobrenadante de
macréfagos estimulados com toxina A (3,2xI0'0M) ndo diferiu estatisticamente
daquele observado com o anti-1L-ip isolado (Alsc sob. m¢s+txa = 76,00 = 8,36 pA .
cm2; n = 10 vs. AlsC sob. més + txa + anti-il-iu e p = 25,00 £ 6,63 pA . cm2; n = 06,
Alsc sob. més + Txa + anti-il-ip = 21,00 £ 6,75 pA . cm2; n = 06 e AlsC sob. mis +

RPMI(CONTROLE) = 20,00 = 3,14 pA . cm'2; n = 09; p < 0,01) (Figura -25).

4.15- ldentificagcdo da interleucina-ip como fator de secregéo intestinal

A andlise das amostras, pela técnica de ELISA, detectou elevados niveis de
IL-Ip no sobrenadante de macréfagos estimulados com doses crescentes de toxina
A (SOB M(j)s + TxA(3,2xio'IM) = 665,00 + 131,96 pg/ml; n = 05, SOB M())s +
TxA@6xioTM) = 413, 00 + 92,15 pg/ml; n = 05, SOB M(|)s + TxA(32xio’6m) = 3477,00
+ 199, 74 pg/ml; n = 04 vs SOB M()S + RPMI(CONTROLE) = 40,00 + 14,47
pg/ml; n = 04; p< 0,05) (Figura -26).

4.16- Estudo comparativo dos niveis de interleucina-ip no sobrenadante de

macrofagos estimulados com doses equimolares de toxina A e B

Esse protocolo experimental demonstrou que, diferentemente do observado
com a toxina A do C. difficile (SOB M(j)s + TxA(32xio'Tm) = 665,00 + 131,96 pg/ml;
n = 05; p< 0,05), o estimulo das monocamadas de macrdfagos com a toxina B néo

promoveu, de forma significativa, a sintese de interleucina-ip (SOB M<|))S +
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TxB(36xio"7Tm) = 28,00 + 7,54 pg/ml vs SOB M(j)s + RPMI = 40,00 £+ 14,47 pg/ml; n
= 04) (Figura -27).

4.17- Atividade da interleucina-10 na secrecgao intestinal

Ademais, os dados desse trabalho demonstraram que a adi¢cdo de IL-10 no
lado seroso da cdmaras de Ussing, de maneira analoga (tempo efeito e eficacia) ao
sobrenadante de macrofagos estimulados com toxina A (AISC sob. mis + TxA(3,2xio’6M) =
90,00 £ 8,63 pA . cm~ n =09 vs Alsc sob. m¢s + rpmi(controle) = 20,00 £3,14 pA .
cm’2; n = 09; p< 0,05), provoca uma intensa secrecdo intestinal no ileo de coelho
(AlscC iL-ip(io7m) = 80,00 £ 12,00 pA . cm2; n = 06 vs Alsc ringer(controle) = 28,00
+ 4,90 pA . cm’2; n = 08; p< 0,01) (Figura -28). E importante salientar que o
Ringer (controle) representa as alteracGes basais na corrente de curto-circuito da

mucosa ileal, montada em camara de Ussing, que n&o recebeu nenhum tratamento.

4.18- A bumetanida bloqueia a secrecdo intestinal do sobrenadante de

macrdéfagos estimulado com toxina A

Nessa etapa foi evidenciado que a atividade secretéria do sobrenadante de

macréfagos estimulados com toxina A (3,2x10'6M) é fortemente bloqueada, em

tomo de 83 %, através do tratamento prévio da mucosa ileal, montada em camaras

de Ussing, com bumetanida (10’3M) (Alsc SOb. m"s + txa = 76,00 + 8,36 pA . cm’2, n
= 10 vs. Alsc sob. Mis + Txa + bumet = 15,00 = 5,64 pA . cm2;, n = 06; p< 0,01).
(Figura -29).
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4.19- Participacdo de prostaglandinas na atividade secretéria intestinal do

sobrenadante de macrofagos estimulado com toxina A

Observou-se, ainda, que a atividade secretéria intestinal, presente no
sobrenadante de macrofagos estimulados com toxina A (3,2x10'6M), foi bastante
reduzida pelo tratamento prévio da mucosa ileal, montada em camara de Ussing,
com indometacina (10'0M) (Alsc sob. mis + txa = 76,00 + 8,36 pA . cm'2; n = 10 vs.
Alsc SOB. W + TXA+INDO = 9,00 + 2,78 pA . cm'2; n = 05; p< 0,01). (Figura -30).

4.20- Envolvimento do sistema nervoso entérico na secregdo intestinal induzida

pelo sobrenadante de macroéfagos estimulado com toxina A

Por udltimo, seguindo o mesmo protocolo experimental da indometacina, o

tratamento prévio da mucosa ileal com tetrodotoxina (107M) produziu um potente
blogueio na secrecdo intestinal, provocada pelo sobrenadante de macréfagos
estimulados com toxina A (3,2xI0'6M) (Alsc sob. més + txa= 76,00 £ 8,36 pA . cm'2;
n = 08 vs. Alsc SOb. m"s + txa + ttx = 12,00 £+ 2,89 pA . cm'2; n = 06; p< 0,01)
(Figura-31).
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Figura-8. Efeito secretério intestinal do sobrenadante de macrofagos
estimulados com toxina A. O sobrenadante de macréfagos estimulados com doses
crescentes de toxina A (3,2x10'7M, 9,6xI0M e 3,2xIO6M) provoca secre¢do no
ileo de coelho, de forma concentracdo-dependente. Os dados estdo plotados como
média % erro padrdo da média e foram analisados por ANOVA (teste de Bonferroni). O
n significa 0 niumero de camaras contendo ileo de, no minimo, quatro animais. O
controle representa o sobrenadante procedente de monocamadas de macréfagos que

nao receberam nenhum tratamento.
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Figura-9. Cinética tempo-efeito da secrecdo intestinal induzida pelo
sobrenadante de macrofagos estimulados com toxina A ou B. Os dados
demonstram que o sobrenadante de macréfagos estimulados com a toxina A
(3,2xI0'6M), mas nad com toxina B (3,6xI0'7TM), provoca secrecdo intestinal de
maneira tempo-dependente. Essa atividade inicia-se aos 30 min. e atinge efeito
maximo em 1 h. Os dados estdo plotados como média + erro padrdo da média e foram
analisados por ANOVA (teste de Bonferroni). O n significa o nimero de camaras

contendo ileo de, no minimo, quatro animais.
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Figura-10. Efeito da toxina A nas camaras de Ussing. Ap6s o periodo de
estabilizacdo, a toxina A (3xIO’6M) foi testada diretamente no lado seroso das
camaras de Ussing. Contudo, esse procedimento néo foi capaz de provocar secregio
no ileo de coelho, in vitro. Os dados estdo plotados como média + erro padrdo da
média e foram analisados por ANOVA (teste de Bonferroni). O n significa 0 numero de
camaras contendo ileo de, no minimo, quatro animais. O Ringer representa as
alteracOes basais na corrente de curto-circuito da mucosa ileal, montada em camara

de Ussing, que ndo recebeu nenhum tratamento.
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Tempo (min.)

Figura-11. Efeito do anticorpo PCG4 na sintese do fator de secrecdo intestinal
produzido por macrofagos estimulados com toxina A. A pré-incubacdo da toxina
A (3,2x10'6M) com o anticorpo monoclonal PCG4 (1:10), durante 30 minutos,
bloqueou (80%) a sintese do fator de secrecdo intestinal. Os dados estdo plotados
como média = erro padrdo da média e foram analisados por ANOVA (teste de
Bonferroni). O n significa 0 nimero de cAmaras contendo ileo de, no minimo, quatro

animais.
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Figura-12. Atividade das toxinas da Bordetella pertussis sobre a liberacdo do
fator de secrecgdo intestinal. A génese do fator de secrecdo intestinal, produzido
por macrofagos estimulados com toxina A (3,2x10'6M), foi reduzida (61%) pelo
pré-tratamento das monocamadas de macréfagos, com a toxina pertussis ativa (TxP;
9,5x10'7 M). Entretanto, a toxina pertussis mutante (TxPm; 9,5x10’7 M) ndo alterou
esse efeito. Os dados estdo plotados como média = erro padrdo da média e foram
analisados por ANOVA (teste de Bonferroni). O n significa 0 numero de camaras

contendo ileo de, no minimo, quatro animais.
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Figura-13. Efeito do inibidor de sintese protéica na liberacdo do fator de
secrecdo intestinal. A sintese do fator de secrecdo intestinal, produzida por

macrofagos estimulados com toxina A (3,2x10'6M), foi blogqueada pelo uso prévio
da cicloheximida (CHX; 105M). Os dados estdo plotados como média + erro padrédo
da média e foram analisados por ANOVA (teste de Bonferroni). O n significa o niUmero

de camaras contendo ileo de, no minimo, quatro animais.
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Figura-14. Papel de proteases na sintese do fator de secrecdo intestinal. Os
macrofagos foram estimulados com toxina A (3,2xI0'6M), por 1 h. Apés essa etapa,
as células foram lavadas e colocadas em incubacdo com os inibidores de proteases
(fluoreto de fenilmetilsulfonil e inibidor de tripsina; 1,0 mg/ml). O sobrenadante
procedente desse protocolo foi incapaz de produzir secrecdo intestinal no ileo de
coelho, em camaras de Ussing. Os dados estdo plotados como média + erro padréo da
média e foram analisados por ANOVA (teste de Bonferroni). O n significa o0 nimero de

camaras contendo ileo de, no minimo, quatro animais.
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Figura-15. Acdo da dexametasona na génese do fator de secrecdo intestinal. A
adicdo de dexametasona (DEXA; 105M) as culturas de macrofagos, 30 minutos
antes e durante a estimulagdo com toxina A (3,2x10'6M), bloqueou de forma
significativa a génese do fator de secrecdo intestinal. Os dados estdo plotados como
média + erro padrdo da média e foram analisados por ANOVA (teste de Bonferroni). O

n significa o nimero de camaras contendo ileo de, no minimo, quatro animais.
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Figura-16. Efeito do bloqueador de fosfolipase A2 sobre a sintese do fator de
secrecdo intestinal. A quinacrina (QUINAC.; 10%M) foi adicionada as culturas,
antes e durante a estimulacdo com toxina A (3,2xI0'6M). A seguir, 0os macréfagos
foram lavados e deixados em incubagdo por mais 2 h. Por fim, testou-se o efeito
secretorio do sobrenadante. Essa conduta bloqueou a génese do fator de secrecéo
intestinal. Os dados estdo plotados como média + erro padrdo da média e foram
analisados por ANOVA (teste de Bonferroni). O n significa o nimero de camaras

contendo ileo de, no minimo, quatro animais.
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Figura-17. Efeito do blogueador dual de ciclo e lipoxigenase sobre a sintese do
fator de secrecdo intestinal. A génese do fator de secrecédo intestinal, produzida
por macrofagos estimulados com toxina A (3,2xI0'6M), foi bloqueada em tomo de
48% pelo uso prévio do NDGA (10'5M). Os dados estdo plotados como média + erro
padrdo da média e foram analisados por ANOVA (teste de Bonferroni). O n significa o

nimero de camaras contendo ileo de, no minimo, quatro animais.
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Figura-18. Acéo do inibidor de ciclooxigenase na sintese do fator de secrecéo
intestinal. O tratamento prévio com indometacina (INDO; 10'>M) bloqueou de
forma significativa a sintese do fator secrecdo intestinal, produzido por macréfagos
estimulados com toxina A (3,2xI0’6M). Os dados estdo plotados como média + erro
padrdo da média e foram analisados por ANOVA (teste de Bonferroni). O n significa o

numero de cdmaras contendo ileo de, no minimo, quatro animais.
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Figura-19. Efeito do inibidor de lipoxigenase na liberacdo do fator de secrecao
intestinal. O MK 886 (105M) foi adicionada as culturas, antes e durante a
estimulacdo com toxina A (3,2xlI0’6M). Em seguida, os macréfagos foram lavados e
deixados em incubagdo por mais 2 h. Por ultimo, avaliou-se o efeito secretorio do
sobrenadante. Esse procedimento ndo alterou a liberacdo do fator de secrecdo
intestinal. Os dados estdo plotados como média = erro padrdo da média e foram
analisados por ANOVA (teste de Bonferroni). O n significa 0 nimero de camaras

contendo ileo de, no minimo, quatro animais.
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Figura-20. Envolvimento do fator de agregacdo plaquetaria na génese do fator

de secrecdo intestinal. O pré-tratamento com BN52021 (10'5M) provocou um

blogueio parcial (55%) na sintese do fator de secrecdo intestinal, produzido por

macréfagos estimulados com toxina A (3,2xI06M). Os dados estdo plotados como
média + erro padrdo da média e foram analisados por ANOVA (teste de Bonferroni). O

n significa 0 nimero de camaras contendo ileo de, no minimo, quatro animais.
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Figura-21. Efeito da pentoxifilina sobre a sintese do fator de secrecdo
intestinal. A pentoxifilina (PTF; 5,0x10'4M) foi adicionada as culturas, antes e
durante a estimulagcdo com toxina A (3,2x106M). Em seguida, os macrofagos foram
lavados e deixados em incubacgdo por mais 2 h. Por fim, testou-se o efeito secretorio
do sobrenadante dessas culturas. Esse procedimento provocou um blogueio parcial
(48%) na liberacdo do fator de secrecdo intestinal. Os dados estdo plotados como
média + erro padrdo da média e foram analisados por ANOVA (teste de Bonferroni). O

n significa o nimero de camaras contendo ileo de, no minimo, quatro animais.
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Figura-22. Acao da talidomida sobre a génese do fator de secrecao intestinal. A
adicdo de talidomida (TALID., 1,5x10%M) as culturas de macrofagos, antes e
durante a estimulacdo com toxina A (3,2x10'6M) bloqueou parcialmente a sintese do
fator de secrecdo intestinal. Os dados estdo plotados como média + erro padrdo da
média e foram analisados por ANOVA (teste de Bonferroni). O n significa o nimero de

camaras contendo ileo de, no minimo, quatro animais.
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(3,6X10°M) (3,2X10'7M) (3,2X10sM)

Figura-23. Dosagem de TNF-a no sobrenadante de macrofagos estimulados
com toxina A ou B. A analise dos sobrenadantes, por meio da técnica de ELISA,
evidenciou que as toxinas A (3,2X10'TM e 3,2X10°6M) e B (3,6X10°'7M) sdo capazes
de estimular a sintese de TNF-a por macréfagos, in vitro. Os dados estdo plotados
como média + erro padrdo da média e foram analisados por ANOVA (teste de

Bonferroni). O n representa o nUmero de amostras testadas em duplicata.
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IL-Ira

Figura-24. Acado do antagonista do receptor de interleucina-1 na secregéo

intestinal. A adicdo do IL-Ira (4,5X106M) no lado seroso das camaras de Ussing,
trinta minutos antes do sobrenadante de macréfagos estimulados com toxina A
(3,2x10'6M), bloqueou (80%) o evento da secrecdo produzida pelo fator secretorio
intestinal, presente nesse sobrenadante. Os dados estdo plotados como média + erro
padrdo da média e foram analisados por ANOVA (teste de Bonferroni). O n significa o

numero de cdmaras contendo ileo de, no minimo, quatro animais.
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Figura-25. Efeito dos anticorpos anti-1L-la e anti-IL-ip na secrec¢éo intestinal. A
incubacdo do sobrenadante de macrdofagos com anti-IL-ip ou anti-IL-la+anti-l1L-ip
(250 pg/ml) bloqueou a'atividade do fator de secrecgédo intestinal. Contudo, o anti-IL-
la ndo interferiu significativamente nessa propriedade. Os dados estdo plotados
como média + erro padrdo da média e foram analisados por ANOVA (teste de
Bonferroni). O n significa 0 nUmero de cdmaras. * p< 0,01 (SOB.M<|)S+TxA vs. demais

grupos) e ** p< 0,05 (SOB.M(|)S+TxA VS.CONTROLE).
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Figura-26. Identificacdo da interleucina-1P como fator de secrecéo intestinal. A
analise das amostras, por ELISA, detectou elevados niveis de interleucina-1P no

sobrenadante de macréfagos estimulados com diferentes concentraces de toxina A

(3,2x10'7M, 9,6x107M e 3,2xI0O’6M). Os dados estdo plotados como media + erro
padrdo da média e foram analisados por ANOVA (teste de Bonferroni). O n representa

0 namero de amostras testadas em duplicata.
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Figura-27. Estudo comparativo dos niveis de interleucina-ip no sobrenadante de
macroéfagos estimulados com doses equimolares de toxina A e B. As
concentracOes de IL-lIp foram detectados por ELISA. Dessa forma, esse protocolo
experimental demonstrou que, diferentemente do observado com toxina A (3,2x10'7
M), o estimulo das monocamadas de macréfagos com toxina B (3,6X10'7M) néo foi
capaz de promover a sintese de IL-ip. Os dados estdo plotados como média + erro
padrdo da média e foram analisados por ANOVA (teste de Bonferroni). O n representa

0 numero de amostras analisadas em duplicata.
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Figura-28. Atividade da interleucina-10 na secrecdo intestinal. A adicdo de IL-
10 (10‘7M), no lado seroso das camaras de Ussing, provoca uma potente secrecio
intestinal, de forma similar ao sobrenadante de macrofagos estimulados com toxina
A (3,2x10'6M). Os dados estédo plotados como média * erro padrdo da media e foram
analisados por ANOVA (teste de Bonferroni). O n significa 0 nimero de camaras. O

Ringer representa as alteracfes basais na corrente de curto-circuito da mucosa ileal

em camaras de Ussing. Por fim, entende-se por controle o sobrenadante da cultura de

macréfagos que ndo receberam tratamento.
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BUMET.

Figura-29. A bumetanida bloqueia a secrecao intestinal do sobrenadante de
macrofagos estimulado com toxina A. A atividade secretéria do sobrenadante de
macrofagos estimulados com toxina A (3,2x10'6M) foi bloqueada (83 %), através do
pré-tratamento da mucosa ileal em camaras de Ussing, com bumetanida (10'5M). Os
dados estdo plotados como média = erro padrdo da média e foram analisados por
ANOVA (teste de Bonferroni). O n significa o nimero de camaras contendo ileo de, no

minimo, quatro animais.
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INDO

Figura-30. Participacdo de prostaglandinas na atividade secretdria intestinal
do sobrenadante de macrdéfagos estimulado com toxina A. A secrecdo intestinal
induzida pelo sobrenadante de macrofagos estimulados com toxina A (3,2xI0'6M)
foi bastante reduzida (.88%) pelo pré-tratamento da mucosa ileal com indometacina
(INDO; 10°6M). Os dados estdo plotados como média + erro padrdo da média e foram
analisados por ANOVA (teste de Bonferroni). O n significa 0 niUmero de camaras

contendo ileo de, no minimo, quatro animais.
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TTX

Figura-31. Envolvimento do sistema nervoso entérico na secrecdo intestinal
induzida pelo sobrenadante de macrofagos estimulado com toxina A. O uso de
tetrodotoxina (10'7M) no lado seroso das camaras de Ussing, vinte minutos antes do
sobrenadante de macrofagos estimulados com toxina A (3,2xI0'6M), produziu um
bloqueio de 84% na secrecdo intestinal produzida por esse sobrenadante. Os dados
estdo plotados como média + erro padrdo da média e foram analisados por ANOVA
(teste de Bonferroni). O n significa 0 nimero de cdmaras contendo ileo de, no minimo,

guatro animais.
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5- DISCUSSAO

O Clostridium difficile tem sido largamente apontado como um importante
agente causador de doencas inflamatorias intestinais associadas ao uso de
antimicrobianos. Contudo, em razdo da sua complexidade, até o momento, a
fisiopatologia dessas doencas ainda se encontra apenas parcialmente esclarecida
(Pothoulakis & LaMont, 1993; Kelly e cols., 1994; Sears & Kaper, 1996; Mahida e
cols., 1996; Bartlett, 1997), muito embora, uma série de trabalhos cientificos
demonstrem a importancia das toxinas A e B na patogénese da diarréia inflamatéria
induzida por esse microrganismo. Tanto é verdade, que cepas de C. difficile que ndo
produzem toxinas sdo incapazes de desenvolver doencas, tanto no homem como em
animais experimentais (Lyerly e cols., 1988; Kelly e cols., 1994; Pothoulakis, 1996;
Bartlett, 1997).

Os mecanismos inflamatorios envolvidos nas atividades biologicas das
toxinas A e B do Clostridium difficile sdo bastante complexos e algumas vezes
contraditorios. Por exemplo, existem alguns estudos relatando que a toxina B €
desprovida de efeitos enterotdxicos, assim como é incapaz de provocar infiltrado de
células inflamatorias na mucosa intestinal (Taylor e cols., 1981; Lyerly e cols.,
1982; Lyerly e cols., 1988; Bette e cols., 1991; Baldacini e cols., 1992). No entanto,
essa mesma toxina estimula a sintese de potentes mediadores inflamatorios, do tipo
citocinas e leucotrienos, por mondcitos e macrofagos, tanto in vivo como in vitro
(Flegel e cols., 1991; Rocha, 1994; Souza e cols., 1997; Melo Filho e cols., 1997).
Em adicdo, foi demonstrado que a toxina B é capaz de provocar, de forma dose-
dependente, alteragbes -eletrofisiologicas e morfoldégicas na mucosa col6nica

humana, montada em camaras de Ussing (Riegler e cols., 1995).
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Os efeitos deletérios provocados pela toxina A sobre a mucosa intestinal sdo
bastante evidentes e caracterizam-se por uma intensa secre¢do de fluidos e por um
grande acumulo de células inflamatorias, do tipo macréfagos, mastdcitos, linfécitos
e neutrofilos, com a consequente liberacdo de seus mediadores, tais como
prostaglandinas, leucotrienos, PAF, oxido nitrico, citocinas etc (Triadofilopoulos e
cols., 1989; Lima e cols., 1989; Linevsky e cols., 1990; Pothoulakis & LaMont,
1993; Qiu e cols., 1996; Mahida e cols., 1996; Castagliuolo e cols., 1997).

Corroborando essas informacgdes, em uma pesquisa anterior demonstramos
que as toxinas A e B do Clostridium difficile sdo potentes indutoras da migracéo de
neutréfilos em cavidades peritoneais e bolsas de ar subcutaneas de ratos,
dependentemente da liberacdo de fatores quimiotaticos, por macrofagos residentes
(Rocha e cols., 1997; Souza e cols., 1997).

Quanto a atividade funcional dos macréfagos, desde a década de 1970, esses
fagocitos vém sendo invocados como uma das células mais relevantes do processo
inflamatorio. Atuando como células de "alarme", elas rapidamente respondem a
sinais celulares e/ou hormonais e eliminam a presenca de estimulos lesivos para o
organismo, através da sintese e liberacdo de inimeras substéncias, dentre as quais
citocinas, derivados do &cido araquidbnico, enzimas, intermediarios reativos do
oxigénio, componentes do sistema complemento, entre outros (LeFevre & Hammer,
1979; Ferreira, 1980; Nathan, 1987; Ogle e cols., 1994; Laskin & Pendino, 1995).
Além do mais, a capacidade dos macréfagos em sintetizar mediadores, aliada a sua
potencialidade como células apresentadoras de antigenos tém implicado esses
fagocitos na imunofisiologia e farmacologia intestinal (McKay & Perdue, 1993;
Perdue & McKay, 1994; Castagliuolo e cols., 1997).

Considerando-se 0 exposto, assim como o0s resultados obtidos por Lima e

cols., 1989, demonstrando que, a partir das duas horas, apos a inoculacdo da toxina
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A, em alca intestinal de coelho, ha um grande infiltrado de células inflamatoérias na
lamina propria e superficie do epitélio, com conseqlente destruicdo da mucosa
intestinal, surgiu a idéia de que os efeitos intestinais das toxinas do Clostridium
difficile resultam de mecanismos indiretos, mediados, pelo menos em parte, via
estimulacdo de células residentes, particularmente macréfagos, com consequente a
sintese e liberacdo de seus mediadores inflamatorios.

Com a finalidade de comprovar essa hipétese, inicialmente foi avaliada a
capacidade da toxina A em estimular macréfagos, in vitro, a sintetizar e liberar
mediador(es) pro-inflamatério(s) com atividade secretoria intestinal no ileo de
coelho, montado em camaras de Ussing.

Os resultados preliminares dessa investigacdo demonstraram que macrofagos,
in vitro, estimulados com doses crescentes de toxina A (3,2x10' M, 9,6x10' M e
3,2x1 O"M) liberam no sobrenadante da cultura, de forma concentracdo-dependente,
fator(es) com propriedade secretoria intestinal. Esta atividade de secrecdo no
intestino foi determinada por altera¢Bes no transporte i6nico que, por sua vez, foram
analisadas através das variacBes na corrente de curto-circuito da mucosa ileal de
coelno montada em camaras de Ussing (Ussing & Zerahn., 1951; Schultz &
Zalusky, 1964; Field e cols., 1971; Soares e cols., 1991).

Em uma outra série de experimentos, foi investigado se a toxina B, a exemplo
do observado com a enterotoxina A, era capaz de estimular macrofagos a produzir
mediadores inflamatorios com atividade secretéria intestinal. Contudo, logo se
observou que o sobrenadante de macréfagos estimulados com essa toxina ndo foi
capaz de induzir, de forma significativa, alteracdes na corrente de curto circuito no
ileo de coelho, em camaras de Ussing. Essa afirmativa fundamenta-se no fato de que

essas variagoes nédo diferiram estatisticamente daquelas produzidas pelo controle, ou
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seja, pelo sobrenadante procedente de monocamadas de macr6fagos que nao
receberam essa toxina.

Portanto, a partir desses resultados, os protocolos experimentais foram
conduzidos somente com a toxina A, na dose de 3,2x1 O"M. N&o obstante, algumas
amostras do sobrenadante de macrofagos estimulados com toxina B, a exemplo dos
experimentos envolvendo toxina A, foram estocados (-70 °C) para posterior
dosagem de mediadores inflamatorios, do tipo TNF-a e IL-ip, por ELISA.

Partindo do principio de que ambas as toxinas do Clostridium difficile
apresentam propriedades citotoxicas (Lyerly e cols., 1988; Fiorentine & Thelestam,
1991; Melo Filho e cols., 1997), ao final de cada cultura, rotineiramente era
realizado o teste de viabilidade celular por meio da técnica do corante azul de
trypam, conforme o método descrito no item 3.5.3, Dessa maneira, observou-se que
a toxina A nas trés doses testadas ndo foi prejudicial para os macrofagos, visto que
a viabilidade desses fagdcitos se mostrou bastante elevada, variando de 92-96%.

Por outro lado, sabendo-se que a toxina B é varias vezes mais citotoxica do
gue a toxina A (Lyerly e cols., 1982; Banno e cols., 1984; Fiorentine & Thelestam,
1991; Melo Filho e cols., 1997), esta toxina foi inicialmente utilizada na dose de
3,6x10'7M, produzindo, dessa forma, uma viabilidade semelhante aquela observada
com a toxina A. Entretanto, quando a toxina B foi avaliada na concentracdo de
3,6x1(F6M, a viabilidade dos macrofagos diminuiu significativamente. Por essa
razdo, 0s experimentos envolvendo essa toxina foram realizados somente com a
dose de 3,6x10'7’M. Contudo, vale salientar, recentemente foi demonstrado que a
toxina B, nessa mesma concentracdo, é capaz de estimular macréfagos, in vitro, a
liberar fatores quimiotaticos para neutrofilos, do tipo leucotrienos e TNF-a (Souza e

cols., 1997; Melo Filho e cols., 1997).
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Com o andamento da pesquisa, 0 anticorpo monoclonal PCG4 foi utilizado
com duas finalidade béasicas: (1) ratificar a presenca de receptores para toxina A em
macrofagos; e (2) comprovar que o efeito da toxina A sobre essas células, com a
consequente liberagdo de fator(es) de secrecdo intestinal, era exclusividade sua e
nao decorrente de uma contaminagdo com outros agentes.

Com efeito, tem sido descrito que o PCG4 atua neutralizando a atividade
enterotoxica da toxina A, através da sua interacdo com epitopos especificos,
presentes na seqiéncia repetida de aminoacidos (ARU), localizados no terminal
carboxilico dessa enterotoxina. Por conseguinte, esse anticorpo bloqueia o
acoplamento da toxina A no seu respectivo receptor. (Lyerly e cols., 1986; Frey &
Wilkins, 1992). Corroborando essa idéia, Lima e cols., 1988, demonstraram que 0
PCG4 inibe completamente os efeitos enterotoxicos, tais como secrecdo e lesdo,
produzidos pela toxina A do C. difficile em ileo de coelho, in vivo.

Na presente pesquisa, foi observado que a pré-incubacdo desse anticorpo
monoclonal, na titulacdo de 1:10, com a toxina A Q”xIO”™M), provocou um
bloqueio, em tomo de 80 %, na liberacdo do fator de secrecdo intestinal. Ademais,
em uma pesquisa anterior, demonstramos também que o PCG4 foi capaz de inibir
potentemente a migracdo de neutrdfilos induzida pela toxina A, em cavidades
peritoneais de ratos (Rocha, 1994).

Os fatos ora comentados s@o novos e merecedores de maiores investigagoes,
visto que demonstram, de forma inédita, a presenca de receptores para toxina A em
células inflamatdrias, especialmente macréfagos. Além do mais, reforcam a idéia de
gue o efeito da toxina A sobre a génese de mediadores com propriedade secretéria
intestinal, por macrofagos, seja exclusiva dessa enterotoxina, excluindo, portanto,

uma possivel contaminacdo com outras toxinas e/ou agentes secretagogos.
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No decorrer dessa investigacdo, observou-se, ainda, que, diferentemente do
sobrenadante de macrofagos estimulados com toxina A, a adicdo dessa toxina
diretamente no lado seroso das camaras de Ussing ndo foi capaz de provocar
secrecdo no ileo de coelho, por conseguinte, reforcando a hipotese inicial de que a
atividade secretodria intestinal da enterotoxina A ocorre de forma indireta, pelo
menos em parte, via liberacdo de mediador(es) inflamatorios por macrofagos.

Ademais, pelo fato do agente secretagogo intestinal produzido por
macrofagos estimulados com toxina A néo ter sido caracterizado de imediato, ele foi
denominado a principio de fator de secrecéo intestinal (FSI).

Com a confirmacdo da hipétese de que os macréfagos desempenham um
papel relevante na resposta secretoria intestinal da toxina A, procurou-se investigar
0s mecanismos moleculares de liberacdo do FSI. Para tanto, as toxinas ativa e
mutante da Bordetella pertussis foram utilizadas nesse protocolo experimental,
trinta minutos antes e durante a estimulacdo dos macréfagos com a toxina A.

No tocante ao mecanismo de acdo da toxina pertussis ativa, tem sido referido
que os efeitos biologicos dessa toxina se devem a acdo da unidade Si em catalisar a
transferéncia de uma molécula de ADP-ribose do NAD+ para a subunidade a de
varias proteinas G. Dessa forma, a ADP-ribosilacdo geralmente leva a um
desacoplamento da proteina G do receptor correspondente. Portanto, a toxina
pertussis ativa tem sido reconhecida como uma potente ferramenta farmacoldgica no
estudo dos eventos envolvendo transducéo de sinal (Gierschik, 1992).

A partir desse protocolo experimental, demonstrou-se que a atividade
secretoria intestinal, presente no sobrenadante de macréfagos estimulados com
toxina A, foi inibida em tomo de 61% pela adi¢do da toxina pertussis ativa (9,5x10'7
M) as monocamadas de macréfagos. Por outro lado, a toxina pertussis mutante, que

é desprovida de atividade enzimatica de ADP-ribosilacdo (Gierschik, 1992), ndo foi
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capaz de alterar significantemente essa atividade. Portanto, os dados desse
experimento evidenciam o fato de que a regulacdo da sintese e liberacdo do fator de
secrecdo intestinal é dependente da ativacdo de uma proteina G, sensivel a toxina
pertussis. Vale salientar que essa evidéncia também foi observada em outras agfes
bioldgicas da toxina A, como, por exemplo, no efeito quimiotatico para neutrofilos
(Pothoulakis e cols., 1988) e na atividade enterotdxica (Pothoulakis e cols., 1991;
Fang e cols., 1993).

Na literatura mundial, existe uma série de estudos evidenciando que varios
mediadores sintetizados por macrofagos, como, por exemplo, interleucina-1 (Chang
e cols., 1990; Chiossone e cols., 1990; Hinterleitner e cols., 1991; Hinterleitner e
cols., 1996), fator de necrose tumoral (Kandil e cols., 1992), fator de agregacao
plaquetaria (Hanglow e cols., 1989; Hinterleitner e cols., 1997), leukotrienos (Smith
e cols., 1988; Smith e cols., 1990) e prostaglandinas (Kimberg e cols., 1971;
Racusen & Binder, 1980; Ciancio & Chang, 1992), sdo capazes de induzir, direta
ou indiretamente, secrecdo intestinal in vivo e/ou in vitro.

Com base nas informacgbes ora referidas, foi planejado um rastreamento
farmacoldgico, através da utilizacdo de bloqueadores farmacoldgicos e anticorpos
monoclonais especificos, na tentativa de investigar se um ou mais destes produtos
era o fator responsavel pela atividade secretoria intestinal, presente no sobrenadante
de macrofagos estimulados com a toxina A.

Para tanto, inicialmente, foram utilizados alguns blogueadores de sintese
protéica, sendo o primeiro deles a cicloheximida, um inibidor classico dessa
atividade (Wiebke e cols.,, 1994; Ohh & Takei, 1995). Nesse protocolo
experimental, observou-se que o uso dessa droga, antes e durante a estimulagdo das
monocamadas de macréfagos com toxina A, produziu um bloqueio significativo, por

volta de 67 %, na liberacdo do fator de secrecdo intestinal, evidenciando, dessa
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forma, que a atividade secretdria intestinal do referido sobrenadante era dependente
da sintese protéica.

Um suporte adicional para esta evidéncia, baseou-se no fato de que a
dexametasona, também, interferiu de forma significativa na liberacdo do fator de
secrecdo intestinal. Nesse contexto, vale ressaltar, os glicocorticéides, como, por
exemplo, a dexametasona, bloqueiam a transcricio do RNA mensageiro de
determinadas citocinas, do tipo TNF-a, JL-1 e IL-8, com a consequente inibicdo da
sintese destes fatores protéicos, por macrofagos (Beutler e cols., 1986; Bames &
Adcock, 1993; Auphan e cols., 1995; Wilckens & De Rijk, 1997).

Portanto, a utilizagdo da cicloheximida, assim como da dexametasona, deu
suporte para a concluséo inicial de que o fator de secrecdo intestinal, presente no
sobrenadante de macrofagos estimulados com toxina A, € um agente de natureza
protéica, provavelmente uma citocina, com atividade pro-inflamatoria.

A etapa subseqiiente da tentativa de caracterizacdo do fator de secregdo
intestinal constou do uso de determinados bloqueadores farmacoldgicos que, direta
ou indiretamente, estdo relacionados com a génese dos derivados lipidicos que, por
sua vez, sdo os mediadores quimicos da inflamacdo originados dos fosfolipidios da
membrana celular, a partir da acdo de enzimas especificas, tais como fosfolipase A2,
ciclooxigenase, lipoxigenase e liso-PAF-acetiltransferase (Higgs & Vane, 1983;
Camussi e cols., 1990).

Vale salientar, um determinado agente injuriante que danifique a membrana
das células inflamatorias, como do macrofago, por exemplo, é capaz de liberar
fracOes de fosfolipideos, do tipo acido araquiddnico, atraves da atividade da enzima
fosfolipase A2 Por conseguinte, o acido araquidbnico serve de substrato para as
enzimas ciclooxigenase e lipoxigenase que estdo relacionadas com a sintese de

prostaglandinas/tromboxanos e leucotrienos, respectivamente (Higgs & Vane,
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1983). Ademais, parte dos fosfolipideos da membrana celular pode sofrer uma
acetilacdo, pela enzima liso-PAF-acetiltransferase, e originar o fator de agregacao
plaguetaria (Camussi e cols., 1990; Lacasse & Rola-Pleszczynski, 1991).

A partir da modulacdo farmacolégica dos derivados lipidicos, foi
demonstrado, inicialmente, que a adicdo de quinacrina, inibidor especifico da
enzima fosfolipase A2 (Otamiri, 1988; Struhar e cols., 1992), produziu um bloqueio
de 54 % na atividade secretoria do sobrenadante de macréfagos estimulados com
toxina A, evidenciando, dessa forma, a importancia dos eicosanoides na sintese do
fator de secrecdo intestinal. Este dado € bastante interessante, pois ratifica a
importancia da atividade da enzima fosfolipase A2 na secrecdo e lesdo intestinal
induzidas pela toxina A do Clostridium difficile, em alca intestinal de coelho,
relatada anteriormente por Fang e cols., 1994,

Além do mais, o bloqueio produzido pela dexametasona na liberacdo do fator
de secrecdo intestinal corrobora a idéia ora mencionada, considerando que
adicionalmente ao seu efeito sobre a transcricio do RNA mensageiro de
determinadas citocinas, essa droga tem um efeito marcante sobre a producgdo dos
derivados do &cido araquidénico, através da producdo da lipocortina que, por sua
vez, possui também uma atividade inibitoria sobre a enzima fosfolipase A2 (Flower,
1990; Bames & Adcock, 1993; Wilckens & De Rijk, 1997).

Dando continuidade ao rastreamento farmacoldgico dos derivados lipidicos,
foram utilizados alguns bloqueadores da sintese de prostaglandinas e leucotrienos,
como, por exemplo, indometacina, inibidor especifico da enzima ciclooxigenase
(Higgs & Vane, 1983), NDGA, inibidor dual de ciclo e lipoxigenase (Higgs &
Vane, 1983) e MK 886, inibidor especifico de lipoxigenase (Gillard e cols., 1989;
Ménard e cols., 1990), adicionados ao meio de incubacdo, antes e durante a

estimulacdo dos macréfagos com a toxina A. Partindo desses protocolos
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experimentais, evidenciou-se que a sintese do FSI, presente no sobrenadante de
macréfagos estimulados com a toxina A, foi bloqueada pelo pré-tratamento com
indometacina (62 %) e NDGA (48 %). Entretanto, 0 MK 886 néo foi capaz de
modificar de maneira significativa esse efeito.

Ademais, a exemplo do observado com o0s blogueadores da sintese de
prostaglandinas, a adi¢cdo do antagonista do receptor de PAF, BN 52021 (Lacasse &
Rola-Pleszczynski, 1991; Poubelle e cols., 1991), as monocamadas de macrofagos
estimulados com toxina A produziu um bloqueio parcial (55 %) na liberacdo do
fator de secrecdo intestinal. Esta evidéncia corrobora os resultados descritos por
Fonteles e cols., 1995, demonstrando que a utilizagcdo de determinados antagonistas
do fator de agregacdo plaquetéria, tais como BN 52021, WEB 2170 e SR 27417, é
capaz de modular a secrecédo e a inflamacéo intestinal produzidas pela toxina A do
Clostridium difficile, in vivo.

Os resultados obtidos nessa série de experimentos envolvendo a modulagao
da sintese e liberacdo dos derivados lipidicos demonstraram fortes evidéncias de
gue as prostaglandinas e o fator de agregacdo plaquetaria desempenham um papel
importante, muito provavelmente de maneira autdcrina, na génese do fator de
secrecao intestinal.

Por outro lado, parece que os leucotrienos ndo participam desse evento, visto
gue o uso do MK 886 ndo foi capaz de inibir a atividade secretOria intestinal
presente no sobrenadante de macrofagos estimulados com toxina A. Observou-se,
ainda, que o inibidor dual de ciclo e lipoxigenase (NDGA), ao contrario do
esperado, produziu um bloqueio, na sintese do fator de secrecdo intestinal, inferior
aquele observado com o inibidor seletivo da ciclooxigenase, indometacina,
sugerindo, portanto, que esse efeito do NDGA ocorreu exclusivamente em razdo do

seu mecanismo de acdo relacionado com a inibicdo da sintese das prostaglandinas.
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Dessa forma, esse experimento forneceu um suporte adicional, evidenciando que o0s
leucotrienos realmente ndo participam da formacao do fator de secrecgédo intestinal.

Conforme comentado em secdo anterior desse trabalho, a toxina A é capaz de
provocar uma potente migracdo de neutrofilos em bolsas de ar subcutaneas de ratos,
via liberacdo de IL-ip e TNF-a, por macréfagos residentes (Rocha, 1994; Rocha e
cols., 1997). Portanto, diante desse fato, juntamente com dados preliminares dessa
investigacdo, evidenciando que o fator de secregcdo intestinal € um agente de
natureza protéica com atividade pré-inflamatdria, levantou-se a hip6tese de que uma
dessas citocinas pudesse ser o FSI.

Com a finalidade de investigar essa probabilidade, foram utilizadas, em um
primeiro momento, a talidomida e a pentoxifilina que, por sua vez, estdo diretamente
relacionadas com a sintese de TNF-a (Schade, 1990; Sampaio e cols., 1991,
Schandené e cols., 1992; Moreira e cols., 1993.,Tilg e cols., 1993). Além do mais,
em outra série de experimentos foram usados o antagonista do receptor da
interleucina-1 (IL-Ira) e anticorpos monoclonais anti-lL-la e P, que se encontram
correlacionados com a inibicdo das atividades bioldgicas da interleucina-1
(Cominelli e cols., 1990; Cominelli e cols., 1991; Arend, 1991; Cominelli e cols.,
1992; Dinarello, 1991; Towbin e cols., 1994).

A literatura relata que a pentoxifilina é capaz de inibir o aparecimento de
TNF-a no soro de camundongos e ratos tratados com LPS (Schade, 1990., Noel e
cols., 1990). Em adicdo, estudos que relacionam as propriedades antiinflamatoérias
dessa droga indicam que ela reduz a sintese e liberacdo de importantes mediadores
da resposta inflamatéria, tais como TNF-a, IL-6 e IL-2 (LeMay e cols., 1990;
Schandené e cols., 1992; Tilg e cols., 1993). Quanto ao seu mecanismo de acéo,
tem sido descrito que a pentoxifilina atua diminuindo a quantidade de RNA

mensageiro para TNF-a, através da inibicdo da transcricdo genética dessa citocina
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(Han e cols., 1990; Doherty e cols., 1991; Moreira e cols., 1995; Bergese e cols.,
1995).

A talidomida é utilizada atualmente com sucesso no tratamento do eritema
nodoso, que representa um estado inflamatério agudo observado na lepra. Nessa
perspectiva, tem sido relatado que os individuos portadores desta enfermidade
apresentam elevados niveis de TNF-a que, por sua vez, sdo reduzidos com a
utilizacdo desse farmaco (Sampaio e cols., 1993). No tocante ao mecanismo de acao
da talidomida, ela inibe de forma seletiva a sintese de TNF-a por mondcitos
humanos, in vitro, estimulados com LPS, por meio da degradacdo do RNA
mensageiro dessa citocina (Sampaio e cols., 1991; Moreira e cols., 1993).

Vale salientar que, de forma analoga ao efeito observado com o0s
blogueadores dos derivados lipidicos (indometacina, NDGA e BN 52021), o
tratamento prévio das monocamadas de macréfagos com pentoxifilina e talidomida
também promoveu bloqueios parciais, por volta de 48 e 47 %, respectivamente, na
liberacdo do fator de secrecdo intestinal produzido por macréfagos estimulados com
toxina A.

Portanto, os resultados experimentais obtidos com pentoxifilina e talidomida
sugerem que, assim como as prostaglandinas e o fator de agregacdo plaquetéria, o
fator de necrose tumoral, também, possui uma fungdo importante na liberacdo do
referido fator de secrecdo intestinal, atuando possivelmente como um elemento
amplificador dessa atividade bioldgica da toxina A.

Ratificando esta hipoGtese, existem varios trabalhos na literatura mundial
demonstrando que as prostaglandinas, o PAF e o TNF-a podem atuar, de maneira
autécrina, levando a génese de outros mediadores da inflamagcdo, com a

consequiente amplificacdo de suas acOes bioldgicas (Camussi e cols., 1990;
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Schreiber e cols., 1992., Dinarello & Wolf, 1993; McKay & Perdue, 1993; Eberhart
& Dubois, 1995).

No tocante aos efeitos bioldgicos do TNF-a no intestino, ha alguns trabalhos
mostrando que essa citocina induz um aumento na corrente de curto-circuito em
mucosa ileal, in vitro, e em monocamadas de células T-84 postas em cultura com
fibroblastos (Berschneider & Goralska, 1992; Kandil e cols., 1992). Entretanto, h&
dados em nosso laboratorio evidenciando que a adi¢cdo de TNF-a, no lado seroso do
ileo de coelho montado em camaras de Ussing, produz uma discreta variagdo na
corrente de curto-circuito, de forma similar aquela induzida pelo Ringer/controle.

Ademais, é importante salientar, a analise do sobrenadante de macréfagos
estimulados com toxina B, por meio da técnica de ELISA, a exemplo do observado com
o terminal carboxilico da toxina A (ARU; dado ndo mostrado), evidenciou elevados
niveis de TNF-a. Contudo, esse sobrenadante foi incapaz de provocar secrecdo
intestinal no ileo de coelho, in vitro. Portanto, esse fato corrobora com a idéia ora
aventada, apontando o fator de necrose tumoral como um possivel amplificador e
ndo como agente desencadeador da atividade secretéria intestinal.

Por conseguinte, concorda-se com a hipotese de que o TNF-a esteja atuando
no efeito secretorio do sobrenadante de macréfagos estimulados com toxina A, nao
como um agente secretagogo intestinal direto, mas, sim, como um importante fator
modulador autdcrino e paracrino da sintese e liberacdo do FSI, relacionado com a
propriedade secretoria desse sobrenadante.

Na etapa seguinte dessa pesquisa, analisou-se o possivel envolvimento da
interleucina-1 na atividade secretoria intestinal do sobrenadante de macrofagos
estimulados com toxina A. Para tanto, foram delineados determinados protocolos

experimentais, utilizando-se inibidores de proteases, o antagonista do receptor de
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interleucina-1 (IL-Ira), anticorpos monoclonais (anti-IL-la e anti-JL-Ip) e um ELISA
especifico para IL-ip de rato.

Os resultados dessa investigacdo evidenciando que alguns inibidores de
proteases, do tipo inibidor de tripsina e fluoreto de fenilmetilsulfonil, blogueiam a
sintese e liberacdo do FSI forneceram um suporte cientifico importante, apontando a
interleucina-1 como o provavel fator de secrec¢éo intestinal presente no sobrenadante
de macrdéfagos estimulados com toxina A. Essa hipotese encontra-se fundamentada
nos fatos de que, conforme demonstrado inicialmente, este fator se trata de um
agente protéico e que, a exemplo do observado com IL-1 (Dinarello, 1991;
Dinarello & Wolff, 1993), paradoxalmente, a sua génese € dependente da expresdo
de proteases.

Portanto, essa evidéncia baseia-se em relatos da literatura que demonstram
serem ambas as moléculas de IL-1, a e P, sintetizadas na forma de peptideos
precursores, de 31,0 kDa, que, ao sofrerem processo de divagem por proteases
intra e extra celulares, originam as moléculas maduras de IL-1 com peso molecular
de 17,5 kDa (Dinarello, 1991; Thomberry e cols., 1992; Dinarello & Wolff, 1993).

Nessa perspectiva, o precursor de IL-la permanece principalmente no
interior da célula ou se expressa na superficie da membrana celular, atuando como
mensageiro autdcrino e paracrino, respectivamente. Contudo, parte desse precursor
é liberado para o exterior da célula, onde sofre acdo de proteases para originar a
forma madura de interleucina-1a (Dinarello, 1991; Dinarello & Wolff, 1993). Por
outro lado, a IL-1p, somente apds o processo de divagem enzimatica, intra e extra-
celular, é capaz de desempenhar as suas atividades bioldgicas (Beucher e cols.,

1990; Dinarello, 1991; Thomberry e cols., 1992; Dinarello & Wolff, 1993).
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Encontra-se bem documentado na literatura que a familia da interleucina-1
consiste de trés polipeptideos, denominados de IL-la, IL1-0 e LLI-ra, identificados
e caracterizados pela técnica de clonagem gémea (Auron e cols., 1984; Gubler e
cols., 1986; Eisenberg e cols., 1990; Cominelli e cols., 1990; Cominelli e cols.,
1994). As duas moléculas de IL-la e 0 estdo correlacionadas estruturalmente, agem
através dos mesmos receptores, possuem atividades bioldgicas semelhantes e sdo
sintetizadas e liberadas rapidamente por células mononucleares, em especial
mondcitos e macréfagos. Contudo, sdo bioguimicamente distintas, visto que
apresentam um seqienciamento diferente de aminoacidos (Auron e cols., 1984,
Dinarello, 1988; Dinarello, 1991; Dinarello & Wolff, 1993).

O potente bloqueio da atividade secretéria intestinal do FSI, através do pré-
tratamento da mucosa ileal com o antagonista do receptor de IL-1, forneceu mais
uma evidéncia cientifica que corrobora a hipotese do fator de secrecéo intestinal ser
a interleucina-1. Nesse sentido, vale ressaltar, o IL-Ira tem sido bastante utilizado
em diversos protocolos experimentais relacionados com as acdes da IL-1, pois este
agente farmacoldgico tem habilidade de neutralizar, tanto in vivo como in vitro, 0s
efeitos biologicos da IL-1 a e 0, por meio de um mecanismo de acdo competitivo
com estas citocinas, pelos receptores do tipo | e Il (Cominelli e cols., 1990;
Cominelli e cols., 1994; Dinarello & Thompson, 1991; Dinarello, 1991; Towbin e
cols., 1994).

Em adicdo, os experimentos com o0s anticorpos monoclonais anti-IL-1
demonstraram resultados extremamente interessantes, no tocante a identificagdo da
interleucina-10 como o fator de secrecdo intestinal. Nessa perspectiva, foi
evidenciado de forma bastante clara que o efeito secretorio intestinal do
sobrenadante de macrofagos estimulados com toxina A ocorria de maneira

dependente da atividade dessa citocina. Essa evidéncia baseia-se no fato de que a
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pré-incubacdo do referido sobrenadante com anticorpo monoclonal anti-I1L-Ip, antes
e durante o ensaio em camaras de Ussing, promoveu um bloqueio significativo na
secrecdo intestinal.

Além do mais, é importante ressaltar, se for levado em consideracdo o fato de
gue o sobrenadante-controle, por si sO, induz uma pequena variacdo na corrente de
curto-circuito (Alsc= 19,56 pA.cmz2), o blogueio do anticorpo anti-lIL-Ip foi total,
visto que as alteracBes na corrente produzidas pelo sobrenadante de macrofagos
estimulados com toxina A, pré-incubado com o anti-IL-ip (Alsc= 21,00 pA.cm’2),
permaneceram no mesmo nivel desse controle.

Por outro lado, o anticorpo monoclonal anti-IL-la, nas mesmas condi¢oes
experimentais do anti-IL-ip, ndo foi capaz de inibir de forma significativa a
atividade secretéria intestinal produzida pelo sobrenadante de macrofagos
estimulados com toxina A. Portanto, comparando-se as alteracbes na corrente de
curto-circuito nos protocolos com os anticorpos anti-IL-ip e anti-IL-la, pode ser
observado que o bloqueio produzido pelo segundo anticorpo foi inferior e que
apesar de ter produzido uma reducdo de 42 % no efeito secretdrio do sobrenadante,
essa atividade do anticorpo anti-IL-la ndo foi significativo nos testes estatisticos,
como, por exemplo, teste de Dunnett, Student-Newman-Keuls ou Bonferroni, usados
nessa pesquisa.

Por fim, o efeito da associacdo de anti-IL-la e anti-IL-ip sobre a atividade
secretdria intestinal do sobrenadante de macréfagos estimulados com toxina A ndo
diferiu estatisticamente daquele observado com o anticorpo anti-IL-Ip isolado.
Dessa forma, essa evidéncia confirma que as acdes bioldgicas da interleucina-1P,
mas ndo da IL-la, tém um papel de fundamental importancia nesse efeito

secretorio. Além do mais, esses resultados obtidos nos protocolos com o0s
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anticorpos monoclonais, em conjunto, apontam esta citocina como o provavel fator
de secrecdo intestinal, presente no referido sobrenadante de macréfagos.

Estes resultados mostraram-se bastante coerentes com os dados da literatura,
visto que, conforme comentado, boa parte da IL-la sintetizada permanece no
citosol e superficie da membrana celular, na sua forma precursora, e somente uma
pequena quantidade dessa citocina é liberada para fora do compartimento celular.
Portanto, esse fato explica por que, apesar de ambas as formas de interleucina-1
serem produzidas concomitantemente e possuirem atividades bioldgicas
semelhantes (Dinarello, 1991; Dinarello & Wolff, 1993), o anticorpo anti-IL-la ndo
bloqueou significativamente a secrecdo intestinal. Por outro lado, a IL-lp €
secretada como precursor biologicamente inativo, sofre acdo de proteases, e, por
altimo, € transformada na sua forma madura, que se encontra presente
principalmente no meio extracelular (Beuscher e cols., 1990; Dinarello, 1991),
sendo, portanto, a molécula de interleucina-1 presente em maior concentracdo nos
fluidos bioldgicos (Hazuda e cols., 1988; Dinarello & Wolff, 1993). Dai a
explicacdo para a potente eficdcia do anticorpo anti-ILip sobre a atividade
secretdria, provocada pelo sobrenadante de macréfagos estimulados com toxina A.
Logo, essa é mais uma evidéncia que corrobora a probabilidade de a interleucina-1P
ser o fator de secregéo intestinal.

Outro importante achado que aflui & probabilidade aventada foi o fato de que
0 uso da interleucina-1P, no lado seroso da cdmara de Ussing, provocou uma
intensa secrecdo intestinal, de forma bastante similar aquela produzida pelo
sobrenadante de macréfagos estimulados com toxina A. Nesse contexto, observou-
se que as alteragBes na corrente de curto-circuito provocadas por essa citocina
foram semelhantes, tanto na magnitude como na cinética do efeito, as induzidas por

esse sobrenadante.
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Vale a pena comentar que os resultados ora discutidos mostraram-se de
maneira andloga aos descritos por Chiossone e cols., 1990, evidenciando que as
interleucinas-la e p humana, indistintamente, mesmo em baixas concentragoes,
induzem uma potente secrecdo intestinal em mucosa ileal de coelho, in vitro. Além
do mais, no tocante a cinética desse efeito, esses pesquisadores observaram também
gue, a exemplo do sobrenadante de macrofagos estimulados com toxina A, o
periodo necessario para 0 aparecimento da resposta secretéria intestinal provocada
por essas citocinas situou-se em tomo de 30-40 minutos apds o uso destas no lado
seroso das camaras de Ussing.

Por dltimo, uma pista fundamental para a conclusdo de que o fator de
secrecdo intestinal se tratava realmente da interleucina-1P foi obtida a partir das
dosagens das amostras, pela técnica do ELISA, evidenciando niveis elevados dessa
citocina no sobrenadante de macrdéfagos estimulados com toxina A. Ademais,
corroborando esse achado, recentemente, demonstramos que o uso de toxina A, no
modelo de alga intestinal de rato isolada, preconizada por De & Chatterje, 1953, €
capaz de promover uma reacdo inflamatoria na mucosa intestinal e uma intensa
secrecdo de fluidos que, por sua vez, apresenta altas concentracdes de IL-1p.

Por outro lado, as concentracdes de IL-ip no sobrenadante procedente da
cultura de macrofagos tratados com a toxina B, ndo diferiram estatisticamente
daquelas observadas com o grupo-controle. Portanto, este fato, em conjunto com a
demonstracéo anterior,-evidenciando que o soro anti-IL-ip ndo bloqueia a migracao
de neutréfilos produzida por essa toxina (Rocha, 1994), sugere que a interleucina-
ip parece ndo desempenhar um papel importante na fisiopatologia das atividades
biologicas da toxina B. Portanto, dessa forma, se explica por que o sobrenadante de
macréfagos estimulados com essa toxina foi incapaz de causar secrecdo no ileo de

coelho, montado em camaras de Ussing.
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Além do mais, apesar de ndo fazer parte dos objetivos desse trabalho,
avaliou-se o efeito secretorio intestinal do sobrenadante de macréfagos estimulados
com LPS e exotoxina do Vibrio cholerae e microcistina da Microcystis aeruginosa,
no ileo de coelho montado em camaras de Ussing. Entretanto, dentre essas toxinas,
somente a microcistina foi capaz de estimular a sintese de fator(es) com propriedade
secretdria intestinal. A anéalise desse sobrenadante, por ELISA, evidenciou que tanto
o LPS como a microcistina foram capazes de induzir a sintese de TNF-a. Contudo,
somente a microcistina foi capaz estimular a génese de IL-ip. Dessa forma, esses
resultados forneceram mais um subsidio cientifico, apontando a importancia da
interleucina-1p no efeito secretorio intestinal de algumas toxinas, ratificando, assim,
0 papel dessa citocina na secrecdo induzida pelo sobrenadante de macréfagos
estimulados com a toxina A do C. difficile.

Na etapa subsequente, apds a identificagdo da IL-ip como o fator de
secrecdo intestinal, realizou-se uma busca ativa em varios trabalhos cientificos, na
tentativa de corrrelacionar os dados obtidos na modulacdo farmacologica dos
derivados lipidicos, com as atividades biologicas dessa citocina. A partir dai, foi
encontrado que a sintese e liberacdo de interleucina-1 pode ser bloqueada por
inibidores de ciclooxigenase (Dinarello, 1991) e por inibidores dual de ciclo e
lipoxigenase (Sirko e cols.,, 1991; Dinarello, 1991). Contudo, esses eventos
permanecem inalterados pelo uso de blogueadores especificos de lipoxigenase
(Dinarello, 1991). Ademais, foi evidenciado que a IL-1 é capaz de estimular a
producdo de PAF, por mondcitos e macrofagos, que, por sua vez, pode regular
autocrinamente a génese de IL-1, IL-2 e TNF-a (Camussi e cols., 1990).

Portanto, fazendo-se um paralelo entre os dados da literatura e os resultados
obtidos nessa investigacdo, onde se observou um bloqueio na liberacdo do fator de

secrecdo intestinal com indometacina, NDGA e BN 52021, bem como uma auséncia
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de efeito com o bloqueador seletivo de lipoxigenase (MK 886), os dados
observados na modulacdo dos derivados lipidicos ficam justificados e, ao mesmo
tempo, ratificam que a EL-ip é o fator de secrecdo intestinal, presente no
sobrenadante de macréfagos estimulados com toxina A.

Quanto as atividades biologicas da interleucina-1 a no intestino, existe uma
série de trabalhos evidenciando que esta citocina age de maneira indireta, via
estimulacdo de células da lamina propria, com a consequiente sintese de outros
mediadores inflamatérios, principalmente prostaglandinas (Chang e cols., 1990;
Chiossone e cols., 1990; Berschneider & Goralska, 1992; Theodorou e cols., 1994;
Hinterleitner e cols., 1996); bem como através da ativacdo do sistema nervoso
entérico (Theodorou e cols., 1994).

Com efeito, foi evidenciado que a interleucina-1a, ou P provoca secregdo de
cloreto, no intestino de coelho ou galinha em camaras de Ussing, assim como em
células T-84, através da sintese de prostaglandinas por células residentes da lamina
prépria intestinal, como fibroblastos por exemplo (Chang e cols., 1990; Chiossone e
cols., 1990; Hinterleitner e cols., 1991; Berschneider & Goralska, 1992; Theodorou
e cols., 1994).

Em adicdo, demonstrou-se que a EL-ip causa uma potente secre¢do no
intestino de rato, in vivo, via liberacdo de prostaglandinas e ativacdo do sistema
nervoso entérico (Theodorou e cols., 1994). Por ultimo, existem ainda varios
estudos relatando que.a interleucina-1 induz a sintese de PDE2 e PGI2, LTB4 e IL-8
qgue, por sua vez, estdo implicados na secrecdo, edema e necrose da mucosa
intestinal inflamada (Cominelli e cols., 1989; Cominelli e cols., 1990; Dinarello &
wolff, 1993; Theodorou e cols., 1994).

Em muitas circunsténcias, a producdo de interleucina-1 € um fator

determinante no aparecimento de doencas. Contudo, em algumas situacdes a sua
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sintese pode ser apenas uma etapa intermediaria. Por exemplo, no choque séptico, a
IL-1 age diretamente nos vasos sanguineos produzindo uma potente vasodilatacéo.
Por outro lado, nas doengas auto-imunes, essa citocina atua estimulando a sintese de
outros mediadores e/ou enzimas que interagem em tecidos-alvo especificos
desencadeando o processo patologico (Dinarello & Wolff, 1993). Por sua vez, no
tocante ao envolvimento da IL-1 nas doencgas relacionadas com Clostridium
difficile, conforme sera discutido adiante, parece que essa citocina participa de
forma indireta na fisiopatologia dos efeitos enterotoxicos provocados pela toxina A.

A partir dessa breve revisdo relatando as atividades da IL-1 no intestino,
levantou-se a hipotese de que, a exemplo dessa interleucina, a secrecdo intestinal
induzida pelo sobrenadante de macréfagos estimulados com toxina A, poderia estar
relacionada com o transporte de cloreto e que esse efeito secretério ocorria por
mecanismos indiretos, via estimulacdo de células da lamina propria e/ou ativagdo do
sistema nervoso enterico.

Corroborando esta hipétese, foi demonstrado inicialmente em modelos
experimentais, para secrecdo de eletrolitos, em células epiteliais humanas in vitro
(Dharmsathaphom & Madara, 1990), que esta atividade secretOria provavelmente
dependia de outros componentes da mucosa intestinal, uma vez que o referido
sobrenadante de macrofagos ndo foi capaz de induzir um efeito secretagogo
significativo nas células T-84 e CaCo-2, dispostas em camaras de Ussing
modificadas (Flores e cols., 1996).

Com base nesses resultados descritos por Flores e cols., 1996, investigou-se
0 possivel envolvimento de células residentes da lamina prépria intestinal, bem
como do sistema nervoso entérico no efeito secretério sobrenadante de macréfagos
estimulados com toxina A. Além do mais, foi avaliada a participacdo dos ions C!

nessa atividade de secrecdo intestinal.
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Para tanto, foram tracados protocolos experimentais utilizando-se
indometacina, inibidor da sintese de prostaglandinas (Higgs & Vane, 1983), que
medeiam a secrecdo intestinal de varios agentes pro-inflamatorios, tetrodotoxina,
bloqueador dos canais de Nat (Barchi, 1982; Miller, 1989), que tem sido uma
ferramenta farmacolOgica importante na avaliacdo do componente nervoso da
secrecdo intestinal (Zimmerman & Binder, 1983) e bumetanida, um cléssico
bloqueador do cotransporte de Na-K-Cl (O’Grady e cols., 1987; Stack e cols.,
1995).

Os dados obtidos nessa investigacdo evidenciaram que as alteracOes na
corrente de curto-circuito, provocadas pelo sobrenadante de macréfagos
estimulados com toxina A, ocorrem em consequencia da secrecdo eletrogénica de
cloreto, visto que o bloqueador do cotransporte de Na-K-Cl produziu uma
significativa inibicdo (84 %) na atividade secretoria intestinal desse sobrenadante.

A utilizacdo da bumetanida, no lado seroso da cdmara de Ussing, tem sido
largamente adotada em protocolos experimentais de secrecdo, envolvendo a
participacdo dos ions cloreto. Nesse sentido, foi demonstrado que o efeito secretorio
de determinados estimulos, como, por exemplo, anti-lgg, fMLP, monocloramina,
carbacol, IL-1 e IL-3 que, reconhecidamente provocam secreg¢do no intestino, via
transporte de ClI, é potentemente bloqueado pelo uso prévio da bumetanida (Chang
e cols., 1990; Colgan e cols.,1992; Tamai e cols.,1992; Crowe & Perdue, 1993;
Stack e cols.,1995).

Convém salientar que, na grande maioria desses trabalhos, observou-se,
ainda, que o efeito da bumetanida sobre as altera¢Ges na corrente de curto-circuito é
tdo potente quanto a retirada dos ions C! da solucdo de perfusdo. Portanto, o
significativo bloqueio (84 %) com a bumetanida reforca a afirmacao inicial de que o

efeito secretdrio intestinal induzido pelo referido sobrenadante de macréfagos se
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encontra relacionado com o transporte de cloreto. Em adi¢do, corroborando essa
idéia demonstrou-se, ainda, que esse sobrenadante é capaz de reduzir a absorcéo de
agua e eletrolitos, especialmente CI', no modelo de perfusdo intestinal de ratos, zn
vivo (Santos Neto e cols., 1996).

Ademais, partindo do principio de que a estimulacdo do metabolismo do
acido araquidénico promove uma potente secrecdo de cloreto em intestino de
animais experimentais, mediada pela ativagcdo da via ciclooxigenase (Calderaro e
cols., 1991), e que as prostaglandinas medeiam o efeito secretério de uma série de
agentes secretagogos, tais como IL-la, IL-ip, IL-3, H202, LTC4, LTD4, LTE4,
PAF, histamina e fMLP (Hanglow, 1989; Smith e cols., 1990; Chang e cols., 1990;
Berchneider, 1992; McKay & Perdue, 1993; Hinterleitner e cols., 1996), foi
investigada a probabilidade de a secrecéo intestinal, produzida pelo sobrenadante de
macréfagos estimulados com toxina A, ser mediada por esses eicosanoides.

Nesse contexto, foi observado que o pré-tratamento da mucosa ileal com
indometacina promoveu um potente blogueio na atividade secretéria intestinal,
mostrando, assim, que o referido sobrenadante atua por um mecanismo indireto,
dependente da sintese de prostaglandinas, por células da lamina propria intestinal.
Portanto, esses resultados mostraram-se muito semelhantes aqueles descritos com a
IL-la e EL-Ip, em modelos experimentais de secrecdo intestinal, tanto in vitro
como in vivo (Chang e cols., 1990, Chiossone e cols., 1990 Theodorou e cols.,
1994; Hinterleitner e cols., 1996).

Os resultados demonstraram, ainda, que o pré-tratamento da mucosa ileal
com tetrodotoxina produz um significativo bloqueio (84 %) nas alteragbes da
corrente de curto-circuito, induzidas pelo sobrenadante de macréfagos estimulados
com toxina A, evidenciando, portanto, que este efeito sobre a secrecdo intestinal &,

em parte, dependente da liberacdo de neurotransmissores por nervos subepiteliais.
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Essa afirmativa estd baseada no mecanismo de acdo da TTX, que age
bloqueando os canais de Na+ voltagens sensiveis e, assim, tomando mais dificil a
producdo de um potencial de acdo (Barchi, 1982). Vale salientar, a tetrodotoxina é
inadequada para uso clinico, pois é bastante dispendiosa e de penetracdo dificil nos
tecidos, por causa da sua baixa lipossolubilidade. Entretanto, tem sido muito
importante, como instrumento experimental, para o estudo de canais de Nat+ Dessa
forma, o uso da TTX possibilitou o isolamento, purificacdo e sequenciamento da
proteina do canal de so6dio (Barchi, 1982; Miller, 1989).

Um fato bastante interessante foi que os resultados obtidos no protocolo
experimental com tetrodotoxina mostraram-se bastante similares aqueles descritos
por Theodorou e cols., 1994, in vivo, evidenciando que a rhlL-10 induz uma potente
secrecdo intestinal por um mecanismo sensivel a acdo da tetrodotoxina, e, por
conseguinte, mediado pelo sistema nervoso entérico. Por outro lado, a atividade
secretoria intestinal da rhlL-la, in vitro, independe da atividade dos nervos
entéricos, conforme o demonstrado por Chiossone e cols., 1990.

Os dados deste trabalho em conjunto demonstram que macrofagos
estimulados com a toxina A, mas ndo com a toxina B do Clostridium difficile,
sintetizam interleucina-10 que, por sua vez, € capaz de provocar secrecdo intestinal
em ileo de coelho montado em cdmaras de Ussing. Demonstram, ainda, que a
modulacdo da sintese desta citocina é dependente da ativacdo de proteina G,
sensivel a toxina pertussis. Em adicdo, prostaglandinas, PAF e TNF-a também estao
envolvidos na liberacdo da IL-10. Por fim, foi demonstrado que a atividade
secretdria intestinal da interleucina-10, presente no sobrenadante de macréfagos
estimulados com a toxina A, ocorre de maneira indireta, via sintese de

prostaglandinas e ativacdo do sistema nervoso entérico.
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6- CONCLUSOES

1- O sobrenadante de macrofagos estimulados com toxina A, mas ndo com
toxina B, do Clostridium difficile produz uma potente secrecao intestinal em ileo de

coelho, montado em camaras de Ussing.

2- O processo de sintese do fator de secrecdo intestinal produzido por
macrofagos estimulados com toxina A, é dependente da ativacdo de uma proteina G,

sensivel a toxina pertussis.

3- Prostaglandinas, PAF e TNF-a participam, de maneira autOcrina, na

génese do fator de secrecgéo intestinal.

4- A interleucina-1p € o fator de secrecdo intestinal implicado na resposta

secretOria do sobrenadante de macréfagos estimulados com toxina A.

5- A secrecdo intestinal provocada pela IL-ip, presente no sobrenadante de

macrofagos estimulados com toxina A, é dependente da secrecdo de cloreto.

6- O efeito secretorio intestinal desta IL-ip ocorre, de forma indireta, via
estimulacdo de ceélulas residentes, com a consequiente sintese de prostaglandinas,

bem como da ativacdo do sistema nervoso enteérico.
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