UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA

ESTUDO DA MODULACAO FARMACOLOGICA DO
EFEITO ENTEROTOXICO INDUZIDO PELA TOXINA A DO
CLOSTRIDIUM DIFFICILE EM ILEO DE COELHO

ANTONIO TELES DE MENEZES

FORTALEZA-CEARA

2002

AL no TF[‘ v“r‘ﬁ
IDADE ¥ FEDER
EMWERS__.,, e 21ERCIAS UA € cifipl



ii
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA

ESTUDO DA MODULACAO FARMACOLOGICA DO
EFEITO ENTEROTOXICO INDUZIDO PELA TOXINA A DO
CLOSTRIDIUM DIFFICILE EM ILEO DE COELHO

ANTONIO TELES DE MENEZES

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduagdo em Farmacologia da
Universidade Federal do Ceara, sob
orientagio do Prof. Dr. Aldo Angelo
Moreira Lima, como requisito parcial
para obtengdo do titulo de Mestre em

Farmacologia.

Fortaleza-Ceara

2002



MS5le

Menezes, Antonio Teles de

Estudo da modulagido farmacolégica do efeito enterotoxico
induzido pela toxina A do Clostridium difficile em ileo de
coelho / Antonio Teles de Menezes. — Fortaleza, 2002

124 f - il.

Orientador: Prof. Dr. Aldo Angelo Moreira Lima
Dissertagdo (Mestrado). Universidade Federal do Ceara.
Programa de P6s-Graduagdo em Farmacologia.

1. Diarréia inflamatoria. 2. Clostridium difficile. 3. Toxina A.
4. Secregao Intestinal. 5. Modulagdo farmacologica. I Titulo

CDD 616.3427




iiii
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA

Esta Dissertagdo foi submetida como parte dos requisitos necessarios a
obtengdo do grau de Mestre em Farmacologia, outorgado pela
Universidade Federal do Ceard, e encontra-se a disposi¢do dos

interessados na Biblioteca Setorial desta Instituicdo

// v

toy/f zles de Menezes
)

Defesa formal aprovada em 15/03/2002, pela Banca Examinadora
constituida por:

A

N\ /

Prof. Dr. Mo Ang&tﬁ MWD/

Prof. Dr. Manassés C]au(ﬁﬂﬁ Fonteles, PI[L)

’ u
9 i ‘ /

P//}f. Dr. Ronaldo de A}buquer{]ue Ribeiro, PhD

YRIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
BIBLIOTECA DE GIENCIAS DA SANER



AGRADECIMENTOS

Agradeco, em primeira instdncia, a DEUS que, durante meu percurso
durante este periodo, deu-me condi¢des para que eu prosseguisse meu
caminho em paz e cedeu-me a saude para contemplar esta ardua

intentona.

A minha mae, Joana Celi de Menezes Teles, que sempre orientou e
supervisionou meus passos desde os primeiros momentos de vida até
minha graduagdo e concedeu seu peito amigo e confortavel nos

momentos de angustia e compartilhou as vivéncias de alegria comigo.

Ao meu pai, Raimundo de Queiroz Teles, exemplo imediato de
perseveranga ¢ luta contra as adversidades, principalmente aquelas as
quais a vida o p6s em xeque, assim como pregando a humildade e
honestidade, contribuiu de forma impar para minha formagdo de minha

personalidade.

Aos meus irmios Gerardo Cristino e Ruth Teles pelos momentos de

convivéncia em familia.

Aos meus avos Gerardo Cristino de Menezes ¢ Maria “Ruth” de
Menezes Cristino que sdo o perfeito sentido da palavra humanidade e
que souberam, com extrema sapiéncia, ser a extensdo do amor dos meus
pais. Como também, agradego aos meus tios € tias, maternos € paternos, e
parentes outros cujas provas de amizade e solidariedade s3o deveras

indiscutiveis.

A pequena cidade de COREAU-CE, patria amada que tem neste

orgulhoso rebento um de seus mais ferrenhos admiradores.

5 CEARA
ADE FEDERAL D
EUIVERSIDAT . eriae na SAGDR



'
A Universidade Estadual do Ceara por tudo que contribuiu para

minha formagao profissional e intelectual, bem como agradeco a todo o
corpo de funcionarios desta universidade que colaboraram e prestaram

grandes servigos a mim e meus colegas durante minha caminhada.

A Universidade Federal do Ceara o qual ofereceu condigdes estruturais

¢ humanas para o desenvolvimento pleno deste trabalho.

Ao Professor Béris Nogueira Menezes, amigo ¢ irmio, que sempre
esteve do meu lado compartithando momentos de alegria e dor, exalando
seu companheirismo e fraternidade sob forma de atitudes de amizade e
humildade onde os homens deveriam espelhar-se na construcdo de um

mundo cada vez melhor.

Aos meus AMIGOS: Yleen Acioly Mesquita, companheiro e tradutor
fiel do oficio de ser veterinario; Paulo Roberto Pires dos Santos, cuja
solidariedade e provas de amizade, orgulham-me de considera-lo como
amigo certo nas horas improprias; Paulo Henrigue Coutinho de Araujo
Chaves, que repassou um pouco sua vivéncia sob forma de bom humor e

sabedoria, Israel Moreira Lima, colaborador e colega.

Ao professor Marcos Fabio Gadelha Rocha que iniciou-me no
intrigante, mas gratificante mundo da curiosidade cientifica e que
acresceu sua experiéncia na elaboragdo deste trabalho tal qual em minha

formagdo humanistica nesta empreitada

Ao Magnifico Reitor da UECE Manassés Claudino Fonteles, homem
visionario que revolucionou a forma de se administrar uma universidade,
sempre visando ao futuro cientifico de uma Instituicdo de Educagado

Superior, como também homem sabio na busca de desabrochar novos



vi
valores cientificos e humanos, respaldados em sua larga e frutifera

experiéncia de vida. S6 Deus compartilha da eternidade de seus nomes.

Ao professor Aldo Ange!o Moreira Lima que prestou suma contribuigio
de forima soberba e competente para o aprimoramento de minha formagio
ndo somente cientifica, como também no sentido de fazer-me ver a
Ciéncia sob o aspecto aplicado em prol da humanidade tdo pobre de

espirito.

Ao professor Nilberto Robsen Falcdo do Nascimento que
comprometeu-se a colaborar como supervisor o periodo do meu Estagio
Supervisionado, consolidando, portanto, uma amizade sincera e fraterna,

continua na P6s-Graduagio ¢ na grandeza de sermos veterinarios.

Ao professor Geraldo de Sousa Tomé, icone de homem dedicado a
Ciéncia cujos conhecimentos foram essenciais na leitura e interpretacdo
das 1aminas de histopatologia, bem como nos conselhos ¢ intercambio de

experiéncias tio valiosas.

Aos professores da Faculdade de Veterinaria: José Eduardo Cabral
Maia, Célio Pires Garcia, Anténie Walter Fernandes, Anténio
Amaury Oria Fernandes, Anténio Sérgio Pessoa Evangelista,
Francisco Jadir Juca Nogueira, Licia de Fatima Lopes dos Santos,
Marilac Maria Arnaldo Alencar, José Miarie Girdo Abreu,
Raimundo Bezerra Costa, Diana Célia Nunes Pinheiro e Célia Maria

de Souza Sampaio.

0
grande apoio e transmissdo de conhecimentos: Francisca Cléa Florengo
de Sousa, Francisco Hélio Rola, Gerly Anne de Castro Brito, Gisela

Costa Camariao, Helena Serra Azul Monteiro, Manoel Odorico



vii
Morais, Maria Elisabete Amaral Carvalho, Ronaldo de

Albuquerque Ribeiro, Vietla Satyanarayana Rao, Talapa
Govindaswamy Naidu (o qual referendo uma especial admiracio) e

Rosa Maria Salani.

Aos professores do Curso de Pos-Graduagdo em Fisiologia da UECE:
José Henrique Leal Cardoso, Krishnamurti Morais Carvalho e David

Neil Criddle.

Aos colegas de Pos-graduagdo (Mestrado e Doutorado) os quais tive o
privilégio de compartilhar momentos inesqueciveis nas disciplinas
cursadas: Crystianne Calado Lima, Francisco Werlames Landim,
Licio Flavio Gonzaga Silva, Maria Lurdemiler Sabodia Mota, Marta
Regina Kerntopf, Paulo Ferdinande Melo, Pedro Jorge Caldas
Magalhdes, Regina Fatima Feitosa, Sonia Leite Silva, Valéria Goés
Pinheiro, Antero Gomes Neto, Aurenivea Maria Almeida, Cristiano
Teles Sousa, Francisco Romero Cabral, José Alves Gurgel, Karina
Moreira Cunha, Lissiana Magna Vasconcelos, Maria das Gragas
Roriz Fonteles (grande figura humana, mie e poetisa), Nubia Mota
Luna, Regilane Matos Silva, Renata Ferreira Leitdo, Vera Moreira

Lobo.

Aos colegas da Escola Superior de Agricultura de Mossoro: José
Fernando Gomes Albuquerque, Carlos Campos Camara, Nilza Dutra
Alves, Frederico Ozanan Barros Monteiro, Regina Maria Werneck
Santiago, Marcelo Barbosa Bezerra, Raimundo Alves Barreto
Junior, Valéria Veras de Paula, Francisco Marlon Feijo, Alexandro

Iris Leite, Jael Soares Batista, Maria Glaucia Barbosa.

Aos animais de producio que saciam a fome dos homens, aos animais

de estimacdo que acalentam as pessoas solitarias e deficientes, aos



viii
animais silvestres que enaltecem a beleza da Natureza e necessitam
de nossa ajuda para sobreviver a incompreensdo de nossos irmaos

“racionais”, enfim a todos os ANIMALIS existentes neste planeta e que

nos enchem de orgulho em sermos veterinarios.

Ao Rattus norvergicus, cepa Wistar, e ao Oryctolagus cuniculus, raga
Nova Zelandia, que cederam suas preciosas vidas em prol de minha
caminhada cientifica, em nome da realizagdo da parte experimental de
minha dissertagdo ¢ em nome do progresso da Ciéncia como um todo,
assim como a Bento Francisco de Oliveira, ¢ Jocié Andrade Silva,
responsaveis pelo bem-estar animal no biotério da Unidade de Pesquisas

Clinicas.

Aos funcionarios e técnicos da Unidade de Pesquisas Clinicas que muito
me ajudaram durante o curso de Pés-graduagdo, em especial a Domingos
Barreto de Oliveira, Katia Maria Lima Nogueira, José Amadeus
Souza (com sua inconfundivel e peculiar penca de chaves), Terezinha

F. Franca, Maria do Carmo N. Pinho.

A Silvia Maria de A. Lima e Aura Rhanes Farias, pelo grande apoio

na Coordenagdo do Curso de Pos-graduagdo em Farmacologia.

A Roberta Ribeiro Coelho pelo companheirismo e cumplicidade em
momentos os quais um homem se abriga ¢ fragiliza perante a imagem de

uma mulher.

Aos académicos de Medicina Veterinaria Jodo Luis Carvalho de Sousa
e Francisco Atualpa Soares Junior pelo auxilio nos experimentos € na

convivéncia fraterna na UECE.



ix
Aos meus alunos das disciplinas de Farmacologia Veterinaria e
Toxicologia Veterinaria da ESAM com os quais aprendi muitas ligdes €

fizeram-me orgulhoso do exercicio prazeroso do oficio do magistério.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico
(CNPq) pelo suporte financeiro durante o curso do mestrado em

Farmacologia



REFLEXOES

“Nao ha nada melhor do que despertar o prazer e o amor pelo
estudo; caso contrario, s6 se formam bons carregadores de livros.”

(Michel de Montaigne).

“Nao existe nada de tio errade no munde. Um relégio parado

consegue estar certo pelo menos duas vezes ao dia” (Paulo Coelho)
“ Vanita, vanitatum et ominia vanitas”

“As pessoas sio solitarias porque constréem paredes ao invés de

pontes” (Joseph F. Newton)

“Leais siio as feridas feitas pelo que ama, mas os beijos do que odeia

sdo enganosos” (Salomio; Pv.27: 6)

“O perdio é catalisador que cria a ambiéncia necessiria para uma

nova partida, para um reinicio” (Martin Luther King)

“Para o triunfo do mal, basta que os bons fiquem de bracos

cruzados” (Albert Camus)

“A terra quanto mais tratada, mais preduz: o homem ¢é a terra”

(Coelho Netto)

“Ouve o conselho de quem muito sabe; sobretudo, porém, ouve o

conselho de quem muito te estima”(A. Graf)

“Se tiveres paciéncia num momento de raiva, cem dias de pesar

evitaras” (Provérbio Chinés)



Xi

“Deus me estima quando trabalho, mas me ama quando canto”

(Tagore)

“Ter medo de amar é ter medo da vida; sé os mortos sio

completamente coerentes” (Aldous Huxley)

“Nem sacrificar a liberdade para assegurar a justica, nem renunciar

a justica para salvar a liberdade”( Cardeal Sali¢ge )

“O rio sé atinge seus objetivo porque aprendeu a contornar os

obstaculos” (André Luis)

“Dois tercos da humanidade nio comem e um terco nio dorme com

medo da revolta daqueles que ndo comem” (Josu¢ de Castro)
“Se teus filhos sdo preguicosos, nio merecem tua heranca. Se sio
trabalhadores, nio precisam dela. Entdo, use-a para dar os prazeres

da velhice” (L1 Yi-King)

“Quem pergunta é bobo por cinco minutos. Quem nio pergunta é

bobo para sempre” (Conflincio)
“ Memento, homo, in pulveris es est in pulverin reverteris”

“Aquele que entre vos for o menor de todos, esse é que € o grande.

(Lucas, 9:48)



Xii

SUMARIO
Agradecimentos iv
Reflexdes ix
Lista de Figuras xvii
Lista de Abreviaturas XX
RESUMO | xxi
ABSTRACT e
1. INTRODUCAO . "
1.1 DIARREIA NOSOCOMIAL 01
1.1.1 Aspectos gerais 01
1.2 DIARREIA INFECCIOSA NA MEDICINA VETERINARIA 07
1.3 CLOSTRIDIUM DIFFICILE 08
1.3.1 Historico 08
1.3.2 Epidemiologia 09
1.3.3 Microbiologia 11

1.3.4 Caracterizagdo molecular dos genes das toxinas do
Clostridium difficile 12



Xiii
1.3.5 Caracterizagdo bioquimica das toxinas do Clostridium
difficile

1.3.6 Fisiopatologia

1.4 EFEITOS BIOLOGICOS DAS TOXINAS DO CLOSTRIDIUM
DIFFICILE

1.4.1 Mecanismos de acdo das toxinas do C. difficile

1.4.2 Estudos in vivo e in vitro das atividades biologicas das

toxinas do C. difficile.

1.4.3 Participagdo de células inflamatorias na fisiopatologia

diarreica induzida pelo C. difficile
1.4.4 Efeito monoglicolizante sobre Rho proteinas

1.4.5 Atividade da toxina A no sistema nervoso entérico

2. OBJETIVOS

2.1 IMPORTANCIA DO ESTUDO

2.2 OBJETIVOS GERAIS
2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

3.2 TOXINAS

13

15

17

19

22

26

27

30

30

31

31

33

33

33



Xiv
3.3. DROGAS E REAGENTES
3.4 ALCA INTESTINAL ISOLADA DE COELHO

3.5 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
3.5.1 Curvas dose-resposta e tempo-efeito

3.5.2 Modulagdo farmacologica
3.6 HISTOPATOLOGIA

3.7 ANALISE ESTATISTICA

4. RESULTADOS

4.1 CURVA DOSE-RESPOSTA

4.2 CURVA TEMPO-EFEITO

4.3 MODULACAO FARMACOLOGICA

4.3.1 Efeito do inibidor de fosfolipase A; e de citocinas sobre a secre¢do
intestinal induzida pela toxina A do C. difficile em ileo de coelho

4.3.2 Efeito do inibidor especifico de fosfolipase A, sobre a secregio
intestinal induzida pela toxina A do C. difficile em ileo de coelho

433 Participagdo de mediadores inflamatorios derivados da
lipooxigenase no evento secretorio promovido pela toxina A do
Clostridium difficile em ileo de coelho, in vivo

4.3 4 Investigagdo do envolvimento de ambas as isoformas da enzima
ciclooxigenase (COX 1 ¢ 2) sobre a secregdo intestinal induzida pela
toxina a do c. difficile em alga isolada de coelho

4.3.5 A¢do inibitoria de drogas antagonistas da enzima ciclooxigenase-2
(COX-2) sobre a secregdo intestinal induzida pela toxina A do C.
difficile em ileo de coelho

437 Pré-tratamento concomitante entre um inibidor de COX-2
(celecoxibe) e um antagonista de TNF-a (pentoxifilina) sobre a secregio

34

35

36

37

37

39

40

41

41

41

42

42

43

44

44



XV
intestinal induzida pela toxina A do C. difficile em ileo de coelho.

4 3.8 Associagao farmacologica entre um inibidor especifico de COX-2
(celecoxibe) e um bloqueador de ciclooxigenase (indometacina) sobre a
secregdo intestinal induzida pela toxina A do C. difficile em ileo de
coelho

4.4 HISTOPATOLOGIA

441 Efeito da solugdo controle (PBS) na morfologia ileal sem

tratamento com toxina A.

)

4.4.2 Alteragdes morfolégicas, em ileo de coelho, induzidas pelo pré-
tratamento de toxina A (1,0 pg/ml) do Clostridium difficile.

443 Agdo da dexametasona (0,5 mg/kg; s.c.) no efeito secretorio
induzido pela toxina A (1,0 ug/ml) em ileo de coelho.
444 Efeito de um inibidor especifico de fosfolipase A, sobre a

morfologia ileal apos exposicdo a toxina A

4.4.5 Alteragdes histologicas no ileo de coelho sob pré-tratamento com
indometacina (inibidor de COX-1 e COX-2) com exposi¢do posterior a
toxina A (1,0 pg/ml)

4.4.6 Agao histopatologica da toxina A com tratamento prévio dos
animais experimentais com meloxicam (droga antiinflamatéria
especifica a COX-2)

4.4.7 Efeito de um inibidor seletivo de cicloxigenase-2, celecoxibe, na

constitui¢do morfologica de ileo de coelho injetado com toxina A

4 4 8 Alteragdes na morfologia normal de ileo de coelho diante de uma
associagio farmacologica entre celecoxibe e uma droga inibidora de
transcri¢do para TNF-alfa (pentoxifilina)

4.4.9 Modulagdo farmacologica no efeito enterotéxico da toxina A (1,0
png/ml) foi realizada pela associagio de duas drogas antiinflamatorias

celecoxibe e indometacina

46

57

57

57

57

58

58

58

59

59



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1. Grafico demonstrativo da curva dose-resposta da toxina A

do Clostridium difficile em ileo de coelho em tempo de 18 horas.

FIGURA 2. Grafico da cinética tempo-efeito da toxina A do Clostridium

difficile na dose de 1,0pg/ml em ileo de coelho.

FIGURA 3. Modulagdo farmacolégica com antiinflamatério esteroide

(dexametasona)

FIGURA 4. Pré-tratamento com bloqueador especifico de fosfolipase A,

(quinacrina) em alga isolada de coelho

FIGURA 5. Grupo de animais pré-tratados com inibidor de

lipooxigenase (montelucaste sodico).

FIGURA 6. Estudo da participagdo de ambas as isoformas de
ciclooxigenase (COX-1 ¢ COX-2) nos eventos inflamatorios imduzidos

pela toxina A em ileo de coelho.

FIGURA 7. Efeito inibidor de antagonistas especificos (celecoxibe e

meloxicam) da COX-2 em ileo de coelho, in vivo.

FIGURA 8. Estudo da participagio de TNF-a nos fendmenos
secretorios promovidos pela toxina A do C. difficile em alga isolada de

coelho.

FIGURA 9. Pré-tratamento concomitante de drogas inibidoras, em
diferentes graus de especificidade, de COX na secre¢do mtestinal

induzida pela toxina A do C. difficile.

Xvii

47

48

49

50

51

52

53

54

55



XVi
leucotrienos, nas modifica¢des na estrutura ileal no intuito de investigar
possivel citoprote¢ao induzida pela droga

5. DISCUSSAO

5.1 ATIVIDADE ENTEROTOXICA DA TOXINA A DO
CLOSTRIDIUM DIFFICILE

5.2 CURVAS DOSE-RESPOSTA E TEMPO EFEITOS DA TxA EM
ILEO DE COELHO '

53 MODULAGAO FARMACOLOGICA COM  DROGAS
ANTIINFLAMATORIAS EM ALGA ISOLADA DE COELHO

5.4 ESTUDO HISTOPATOLOGICO DO EFEITO ENTEROTOXICO
DA TOXINA A EM ILEO DE COELHO

6. CONCLUSOES
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

8. ANEXOS

71

71

72

73

80

82

83

124



xviii

FIGURA 10. Modulagdo farmacolégica do pré-tratamento com um
inibidor especifico de COX-2 ¢ de TNF-a em al¢a intestinal isolada de
coelho.

FIGURA 11. . leo de coelho tratado com solugdo controle (PBS) sem a
presenca da toxina A

FIGURA 12. fleo de coetho com injegio apenas de toxina A do

Clostridium difficile com recuperagio das algas apos 18 horas

FIGURA 13. Laminas de ileo de coelho apOs pré-tratamento com

antiinflamatorio esterdide (dexametasona; 0,5 mg/kg; s.c.)

FIGURA 14. Corte histologico de alga de coelho onde os animais foram
pré-tratados com um inibidor especifico de fosfolipase A, (quinacrina;

20 mg/kg; s.c.)

FIGURA 15. {leo de coelho submetido ao pré-tratamento com inibidor
inespecifico de ciclooxigenase (indometacina; 2,0 mg/kg; s.c.) e apos

injec¢do intraluminal de toxina A (1,0 ug/ml; 18 horas)

FIGURA 16. Alga intestinal de coelho pré-tratado com droga
antiinflamatoria inibidora seletiva de COX-2 (meloxicam; 20 mg/kg;

v.0.) com posterior exposi¢do a toxina A (1,0 ng/ml; 18 horas)

FIGURA 17. {leo de coelho pré-tratado com inibidor seletivo de COX-2,
celecoxibe (20 mg/kg; v.0.) a ap6s exposi¢do a toxina A (1,0 pug/ml; 18

horas).

FIGURA 18. Alga intestinal “mostrando corte histologico ileal com

56

61

62

63

64

65

66

67



Xix
tratamento prévio antiinflamatério adotando associagdo entre um
inibidor especifico de COX-2 ( celecoxibe; 20mg/kg; v.0.) e mnibidor de
transcricdo de RNAm para TNF-a (pentoxifilina; 50mg/kg; s.c.), apos

exposigao a toxina A (1,0 pg/ml; 18 horas) 68

FIGURA 19. ileo apos pré-tratamento antiinflamatério com associagdo
entre um inibidor especifico de COX-2 (celecoxibe) e indometacina), 69

ap6s exposigdo a toxina A (1,0 pg/ml; 18 horas)

FIGURA 20. fleo de coelho pré-tratado com inibidor de sintese de
leucotrienos (montelucastesodico) a fim de se saber a participagdo de 70

derivados da lipooxigenase no processo de secrecdo intestinal



XX

LISTA DE ABREVIATURAS
pl microlitros -
ATP Adenosina Tri-Fosfato
C. difficile | Clostridium difficile
CELOX Celecoxibe
Cr Cloreto -
COX Ciclooxigenase
| DAINEs Drogas Antiinflamatérias nao-esterdides
DEXA Dexametasona
ELISA Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
i.c. Intracardiaca
i.m. Intramuscular
Lp. Intraperitoneal
IL-1B Interleucina-1 beta
IL-8 Interleucina-8
INDO Indometacina
K fon potassio
kDa kilo Daltons
LPS Lipopolissacarideo |
LOX Lipooxigenase
LTB, Leucotrieno By
MELOX Meloxicam
mEqg/l Miliequivalente/litro
MIP-2 Proteina Inflamatoéria do Macroéfago-2
MONTE Montelucaste soédico N
Na' fon sédio
PAF Fator de Agregacio Plaquetaria -
PBS Phosphate Buffered Saline
PCR Polymerase Chain Reaction
PENTOX = |Pentoxifilina
pH Potencial de hidrogénio idnico
QUINA Quinacrina ]
r.p.m. Rotacdes por minuto
RNAm RNA mensageiro
TxA Toxina A
TxB Toxina B
UDP Uridina di fosfato
UDP-Glc Uridina difosfoglicose
UTI Unidade de Terapia Intensiva




XXi

RESUMO

O Clostridium difficile é um bacilo anaerdbio presente na
microbiota intestinal tanto do homem quanto de animais domésticos. Tal
microrganismo ¢ responsavel por doengas diarreicas (notoriamente um
quadro de colite pseudomembranosa), associadas ao uso indiscriminado
de antimicrobianos, principalmente em pacientes internados em Unidades
de Terapia Intensiva por periodos prolongados. Varios eventos pro-
inflamatorios induzidos por suas duas toxinas (A e B), ainda ndo estdo
completamente elucidados. O objetivo deste trabalho foi investigar os
efeitos enterotoxicos induzidos pela toxina A do Clostridium difficile em
ileo de coelho. O modelo experimental utilizado foi o de al¢a isolada
onde coelhos Nova Zelandia, de ambos os sexos, pesando 1,5-2)5 kg,
foram mantidos em jejum de 24 horas, com agua ad libitum. Os animais
foram sacrificados para a recuperag¢io do fluido intestinal e determinagao
da taxa de secreg¢do (ul/cm) dada pela razdo entre o volume do fluido
recuperado (ul) e o comprimento da alga (cm). Apds a obtengdo das
curvas dose e tempo-efeito, outros grupos de animais foram submetidos a
modulag¢do farmacologica através do tratamento prévio com varias drogas
antiinflamatorias. Os dados foram apresentados como média + erro
padrio da média e analisados por ANOVA, teste de Bonferroni. Os
resultados evidenciaram que o aumento na secregdo intestinal mostrou-se
significante a partir da dose de 1,0pg/ml da toxina A (TxA=1070,7 +
122,9 pul/cm Vs PBS=95.9 + 44 9 ul/cm; p<0,05; n=16) e do tempo de 12
horas apos a sua administragdo (TxA= 673,6 £ 118,11 ug/ml; n= 10;
p<0,05), obtendo efeito maximo em 18 horas (TxA= 1070,7 = 122,90
ul/cm, n=12; p<0,05). Um antiinflamatorio classico, dexametasona,
inibiu de maneira mais significante as taxas de secregdo intestinal,
perfazendo 83% de bloqueio (DEXA= 172,3 £ 37,0 Vs. TxA 1034,9 +
93,0 ul/cm; n = 15; p<0,05). O celecoxibe, por sua vez, sendo uma droga

mais seletiva para COX-2, proporcionou um bloqueio de 56% da secre¢do
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intestinal: CELOX=451,0 £ 91,6 Vs. TxA 10349 + 93,0 ul/cm; n =

20; p< 0,05. Foi demonstrado, também, que os leucotrienos ndo
participam de modo efetivo dos eventos secretorios, ja que o pré-
tratamento com montelucaste sodico ndo alterou,” significativamente, a
taxa de secre¢do quando comparada ao grupo ndo tratado (MONTE=
702,2 £ 106,4 Vs TxA 10349 + 93,0 pl/cm). O pré-tratamento com a
associagdo entre drogas antiinflamatorias ndo contribuiu no aumento do
sinergismo farmacologico esperado, levando somente a um bloqueio
parcial nos grupos estudados com indometacina + celecoxibe (INDO +
CELOX= 421,7 £ 60,0 Vs. TxA 10349 + 93,0 pul/cm; n = 13) e
celecoxibe + pentoxifilina (PENTOX + CELOX= 539,7 £ 76,5 Vs. TxA
1034,9 + 93,0 ul/em; n = 23). Alteragdes morfoldgicas intensas foram
observadas na estrutura da mucosa ileal sob diversos graus de severidade,
variando de acordo com a inibigdo enzimatica para COX-2. Os resultados
sugerem, pois, que a atividade secretéria da toxina A do Clostridium
difficile seja dose e tempo dependente. E proposto, também, a
participagdo efetiva de prostaglandinas, comprovada pelos bloqueios
parciais de antiinflamatérios mais seletivos para COX-2, mas ndo de
leucotrienos, na indugio da atividade secretéria induzida pela toxina A.
Esta toxina € responsavel por causar lesdes teciduais na mucosa intestinal
como destruigdo das vilosidades, infiltragdo neutrofilica e aumento

consideravel na secregdo intestinal.
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ABSTRACT

Clostridium difficile is an anaerobic bacterium present at human
and domestic animals intestinal microbiota. This microorganism is
recognized to be responsible for an antibiotic-associated
pseudomembranous colitis commonly in patients under an mntense long-
term antimicrobial therapy. Several proinflammatory events induced by
its toxins A and B are not clear yet. On the other hand, many reports have
been demonstrated a better comprehension about those mechanisms The
aim of this work was to investigate the enterotoxic effects induced by
Clostridium difficile toxin A in rabbit ileum. The experimental model
used was ligated intestinal loops, in vivo which male and female New
Zeland rabbits (1.5-2.5 kg) were fasted 24 hours before the experiments
with water ad libitum only. Animals were euthanized to recover the
intestinal fluid and determine the intestinal secretion rate by fluid volume
(ul) over loop length (cm), expressed in pl/cm. After dose and time-effect
curves plotting, other groups of animals were pretreated using many anti-
inflammatory drugs. The data has been shown as mean £ SEM and
analyzed by ANOVA (Bonferroni test). Results demonstrated increase in
intestinal secretion rates since the dose of 1.0pug/ml (TxA=1070,7 £ 122.9
ul/em Vs PBS=95.9 + 449 ul/cm; p<0,05; n=16) as well as in time of 12
hours (TxA= 673,6 + 118,11 ug/ml; n= 10; p<0,05) after toxin A
injection, it obtaining maximal effect in 18 hours (TxA= 1070,7 + 122,90
ul/cm, n=12; p<0,05). Dexametasone, a classical anti-inflammatory drug
was able to block secretion significantly (DEXA= 1723 + 37,0 Vs. TxA
1034,9 + 93,0 ul/em; n = 15; p<0,05; 83%). Celecoxib, on the other hand,
blocked 56% of intestinal secretion rate. It was also demonstrated that
leukotriens do not participate, effectively, in the secretory events because
the treatment with montelucaste sodico did not alter the secretion rate

(MONTE= 7022 + 106,4 Vs TxA 10349 + 930 upl/cm). The
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pretreatment with association involving two anti-inflammatory drugs

did not contribute to pharmacological synergism increase hoped. It had
driven to partial blockage in the studied groups with indomethacin and
celecoxib (INDO + CELOX=421,7 + 60,0 Vs. TxA 1034,9 + 93,0 ul/cm;
n = 13) and celecoxib + pentoxifyline (PENTOX + CELOX= 539,7 +
76,5 Vs. TxA 10349 + 93,0 ul/cm; n = 23). Severe tissue-damaging
changes were observed into the ileal mucosa structure under many
degrees of severity according to the COX-2 selective enzymatic
inhibition. Therefore, these data suggest that secretory activity of
Clostridium difficile toxin A was a dose and time-dependent process. It
was also proposed the effective participation of prostaglandins (as
showed in partial blockage featured by COX-2 most selective anti-
inflammatory drugs), but not leukotriens, in the secretory activity induced
by toxin A. This toxin is capable to promote several damages in intestinal
mucosa as villi destruction, neutrophil infiltration and intense increase in

the intestinal secretion.



1. INTRODUCAO

1.1 DIARREIA NOSOCOMIAL
1.1.1 ASPECTOS GERAIS

A alta taxa de doengas diarreicas no nosso meio, principalmente em
ambientes populosos, sem rede de saneamento basico € educagdo sanitaria
adequadas, levanta questdes sobre o diagnostico etioldgico, fisiopatologia e
tratamento efetivo. A diarréia torna-se, entdo, ameagadora a vida quando
fatores do hospedeiro e do ambiente impedem o pronto estabelecimento de
terapéutica e profilaxia adequadas, sendo, também, uma das principais
causas de morbidade e mortalidade no nordeste brasileiro (LIMA e cols.,
1993; GUERRANT, 1994; SEARS & KAPER, 1996).

Diante de sua magnitude, os fendmenos diarreicos sdo alvos de
constantes e incansaveis pesquisas que visam a estabelecer um diagnéstico
eficaz e a tragar um plano terapéutico que venha a restabelecer o equilibrio
fisioldgico, tanto no homem quanto em animais domésticos.

A incidéncia de doengas diarreicas em leitos hospitalares alcanga
indices que podem variar de 2,3 a 6,8%, dependendo de intimeros fatores
intrinsecos a esta problematica (longos periodos de internagdo, aspectos
alimentares, terapia medicamentosa), os quais tém sido alvo de pesquisas
envolvendo varias classes de profissionais de salde, tornando-se um sério
agravo a saude publica mundial. (KELLY e cols., 1983; CAINES e
cols.,1997).

E estimado que de apenas 5 a 10% dos leitos hospitalares encontrem-
se destinados a Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), onde os altos indices
de infecg¢des nosocomiais em pacientes alojados nestas unidades alcangam

cerca de 20% dos casos de infec¢do adquiridas em hospitais (BROWN e



cols., 1995). As infec¢des adquiridas em hospitais mais freqiientes incluem
pneumonia, infecgdo do trato urinario, e, principalmente, doencas
diarreicas, principalmente as de cunho persistente, de diversas etiologias e
de diferentes aspectos epidemiologicos (LIMA e cols., 1988; WEINSTEIN,
1991; LIMA., 2000).

Esse alto indice estatistico reflete as diferentes defini¢des de diarréia
empregadas nos varios estudos realizados nos tltimos anos. Cerca de 1/3
dos pacientes que se encontram internados em UTIs desenvolvem diarréia a
qual estdo atreladas as condutas médicas, tanto na administragdo
indiscriminada de medicamentos quanto nas condigdes gerais de manejo e
de higiene das instala¢des hospitalares (RINGEL e cols., 1995; BURKE &
CUNHA, 1998; MILLER e cols., 1998).

Pacientes muito idosos encabecam o grupo de individuos que
apresentam O maior risco para o acometimento de doenga diarreica
nosocomial. Diante deste fato, varios estudos revelaram relativo risco de
acometimento de diarréia associada ao Clostridium difficile, por exemplo,
em pacientes entre 41 e 60 (5.8%), e entre pacientes de 61 a 95 anos (9.6%)
(TREOLAR e cols., 1987; McFARLAND e cols., 1990; TALLEY e cols.,
1994; DUPONT, 1997).

associadas ao Clostridium difficile, diferentes das etiologias de outros
patogenos diarreicos ndo-nosocomiais tais como Escherrichia coli
enterotoxigénica e enteropatogénica, Shigella, Salmonella, Yersinia
enterolitica, Campylobacter, Cryptosporidium, Giardia, dentre outros
(FEKETY e cols., 1993; PETERSON e cols., 1993; GERDING e cols.,
1993; LIMA e cols.,1997).

Contudo, os indices de infecgdo nosocomial também alcangam dados

que denotam a participagdo de Salmonella como agente causador de



diarréia em ambitos hospitalares nos surtos reportados de gastroenterite
nosocomial (STAMM e cols., 1981; HUGHES & JARVIS, 1987).

Outros agentes infecciosos constituem agravos a pacientes
hospitalizados, como por exemplo o género Cryptosporidium ao qual
podem estar associados casos de diarréia nosocomial envolvendo doengas
de carater cronico, pacientes muito idosos e pacientes soropositivos ao HIV.
Em criancas ¢ em individuos imunocomprometidos, os agentes virais
(rotavirus, adenovirus, coxsackievirus, dentre outros) freqiientemente
alimentam problematicos dados acerca de etiologias referentes a diarréia
nosocomial ndo associadas ao Clostridium difficile (WELLIVE &
McLAUGHLIN, 1984; ALPERT e cols., 1984; GUERRANT e cols., 1990;
NEILL e cols., 1996).

Um longo periodo de internagdo em leitos hospitalares constitui um
sério risco ao aumento na probabilidade do desenvolvimento de infecg@o
nosocomial, assim como a uma maior exposi¢cdo a medicagdes, incluindo
antibidticos (McFARLAND, 1993).

Para propositos praticos, parametros de duragdo das doencas
diarreicas nas UTIs, bem como as caracteristicas das fezes podem ser
usadas para aplicar um diagnostico diferencial e para direcionar, através da
historia médica, a avaliagdo de pacientes com diarréia (SILLETTI e cols.,
1996; LAWRENCE & SCHILLER, 2000). Baixas taxas de albumina
refletem a severidade da doenga e provavelmente contribuem para o
aumento nos indices de diarréia pela diminui¢do da absor¢do de nutrientes
(BRINSON & KOLTS, 1987).

Em pacientes internados em UTIs, a alimentagdo enteral vem sendo
apontada como uma significativa causa de diarréia nosocomial. A diarréia,
neste caso, ¢ secundaria ao aumento da osmolaridade das férmulas
alimentares administradas. O manejo do paciente acometido de diarréia

relacionado a alimentacdo enteral pode se tornar, particularmente,
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problematico. Mudangas na osmolaridade das férmulas, taxa de
administra¢do, conteudo de gordura, temperatura, quantidade de lactose,
peptideos, aminoacidos e de fibra, assim como as técnicas de preparo,
podem ser alternativas viaveis a fim de amenizar as incidéncias de diarréia
derivadas deste tipo de alimentagdo (RINGEL e cols., 1995; THOMPSON ¢
cols., 1999).

Varias medica¢des desempenham um importante papel ao causar
diarréia. Por exemplo, o sorbitol, comumente usado como um ingrediente
em medicagdes livres de agucar, como o elixir de teofilina, pode causar
diarréia (HY AMS, 1983; HILL e cols., 1991). Outras drogas associadas a
diarréia comumente encontradas nos prontuarios de pacientes internados em
UTIs sdo antagonistas de receptores histaminicos H,, antiacidos contendo
magnésio, beta bloqueadores, digoxina, inibidores da ECA, hidralazina,
teofilina e antibidticos (TERDIMAN, 1996).

Dentre as medicagdes, os antibidticos desempenham um papel-chave
na génese da doenga diarreica associada ao Clostridium difficile, assim
como outros tipos de enterites, sendo responsaveis por cerca de 20 a 50%
dos casos de diarréia nosocomial (VICENT e cols., 1995).

Pacientes hospitalizados, especialmente aqueles sob terapia
antibidtica, sdo os alvos primarios para infec¢do provocada pelo C. difficile.
Um percentual variando entre 5 a 38 % de pacientes recebendo
antibioticoterapia foi acometido por diarréia associada a antibidticos, sendo
o C. difficile o agente etiologico presente em cerca de 15 a 20 % desses
casos (AL-EIDAN, 2000).

Além dos classicos antibioticos de largo espectro causadores de
diarréia nosocomial, como por exemplo, vancomicina, tetraciclinas, a
infeccdo do C. difficile também tem sido causada por inibidores de -
lactamase (4cido clavulanico, sulbactam, tazobactam) e agentes

administrados por via intravenosa que atingem substanciais concentragdes



intraluminais no  colon  (cefalosporinas, nafcilina, oxacilina);
fluoroquinolonas, aminoglicosideos, vancomicina e trimetoprim sdo,
também, associados a infecgdo por C. difficile (FEKETY e cols., 1997;
SPENCER, 1998; CHURCH, 1998).

acido clavulanico) causam diarréia de cunho irritativo, devido as altas
concentragdes intraluminais, por serem pobremente absorvidos, ou por
mudangas na flora intestinal. A associagdo amoxicilina/ acido clavulanico
resulta freqiientemente em alteragdes gastrointestinais, bem como em
diarréia causada pelos componentes individuais dessa associagio
antibiotica. Ceftriaxona altera significativamente a flora em individuos e
leva a diarréia em mais de 50% das criangas, mas em menor freqiiéncia em

adultos (PETERSON e cols., 1993; BUKE & CUNHA, 1998).

Os casos de diarréia nosocomial que ndo se relacionam com C.
difficile sdo provavelmente causados por um efeito direto de antibioticos
sobre a motilidade intestinal e por redugdo na fermentagio de carboidratos

no intestino (CLAUSEN e cols., 1991; EHERER & FORDTRAN, 1992).

O C. difficile forma esporos resistentes ao calor que podem persistir
no ambiente por meses ou anos. A ingestdo desses esporos, que sdo
abundantes nos leitos hospitalares, leva a colonizagio através da via fecal-

oral (TABIBIAN, 1989).

O espectro da infecgdo do C. difficile inclui portadores
assintomaticos, diarréia autolimitada, usualmente aquosa de média a
moderada nos estagios iniciais da doenga (KELLY e cols., 1994). A doenga,
no entanto, pode progredir a colite, especialmente se a antibioticoterapia for
continua ou se agentes antimotilidade forem administrados. Colite pode
ocorrer com profusa diarréia que normalmente ndo € sanguinolenta.

Quadros de leucocitose, alcangando niveis de uma reagdo do tipo leucose,



pode ser observada e as vezes como manifestagdo sistematica da infecgdo

(LYERLY &WILKINS, 1995; HYLAND e cols., 1998).

Cerca de 15 a 70% dos neonafos sdo portadores de C. difficile,
porcentagem esta que varia como resultado do grau de exposigdo hospitalar,
nascimento no meio onde C. difficile ¢ abundante, ou se o neonato obteve
anticorpos maternos através da amamentagdo. Embora neonatos sejam
portadores mais freqiientes de C. difficile, geralmente nido desenvolvem
quadros intestinais, exceto quando desordens de motilidade gastrointestinal
ou outras condigdes (severa neutropenia com leucemia) estejam presentes
para aumentar os fatores de risco. A resisténcia neonatal ao C. difficile pode
ser devido a inabilidade das toxinas se ligarem a mucosa do recém-nascido,
por causa dos imaturos receptores de membrana para as toxinas, ou pela

prote¢do adquirida por anticorpos maternos (REINKE e cols., 1994).

Cerca de 50% dos neonatos tém seus intestinos colonizados por C.
difficile, porém com uma prote¢do inerente a toxina A; uma vez que a flora
intestinal esteja estabelecida, C. difficile ndo ¢ prevalente. Seu achado em
fezes atinge indices de apenas 3% em adultos normais, contudo, quando um
quadro infeccioso € instaurado, e o uso de antibioticos € imperativo, tem-se
como resultante um estado que pode variar de assintomatico, diarréia de
média magnitude que pode culminar em colite pseudomembranosa,
podendo levar o individuo a sepse ou a morte (SILVA, 1994; CONLY,
2000).

Um procedimento-chave na avaliagdo de um paciente internado em
UTI com diarréia seria determinar se a diarréia ¢ de carater infeccioso ou
ndo-infeccioso. Nenhum sinal ou sintoma € confiavel nesta condigdo,
cabendo ao exame de fezes uma confirmagio diagnodstica mais precisa. De
pacientes que tém sido tratados, ha pelo menos trés meses com antibioticos,

ou aqueles que desenvolveram diarréia em leitos hospitalares devem ser



enviadas amostras de fezes para mensuragdo de toxina de Clostridium
difficile (BOBAK, & GUERRANT, 1992; BRAR, 2000).

A prevengdo de infecgdes nosocomiais, principalmente aquelas
provocadas pelo C. difficile, requer redugdo da doenga associada a
antibidticos, minimizando as terapias que requerem altas doses, longa
duragdo ou concomitdncia de antibioticos. A redugdo da transmissdo da
doenga depende do isolamento dos portadores, pacientes sintomaticos e
minimizagdo da transmissdo paciente-a-paciente. A desinfecgdo dos
equipamentos de endoscopia com glutaraldeido alcalino por 20 minutos,
destr6i os esporos Dbacterianos, diminuindo a populagdo desses

microrganismos (GROSCHEL e cols., 1996, BARBUT, 1996).

1.2. DIARREIA INFECCIOSA NA MEDICINA VETERINARIA

Na Medicina Veterinaria, as doengas diarreicas podem ser causadas
por microrganismos invasivos, tais como, Salmonella sp (S. dublin em
bezerros;, S. typhisuis, em leitdes; S. typhimurium nas outras espécies
domésticas e no homem), Shigella sp e Campylobacter sp (C. jejuni em
cées novos; C. hyointestinalis, agente etiologico da “ileite proliferativa”, em
suinos) ou por agentes que elaboram e secretam toxinas lesivas para o
epitélio intestinal, como por exemplo, o Clostridium difficile e a
Escherrichia coli enterohemorragica que de uma forma ou de outra,
promovem uma destrui¢io do revestimento mucoso do intestino com 0
conseqiiente aparecimento de sangue, serosidade e leucocitos nas fezes
(BARRET, 1992; CORREA & CORREA, 1992; GUERRANT, 1994;
SEARS & KAPER, 1996; SACK e cols., 1997).

As clostridioses diarreicas, mais especificamente aquelas causadas
pelo Clostridium difficile, sdo importantes agentes etiologicos de diarréia

em cavalos adultos e em potros, assim como em outras espécies de animais



domésticos, como cdes e gatos, por exemplo. Além disso, mudangas na
flora intestinal de cavalos acometidos com colica podem favorecer a
proliferagdo de C. difficile, assim como de Clostridium perfringens, com
posterior elaboragdo de enterotoxinas ao desenvolvimento do quadro de
diarréia, associada a intensa antibioticoterapia (SAVILLE e cols., 1996;
BAVERUD e cols., 1997; EAST e cols., 1998; DONALDSON &
PALMER, 1999).

A diarréia ndo-inflamatoria acomete usualmente o intestino delgado
e, em geral, ¢ provocada por virus (Rotavirus, Coronavirus, Pestivirus e
Parvovirus), protozoarios (Eimeria stiedae, Isospora sp, Giardia canis,
Entoameba, Cryptosporidia, ou Cyclospora) ou por bactérias produtoras de
enterotoxinas, onde se tem como exemplo, o Vibrio cholerae, Clostridium
perfringens (enterite necrotica hemorragica por C. perfringens tipo C em
bezerros e suinos; desinteria dos cordeiros, C. perfringens tipo B e tipo D),
Bacillus cereus e E. coli enterotoxigénica(neonatos, bezerros, potros,
borregos, leitdes e cies) (CORREA & CORREA, 1992).

Esses microrganismos aderem ao epitélio do intestino, mas ndo o
rompem nem causam lesdes importantes, ndo havendo assim, uma
destruigdo comprometedora na mucosa intestinal nem a presenca de
leucécitos nas fezes (AVERY e cols., 1992; BOBAK & GUERRANT,
1992).

1.3 CLOSTRIDIUM DIFFICILE

1.3.1 HISTORICO

Historicamente, sua primeira evidéncia fora relatada, por Finney, em
uma paciente a qual apresentara um quadro de colite fatal, em meados de

1893. Posteriormente, em. 1935, Hall ¢ O Toole ao estudarem a flora



intestinal de recém-nascidos, descreveram um microrganismo desconhecido
o qual recebera a denominagdo inicial de Bacillus difficilis e

consequentemente de Clostridium difficile (LYERLY e cols., 1988).

O Clostridium difficile possui seu nome cunhado deste modo devido
ao fato de sua dificuldade de isolamento ¢ manutengdo em meios de cultura
puros. Sua importancia, porém, tornara-se¢ mais evidente apos o
aparecimento de casos de colite pseudomembranosa em pacientes
submetidos a planos terapéuticos antimicrobianos as custas de antibidticos
ativos contra anaerobios, tendo a lincomicina, um agente bastante enfocado
nessa casuistica (GEORGE e cols.,, 1978; LARSON e cols., 1978;
LYERLY e cols., 1988; KELLY & POUTHOLAKIS, 1994).

A partir do final da década de setenta, o processo fisiopatologico
desencadeado pelo C. difficile, notadamente o quadro de colite
pseudomembranosa, tornou-se uma problematica indigesta a saude publica
mundial onde nos Estados Unidos, cerca de 25% de pacientes
hospitalizados em leitos de terapia intensiva sdo hospedeiros desta bactéria

(RUBIN e cols., 1995; STARR e cols., 1997).

Atualmente, hd numerosos trabalhos relatando a questdo de doengas
intestinais associadas ao uso de antimicrobianos as quais o C. difficile
enquadra-se na principal vertente etiologica, variando desde diarréia leve
até colite severa e fatal. No Brasil, estudos similes desenvolvidos por Lima
e colaboradores atestam esta condi¢do em estudos realizados no Hospital
Universitario Walter Cantidio, em Fortaleza, Ceara, relatando a existéncia
de uma freqiiéncia quase que endémica de diarréia nosocomial em pacientes

hospitalizados (LIMA e cols., 1993; SEARS & KAPER, 1996).

1.3.2 EPIDEMIOLOGIA
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O Clostridium difficile tem sido isolado do solo, areia, feno, e
estrume animal, reconhecido como a mais importante causa de diarréia
infecciosa que ocorre em pacientes hospitalizados em paises desenvolvidos.
No entanto outros fatores estdo envolvidos, tais como idade, e infecgdes
secundarias. A introducdo de métodos de tipificagdo do C. difficile tem
demonstrado a existéncia da aquisigdo hospitalar e infecgdo cruzada por
esse bacilo, sendo importante para compreensdo geral de sua epidemiologia
no contexto das doengas diarreicas (LYERLY e cols., 1988; BARBUT e
cols., 1996; JUMAA, 1996; SAMORE, 1999).

O C. difficile é alvo de incansaveis investigagdes, principalmente em
paises desenvolvidos e em desenvolvimento onde ha engajamento de
muitos pesquisadores no sentido de estudar os aspectos imunologicos,
microbiologicos, e epidemiologicos desse patdégeno, assim como de outros
microrganismos anaerobios maculadores da satide publica mundial (BERN,
1992; HIRSCHHORN e cols., 1994; BIANCHINI, 1997).

Outros fatores de risco devem ser considerados no tocante aos
aspectos epidemiologicos da infec¢do por C. difficile, tais como: idade
avangada, severidade de doengas subclinicas, procedimentos
gastrointestinais nio-cirargicos, presenga de tubo nasogastrico, medicagdes
antiulcerativas, permanéncia por longos periodos em UTIs hospitalares,
durag@o da antibioticoterapia, administragdo de multiplos e concomitantes
antibioticos. Por outro lado, antibioticos associados ao baixo risco de
contaminagdo pelo C. difficile devem ser considerados especialmente
quando se tenta controlar um surto de diarréia via C. difficile ou quando se
prescreve um paciente com outros fatores de risco para diarréia por C.
difficile (BIGNARDI, 1998; SHEK e cols., 2000).

O diagnoéstico diferencial de enfermidades que acometem o trato
gastrointestinal levando a doengas diarreicas precisa ser considerado. Nesse

contexto, o C. difficile vem sendo descrito como agente critico no processo
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de disseminagdo dessas doengas, principalmente do tipo nosocomial,
acometendo criangas e adultos (MANABE e cols., 1995).

A mais implicante severidade ¢ a evolugdo de diarréia de média
magnitude a uma colite pseudomembranosa desenvolvida apos tratamento
com a maioria dos antibioticos de rotina: penicilina, amoxicilina,
eritromicina e trimetoprim-sulfametoxazole. Portanto, faz-se mister a
mensuragdo de ambas as toxinas (A e B) elaboradas e liberadas pelo C.
difficile por serem capazes de induzir graus diversos de complicagdes tanto

ao homem quanto a animais domésticos (KADER e cols., 1998).

1.3.3 MICROBIOLOGIA

O Clostridium difficile, um bacilo anaerobio, obrigatorio, Gram -
positivo, formador de esporos, ¢ uma das principais causas de diarréia
associada a antibioticoterapia, tanto no homem quanto em animais
domésticos. Esse microrganismo, encontrado no solo, em ambientes
hospitalares e em fezes, € responsavel por uma variavel gama de sindromes
diarreicas, incluindo diarréia inflamatoria, colite associada a antibidticos e
colite pseudomembranosa, todas as quais variando enormemente em
severidade (SETTLE e cols.,, 1996, STARR e cols.,, 1997,
CASTAGLIOULO & LAMONT, 1999).

A distingdio entre o Clostridium difficile e outros enteropatogenos até
o final dos anos 70 era complicada, contudo George e colaboradores, 1978,
desenvolveram uma técnica de isolamento em meio de cultura contendo
cicloserina e cefoxitima e frutose em agar. Métodos outros, como ELISA,
cultura de células, contraimunoeletroforese e aglutinacdo pelo latex
comportam-se¢ como ferramentas essenciais ao diagndstico do
microrganismo ¢ detecgdo de suas toxinas A ¢ B (VISCIDI e cols., 1981;

LYERLY e cols., 1988)
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1.3.4. CARACTERIZACAO MOLECULAR DOS GENES DAS
TOXINAS DO CLOSTRIDIUM DIFFICILE

Embora a toxina A tenha um efeito téxico direto na mucosa
intestinal, a toxina B ndo causa uma resposta significante quando
administrada intragastricamente em hamsteres. Tais resultados sdo
consistentes com a ligacdo inicial e dano primario tecidual causado pela
toxina A ou pelo mecanismo de injuria, seguidos da agdo citotoxica da
toxina B (LYERLY e cols.,1985).

Dove e colaboradores (1990) clonaram e sequenciaram o codigo
genético da proteina da toxina A do Clostridium difficile. A regido de
codificagdo de 8.133 pares de bases possui uma porcentagem de guanina +
citosina em torno de 26,9 e codifica 2.710 aminoacidos onde o possivel
peptideo tem peso molecular de 308 kDa.

Aproximadamente 1/3 do gene consiste em 38 seqii€ncias repetidas.
Tais unidades repetidas foram agrupadas em duas classes, I e II, baseadas
no tamanho e nos baixos niveis de seqiiéncias de DNA similares entre elas.
O dipeptideo tirosina-fenilalanina foi encontrado nas 38 unidades repetidas.
Na toxina A essas unidades de repeti¢do funcionam como por¢ao de ligagao
que reconhece o receptor, bem como representam a por¢ao
imunodominante da molécula (PRICE e cols., 1987, LYERLY e cols.,
1989).

Embora as seqiiéncias repetidas da toxina A ndo possuam qualquer
seqiiéncia simile a organismos patogenos, tais como Plasmodium,
Bordetella pertussis ou Bacillus thuringiensis, a localizagdo do terminal
carboxilico dessas proteinas ¢ comum onde algumas podem possuir papel

semelhante no alvo de ligagdo a célula do hospedeiro (MILLER e cols,
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1986; FELMLEE & WELCH, 1988; GLASER e cols., 1988; WIDNER &
WHITELEY, 1989).

Em um trabalho desenvolvido por Phelps e colaboradores (1990),
todas as atividades biologicas da toxina A estudadas- hemoaglutinagio,
citotoxicidade, enterotoxicidade, e letalidade- foram direcionadas por um
simples peptideo codificado pelo gene 8.1-kb da toxina A.

Banno e colaboradores (1984) determinaram a composi¢do de
aminoacidos tanto na toxina A quanto na toxina B onde as quantidades de
aspartato, acido glutdmico e glicerina mostraram-se altas (em %Mol),
enquanto que histidina e metionina estavam baixas. As unidades de
repeticdo, na estrutura da toxina B, parecem exercer atividade semelhante a
toxina A, embora receptores especificos a toxina B ndo estejam ainda
identificados (BISSERET e cols., 1989; BARROSO e cols., 1990).

Os genes das toxinas os quais estdo localizados no cromossomo,
parecem ter um controle analogo de expressdo. A regulagdo na produgio da
toxina é pobremente compreendida, embora parega envolver uma regido de
dominio da toxina B onde pode ser a correlagdo entre as duas toxinas.
Cepas que produzam altos niveis de uma toxina, produzem altos niveis da

outra; cepas que sdo fracamente toxigénicas produzem baixos niveis de

ambas as toxinas (LYERLY e cols., 1983; TORRES, 1991;).

1.3.5 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DAS TOXINAS DO
CLOSTRIDIUM DIFFICILE

O Clostridium difficile produz duas toxinas, A ¢ B que compartilham
as mesmas caracteristicas moleculares, refletidas pela alta homologia, em
torno de 63%, em suas seqiiéncias de aminoacidos e pelos pesos
moleculares similares, 308 kDa e 269 kDa, respectivamente. As moléculas

estdo estruturalmente organizadas de modo semelhante com, no minimo,
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trés dominios de reconhecimento: a) o terceiro terminal amino, o qual
contém o sitio ativo, ») o dominio do terminal carboxilico que contém as
unidades repetidas as quais sdo responsaveis pela ligagdo a superficie
celular e (¢) um dominio hidrofobico importante para o processo de
translocagdo. Essa organizagdo molecular parece comum aquela de muitas
citotoxinas clostridiais, tais como: a toxina do Clostridium sordellii, a qual
realiza rea¢do cruzada com a toxina B (FREY e cols., 1992; MARTINEZ e
cols., 1992: von EICHEL-STREIBER e cols., 1996).

Ambas as toxinas foram identificadas como hidrolases de uridina
difosfoglicose (UDP-Glc) ¢ glicosiltransferases. Em células tratadas com
toxinas, uma fracdo de glicose é liberada da UDP-Glc e se liga
covalentemente a aminoacidos nas moléculas-alvo das células (von
EICHEL-STREIBER e cols., 1992; JUST e cols., 1995).

As toxinas A e B sdo responsaveis pelos principais determinantes de
viruléncia do Clostridium difficile, in vivo e in vitro. Além disso, possuem
idénticos mecanismos de acdo em suas caracteristicas citotoxicas em varios
ensaios in vitro (DILLON e cols., 1995).

Uma intrinseca caracteristica dessas toxinas ¢ a natureza de
repeticdes da seqiiéncia de aminoacidos no terminal carboxilico da proteina
(BARROSO e cols., 1990; DOVE e cols., 1990). No caso da toxina A, essa
regido é composta de 38 seqiiéncias repetidas de aminoacidos as quais
codificam o dominio e ligagdo do receptor da toxina A (PRICE e cols.,
1987; LYERLY e cols., 1990;).

Uma dessas seqiiéncias repetidas, a classe IIB, ¢ de particular
interesse, pois um decapeptideo conservado nessa repeticdo, foi
demonstrado promover quimiotaxia celular, in vitro (WREN e cols., 1991).
A toxina A tem sido demonstrada ser o principal mediador do dano tecidual
no trato gastrointestinal em experimentos onde a toxina induziu destruicdo

epitelial, caracteristica da infec¢do por C. difficile, através da ligagdo a
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receptores nas células epiteliais do célon humano, em modelos de camaras
de Ussing (LYERLY e cols., 1985; MITCHELL e cols., 1987, SMITH e
cols., 1997).

1.3.6 FISIOPATOLOGIA

A maioria das cepas de C. difficile produz toxinas A e B que estio
implicadas no processo de desencadeamento das doengas diarreicas e de

suas complicagdes clinicas (TITOV, ¢ cols., 2000).

A flora intestinal uma vez alterada, promove a colonizagio por C.
difficile toxigénico, principalmente devido a baixa resisténcia do organismo
do paciente durante terapia indiscriminada de antibidticos, especialmente
aquelas representadas por clindamicina, amino-penicilinas, cefalosporinas
de segunda e terceira geracdes, claritromicina, pristinamicina, e
quimioterapicos antineoplasicos com atividade antibidticas. Outros fatores
de risco corroboram para o incremento de diarréia induzida por C. difficile,
tais como: periodos prolongados de internacdo hospitalar, idade avangada,
ou doengas debilitantes e imunossupressoras (JOHNSON e cols., 1998;
CLIMO e cols., 1998).

Outros fatores, como a produgdo de enzimas proteoliticas e
hidroliticas, expressdo de fimbrias e flagelos, quimiotaxia e adesdo a
receptores do intestino, e produgdo de capsulas, sdo fatores de viruléncia e
sobrevivéncia desenvolvidas pelo C. difficile, a fim de facilitar sua
colonizagdo e contribuir para o dano tecidual ao enterocito (BORRIELLO,
1998).

Ha uma crescente evidéncia na qual o aumento na permeabilidade
intestinal possa ser um mecanismo comum por onde o C. difficile penetra

no epitélio intestinal. O C. difficile induz alteragdes na barreira intestinal,
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facilitando a penetragdo microbiana no epitélio intestinal, o que viabiliza a

translocacdo das bactérias intestinais (FELTIS, 1999).

A toxina A do Clostridium difficile causa, também, uma aguda
infiltragdo neutrofilica e injuria na mucosa intestinal e, em culturas de

células, inativa proteinas Rho por um mecanismo de monoglicolisag¢do

(DILLION e cols., 1995; POTHOULAKIS, 1996).

A mais severa expressao clinica de C. difficile é a colite
pseudomembranosa, uma complicacio da diarréia por este patdgeno
podendo resultar em um quadro de megacolon toxico, possibilitando levar a
perfuragdo do colon e resultar em morte. Praticas de controle da infecgdo
sdo importantes para limitar a disseminacao de esporos de C. difficile, nos
leitos hospitalares, ja que sao altamente resistentes as condigdes adversas do
ambiente e persistem no hospital por periodos prolongados (KERR e cols.,
1990; FEKETY e cols., 1993; MAcLAREN e cols., 1997).

A colite pseudomembranosa ¢ um processo inflamatorio
caracterizado pela presenga de intimeras lesdes, ou pseudomembranas, na
superficie da mucosa intestinal. Portanto, o C. difficile € responsavel pela
maioria dos casos de colite pseudomembranosa registrados na literatura

(KELLY e cols., 1994; REINKE e cols., 1994; GROSCHEL e¢ cols., 1996).

Quando a necrose e a ulceragio se espalham, areas maiores de
fibrina, neutrofilos e restos de células se desenvolvem e formam
pseudomembranas. Uma vez que o diagndstico clinico seja sugestivo, uma
confirmagdo laboratorial ¢é requerida, através da coleta das fezes,
preferencialmente aquelas aquosas ou moles. Métodos de detecgdo direta
incluem imuno-ensaios, ensaios de PCR, métodos utilizando sondas
moleculares para a presenga de toxina A, como também aglutinagdo reversa
passiva em latex (JACOBS e cols.,1996; KATO e cols., 1998; TOMA ¢
cols., 1999; SULTANA e cols., 2000).
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O diagnostico clinico do C. difficile é baseado na observagdo de
diarréia inflamatoria, e as vezes, sanguinolenta, e evidéncias endoscopicas
de colite pseudomembranosa, porém, detecta apenas uma margem de 50-
55% dos casos de colite. Histologicamente, a inflamagdo aguda resulta em
necrose epitelial com um exsudado fibrinoso e neutrofilico que forma uma
lesdo semelhante a um cogumelo (STANECK e cols., 1996; TYSK, 2000;
LUDOLPH & SCHMIDT-WILCKE, 2000;).

14 EFEITOS BIOLOGICOS DAS TOXINAS DO
CLOSTRIDIUM DIFFICILE

1.4.1 MECANISMOS DE ACAO DAS TOXINAS DO C
DIFFICILE

A toxina A do Clostridium difficile é uma potente enterotoxina com
peso molecular de 308 kDa, constituida por 2710 aminoacidos, mas com
fraca atividade citotoxica, mas que causa uma resposta secretoria intestinal
significativa, afetando a viabilidade celular pela ruptura de seu
citoesqueleto. Também possui um efeito quimiotatico sobre neutréfilos,
assim como também promove liberagdo de prostaglandinas e leucotrienos,
mediadores contribuintes para o processo inflamatorio dessa enfermidade
(LIMA e cols., 1988; ROCHA, 1994; ROCHA e cols., 1997, BARTLETT,
1997).

A toxina B, por sua vez, possui peso molecular de 279 kDa,
destacando-se como potente agente citotoxico em modelos experimentais in
vivo e in vitro. Ndo obstante, essa toxina ¢ incapaz de provocar infiltragdo
de células inflamatdrias na mucosa intestinal (LYERLY e cols., 1982, 1988;

TAYLOR e cols., 1981; BALDACINI ¢ cols., 1992;).
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A toxina B do Clostridium difficile € uma toxina monoglicolizante
tendo como alvo substratos dentro do citosol das células de mamiferos.
Toxina B demonstrou uma variavel susceptibilidade a protease V8 do
Staphylococcus aureus, em pH neutro e acido, também sugerindo que o pH
¢ agente modificador da estrutura da toxina B (QA'DAN e cols., 2000).

Chaves-Olarte e colaboradores (1997) identificaram trés principais
diferengas entre as toxinas A e B: 1) a ligagdo especifica das toxinas a
superficie das células relaciona-se com a citotoxicidade de cada uma; 2) a
toxina B possui uma atividade enzimatica, 100 vezes, maior do que a toxina
A; e 3) a toxina A modifica um substrato adicional (Rap).

As toxinas A e B alteram o citoesqueleto da célula epitelial do
intestino através do mecanismo de ruptura dos microfilamentos de actina F.
Embora a toxina B seja, 1000 vezes, mais potente em experimentos de
cultura de tecidos do que toxina A, ndo possui atividade secretoria em
experimentos de alga intestinal em roedores. Portanto, muitos
investigadores tém atribuido a colite pseudomembranosa humana a toxina
A, porém dados recentes ddo conta de que a doenga diarreica € suas
complicagdes clinicas se devem a ambas as toxinas A e B, por causa de suas
atividades enterotoxicas e citotoxicas, respectivamente (RIEGLER, 1995;
GROSSMAN e cols., 2000).

Durante a esporulagdo do Clostridium difficile e subseqiiente lise
celular, as toxinas A e B atuam intracelularmente, ligando-se a superficie
celular, alterando a permeabilidade das células epiteliais, promovendo
perda do fluido intracelular, resultando, enfim, na morte do enterocito
(FLORIN e cols., 1983; HENRIQUES e cols., 1987; SONGER, 1996). A
estrutura minima de receptor para a ligagdo da toxina A ¢ constituida por o-
galactose-N-acetilglicosamina, porém nenhuma estrutura de receptor para
toxina B foi ainda identificada (WILKINS & TUCKER, 1989; TENEBERG
e cols., 1996; CASTAGLIUOLO e cols., 1996).
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A ligagdo das toxinas A e B a receptores de membrana induz a uma
inflamagdo na mucosa intestinal, promovendo eventos de secre¢do de um
rico exsudado composto de neutrofilos, monodcitos e enterocitos
descamados, assim como sdo responsaveis pela ativagdo de citocinas de
monocitos € macrofagos (JOHNSON & GERDING, 1998).

O mecanismo de ac¢do da toxina A inicia-se pela ligagdo da toxina a
receptores no enterocito luminal da borda em escova do ileo de coelho.
Glicoproteinas, constituintes de uma proteina, € um trissacarideo contendo
o-d-galactose no dominio de ligagdo da toxina, sdo estruturas as quais estao
ligadas a proteina G sensivel a toxina pertussis (POUTHOULAKIS, 1991).

Foi, também, demonstrado que a isoenzima sucrase-isomaltase da
borda em escova do ileo de coelho, se liga especialmente a toxina A em
suas cadeias laterais de carboidratos e medeiam efeitos relacionados a
toxina em cultura de células e em intestino de coelho, in vivo. A toxina A se
liga aos dominios de carboidratos da sucrase-isomaltase, e tal ligagao ¢
relevante para os mecanismos de sinalizagdo de transdugdo que medeiam a

toxicidade in vitro e in vivo (POUTHOULAKIS e cols., 1996).

1.42 ESTUDOS IN VIVO E IN VITRO DAS ATIVIDADES
BIOLOGICAS DAS TOXINAS DO C. DIFFICILE.

A toxina A interfere no citoesqueleto das céiulas epiteiiais intestinais
e causa infiltragdo neutrofilica e dano severo na mucosa em ensaios
experimentais com alga intestinal (KETLEY e cols., 1987).

Em modelos experimentais utilizando animais, a administragdo de
toxina A causa intensa secre¢do de fluido no limen intestinal, ruptura das
células epiteliais, e uma intensa reagdo inflamatoria (LIMA e cols., 1989).
O mecanismo pelo qual essas toxinas causam diarréla ndo esta

completamente elucidado, mas foi recentemente descoberto que os maiores
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alvos das toxinas sdo a familia de pequenas proteinas G transdutoras de

sinais conhecidas como GTPases Rho (BONGAERTS & LYERLY, 1994).

A toxina A, quando administrada em modelos experimentais de alcas
intestinais isoladas, tanto em ratos quanto em coelhos, leva a liberagdo de
mediadores inflamatorios, tais como: leucotrieno By, fator agregador de
plaquetas (PAF) e protease de mastécitos de mucosa de ratos II
(LAURITSEN e cols., 1988; CASTAGLIOULO e cols., 1994; FONTELES
e cols., 1995).

Em estudos experimentais, a toxina A quando administrada
intragastricamente, causou secre¢do hemorragica de fluidos, inflamagédo de
mucosa, necrose do tecido intestinal € morte dos animais. .Por outro lado, a
toxina B, também administrada por esta via, ndo teve efeito intestinal

significativo (LYERLY e cols., 1985).

Fiorentini e cols. (1998) evidenciaram que células intestinais
expostas a toxina B exibiram caracteristicas morfoldgicas tipicas de
apoptose que ¢ uma forma fisioldgica de morte da célula que desempenha
um papel chave na homeostase e desenvolvimento celular, mantendo o

correto numero de células no organismo animal pelo balanceamento no

crescimento e morte celulares (MARTINS & EARNSHAW, 1997).

daquelas que caracterizam necrose), tais como: condensagdo nuclear e
fragmentagio, redugdo celular e auséncia de inflamagdo (KRAMER e cols.,
1995).

O maquinario bioquimico responsavel pela morte apoptotica da
célula parece ser constitutivamente expresso na maioria das cé€lulas, mas
ndo em todas, podendo ser desencadeada por sinais externos e internos.
(RICHTER ¢ cols., 1996; EARNSHAW, 1997). De fato, in vivo, a apoptose

ocorre espontanecamente com mais facilidade no intestino delgado do que
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no colon, provavelmente por causa da auséncia de expressio da Blc-2 (um
gene antiapoptotico) no primeiro (POTTEN, 1997).

Rocha e colaboradores (1997) demonstraram que a toxina A ¢ um
potente indutor de migragdo neutrofilica na cavidade peritoneal de ratos e
em bolsas de ar subcutaneas, via liberacio de IL-1B, TNF-a ¢ LTB,4. Outros
trabalhos também relatam a participagdo de mediadores importantes no
processo inflamatorio, tais como TNF-a, fator de agregacdo plaquetaria
(PAF), leucotrienos e prostaglandinas, liberados pelos macrofagos (SMITH
e cols., 1988; HANGLOW e cols., 1989; CHANG e cols., 1990;
CHIOSSONE e cols., 1990; SMITH e cols., 1990; CALDERARO e cols.,
1991; KANDIL E COLS., 1992). |

Souza e colaboradores (1997) demostraram que a toxina B, por outro
lado, em estudos de estimulagdo em cavidade peritoneal e bolsas de ar
subcutaneas em ratos, foi capaz de induzir intensa migragdo neutrofilica.
Tal evento foi mediado por TNF-alfa derivado de macrofagos e por
produtos da lipooxigenase (LOX) onde os grupos de animais foram tratados
com drogas inibidoras de lipooxigenase (MK 886), inibidor tanto de COX
quanto de LOX (NDGA) e glicocorticéide (dexametasona).

Em outro trabalho deste grupo de pesquisadores, Rocha e
colaboradores (2001) demonstraram que a toxina B, ao estimular
macrofagos, em experimentos in vitro, utilizando cdmaras de Ussing, ao
contrario da toxina A (ROCHA e cols., 1998), ndo foi capaz de induzir
secre¢do intestinal, tampouco alterou o transporte i6nico eletrogénico em
ileo de coelho.

Em um estudo recente, Ciesla Jr. e Bobak (1998), acharam que a
atividade enzimatica da toxina B, como glicosiltransferase, foi
aproximadamente cinco vezes maior do que a da toxina A. Além disso,
também concluiram que as toxinas requeriam potassio para atividade

hidrolitica e que o potassio ativava a fungao desta toxina pelo aumento na
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velocidade maxima de reacdo com pequeno efeito na constante de
Michaelis para a UDP-glicose. O sodio nao foi ativo para sustentar
atividade hidrolitica. Essas toxinas também requerem manganés ou
magnésio para otimizar a atividade hidrolitica, sendo 0 Mg o mais potente
ativador (WEDLER, 1993; SCHWEINS e cols., 1997).

HE e colaboradores (2000) estudaram os efeitos da toxina A quanto
aos eventos de despolimerizacdo da actina, apos sua internalizagdo, e da
fun¢do mitocondrial antes do arredondamento celular. Para tanto,
mensuraram as concentragdes de ATP e constataram uma reducdo no
potencial de membrana mitocondrial, como também um aumento nos
radicais de oxigénio reativo, confirmando, assim, .as propriedades

citotoxicas desta toxina bacteriana.

1.4.3. PARTICICPACAO DE CELULAS INFLAMATORIAS NA
FISIOPATOLOGIA DIARREICA INDUZIDA PELO C
DIFFICILE

Os macrofagos sdo importantes células atuantes no processo
inflamatorio, caracteristicamente neste induzido pela toxina A do
Clostridium difficile. Através da ativagdo de células de alarme, esses
fagocitos sinalizam a presenga de corpos estranhos através da elaboragao e
liberagdo de muitas substancias, incluindo citocinas e metabolitos do acido
araquidonico (FERREIRA, 1980; NATHAN, 1987; LASKIN & PENDINO,
1995).

A infiltragdo neutrofilica na mucosa intestinal em resposta a
estimulos inflamatorios € um evento marcante na patogénese de lesdes
teciduais agudas como, por exemplo, isquemia e infecgdo. O mecanismo
pelo qual os neutréfilos sdo recrutados para os sitios de inflamagdo € um

fendmeno complexo que envolve expressdo de leucocitos, dentre os quais



23

destacando-se os proprios neutrofilos, e de moléculas de adesdo, seguido de
ligacdo e adesdo destes neutrofilos as células endoteliais, e, por final,
transmigragao de neutrofilos ao tecido inmjuriado (KELLY, 1993;
SPRINGER, 1994).

Em ratos, a quimiotaxia de neutrofilos induzida por citocinas ¢ a
proteina inflamatéria de macrofago-2 (MIP-2) dividem a mesma habilidade
em atrair e ativar neutrofilos, in vitro (WOLPE e cols., 1989; RIBEIRO e
cols., 1991) e in vivo (WOLPE e cols., 1989; DRISCOLL e cols., 1993,
FENG e cols., 1995; SHANLEY e cols., 1997). Com 1sso, as c¢lulas
epiteliais colonicas respondem a infecgdes bacterianas, a LPS, e a agonistas
inflamatorios pela expressio de uma diversidade de citocinas pro-
inflamatoérias (RIBEIRO e colaboradores, 1991; SCHUERER-MALY e
cols., 1994; JUNG e cols., 1995).

Pelo fato de que as células epiteliais do intestino funcionam como
componentes do sistema imune da mucosa (KAGNOFF & ECKMANN,
1997), Castaglioulo e colaboradores (1997) mostraram que macrofagos da
lamina propria sdo ativados durante o estagio inicial da enterite induzida
pela toxina A do Clostridium difficile e liberam, conseqiientemente, MIP-2,
ressalvando que fibroblastos e células endoteliais também liberam essa
quimiocina (DRISCOLL e cols., 1993).

Castaglioulo e colaboradores (1998) demonstraram que a MIP-2 ¢
liberada de células epiteliais de ratos durante a enterite causada pela toxina
A, sugerindo que a infiltragdo neutrofilica na mucosa do colon € uma
caracteristica proeminente dessa enfermidade. Anticorpos anti-MIP-2
levaram a inibi¢do da secrecéo intestinal, em modelos experimentais de alga
intestinal isolada.

E possivel que a agdo intracelular da toxina A leve, por si mesma, a

aoos da lamina

apoptose de leucdcitos intestinais. Linfocitos T e 1

propria ligam-se a superficie do epitélio e sdo fenotipica e funcionalmente
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distintas das outras células sangiiineas periféricas (JAMES e cols., 1994;
MAHIDA e cols.,, 1996). Essas células sdo, portanto, componentes
importantes no sistema imune, mediando fung¢des de apresentagdo de
antigeno e de produc¢do de citocinas (ANAYA-VELAZQUEZ e cols.,
1995). Apds a degeneragao do epitélio pela toxina A, as células T da lamina
propria, macrofagos e eosindfilos sdo expostos as toxinas do C. difficile por
meio de discretos poros na membrana basal (MAHIDA e cols., 1997).
Mahida e colaboradores (1998) mostraram, ainda, que a toxi
C. difficile induz um rapido aporte de macréfagos residentes da lamina
propria do colon, seguido de células T e eosindfilos, onde as duas tltimas
sofreram apoptose. Foi demonstrado, também, que a perda de macréfagos e
células T por apoptose pela toxina A, in vivo, pode suprimir o sistema
imune da mucosa do colon e levar a quadros de severidade em infecgoes

primarias ou secundarias.

Tem sido relatado que a toxina A induz a secre¢do de mediadores
inflamatorios de mastocitos direta ou indiretamente, através da liberagao de
substancia P, um conhecido ativador de mastocitos na mucosa (GOYAL &
HIRANO, 1996). Mastocitos e outros leucocitos estdo implicados na
fisiopatologia da toxina A na mucosa intestinal, onde muitos estudos, tanto
em modelos experimentais in vivo quanto in vitro, demonstraram que a
interagdo da toxina A com macrofagos peritoneais de ratos induziu a

liberagdo de interleucina-1p e TNF-o., os quais atraem e ativam neutrofilos

(ROCHA e cols., 1997).

Ao contrario dos macrofagos, os mastocitos armazenam TNF-o em
granulos € podem, portanto, libera-lo imediatamente apos exposi¢do a
toxina A e participar da fase inicial da reagdo inflamatoria, ja que € sabido
que o TNF-o causa necrose de células epiteliais, assim como inibigdo da

motilidade gastrica (SARTOR, 1994; MALAVIYA, 1996).
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Em um estudo recente, os resultados de Calderén e cols. (1998)
sugeriram que mastdcitos participariam na reacdo inflamatoria inicial pela
liberagdo de TNF-o em resposta a toxina A. Por outro lado, nem histamina
nem Oxido nitrico participam desses fendomenos quando a toxina A age
diretamente em mastocitos. A ruptura do citoesqueleto causado pela toxina
A pode alterar a habilidade dos mastocitos em secretar histamina ¢ oxido
nitrico apds ativagdo dependente ou nao de antigeno. Em contrapartida, a
acdo necrotica da toxina A, em outras células, induz apoptose em
mastocitos. Durante uma prolongada exposi¢do a toxina A, a funcdo e a
viabilidade de células inflamatorias intestinais diminui, impedindo a
infeccdo que provavelmente favorece casos severos e duradouros de colite
pseudomembranosa. |

O o6xido nitrico também ¢ uma molécula mediadora produzida por
mastocitos € que poderia estar envolvido na fisiopatologia de enterocolite.
O oxido nitrico, interessantemente, potencializa mastocitos mediados por
TNF-a, porém, a toxina A ndo estimula a sintese de o6xido nitrico por
mastocitos (BISSONNETTE e cols., 1991; SALVEMINI e cols., 1991).
Qiu e cols. (1996) demonstraram que o Oxido nitrico inibe a
enterotoxicidade da toxina A em intestino delgado de ratos, se o 6xido
nitrico atua como um mecanismo de defesa, isso, poderia advir de outras
células que nao mastocitos.

A toxina B modifica, de modo marcante, a morfologia de células em
meios de cultura e aumenta sua area de superficie da membrana, sugerindo
uma possivel altera¢do na distribui¢ao de receptores de membrana. A toxina
B e o lipopolissacarideo bacteriano (LPS) podem atuar sinergicamente na
producdo de TNF-a por fagocitos mononucleares. Com isso, o efeito da
toxina B contribui para a expressio de células CD14. Foi demonstrado,
também, que mondcitos exacerbam a expressio de CD14 apos 5 h de

tratamento com toxina B: No entanto, ap6és 24 h de tratamento, a
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percentagem de mondcitos CD14 diminuiu, embora mais freqiientemente,
as células permaneceram positivas para a expressdio de CDI14 em
comparagao a células ndo-tratadas. Macrofagos tratados por 5 h com toxina
B expressaram CD14, no minimo por 24 h. Portanto, a toxina B pode
modular a expressao de CD14 e essa modulacao depende dos estados de
diferenciagdo ativagdo em monocitos estimulados pela toxina B (SIFFERT

e cols., 1999).

1.4.4 EFEITO MONOGLICOLIZANTE SOBRE PROTEINAS
RHQO

Ambas as toxinas, A e B, sdo os principais fatores de -viruléncia do
Clostridium difficile. Em culturas celulares, suas potentes citotoxicidades,
mais evidente na toxina B, sdo resultados de induzir desagregagdo do
microfilamento do citoesqueleto. A toxina B atua sobre uma GTPase RhoA
de baixa massa molecular que esta envolvida na regulagdo do citoesqueleto
de actina. A toxina B catalisa a incorporagdo de mais de um mol de glicose
por mol de RhoA. Foi demonstrado que uma microinje¢do de RhoA
previamente glicolisada pela toxina B em monocamadas de células causou
desagregacdo de filamentos de actina, indicando uma atividade negativa
dominante da RhoA glicolisada (JUST e cols., 1995).

As proteinas Rho regulam uma variedade de fungdes celulares,
incluindo organizagdo citoesquelética, crescimento e diferenciagdo celular,
apoptose e sinalizagdo celular. Usando a glicose- uridina difosfato (UDP)

como doador de glicose, as toxinas A e B glicolisam alguns membros da

familia Rho de GTPases (HOFMAN e cols., 1997).

Trés subfamilias constituem a familia de proteinas Rho: a subfamilia
Rho, Rac e Cdc42. A subfamilia Rho induz a formagdo de fibras de

sustentagdo de actina; a subfamilia Rac, controla a consisténcia estrutural da
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membrana, assim como a atividade de NADPH-oxidase em neutréfilos; e
Cdc42 regula a formagao de filamentos de actina F. As toxinas do C.
difficile inativam, por monoglicolisagdo, as proteinas Rho que perdem a
habilidade de induzir a polimerizagdo de filamentos de actina, provocando,
com 1isso, a retragdo e arredondamento celulares. Essa monoglicolisa¢do
rompe a fungdo normal das GTPases e causa uma variedade de efeitos,
incluindo desregulagdo no citoesqueleto de actina, arredondamento celular,
citotoxicidade, e alteragdes na sinalizacdo celular (THELESTAM e cols.,
1997; HALL, 1998).

Em mondcitos, a toxina A induz a produgdo de IL-8 e necrose por
mecanismos ainda desconhecidos. Ha evidéncias do papel de proteinas
quinases do tipo MAP nesses eventos. Em monocitos, a toxina A ativa as
cascatas de trés principais quinases MAP a partir de aproximadamente 1 a 2
minutos; a glicolisa¢do das proteinas Rho se torna evidente apds 15 minutos
e a expressdo IL-8 foi reduzida em torno de 70%. Portanto, em mondcitos
expostos a toxina A, a ativagdo da quinase MAP parece preceder a
glicolisagdo das proteinas Rho e ¢ requerida para transcrigdo de IL-8 ¢
células de necrose (WARNY e cols., 2000).

A monoglicolisagio de Rho GTPases ndo €é a unica atividade
enzimatica descrita para a toxina A. Na auséncia de uma proteina aceptora a
toxina A pode hidrolisar glicose-UDP em glicose ¢ UDP; essa atividade €
similar aquela de certas ADP-ribosiltansferases microbianas, tais como a da
toxina da colera que ribolisa ADP nas proteinas-alvo, assim como hidrolisa
NAD em nicotinamida ¢ ADP-ribose na auséncia de proteina aceptora

(MOSS e cols., 1977).

1.4.5 ATIVIDADE DA TOXINA A NO SISTEMA NERVOSO
ENTERICO
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Ha evidéncias de que as ag¢des intestinais sob estimulo da toxina A do
C. difficile quanto a secre¢do e motilidade, e uma resposta inflamatoria
aguda t€ém um componente neuronalmente mediado. A toxina A afeta tanto
o comportamento elétrico (despolarizagdo e aumento na excitabilidade)
quanto a inibi¢do da transmissdo noradrenérgica para os corpos celulares
das células neuronais. Foi demonstrado, ainda, que um dos mecanismos de
acdo da toxina A, na neurotransmissdo, relacionou-se com a supressao dos
potenciais pds-sinapticos inibitorios no corpo celular das células neuronais

pelo estimulo de fibras nervosas simpaticas (MANTHY e cols., 1996).

Portanto, o componente neuronal da a¢do da toxina A envolve a
excitagdo direta de neurdnios entéricos, assim como a supressio da
libera¢do de norepinefrina de fibras nervosas simpaticas pos-ganglionares

no sistema nervoso entérico (XIA e cols., 2000).

Nos ultimos anos, um dos grandes ideais da pesquisa vem sendo a
tentativa de se elucidar as vias pelas quais neuropeptideos controlam a
fungdo das células epiteliais no intestino, como também eventos
inflamatorios. Um dos peptideos envolvidos na inflamagdo intestinal ¢ a
substancia P, um aminoacido membro da familia das taquicininas (CHANG
e cols., 1971), sendo seus sitios de ligagdo abundantes em pacientes com

quadros de colite ulcerativa (MANTYH e cols., 1995).

Muitos estudos tém mostrado que o pré-tratamento de animais com
antagonistas do receptor de neurocinina-1 inibe a inflamagdo colonica,

assim como a administragio de substancia P em intestino de animais causa
secregdo de CI' das células epiteliais intestinais (YEO e cols., 1989;

KUWAHARA e cols., 1990; RANGACHARI e cols., 1990; PANJA e cols.,
1995). A substancia P também é um dos maiores mediadores de diarréia
inflamatoria causada pela toxina A do C. difficile (POTHOULAKIS e cols.,
1998).
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Além disso, macrofagos da lamina propria, ativados como resultado
da enterite por C. difficile, secretam, por si, suficientes quantidade de
substancia P para incrementar a liberagdo de TNF-a (CASTAGLIOULO e
cols., 1997). Com isso, a substancia P liberada de neurdnios sensoriais
primarios, durante a enterite induzida pela toxina A, medeia seus efeitos
pela ultra-regulagdo de receptores da substancia P em células epiteliais
intestinais ¢ em neurdnios entéricos (MANTYH e cols., 1996), como
também de outras células da /lamina propria intestinal, incluindo

macrofagos.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

2.1 IMPORTANCIA DO ESTUDO

As diarréias inflamatorias representam a faixa mais grave das
doengas diarreicas e requerem tratamento e avaliacdo mais intensivos.
Partindo deste principio, as pesquisas envolvendo o Clostridium difficile,
tém se tornado cada vez mais importantes, tendo em vista que esse
microrganismo tem sido considerado o patégeno hospitalar, causador de
diarréia inflamatoria, especialmente em paises subdesenvolvidos da
América latina, particularmente o Brasil, mais prevalente ¢ comumente
associado com superinfeccdo, resultante do uso de antimicrobianos e/ou
antineoplasicos (POTHOULAKIS & LAMONT, 1993, KELLY e cols.,
1994; ANGLIM & FARR, 1994; COSTA RIVERO E COLS., 1996).

Diante dessa perspectiva, a doenca diarreica provocada pelo
Clostridium difficile tanto em humanos quanto em animais domésticos
possui peculiar relevancia em Satde Publica no tocante a importancia das
complicag¢des clinicas e sanitarias atreladas a este bacilo, em especial na
indugdo de uma potente diarréia inflamatéria nosocomial associada a
antibioticoterapia indiscriminada em leitos hospitalares (STARR e cols,
1997; ROCHA e cols., 1999).

Em estudos in vitro, Rocha ¢ colaboradores (1998) demostraram que
macrofagos estimulados com toxina A foram capazes de liberar IL-1B a
qual fora responsavel pelo aumento na secregdo intestinal. Foi demonstrado,
também que os metabdlitos do acido araquidonico estdo envolvidos no
evento fisiopatologico desencadeado pela toxina A, tal fato comprovado
através da modulagdo farmacologica (LIMA e cols., 1988; FONTELES e
cols., 1995).
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O processo inflamatorio induzido pela toxina A permanece, ainda,
sob obscuridade de elucidagdo de seus eventos mais diretos. Portanto, a
investigagdo acerca da participagdo de outros mediadores inflamatérios faz-
se mister ao proposito do presente trabalho, pois através do mapeamento
farmacoldgico das vias bioquimicas (protéicas e lipidicas) da cascata do
processo inflamatorio, bem como a participagdo das duas isoformas da
COX( COX-1 e 2), induzido pela toxina A do Clostridium difficile, a
clarividéncia de mecanismos intrinsecos deste processo inflamatorio

poderia estar mais contemplativa (CROFFORD, 1997).

2.2 OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho teve como objetivo geral elaborar um estudo
farmacologico (screening), in vivo, a fim de se pesquisar as vias mais
importantes dos mecanismo fisiopatologicos pré-inflamatorios associados a
toxina A do Clostridium difficile em ileo de coelho.

Além do mais, estudar, através da determinagdo das curvas dose-
resposta e tempo-efeito e da modulagdo farmacoldgica, avaliar os graus de
lesdes histologicas ocorridos por conta da exposi¢do intraluminal do

intestino a toxina A

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.3.1 Determinar a curva dose-resposta utilizando toxina A em modelos de
al¢a isolada de coelho, com as doses de 0.3; 0,5; 1.0 e 3.0 e pg/ml. Obter a
curva tempo-efeito com a recuperagdo do fluido nos tempos de 6; 8; 10; 12

¢ 18 horas apos a injecdo da toxina A;
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2.3.2 Investigar a participagdo de mediadores inflamatérios no evento
fisiopatologico induzido pela toxina A através do pré-tratamento com
drogas inibidoras de fosfolipase A, (dexametasona e quinacrina), inibidores
de ciclooxigenase (meloxicam, celecoxibe e indometacina), inibidor do

fator de necrose tumoral alfa (pentoxifilina);

2.3.3 Determinar as alteragdes morfologicas intestinais induzidas pela
toxina A em grupos isolados € em grupos de animais pré-tratados com

drogas antiinflamatorias.
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3.MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Nos protocolos experimentais, foram utilizados coelhos albinos
(Oryctolagus cuniculus), variedade Nova Zelandia, de ambos os sexos,
pesando entre 1,5 e 2,5 kg, provenientes do criatério da Unidade de
Pesquisas Clinicas da Universidade Federal do Ceara. Estes animais foram
mantidos em jejum por 24 horas antes de todos os procedimentos

experimentais, com livre acesso a agua.
3.2 TOXINAS

A toxina A do Clostridium difficile foi gentilmente cedida pelo Dr.
David M. Lyerly (TECLAB, VA-USA). Essa toxina foi obtida do C.
difficile (VPI strain 10463), mantido anaerobicamente em recipiente
apropriado, contendo infusdo de caldo cérebro-coragdo, de acordo com o
método preestabelecido (LYERLY e cols., 1982; SULLIVAN e cols.,
1982). A purificagdo da toxina A foi realizada por precipitagdo em sulfato
de amonia, através de cromatografia de troca i16nica em coluna de
dietilaminoetil sefarose e cromatografia de imunoafinidade. A
homogeneidade da toxina foi demonstrada por imunoeletroforese cruzada e
eletroforese de gel poliacrilamida (LYERLY e cols., 1982).

As aliquotas de toxina A utilizadas nos experimentos foram extraidas
de uma concentragdo-padrio de 0.46 mg/ml, o que fez-se necessario o
ajuste adequado para a obten¢do de sua concentragdo final de 1,0pg/ml,
diluida em PBS (pH 7.4).

A dilui¢do da toxina A foi realizada em ambiente estéril de fluxo

laminar onde era retirada uma aliquota de cada experimento e acrescida em
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PBS estéril, sendo prontamente injetada intraluminalmente nas algas

intestinais.
3.3 DROGAS E REAGENTES

Nos protocolos experimentais de modulagdo farmacologica, foram
utilizadas as seguintes drogas:
33.1 Dexametasona: DECADRONAL®, fosfato dissédico de
dexametasona, do laboratorio PRODOME (Campinas, SP, BRASIL) na
concentracdo de 8mg/ml, utilizada na dose de 0,5 mg/kg.
3.32 Meloxicam: MOVATEC® em comprimidos, do laboratorio
BOEHRINGER DE ANGELI (Itapecerica da Serra, SP, .BRASIL)
3.3.4 Indometacina: INDOMETHACIN®, do laboratéorio SIGMA
CHEMICAL COMPANY (St.Louis, MO, USA).
3.3.5 Celecoxibe: CELEBREX®, em comprimidos do laboratério SEARLE
PFIZER, em capsulas de 200 mg (Chicago, IL, USA).
3.3.6 Quinacrina: QUINACRINE®, do laboratério SIGMA CHEMICAL
COMPANY (St.Louis, MO, USA).
3.3.7 Pentoxifilina: Pentoxifylline © do laboratério SIGMA CHEMICAL
COMPANY (St.Louis, MO, USA).
3.3.8 Montelucaste sodico: SINGULAIR © , Laboratério Merck-Sharp
(Campinas, SP, BRASIL), em comprimidos.

Apds a obtengdo dos resultados desses grupos, foram feitos dois
protocolos experimentais utilizando associa¢ao de drogas:
3.3.9 Pentoxifilina + Celecoxibe, obedecendo as mesmas concentragdes €
doses outrora utilizadas, e
3.3.10 Indometacina + Celecoxibe, rezando as mesmas concentragdes e

doses respectivas das drogas.
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3.4 ALCA INTESTINAL ISOLADA DE COELHO

Os protocolos experimentais seguiram o modelo descrito por De &
Chatterje, 1953, para estudos, in vivo, do efeito secretorio do Vibrio
cholerae

Os animais, em jejum, foram anestesiados com a associagdo de
cloridrato de xilazina, um miorrelaxante nao-narcotico, atuando na
diminui¢do da liberagdo de dopamina e noradrenalina, a nivel de receptores
o, utilizando a dose de 5mg/kg, via intramuscular. Apds um intervalo de 5
minutos, foi administrado cloridrato de quetamina (25 mg/kg), anestésico
dissociativo, também por via intramuscular (BRANDER, 1991; BOOTH &
MCDONALD, 1992; MASSONE, 1994).

Em seguida aos animais entrarem em plano cirtrgico, foi feita uma
laparotomia mediana de 10-15 c¢m, incidindo-se, em primeira instancia, a
pele e, em seguida, o peritonio, para visualiza¢do do intestino delgado.

Apds exposicdo do ceco e identificacdo do ileo, uma porcdo de
aproximadamente 30 cm do tubo entérico terminal foi lavada com PBS, em
um volume de 5 ml, para remog¢do de excesso de fezes oriundas do jejum.
Durante este procedimento, teve-se o cuidado de ndo traumatizar o ileo nem
tampouco rompem a vascularizagdo entérica.

Entdo, segmentos de 6-8 cm de ileo foram subdivididos, em dupla
ligadura, com linha de algoddo, para isolamento de algas isoladas, em
quantidades que variaram de 5 a 7 segmentos. Posteriormente, injetou-se
nas algas isoladas, volumes iguais a 1 ml de controle, na primeira alga, e
toxina A, nas demais.

O periodo no qual os animais foram sacrificados, apds a inje¢do do
controle e de toxina A, variou quando estabeleceu-se a curva de tempo-
efeito. Durante este protocolo, os tempos variaram entre 6 a 18 horas, com

posterior colheita do fluido' intestinal. Quando obteve-se a curva tempo-



36

efeito, a recuperagdo do fluido intestinal foi determinada em 18 horas apos
as injegoes.

No ato da eutandsia, os animais foram anestesiados com pentobarbital
sodico (40mg/kg; 1.p.) cujas propriedades de indugdo do sono e de
depressao do sistema nervoso central colaboraram para amenizar o
sofrimento dos coelhos (RANG & DALE, 1995). Em seguida, foi injetado
cloreto de potassio (dose aleatoria de 2ml, via intracardiaca) para
consumagcao da eutanasia.

A colheita do fluido intestinal foi feita pela reabertura da cavidade
abdominal (pele e peritonio) dos animais. Os segmentos isolados foram
descompatibilizados do plexo entérico e medidos em centimetros, € seus
contetudos acondicionado em tubos de plastico € mensurados seus volumes,
em microlitros. A taxa de secre¢do foi calculada dividindo-se o volume do
fluido recuperado pelo comprimento da alga intestinal e o quociente foi
expresso em microlitros/centimetro (ul/ml).

Para o protocolo experimental de bloqueio farmacoldgico, foram
utilizados de dois a trés coelhos por experimento, com pesos médios
semelhantes, € sob as mesmas condigdes preliminares dos experimentos
anteriores.

O pré-tratamento dos grupos de animais obedeceu um curso de tempo
variante entre 30 minutos a uma hora antes da inje¢ao da toxina.

Ao final de cada procedimento de eutanasia, culminada com injegao
intracardiaca de uma solugdo saturada de cloreto de potassio, os dados
contendo os volumes recuperados, os tamanhos dos segmentos, e as
respectivas taxas calculadas foram computados a uma ficha contendo,

também, todos os detalhes ocorridos no término de cada experimento.

3.5 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
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3.5.1 CURVAS DOSE-RESPOSTA E TEMPO-EFEITO

No sentido de se tracar a curva dose-resposta, 0s grupos
experimentais foram divididos de acordo com a administracdo das doses de
0,3; 0,5; 1,0 € 3,0 ug/ml, a fim de se obter a taxa de secrecao intestinal, em
ul/cm. Neste protocolo, o tempo de recuperacdo do fluido intestinal foi de
18 horas apds a injecdo do controle e TxA.

Tragada, entdo, a curva dose-resposta, outra etapa configurou-se na
obtengdo da cinética tempo-efeito, utilizando a dose mais adequada,
lug/ml, oriunda do protocolo anterior, nos tempos de 6, 8, 10; 12 ¢ 18

horas.

3.5.2 MODULACAO FARMACOLOGICA

Os dados obtidos, apos a conclusdo dos protocolos em epigrafe,
foram essenciais para a composicdo da modulagdo farmacologica do
bloqueio secretorio, utilizando-se varias drogas antiinflamatérias. Para
tanto, os grupos experimentais foram divididos de acordo com a via da
cascata inflamatéria a ser pesquisada a participagdo de mediadores deste
processo sob influéncia da injeg¢do de toxina A nas algas intestinais isoladas.

O primeiro de animais foi pré-tratado com o corticosteroide
dexametasona, administrada via subcutdnea, na dose de 0,5 mg/kg, 30
minutos antes do experimento no intuito de promover bloqueio do processo
inflamatorio (MASFERR e cols., 1990). Posteriormente, oS grupos
seguintes foram orientados a serem pré-tratados com drogas as quais
modulariam outras vias metabolicas desencadeadas neste evento
fisiopatologico. Por conseguinte, utilizou-se quinacrina, uma droga
antagonista especifica de fosfolipase A, onde uma aliquota de 100 mg fo1
diluida em 2 ml de PBS e administrada sob a dose de 20 mg/kg, via

subcutinea, 1 hora antes do experimento.
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A partir de entdo, os protocolos foram conduzidos no intuito de se
modular as vias bioquimicas dos metabolitos do acido araquidénico, tanto
pela ciclooxigenase quanto pela lipooxigenase. A fim de se estudar o
envolvimento dos derivados leucotri€énicos neste processo, um grupo animal
foi previamente tratado com montelucaste sodico na dose de 10mg/kg onde

os animais foram pré-tratados 1 hora antes do experimento.

Devido a importancia da participagdo da enzima ciclooxigenase na
fisiopatologia desta doenga diarreica, a modulacdo farmacolodgica seguiu o
rumo da inibi¢do terapéutica de COX. Em primeira instancia, utilizou-se
indometacina, uma droga cuja seletividade a COX-2 ¢, relativamente
reduzida, além de induzir inflamagdo cronica intestinal (YAMADA e cols.,
1993). Uma aliquota de 200 mg da droga foi diluida em 2 ml de PBS, na
dose de 2 mg/kg, administrada via sﬁbcuténea, uma hora antes de cada

experimento.

Os protocolos priorizaram, portanto, a investigacdo da participacao
mais pontual da COX-2 na promog¢ido de secrecdo intestinal neste modelo
experimental, onde duas drogas mais seletivas foram usadas no screening
deste evento. O meloxicam e o celecoxibe foram colhidos para compor esta
etapa do trabalho. No primeiro caso, a formulagdo do meloxicam tinha
concentragdo de 7,5 mg/ml, sendo os comprimidos diluidos em 2 ml de
PBS. Obteve-se uma dose final de 20 mg/kg ¢ a droga foi administrada, via
oral, uma hora antes da inje¢do da toxina A. No protocolo envolvendo
celecoxibe, as capsulas, formuladas na concentragdo de 100 mg/ml foram
diluidas em PBS, tendo, portanto, a dose de 20 mg/kg, administrado via

oral, onde os animais foram pré-tratados 1 hora antes da inje¢ao de TxA.

Na pesquisa da participagdo do TNF-oo no processo fisiopatologico
induzido pela toxina A, foi utilizada pentoxifilina, na concentragdo de 150

mg/ml onde 300 mg da droga foram diluidos em 2 ml de PBS. A droga teve
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dose de 50 mg/kg e foir administrada, via subcutidnea, 1 hora antes do

experimento.

A associagao entre drogas foi, portanto proposta entre grupos pré-
tratados concomitantemente com pentoxifilina + celecoxibe e outro grupo,
associados celecoxibe e indometacina. Tal associagao foi proposta a fim de
se estudar o possivel sinergismo farmacolégico adicional com a
administracdo concomitante das drogas, no sentido dirimente da taxa de

secrecdo intestinal induzida pela toxina A.

3.6 HISTOPATOLOGIA

Logo apos os procedimentos de eutanasia e recuperagao do fluido
intestinal, fragmentos de ileo terminal foram extraidos a fim da confeccao
das laminas de analise histopatologica dos diversos grupos experimentais

estudados neste trabalho.

Realizada a coleta do material, o ileo foi acondicionado em frascos
contendo formol a 10% por 12 horas. A seguir, a peca fora disposta em
alcool etilico a 70% para desidratagdo, por 6 horas, para em seguida, ser

realizada a diafinizacdo com agua e xilol em uma hora.

O passo subseqiiente ocorreu a impregnacdo com parafina em estufa
por trés horas. A inclusdo com parafina, antes da microtomia, ocorreu em
temperatura ambiente. Apds a microtomia, procedeu-se a etapa de
coloragdo a partir da desparafinizagdo, por trés minutos, hidratagio, em 12
minutos, adi¢do de hematoxilina, entre 15 a 30 segundos, e finalmente,
eosina, também em 15 a 30 segundos.

Para a montagem da lamina, em definitivo, a peca desidratada por 6
minutos, diafinizada por uma hora ¢ posta sob laminula com 3 gotas de

Entellan para posterior visualizagdo ao microscopio.
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

A significancia estatistica dos varios grupos de ensaios foi analisada
por ANOVA, teste de Bonferroni. Os dados foram apresentados como
média + erro padrdo da média. Valores de p<0.05 foram considerados
estatisticamente significantes.

Os calculos estatisticos foram realizados, através de um
microcomputador, utilizando-se o programa profissional de sofiware em
Estatistica SigmaStat (Jandel Scientifc, San Rafael, California, USA),
através do teste estatistico de Bonferroni. O n diz respeito ao numero de
algas isoladas em cada grupo estudado onde, em média, foram utilizados de

quatro a sete animais.
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4. RESULTADOS

4.1 CURVA DOSE-RESPOSTA

Nos protocolos experimentais, foram wusadas as seguintes
concentragdes de toxina A, ja devidamente diluidas em PBS: 0,3; 0,5; 1,0 e
3,0 ug/ml, com o tempo de recuperagdo do fluido intestinal de 18 horas,
sendo n o ntmero de alcas intestinais recuperadas. Os resultados
evidenciaram que, a partir da concentragcdo de 1,0 pg/ml, a TxA provoca
secre¢do intestinal (TxA=1070,7 + 122,9 ul/cm Vs PBS=95.9 + 44,9 ul/cm;
p<0,05; n=16). A TxA, obteve efeito secretorio, também de forma
significativa, na concentragdo de 3,0pg/ml (TxA=1088,3 £ 102,8 ul/cm Vs
PBS=95,9ul/cm; p<0,05; n=12).

Por outro lado, as concentragdes de 0,3 pg/ml (TxA=188.9 + 654
ul/em Vs PBS= 95 9ul/cm; p<0,05; n=10) e de 0,5ug/ml (TxA=324,09 +
124,8 ul/ecm Vs PBS= 100ul/cm; p<0,05; n=12) nao foram capazes de
promover secre¢do intestinal, de modo significativo, nos protocolos

experimentais realizados. (FIGURA 1)

4.2 CURVA TEMPO-EFEITO

A partir de entdo, os protocolos experimentais para a determinagdo da
curva tempo-efeito foram conduzidos utilizando a dose de 1,0 pg/ml, os
resultados foram comparados entre os grupos temporais, levando-se em

conta as taxas de secregdo intestinal relativas a cada protocolo
experimental. Observou-se, ainda, que a dose de TxA (1,0ng/ml) provocou
secrecdo intestinal tempo-dependente em 6 horas (TxA= 91,0 £ 7,43 pg/ml,
n=12; p<0,05); 8 horas (TxA= 88,6 + 29.44 ug/ml; n=10; p<0,05), 10 horas
(TxA= 416,1 + 39,09 ug/ml; n=10; p<0,05), 12 horas (TxA= 673,6 +
118,11 pg/ml; n= 10; p<0,05) e 18 horas (TxA= 1070,7 + 122,90 pl/cm,
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n=12; p<0,05). Os dados foram analisados através da comparagio estatistica
entre as taxas das algas injetadas com TxA e as com PBS (TxA Vs PBS).

A taxa de secrecdo intestinal mostrou-se significativa inicialmente em
12 horas apos a inje¢do da toxina A nas algas isoladas, culminando com seu

efeito maximo ao final de 18 horas. (FIGURA 2)

4.3 MODULACAO FARMACOLOGICA

Apbés a determinagdo das curvas dose-resposta e tempo-efeito,
realizaram-se, a partir de entdo, os protocolos de modulagdo farmacolégica
do evento secretorio da toxina A, através do pré-tratamento com as drogas
antiinflamatorias previamente descritas. A dose de toxina A e o tempo de
recuperacdo do fluido intestinal adotados nesta etapa foram de 1.0ug/ml e
18 horas, respectivamente.

Os resultados sdo mostrados na descricdo com suas meédias e erro
padrio da média da secrecdo intestinal, expressas em pg/ml, comparadas
com a média de secre¢do do grupo sem pré-tratamento, com toxina A,
acompanhadas da percentagem aproximada de bloqueio da secregdo

intestinal com grau de significancia de p< 0,05.

4.3.1 Efeito do inibidor de fosfolipase A, e de citocinas sobre a
secrecio intestinal induzida pela toxina A do C. difficile em ileo de

coelho.

A dexametasona, dentre os diversos grupos experimentados, foi
capaz de inibir a secre¢do intestinal de modo significativo, com maior
propriedade (DEXA= 172,3 + 37,0 Vs. TxA 1034,9 + 93,0 ul/em; n = 15;
p<0,05). Tal afirmagdo é condizente com a elevada taxa de bloqueio da

secregdo de 83%. (FIGURA 3).
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4.3.2 Efeito do inibidor especifico de fosfolipase A, sobre a

secreciio intestinal induzida pela toxina A do C. difficile em ileo de

Observou-se que a quinacrina bloqueou de modo significativo a
secrecdo intestinal, porém sua eficdcia mostrou-se menor do que a da
dexametasona, indicando um possivel envolvimento de citocinas nesse
evento (QUINA= 591,9 + 64,5 Vs. TxA 10349 £ 93,0 ul/em; n= 19,
p<0,05). O bloqueio percentual da taxa de secre¢do intestinal neste

protocolo fora de 43%.(FIGURA 4)

4.3.3. Participacio de mediadores inflamatorios derivados da

lipooxigenase no evento secretério promovido pela toxina A do

Clostridium difficile em ileo de coelho, in vivo.

No intuito de se constatar a participa¢do de leucotrienos no fendémeno
fisiopatologico proposto neste trabalho, um grupo de animais foi pré-tratado
com um bloqueador da sintese de lipooxigenase o qual nido se mostrou
capaz de provocar um bloqueio significativo nas taxas de secrecdo intestinal
(MONTE= 702,2 £ 106,4 Vs TxA 10349 £ 93,0 ul/em; n= 12; p<0,05). O
bloqueio percentual da taxa de secrecdo intestinal neste protocolo fora de

somente 32%, ndo sendo, portanto, significativo.(FIGURA 5)

4.3.4 Investigacio do envolvimento de ambas as isoformas da
enzima ciclooxigenase (COX 1 e 2) sobre a secrecio intestinal

induzida pela toxina A do C. difficile em alca isolada de coelho.
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Nao obstante o estudo acerca da participagdio dos derivados
metabolicos do acido araquidénico nos fendmenos secretorios da toxina A,
in vivo, os resultados realizados com a administragdo de indometacina
revelaram, também, uma significativa inibicdo das taxa de secregdo
intestinal (43%). Tais dados mostraram que tanto COX-1 quanto COX-2
estavam contribuindo na fisiopatologia secretéria da toxina A. INDO=

587,5 £49,0 Vs. TxA 1034,9 £ 93,0 ul/cm; n = 15; p<0,05. (FIGURA 6)

4.3.5 Acdo inibitéria de drogas antagonistas da enzima
ciclooxigenase-2 (COX-2) sobre a secrecio intestinal induzida pela

toxina A do C. difficile em ileo de coelho

Quando os protocolos de modulagdo farmacoldgica, agora,
investigavam a participacdo de COX-2, os dados obtidos demonstraram que
tal enzima, induzida sua expressio durante o processo inflamatorio
diarreico, tem atividade marcante nos eventos secretérios causados pela
toxina A, in vivo. Tal evidéncia fora denotada quando os animais foram pré-

tratados com duas drogas especificas: meloxicam e celecoxibe.

Os resultados de ambas as drogas mostraram consideraveis indices de
inibicdo das taxas de secrecdo intestinal, ressaltando que os fluidos
recuperados apresentaram aparéncia limpida, em contraste aqueles ortundos
da administragdo de indometacina. Contudo, o celecoxibe foi habil em
melhor bloquear a secregdo intestinal (56%), em detrimento as taxas
secretorias conseguidas com o meloxicam (39%). Meloxicam: MELOX=
627.4 + 77,5 Vs. TxA 10349 £ 93,0 ul/cm; n = 18; p<0,05. Celecoxibe:
CELOX= 451,0 + 91,6 Vs. TxA 1034,9 £+ 93.0 ul/cm; n = 20; p< 0,05.
(FIGURA 7)
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4.3.6 Participacdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) no

-
=

ocesso inflamatério intestinal induzido pela toxina A do C

difficile em ileo de coelho.

A fim de estudar da implica¢do de outro mediador inflamatério, no
modelo de diarréia causada pela toxina A in vivo, neste protocolo procurou-
se investigar se o TNF-a estaria envolvido neste evento secretorio. Para
tanto, os animais receberam administragdo prévia de pentoxifilina antes da
injecao intraluminal de toxina A. Ao final dos experimentos foi constatado
que o bloqueio anti-TNF-a inibiu, significativamente, a secre¢ao intestinal,
numa margem percentual de 45%, sugerindo a participagdo desta citocina
na diarréia inflamatoéria induzida pela toxina A do C. difficile. Pentoxifilina:
PENTOX= 570,0 + 131,7 Vs. TxA 10349 + 93,0 pl/cm; n = 16; p<0,05.
(FIGURA 8)

4.3.7 Pré-tratamento concomitante entre um inibidor de COX-2
(celecoxibe) e um antagonista de TNF-a (pentoxifilina) sobre a
secreco intestinal induzida pela toxina A do C. difficile em ileo de

coelho.

Diante dos resultados obtidos, foi estabelecida a associagdo entre a
droga que melhor inibiu a atividade de COX-2, celecoxibe (56%),
simultaneo ao inibidor de TNF-o (pentoxifilina). Tal associagdo, entre o0s
grupos, também mostrou-se eficaz enquanto bloqueadora da secregdo
intestinal: Pentoxifilina + Celecoxibe (PENTOX + CELOX= 539,7 £ 76,5
Vs. TxA 1034,9 + 93,0 ul/cm; n = 23; 48%; p<0,05). (FIGURA 9)
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4.3.8 Associacio farmacolégica entre um inibidor especifico de
COX-2 (celecoxibe) e um antagonista de ciclooxigenase
(indometacina) sobre a secre¢ao intestinal induzida pela toxina A

do C. difficile em ileo de coelho.

Neste protocolo, agora, evidenciou-se a participagdo de
prostaglandinas nos fendmenos inflamatorios derivados da toxina A. Os
fluidos intestinais recuperados mostraram-se menos hemorragicos, em
contrapartida aos tomados durante a modulagdo com a indometacina
isoladamente. Quanto a inibi¢do secretoria, essa associacdo, a semelhanca
da anterior, da mesma forma foi significativamente satisfatoria, atingindo
um percentual de 60%. Indometacina + Celecoxibe: INDO + CELOX=
421.7 £ 60,0 Vs. TxA 1034,9 + 93,0 ul/cm; n = 13; p<0,05. (FIGURA 10).
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Figura 1: Cinética dose-resposta da toxina A em modelo de al¢a isolada

em coelho. Cada grupo experimental foi conduzido com as referidas doses

de toxina A, com o tempo de recuperagdo dos fluidos intestinais de 18

horas, tendo o PBS como grupo controle. Os dados, expressos em pg/ml,

estdo plotados como média + erro padrio da média e foram analisados por

ANOVA (teste de Bonferroni). O n diz respeito ao numero de algas isoladas

As doses de 1,0; 3,0 pg/ml ndo tiveram diferengas estatisticas significantes.
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Figura 2: Cinética tempo-efeito da toxina A em modelo de al¢a isolada
em coelho. Com a dose de 1,0 pg/ml da toxina A tirada da curva dose-
resposta utilizou-se diferentes tempos de recuperagdo do fluido intestinal.
Dentre os grupos estudados, aqueles cujos fluidos foram recuperados a
partir de 12 horas tiveram significancia estatistica, sendo o efeito maximo
obtido em 18 horas. Os grupos foram comparados entre as taxas de TxA e
de PBS. Os dados, expressos em pg/ml, estdo plotados como média + erro
padrio da média e foram analisados por ANOVA (teste de Bonferroni). O #

diz respeito ao numero de algas isoladas
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Figura 3: Efeito da dexametasona sobre a secrecfo intestinal induzida
pela toxina A do Clostridium difficile. A dexametasona (0,5 mg/kg)
bloqueou a secre¢do intestinal em ileo isolada de coelho (Dexa 170,3 + 37,0
Vs TxA 1034,9 + 93,0ul/cm). Os dados, expressos em pg/ml, estdo
plotados como média + erro padrio da média e foram analisados por
ANOVA (teste de Bonferroni). O # diz respeito ao numero de algas isoladas

nos grupos modulados.
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Figura 4: Pré-tratamento com bloqueador especifico de fosfolipase A,
(quinacrina) em alg¢a isolada de coelho A secrecdo intestinal provocada
pela toxina A do C. difficile foi inibida, parcialmente, por um inibidor
especifico de Fosfolipase A, (Quina 591,9 + 64,5 Vs TxA 10349 *
93,0ul/em; p< 0,05). Os dados, expressos em pg/ml, estdo plotados como
média + erro padrdo da média e foram analisados por ANOVA (teste de
Bonferroni). O »n diz respeito ao numero de alcas isoladas nos grupos

modulados.
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FIGURA 5. Inibidor de lipooxigenase (montelucaste sédico) néio alterou
as taxas de secre¢do intestinal provocada pela toxina A. A taxa de
secre¢do intestinal ndo foi bloqueada de modo significante, comportando-
se, portanto, como uma droga ineficaz & reversdo do quadro secretério
promovido pela toxina A. MONTE 702,2+ 106.4 Vs TxA 1034,9 + 93.0
pl/em; n= 12; p<0,05. Os dados, expressos em pg/ml, estdo plotados como
média + erro padrio da média e foram analisados por ANOVA (teste de
Bonferroni). O n diz respeito ao niimero de algas isoladas nos grupos

modulados.
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Figura 6: Indometacina bloqueia parcialmente a secre¢do intestinal
induzida pela toxina A em ileo de coelho. A indometacina provocou uma
inibicdo parcial nas taxas de secre¢do intestinal, marcadamente
acompanhadas pela recuperagdo do fluido intestinal deveras hemorragico

(INDO 587,5 £ 49,0 Vs TxA 1034,9 £ 93,0 pl/cm). Os dados, expressos em

pg/ml, estdo plotados como média + erro padrdo da média e foram
analisados por ANOVA (teste de Bonferroni). O »n diz respeito ao niimero

de algas isoladas nos grupos modulados.
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Figura 7: Efeito inibidor de antagonistas especificos da COX-2 a taxa
de secrecdo intestinal. Tanto o meloxicam quanto o celecoxibe
demostraram bloqueio parcial da secre¢do intestinal perfazendo uma
inibigdo percentual das taxas secretorias significantes (39% e 56,42%,
respectivamente), enfatizando que as modulagdes farmacoldgicas utilizando
drogas mais especificas para inibicdo de COX-2 bloqueiam, em parte, 0s
efeitos secretérios induzidos pela toxina A do Clostridium difficile,
apresentando fluidos recuperados sem focos hemorragicos. Os dados,
expressos em pg/ml, estdo plotados como média + erro padrio da média e
foram analisados por ANOVA (teste de Bonferroni). O » diz respeito ao

namero de algas isoladas nos grupos modulados.



Taxa de Secrecio Intestinal (nl/em)

54

1200 T ol S E— e —— et S— - —— comaeT——

1000

800 S

600

400

200

PBS TxA PENTOX
Toxina A (1,0 pg/ml; 18 horas)

Figura 8: Pentoxifilina inibe parcialmente os fenomenos secretérios
promovidos pela toxina A do C. difficile em alca isolada de coelho.
Segundo os resultados obtidos, a pentoxifilina como inibidor da transcrigdo
de RNAm de citocinas (IL-1, IL-6, quimiocinas) mostrou que o TNF-a
participa significativamente do bloqueio secretdrio intestinal em analogia a
outras drogas antiinflamatorias seletivas para inibi¢do de ciclooxigenase
(PENTOX 570,0 £ 131,7 Vs TxA 1013.9 £+ 93,0 pl/cm). Os dados,
expressos em pg/ml, estdo plotados como média + erro padrio da média e
foram analisados por ANOVA (teste de Bonferroni). O » diz respeito ao

numero de algas isoladas nos grupos modulados.
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Figura 9: Associacio farmacolégica de indometacina e celecoxibe nio
bloqueou totalmente a secrecio intestinal induzida pela toxina A do C.
difficile. Celecoxibe e indometacina, associadas, ndo provocaram adi¢do no
bloqueio da taxa de secregdo, ratificando que o pré-tratamento
concomitante nfo levou a resultados compativeis com aqueles obtidos com

a dexametasona (INDO + CELOX 421,7 £ 60.0 Vs TxA 1013.9 + 93,0

ul/cm). Os dados, expressos em pg/ml, estdo plotados como média + SEM
e foram analisados por ANOVA (teste de Bonferroni). O #» diz respeito ao

namero de algas isoladas nos grupos modulados.
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Figura 10: Efeito secretorio em alca intestinal isolada de coelho
através do pré-tratamento associado com celecoxibe e
pentoxifilina. A associagdo entre celecoxibe e pentoxifilina promoveu
inibigdo parcial das taxas de secregdo intestinal, corroborando, ademais,
com a auséncia do sinergismo farmacologico esperado. Os resultados
evidenciaram que o TNF-a participa de modo menos efetivo dos eventos
secretorios, a despeito dos metabdlitos oriundos da agdo da COX-2
(CELOX + PENTOX 539,7 + 76,5 Vs TxA 1034,9 + 93,0ul/cm). Os dados,
expressos em pg/ml, estdo plotados como média + SEM e foram analisados

por ANOVA (teste de Bonferroni). O n diz respeito ao nimero de algas

isoladas nos grupos modulados.
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4.4 HISTOPATOLOGIA

O estudo histopatologico foi realizado a partir das ladminas
confeccionadas das amostras de algas intestinais dos grupos experimentais,
utilizando toxina A na dose de 1,0ug/ml com tempo de recuperagdo das

alcas de 18 horas.

4.4.1 Efeito da solucio controle (PBS) na morfologia ileal sem
tratamento com toxina A.

Os animais que receberam apenas PBS injetado mostraram suas algas
intestinais bem preservadas com a espesura da camada mucosa. Foi
observada, também, a auséncia de exudac¢do neutrofilica, bem como a

morfologia geral apresentou-se inalterada. (Figura 11)

4.4.2 Alteracdoes morfologicas, em ileo de coelho, induzidas pelo pré-
tratamento de toxina A (1,0 ug/ml) do Clostridium difficile.

Neste perfil histolégico ficaram claras profundas alteragées na
morfologia do ileo. Na camada submucosa, foi observada a presenga de
exsudado de neutréfilos, predominantemente macréfagos e linfécitos, além
de edema de submucosa. Nas camadas musculares, foi determinada

exsudagdo de neutrofilos. (Figura 12)

4.43 Acdo da dexametasona (0,5 mg/kg; s.c.) no efeito secretorio
induzido pela toxina A (1,0 pg/ml) em ileo de coelho.

Foi observado discreto edema de submucosa, bem como infiltrado
polimorfonuclear (neutrofilos e eosindfilos), e escassos plasmdcitos e
moderados linfocitos. A descamagéo epitelial mostrou-se discreta, aliada a

preservagdo da mucosa bem evidente. (Figura 13)
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4.4.4 Efeito de um inibidor especifico de fosfolipase A, sobre a
morfologia ileal apo6s exposi¢cdo a toxina A

Evidenciou-se intensa exsudacdo inflamatéria de linfécitos na
mucosa e a presenga de poucos neutréfilos. Foram observadas alteragdes
consideraveis, tais como: edema discreto da submucosa com exsudagdo de
linfécitos, em maior magnitude, neutr6filos e eosinéfilos, em menor escala.

Modificagdes vasculares puderam ser percebidas explicitas pela
moderada dilatacdo dos vasos linfaticos e discreta congestdo de vasos

sangiiineos. (Figura 14)

4.4.5 Alteracgdes histolégicas no ileo de coelho sob pré-tratamento com
indometacina (inibidor de COX-1 e COX-2) com exposicio posterior a
toxina A (1,0 pg/ml).

As laminas revelarém vilosidades atentadamente diminuidas, embora
menores do que o normal com preservagdo do epitélio e glandulas. Uma
discreta exsudagdo inflamatéria na mucosa, assim como apreciavel
exsudagdo de neutréfilos fora clarividente; na camada submucosa, ocorreu
infiltragdo de neutrdfilos e linfocitos. Escassos macréfagos foram distintos,
aliado a presenga de discreto edema. Constatou-se exsudagdo de neutrofilos

através da camada muscular.(Figura 15)

4.4.6 Acio histopatologica da toxina A com tratamento prévio dos
animais experimentais com meloxicam (droga antiinflamatoria
especifica a COX-2)

Nas ldminas de ileo foram mostrados poucos eosinéfilos. Exsudado
de macrofagos, linfocitos e neutréfilos, na camada submucosa, além de
discreto edema desta camada, caracterizaram este grupo estudado. Nas
camadas musculares, houve moderada exsudagdo de neutréfilos.(Figura

16)
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4.4.7 Efeito de um inibidor seletivo de cicloxigenase-2, celecoxibe, na

constituicio morfologica de ileo de coelho injetado com toxina A

Neste grupo estudado, foi observada hipotrofia intensa das
vilosidades e da espessura da mucosa, como também, destrui¢do na maior
extensdo. Moderado edema de submucosa e discreta exsudagdo de

neutréfilos foram comumente observados. (Figura 17)

4.4.8 Alteracdes na morfologia normal de ileo de coelho diante de uma
associacio farmacologica entre celecoxibe e uma droga inibidora de

transcricio para TNF-alfa (pentoxifilina)

Nota-se, nestas ldminas obtidas a partir deste protocolo experimantal,
o epitélio de revestimento e glandulas preservados; uma moderada reagdo
inflamatoria também foi observada neste grupo. Evidenciou-se o

predominio de linfocitos e plasmocitos sobre neutréfilos. (Figura 18)

4.4.9 Modulacio farmacolégica no efeito enterotéxico da toxina A (1,0

png/ml) foi realizada pela asociagdo de duas drogas antiinflamatorias

celecoxibe e indometacina

Neste grupo, a associagdo entre celecoxibe e indometacina, ha
acentuada diminui¢do com quase desaparecimento de vilosidades com
epitélio e glandulas relativamente preservados. Foram observados focos

microscopicos de hemorragia

Moderada exsuda¢do inflamatoria, salientando a existéncia de
linfocitos e neutrofilos na camada mucosa, como também discreto edema de
submucosa caracterizaram as ‘ldminas provenientes dos animais pré-
tratados. Acumulos linféides (placas de Peyer), moderada exsudagio
predominantemente linfocitaria na mucosa tornaram-se evidentes. (Figura

19)
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4.4.10 Modulagdao farmacologica do montelucaste sédico, no efeito da
toxina A (1,0 ug/ml) em ileo de coelho

Foi percebida presenga de intenso exsudado intraluminal, constituido
por polimorfonucleares, representados, especialmente por neutrdfilos e
linfocitos.

Uma discreta descamagdo epitelial também foi observada, além de

um infiltrado submucoso. (Figura 20)
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40 X

Figura 11. leo de coelho tratado com solugdo controle (PBS) sem a

presenca da toxina A

O painel A mostra as vilosidades intestinais, camadas mucosa e
muscular normais em aumento de 40 vezes. Painel B mostra, no aumento de
100 vezes, a integridade das vilosidades do ileo. As laminas das algas
intestinais sem a injecdo intraluminal de TxA demonstraram as vilosidades

normais do intestino.

100 X
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10 X 40 X

100 X

Figura 12. ileo de coelho com injecio apenas de toxina A do

Clostridium difficile com recuperaciao das alcas apds 18 horas.

As laminas obtidas a partir das algas intestinais tratadas somente com
injecdo de TxA (1,0 pg/ml), revelaram uma acentuada diminui¢do das
vilosidades (painel A) e da espessura da mucosa mostrado no painel B,
assim ha destruicdo do epitélio e glandulas (painel C). Observou-se,

também, exsudag¢do neutrofilica moderada de mucosa intestinal
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100 X
FIGURA 13. Laminas de ileo de coelho ap6s pré-tratamento com
antiinflamatorio esterdide (dexametasona; 0,5 mg/kg; s.c.).

Os painéis A, B e C demonstram atividade farmacolégica
significativa na conservagdo da integridade das vilosidades do ileo injetado
com toxina A (1,0 pg/ml; 18 horas). As laminas de ileo, neste grupo
experimental mostraram epitélio com discreta descamagdo, além da cémada

mucosa consideravelmente preservada.
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100 X

Figura 14. Corte histolégico de alca de coelho onde os animais foram
pré-tratados com um inibidor especifico de fosfolipase A, (quinacrina;

20 mg/kg; s.c.)

Os grupos experimentais de modulagdo farmacolégica com
quinacrina sdo mostrados nos painéis A, B e C. Observou-se o
desaparecimento das vilosidades, caracterizado por hipotrofia intensa,
descamagio epitelial apreciavel, focos de erosio e hemorragias focais

disseminadas na mucosa.

40 X
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40 X

100 X
Figura 15. [leo de coelho submetido ao pré-tratamento com inibidor
inespecifico de ciclooxigenase (indometacina; 2,0 mg/kg; s.c.) e apods
injecdo intraluminal de toxina A (1,0 pg/ml; 18 horas)

Foi observada, nestas ladminas, uma discreta preservagdo das
vilosidades (10X). No painel B, a diminui¢do das cristas € mais visivel no
aumento de 40 vezes. Em C, os detalhes mais apurados mostram

conservagdo do epitélio e glandulas.
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40 X

100 X
FIGURA 16. Al¢a intestinal de coelho pré-tratado com droga

antiinflamatoria inibidora seletiva de COX-2 (meloxicam; 20
mg/kg; v.0.) com posterior exposicdo a toxina A (1,0 pg/ml; 18
horas).

No painel A, boa preservacdo das vilosidades intestinais € observada.
no painel B, o aumento de 40 vezes evidencia as criptas ainda visiveis. em
C, o epitélio mostra-se, apesar de nitido, inflamado, atentando ao fato de

que neutréfilos encontravam-se em cariorrex.
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100 X

FIGURA 17. fleo de coelho pré-tratado com inibidor seletivo de
COX-2, celecoxibe (20 mg/kg; v.0.) a apds exposi¢do a toxina A (1,0
pg/ml; 18 horas).

Evidenciou-se, nos painéis A (aumento de 10 vezes), B (aumento de
40X) e C aumento de 100 vezes, uma diminui¢do notéria de mucosa, bem
como menor exsudagdo de polimorfonucleares, devido a acgédo

antiinflamatéria da droga.
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10 X

FIGURA 18. Al¢a intestinal mostrando corte histolégico ileal com
tratamento prévio antiinflamatoério adotando associacio entre um
inibidor especifico de cox-2 ( celecoxibe; 20mg/kg; v.0.) e inibidor
de transcricio de RNAm para TNF-a (pentoxifilina; 50mg/kg;
s.c.), apos exposicio a toxina A (1,0 pg/ml; 18 horas)

No painel A, assim como no painel B, a morfologia das vilosidades
encontra-se alterada, fato mais detalhado presente no painel C. As laminas

oriundas da associagdo antiinflamatérias entre celecoxibe e pentoxifilina

mostraram diminui¢do da altura das vilosidades intestinais.

40 X
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10X
40 X

100 X
FIGURA 19. lleo apés pré-tratamento antiinflamatério com
associacio entre um inibidor especifico de COX-2, celecoxibe e

indometacina, apos exposi¢do a toxina A (1,0 pg/ml; 18 horas)

No painel A, em aumento de 10 vezes, observou-se o
desaparecimento das vilosidades ileais. No painel B, € observado o mesmo
fendmeno no aumento de 40 vezes. Em C, a exsudagdo inflamatoria

predominante € bem observada no aumento de 100vezes.
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10X 40 X

100 X

FIGURA 20. fleo de coelho pré-tratado com inibidor de sintese de
leucotrienos (montelucastesodico) a fim de se saber a participacio de
derivados da lipooxigenase no processo de secre¢io intestinal.

O epitélio intestinal apresenta discreta descamag@o com exsudato

intraluminal, constituido principalmente por neutréfilos e linfécitos.
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5. DISCUSSAO

5.1 Atividade enterotoxica da toxina A do Clostridium difficile

Recentemente, a importancia significativa das doengas diarreicas vem
ganhando enfoque no tocante as interagbes destas células com a fungéo
gastrointestinal ¢ a fisiopatologia diarreica (PERDUE e cols., 1991).

Nesse contexto, o Clostridium difficile toxigénico € reconhecido ser a
principal causa de diarréia inflamatéria associada a antibidticos e
antineoplasicos (50-80%) e colite pseudomembranosa (90-100%), devido a
acdo biologica de suas toxinas A e B (BARTLETT, 1990; POTHOULAKIS
e cols., 1993; KNOOP e cols., 1993; JONES e cols., 1997; BLAIR e cols.,
1997, SURAWICZ & MCFARLAND, 1999).

As atividades biologicas das enterotoxinas do C. difficile sdo bastante
complexas e, ainda, ndo estdo totalmente elucidadas. Em muitos estudos in
vitro e in vivo, tém-se demonstrado os efeitos enterotéxicos particulares de
cada toxina, envolvendo a participagdo de células inflamatérias na
fisiopatologia e imunofarmacologia dessa doenca agravante tanto ao
homem quanto a animais domésticos (MITCHELL e cols., 1986;
TRIADIFOLOPOULOS e cols., 1987; JONES e cols., 1989; GRYBOSKI e
cols., 1991; ANGLIM & FARR, 1994; SAMORE e cols., 1996).

O fluido secretado durante o processo fisiopatologico deflagrado pelo
Clostridium difficile ¢ um exsudado inflamatério contendo linfécitos,
neutréfilos, e proteinas séricas. A indugdo de secregdo de fluido intestinal e
inflamago, parece ser o principal mecanismo de diarréia em colites por C.
difficile onde a toxina A induz necrose das células epiteliais € resposta
inflamatoria na lamina propria (TAYLOR e cols., 1981; WEDEL e
cols.,1983).
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A toxina A, portanto, assume um papel imprescindivel na
patogenicidade da enterocolite e suas conseqliéncias no processo
inflamatério do epitélio intestinal. Ao contrario dos efeitos induzidos pela
toxina do Vibrio cholerae, os processos fisiopatologicos induzidos pela
toxina A levam a uma secre¢do profusa de exsudado rico em leucécitos e
em eletrolitos, de dificil tratamento ao paciente (TRIADAFILOPOULOS e
cols., 1989; TUCKER e cols., 1990; ROLFE, 1991; LIMA e cols., 1993;
WILCOX, 1998).

A toxina do Vibrio cholerae representa um exemplo cldssico de
agente indutor de diarréia ndo-inflamatéria cuja alta prevaléncia ¢é
preocupante, principalmente em paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento na América Latina (LIMA e cols., 1994; KOO e cols.,
1996; HAAN & HIRST, 2000).

5.2 Curvas dose-resposta e tempo efeitos da TxA em ileo de coelho

A investigag¢do cientifica, principalmente nessa linha de pesquisa,
acerca do papel de células do sistema imune no processo inflamatério,
imunofisiologia e farmacologia do trato gastrointestinal resultou em
importantes descobertas evidenciando aspectos fisiopatologicos antes
obscuros. Nessa perspectiva, inicialmente foi demonstrado que a
administragdo de toxina A do Clostridium difficile, em alga de coelho, in
vivo, provoca potente secre¢do intestinal, semelhante aquela produzida pela
toxina do Vibrio cholerae (Lima e cols., 1988; 1989).

Evidenciou-se, ainda, nesses estudos, um importante infiltrado inicial
de células mononucleares na mucosa e submucosa ileal tratada com toxina
A (Lima e cols., 1989). Portanto, foi sugerido o envolvimento dessas
células, em especial macrofagos, na fisiopatologia da diarréia inflamatoria

provocada pelo Clostridium difficile.
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Neste trabalho foi demonstrado que a toxina A do Clostridium
difficile foi capaz de induzir secregdo intestinal de maneira dose-
dependente, utilizando as doses crescentes de 0.3; 0,5; 1.0 e 3.0 pg/ml,
denotando que houve significancia estatistica nas taxas de secre¢do a partir
de 1.0pg/ml. Desde essas evidéncias, as doses seguintes também obtiveram
resultados que ratificaram a idéia da dose-dependéncia da toxina A do C.
difficile. A referida toxina mostrou-se, também, potente no tocante a
secrecdo de fluidos intestinais.

Esses fatos foram, entdo referendados pelos resultados obtidos na
construgdo da curva tempo-efeito, onde se observou, um incremento nas
taxas de secre¢do intestinal, dependente do tempo de exposigdo da toxina A
nos modelos de alga intestinal ligada em coelhos. Nos protocolos
desenvolvidos, o tempo de recuperagéo do fluido intestinal variou de 6 a 18
horas, com a administrac;é”lo de toxina A intraluminalmente, recuperando as
alcas as 18 horas de injecdo.

A partir de 12 horas, a taxa de secre¢do mostrou-se significativa:
TxA= 673.6 pg/ml; n= 10; p<0.05; e, as 18 horas foi obtido o efeito
maximo de secre¢do nos protocolos delineados (TxA= 1070.7ul/cm, n=12;
p<0.05). Tais médias de secre¢do faz-se ratificar a severidade de uma
infec¢do induzida pelo C. difficile em pacientes (humanos ou animais
domésticos) que estejam sob terapia antimicrobiana em longo prazo, assim
como de individuos que desenvolvam a doenga sem intervengdo terapéutica
imediata e/ou eficaz por parte dos 6rgdos de salde, principalmente no
nordeste brasileiro (COSTA RIVERA & DRASBEK, 1996; KATZ e cols.,
1997).

5.3 Modula¢io farmacolégica com drogas antiinflamatérias em alca

isolada de coelho
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Desde a descoberta, em 1991, de uma segunda isoforma da

ciclooxigenase, houve consideravel interesse na questdo do porqué de duas
isoformas serem necessarias e quais seus papé€is durante eventos
fisiologicos ou patologicos, ao mesmo tempo que drogas inibidoras
especificas t€ém sido desenvolvidas e usadas para se investigar as fungdes
fisiologicas de COX-1 e COX-2 (LANGENBACH e cols.,, 1995;
MORHAN e cols., 1995; DINCUHK e cols., 1995).
Tais estudos sugerem que ha processos nos quais cada isoenzima esteja
unicamente envolvida (agregacdo plaquetaria para COX-1 e ovulagédo para
COX-2), bem como, em outros eventos, ambas as isoformas participam
concomitantemente (carcinogénese e inflamagdo). Estudos bioquimicos
indicam que cada isoforma pode funcionar independentemente em vias
distintas de biossintese de prostandides derivados de COX-1 e 2. Portanto,
os Unicos papéis fisiologicos para cada enzima podem ser atribuidos pelo
conhecimento acerca das caracteristicas bioquimica delas (SMITH &
LANGENBACH, 2001)

Durante o processo inflamatério, aumentos drasticos na sintese de
prostaglandinas na mucosa intestinal estdo relacionadas com o curso de
doengas diarreicas inflamatorias e colites experimentais (SHARON e cols.,
1978; RACHMILEWITZ e cols., 1989). No entanto, o sistema imune
intestinal desempenha um papel protetor contra a injuria intestinal e a
downregulation da expressdo de citocinas pro-inflamatérias (KNUDSEN e
cols., 1986; MARCINKIEWICZ, 1991).

Durante o processo inflamatério deflagrado por ocasido de episodios
de doengas diarreicas, ocorre expressdo consideravel de prostaglandina E,
(PGE,), um agente que aumenta secrecdo de sais e dgua no intestino,
induzindo aumento de secre¢do de cloreto mediado por AMPc e inibindo
absor¢do de 4dgua e cloreto de sodio. A PGE, ¢ um metabdlito do 4cido

araquidénico e € sintetizada pela via da ciclooxigenase (COX),
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COX-1 medeia regeneracdo epitelial em um modelo de injaria
intestinal induzida por irradiagdo em camundongos o que sustenta a teoria
do papel citoprotetor atribuido a enzima na inflamag&o intestinal (COHN e
cols., 1997). Contudo, camundongos deficientes em COX-1 ndo exibiram
qualquer evidéncia de injdria gastrica espontdnea na auséncia de estimulos
inflamatorios e sdo mais resistentes a agdo de drogas antiinflamatérias na
indugdo de danos gastricos, quando comparados com animais normais. Tais
observagdes sugerem que COX-1 ndo medeia exclusivamente protegdo
gastrointestinal, além de atuar em consondncia com outras moléculas
protetoras (LANGENBACH, 1995).

Alguns pesquisadores tém atribuido a acdo antiinflamatoria de
DAINEs a inibi¢do de COX-2, com os efeitos adversos dessas drogas sobre
a mucosa gastrointestinal advindos do bloqueio da atividade de COX-1
(CHAN, 1995). Essa associagio de COX-2 com eventos inflamatérios
levaram ao desenvolvimento de inibidores seletivos de COX-2 os quais se
esperam desempenhar propriedades antiinflamatérias sistémicas, aliado ‘a
indu¢do de efeitos deletérios minimos. Inibidores seletivos de COX-2
reduzem inflamagdo experimental em bolsas de ar subcutidnea e edema de
pata, sem, contudo, causar injUria gastrointestinal, em contraste a outras
drogas antiinflamatérias ndo-esterdides (SEIBERT, 1994; MASFERR,
1994).

Drogas antiinflamatérias ndo-esterdides (DAINEs) desempenham um
papel imprescindivel na modulagdo da inflamagdo e dor causadas por
estimulos tanto de cunho infeccioso quanto de outra natureza. A literatura
tem citado trabalhos onde o uso de inibidores de COX-2, tais como
celecoxibe, assim como o rofecoxibe e o meloxicam tem trazido beneficios
advindos da baixa toxicidade, em comparacdo com outras DAINEs
tradicionais. Os efeitos colaterais entre os inibidores seletivos de COX-2 ¢

as DAINEs tradicionais ndo diferem significativamente, ndo obstante, o
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tratamento com os primeiros mostrou-se efetivo na reducdo da dor e
inflamacdo, além de diminuir a ocorréncia de ulceras gastrointestinais
(NOBLE e cols., 2000).

Partindo desse principio, nosso trabalho demonstrou, através da
modulagéo farmacoldgica do processo inflamatdrio induzido pela toxina A,
a participacdo dos mediadores inflamatdrios envolvidos na fisiopatologia
dessa doenga diarreica. Para tanto, os protocolos proferidos foram
conduzidos a fim de se obter resultados os quais fossem mais fidedignos no
tocante ao bloqueio da secre¢do intestinal pelo pré-tratamento com drogas
antiinflamatdrias de especificidades diferentes.

O grupo experimental pré-tratado com dexametasona revelou
resultados dando conta de um bloqueio total de secre¢éo nas algas isoladas
apos injegdo de toxina A, visto que tal droga € um composto habil em inibir
a transcricio de RNAm de virias citocinas oriundas de macréfagos,
incluindo o fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina-1, interleucina-
8, bem como inibidora da sintese de fosfolipase A, (BEUTLER e cols.,
1986; BARNES & ADCOCK, 1993). Nossos resultados refletiram
claramente sua eficicia farmacoldgica, atingindo um elevado indice de
bloqueio da secrecfo intestinal, em torno de 83%, fato este podendo,
também, ser atribuido & inibicdo de fosfolipase A,, como evento sinérgico
adicional no que concerne ao alto poder antiinflamatério da dexametasona.

Outro protocolo de inibigcdo da resposta inflamatoria focalizou, entdo,
uma inibicdo mais especifica da enzima fosfolipase A,, através do pré-
tratamento com quinacrina. Tal droga bloqueou de forma menos especifica
as taxas de secreg¢do intestinal, em analogia com a dexametasona, indicando
a participacdo de eicosandides na fisiopatologia induzida pela toxina A

A fim de se investigar o grau de envolvimento de ambas as isoformas
da enzima ciclooxigenase (COX-1 e COX-2), os protocolos seguintes

rezaram, também a administragdo prévia de farmacos mais ou menos
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especificos a COX-2, cujo mecanismo de agdo € intrinseco ao quadro

patoldégico envolvendo o processo inflamatério provocado pela toxina A.

A indometacina, um inibidor menos especifico, promoveu um
bloqueio parcial nas taxas de secre¢fo intestinal, visto que também é capaz
de inibir a isoforma constitutiva da ciclooxigenase (COX-1). Quando se
recuperou o fluido intestinal para posterior determinagdo das taxas de
secrecdo, havia evidéncias de derrame hemorragico onde os liquidos
coletados em outros grupos estudados, em contraste, mostraram-se bastante

opacos €, em algumas vezes, limpidos.

As drogas antiinflamatérias ndo-esterdides inibem a sintese de
prostaglandinas e tromboxanos, em particular, o tromboxano A,, podendo
levar a hemorragias, perda de proteinas e disfungdo ileal (SORENSEN,
1989). Além disso, a indometacina, além de induzir focos hemorragicos,
tem efeitos antitroficos, reduzindo a espessura do ileo, assim como
colaborando com a diminui¢&o do indice de mitose nos varios segmentos da
mucosa intestinal (URIBE e cols., 1987). O bloqueio parcial se mostrou
evidente pelos resultados: INDO= 587.4 Vs. TxA 1013.9 pl/cm; p<0,05,

com percentual de inibi¢do de 42%.

Outras drogas inibidoras, mais especificas de COX-2, mostraram um
bloqueio mais significativo, visto que ambos os protocolos utilizando
meloxicam e celecoxibe, mostraram resultados refletidos na reducdo das
taxas de secregdo intestinal, onde a expressdo de ciclooxigenase-2,
possivelmente, estd envolvida na gé€nese desse fendmeno. Tal fato €
comprovado quando houve o pré-tratamento com ambas as drogas e se
observou, também, um bloqueio parcial na secre¢éo intestinal, com margem
estatistica semelhante, porém com diferenga no aspecto dos fluidos
recuperados quando comparados com grupos pré-tratados com

indometacina.



79

O celecoxibe conseguiu, por sua vez, inibir de modo mais eficiente a
enzima ciclooxigenase-2 em contraste com o meloxicam: CELOX= 451.0
Vs. TxA 1013.9 pl/cm; p< 0,05, perfazendo um bloqueio de 56%. Por outro
lado, 0 meloxicam mostrou um bloqueio percentual de 38.75%, obtendo os

resultados de: MELOX= 621.0 Vs. TxA 1013.9 pl/cm; p<0,05.

Alguns mediadores pro-inflamatérios, principalmente aqueles
macrofago-derivados, incluindo o fator de necrose tumoral alfa podem
causar secre¢do intestinal de modo significante (KANDIL e cols., 1992).
Sendo assim, um screening foi proposto a fim de se estudar a participacdo
deste mediador inflamatorio no processo fisiopatoloégico induzido pelo

Clostridium difficile.

Foi realizado, portanto, um protocolo para avaliar a participagdo do
fator de necrose tumoral alfa (TNF-o), com o pré-tratamento dos animais
com uma droga inibidora da sintese de TNF-a, pentoxifilina, a média de
secre¢do intestinal revelou um bloqueio parcial, contudo significativo,
confirmando sua colaboragdo na amplificagdo pré-inflamatoria da doenga
diarreica provocada pelo Clostridium difficile nos modelos experimentais in
vivo. Seus resultados sustentam essa afirmagdo: PENTOX= 569.3 Vs. TxA
1013.9 pl/em; p<0,05, inibindo em 44% a agéo da toxina A no ileo de

coelho.

Delineado, entdo, o envolvimento dos metabolitos do 4acido
araquidonico, da COX-2 e do TNF-qa, assim como o bloqueio dos mesmos
por drogas com especificidades diferentes, utilizou-se, a associagdo dessas
drogas com o propdsito do estudo mais agudo acerca da participagdo tanto
de COX-2 quanto de TNF-a em modelos animais, com ambos os pré-
tratamentos de um grupo com celecoxibe e pentoxifilina e outro com
indometacina e celecoxibe. Os resultados mostraram que a associagdo de

celecoxibe com indometacina mostrou-se mais significante (p<0,05),
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abrangendo um percentual de bloqueio da secrecdo intestinal

aproximadamente de 58%.

5.4 Estudo histopatoléogico do efeito enterotoxico da toxina A em ileo de
coelho

Lima e colaboradores (1988) realizaram um estudo histolégico acerca
dos efeitos deletérios da toxina A (1pg) do Clostridium difficile em ileo de
coelho apds 2 horas de exposigdo. Seus resultados evidenciaram ruptura nas
vilosidades com apenas algumas células basais sobreviventes.

A literatura tem citados muitos trabalhos acerca das atividades
bioldgicas de ambas as toxinas A e B do Clostridium difficile em modelos
in vitro e in vivo (LIMA e cols.,, 1988; ROCHA e cols.,, 1998;
ALCANTARA e cols., 2001). A toxina A, portanto, induz um processo
inflamatério intenso na mucosa intestinal, conseqiientemente, conduzindo a
um aumento na secre¢do intestinal, necrose tecidual, ativacdo de
macrofagos e mastocitos, culminando com uma acentuada migracdo e
infiltragdo neutrofilica local (LYERLY e cols., 1982; LIMA e cols., 1989;
BURAKOFF e cols., 1995; ROCHA e cols., 1997).

Segundo Bartlett (1986) os sinais e sintomas clinicos da colite
pseudomembranosa estavam associados a lesdes macroscopicas e
histologicas da mucosa colonica, apresentando uma freqiiéncia de 90-95%
de diarréia aquosa, 5-10% de diarréia sanguinolenta e hipoalbuminemia.

Em um trabalho recente, Alcantara e colaboradores (2001)
demonstraram, através de técnicas de imunohisotquimica, que a toxina A €
capaz de induzir a expressdo de COX-2 em modelos de alga isolada de
coelhos. Neste trabalho também' ficou evidenciado que as al¢as dos animais
pré-tratados com drogas antiinflamatorias seletivas 8 COX-2 conseguiram
manter um grau satisfatério de preservagdo estrutural. Em nosso grupos

estudados tais resultados comprovaram a verdade plena destes fatos, visto



81

que, nos eventos secretérios, o tratamento prévio antiinflamatério
conseguiu reduzir as taxas de secre¢do intestinal, ao mesmo tempo que a
conservagdo da arquitetura ileal, também, foi conseguida.

A associagdo de um plano terapéutico baseado em DAINEs junto a
antibioticoterapia vem configurando-se numa alternativa vidvel sob o
prisma da minimizag¢do dos efeitos maléficos de terapias antimicrobianas
extensivas ou indiscriminadas as quais resultam em surtos de doengas
diarreicas , principalmente em Unidades de Terapia Intensivas. Tal atitude
clinica tornar--se-ia imprescindivel na recuperagdo satisfatoria de muitos
pacientes dos quais a realidade estatistica é impiedosa e termina por alarmar
tenebrosamente a comunidade cientifica.

Muitos eventos, porém, permanecem ainda pouco esclarecidos no que
concerne a compreenséo total da fisiopatologia inflamatdria e secretoria da
toxina A do Clostridium difficile. A pesquisa, como ferramenta basica para
a elucidagdo deste processo, deve ser seqiienciada a fim de que os
profissionais de saide tenham a seu dispor alternativas terapéuticas

eficazes.
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6. CONCLUSOES

I. A toxina A do Clostridium difficile é capaz de promover uma potente
secre¢do intestinal em modelos experimentais, in vivo, em ileo isolado de

coelho a qual foi dose e tempo dependentes.

IL. O estudo da modulagdo farmacologica do efeito da toxina A no intestino
sugere a participagdo ativa de COX-2 na fisiopatologia do processo
inflamatério induzido pela toxina, confirmada pela diminuigédo das taxas de
secrecdo intestinal com drogas mais seletivas a inibi¢do da referida enzima

e redugdo no grau de lesdo da mucosa intestinal.

III. Os leucotrienos, possivelmente, ndo estdo envolvidos no processo
secretério induzido pela toxina A, visto que o bloqueio de lipooxigenase

ndo resultou na inibi¢do significativa de secregéo intestinal.

IV. A toxina A do Clostridium difficile provoca extensas e severas lesdes
teciduais na mucosa intestinal, variando desde destruicdo de vilosidades a
infiltragdo neutrofilica evidentes, ¢ indugdo de migragdo de células do

sistema imune.
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ANEXO - 1: Modelo de Ficha Experimental

Ficha de Experimentos

ninnal:

nimal: Sexo:
Grupo estudado:
Droga(s):
Observagoes:

RESULTADOS (pl/cm)

MEDIA
DESVIO
S.E.M.

N= Numero de animais utilizados em cada grupo estudado



ANEXO - 2: Curva dose-resposta

Ficha de Experimentos
Animal: Coelhos Nova Zelandia Sexo: Machos
Grupo estudado: Curva dose -resposta

Droga(s): Toxina A do Clostridium difficile

Observagoes:
RESULTADOS (plicm)
PBS 0,3ug/ml 0,5ug/ml 1,0ug/ml 3,0ug/ml 5,0ug/mi
150 200 200 258 1140 1411
0 0 458,33 667 1032 1000
0 0 81,81 978 887 818
0 200 0 820 480 1235
0 0 937,5 857 1444 1277
0 0 545,5 1000 1538 860
562 618 1181,81 1378 818 1133
0 421 863,63 1545 1818 320
0 250 0 783 1500
255 200 0 1400 857
100 0 1673 889
0 0 1489 1653
0 950 477
0 1000 1300
467 811,11 850
0 950 729
MEDIA 95,9 188,9 355,7 1034,9 1088,3 1006,8
DESVIO 179,7 206,8 432,5 371,9 411,2 345
S.E.M. 449 65,4 124,8 93 102,8 122

N=15




ANEXO - 3: Curva tempo-efeito

Ficha de Experimentos

Animal: Coelhos Nova Zelandia Sexo: Machos
Grupo estudado: Curva Tempo-efeito
Droga(s): Toxina A do Clostridium difficile
Observagoes:
RESULTADOS (ul/cm)
6 horas 8 horas 10 horas 12 horas 18 horas
0 224 416,67 188 258
43,75 34,11 500 1163 667
80 41,33 562,5 154 978
42,1 37 562,5 273 820
23,5 34 388,89 1118 857
46,1 37,5 454 54 636 1000
25 34 483,33 696 1378
53,3 125 181,82 711 1545
43,75 285,7 333,33 744 783
95,5 33,33 277,78 1053 1400
40,5 1673
21,1 1489
MEDIA 429 88,6 4161 673,6 1070,7
DESVIO 25,7 93,1 123,6 373,5 4258
S.E.M. 7,43 29,44 39,09 118,11 122,9

N=12




ANEXO - 4: Modulagdo Farmacolégica (TxA + DEXA)

Ficha de Experimentos
Animal: Coelhos Nova Zelandia Sexo: Machos

Grupo estudado: Efeito dexametasona sobre a secrecao intestinal
induzida pela toxina A do Clostridium difficile

Droga(s): Dexametasona

Observagdes: A droga foi administrada na concentracdo de 8,0mg/ml e
dose de 2mg/kg. Os fluidos recuperados encontraram-se limpidos, viscosos
e em pequenos volumes sem presenga de hemorragia

RESULTADOS (pl/cm)
TxA DEXA
258 50
667 187,5
978 100
820 600
857 108,3
1000 70
1378 66,6
1545 58,3
783 86,6
1400 72,7
1673 250
1489 226,6
950 200
1000 307,7
811,11 200
950
MEDIA 1034,9 172,3
DESVIO 371,9 143,5
S.E.M. 93 37

N=9



ANEXO -5: Modulacao Farmacologica (TxA + QUINA)

Ficha de Experimentos
Animal: Coelhos Nova Zelandia Sexo: Machos
Grupo estudado: Efeito anti- secretério de um inibidor especifico de
fosfolipase A 2 em iieo isolado de coeiho
Droga: Quinacrina (20mg/kg; s.c.; 1 hora antes do experimento)
Observagdes: O fluido recuperado teve, predominantemente, aspecto
sero-sanguinolento nas algas recuperadas
RESULTADOS (plicm)
TxA QUINA
258 1000
667 812,5
978 1071,43
820 1250
857 312,5
1000 714,28
1378 636,36
1545 666,66
783 461,54
1400 538,46
1673 500
1489 666,66
950 437,14
1000 357,14
811,11 133,3
950 366,66
424
461,54
436,36
MEDIA 1034,9 591,9
DESVIO 371,89 2811
S.EM. 93 64,5

N= 10



ANEXO - 6: Modulacao Farmacologica (TxA + MONTE)

Ficha de Experimentos
Animal: Coelhos Nova Zelandia Sexo: Machos

Grupo estudado: Participagdo de mediadores inflamatérios derivados da
lipooxigenase (leucotrienos) no evento secretério promovido pela toxina A
do C. difficile em ileo de coelho, in vivo.

Droga:  Monteiucaste sodico

Observagdes: A droga foi administrada na dose de 10mg/kg, v.o. uma hora
antes da injegdo da toxina A. O fluido intestinal encontrou-se sero-mucoso
em grandes volumes os quais semelhantes aos grupos sem pré-tratamento
farmacolégico

RESULTADOS (ul/cm)
TxA MONTE
258 1250
667 1388
978 500
820 333,33
857 500
1000 1071,42
1378 1000
1545 500
783 333,33
1400 500
1673 550
1489 500
950
1000
811,11
950
MEDIA 1034, 702,2
DESVIO 371,9 368,7
S.E.M. 93 106,4

N=7



ANEXO -7: Modulacdo Farmacologica (TxA + INDO)

Ficha de Experimentos
Animal: Coelhos Nova Zelandia Sexo: Machos

Grupo estudado: Investigacdo do envolvimento de ambas as isoformas da
enzima ciclooxigenase (COX 1 e 2) em alga isolada de coelho.

Droga: Indometacina

Observagoes: A droga foi administrada na dose de 2mg/kg, s.c. uma hora
antes da injegéo da toxina A. O fluido intestinal encontrou-se sob intensa
atividade hemorragica sendo notéria a destruicdo de mucosa ileal

RESULTADOS (pl/cm)
TxA INDO
258 722,22
667 666,66
978 700
820 625
857 470,59
1000 15,38
1378 789,47
1545 400
783 650
1400 750
1673 611,11
1489 571,42
950 554,54
1000 571,42
811,11 714,28
950
MEDIA 1034,9 587,5
DESVIO 371,9 189,7
S.E.M. 93 49

N=28



ANEXO - 8: Modulagdo Farmacoloégica (TxA + CELOX)

Ficha de Experimentos
Animal: Coelhos Nova Zelandia Sexo: Machos
Grupo estudado: Agdo inibitéria de drogas antagonistas da enzima COX-2
sobre a secregdo intestinal induzida pela TxA em ileo de coelho
Droga:  Celecoxibe
Observagdes: A droga foi administrada na dose de 20mg/kg, v.o0. uma hora
antes da injegdo da toxina A. O fluido intestinal encontrou-se de limpido a
opaco em pequenos volumes
RESULTADOS (ul/icm)
TxA CELOX
258 933,33
667 23,08
978 180
820 0
857 0
1000 450
1378 416,7
1545 0
783 0
1400 575
1673 647
1489 531,25
950 631,57
1000 0
811,11 0
950 578,57
1214,95
1066,66
1000
772
MEDIA 1034,9 451
DESVIO 371,9 409,6
S.E.M. 93 91,6

N=10



ANEXO - 9: Modulagao Farmacolégica (TxA + MELOX)

Ficha de Experimentos
Animal: Coelhos Nova Zeléndia Sexo: Machos
Grupo estudado: Agéo inibitoria de drogas antagonistas da enzima COX-2
sobie a Secregao intestinai induzida pela TxA eim ileo de coeiho
Droga: Meloxicam
Observagoes: A droga foi administrada na dose de 20mg/kg, v.o. uma hora
antes da injegéo da toxina A. O fluido intestinal encontrou-se, também, de
limpido a opaco em volumes menores, contudo em maior quantidade quando
comparado ao celecoxibe
RESULTADOS (pl/icm)
TxA MELOX
258 333,33
667 375
978 800
820 500
857 791,66
1000 687,5
1378 1269,23
1545 1142,86
783 1000
1400 272,73
1673 619,05
1489 950
950 761,9
1000 650
811,11 333,33
950 62,5
300
444 44
MEDIA 1034,9 627,4
DESVIO 371,9 328,8
S.E.M. 93 77,5

N=38



ANEXO -10: Modulacao Farmacolégica (TxA + PENTOX)

Ficha de Experimentos
Animal: Coelhos Nova Zelandia Sexo: Machos

Grupo estudado: Participagéo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa)
no processo inflamatorio intestinal induzido pela toxina A do C. difficile em
ileo de coelho, in vivo

Droga:  Pentoxifilina

Observacgdes: A droga foi administrada na dose de 50mg/kg, v.o. uma hora
antes da injecdo da toxina A. O fluido intestinal encontrou-se sero mucoso
com raros pontos hemorragicos. O volume recuperado mostrou-se em volu-
mes compativeis ao blogueio arcial da secregéo intestinal

RESULTADOS (ul/cm)
TxA PENTOX
258 1611,11
667 1375
978 588,23
820 588,23
857 1333,33
1000 0
1378 0
1545 160
783 0
1400 0
1673 100
1489 388,88
950 777,77
1000 711,11
811,11 750
950 750
MEDIA 1034,9 570,9
DESVIO 371,9 328,8
S.E.M. 93 71,5

N=28
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ANEXO -11: Modulacao Farmacoloégica
(TxA + CELOX + INDO)

Ficha de Experimentos
Animal: Coelhos Nova Zelandia Sexo: Machos
Grupo estudado: Associacao farmacologica entre um inibidor especifico de
COX-2 (celecoxibe) e um antagonista de ciclooxigenase (indometacina)

em alga ligada de coelho, in vivo

Drogas: Celecobixe e indometacina

Observagdes: As doses e vias de administragdo das drogas foram iguais
mediante protocolos outrora citados. O fluido recuperado mostrou-se bem
hemorragico, porém com bloqueio parcial da secregéo intestinal

RESULTADOS (ul/icm)
TxA CELOX + INDO
258 500
667 590,9
978 650
820. 608,33
857 200
1000 340
1378 420
1545 320
783 311,11
1400 66,66
1673 700
1489 666,66
950 109,09
1000
811,11
950
MEDIA 1034,9 4217
DESVIO 371,9 216,2
S.E.M. 93 60

N=7
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ANEXO -12: Modulagdao Farmacoldgica
(TxA + CELOX + PENTOX)

Ficha de Experimentos
Animal: Coelhos Nova Zelandia Sexo: Machos
Grupo estudado: Associagdo farmacolédgica entre um inibidor especifico de
COX-2 (celecoxibe) e um antagonista de TNF-alfa (pentoxifilina)
em alga ligada de coelho, in vivo
Drogas: Celecobixe e pentoxifilina
Observagoes: As doses e vias de administragdo das drogas foram iguais
mediante protocolos outrora citados. O fluido recuperado mostrou-se com
menos focos hemorragicos, além do bloqueio parcial da secregao intestinal
ser um evento bem evidente nos grupos modulados
RESULTADOS (pl/cm)
TxA CELOX + PENTOX
258 294 .11
667 478.26
978 346.15
82Q, 80.0
857 38.46
1000 457.14
1378 368.42
1545 608.69
783 347.82
1400 736.84
1673 1037.5
1489 700.0
950 600.0
1000 480.0
811,11 555.55
950 506.66
1411.76
400.0
1145.85
200.0
MEDIA 1034,9 539,7
DESVIO 371,9 3423
S.E.M. 93 76,5
N=9
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