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RESUMO
O epitélio intestinal é formado e mantido por uma populacdo de células-tronco capaz de gerar
diferentes linhagens celulares, mantendo a pluripoténcia e a capacidade de auto-renovagdo. A
glutamina € um aminodcido essencial condicional importante para a manuten¢do do epitélio
do intestino. No entanto, poucos estudos tém explorado o papel da glutamina na regulacao
fina do turnover celular da cripta intestinal. Com o propdsito de avaliar o papel da glutamina
no turnover de células da cripta, foi utilizado um modelo in vitro de enteroide, onde as
células-tronco sdo capazes de gerar um epitélio contendo as principais linhagens de células
secretoras intestinais (cé€lula de Paneth, célula caliciforme e célula enteroenddcrina), além dos
enterdcitos absortivos, com a formagdao de uma estrutura tipo vilosidade-cripta. Este modelo
foi usado para testar o efeito de 24 horas de privacdo de glutamina (meio padrdo com
glutamina a 2 mM vs meio livre de glutamina) no turnover epitelial através da contagem de
células marcadas por Edu/nimero total por seccdo e ainda na apoptose celular, através da
contagem de células marcadas para caspase 3-clivada/nimero total por seccdo. A fim de
avaliar a funcdo secretora das criptas, as razdes das células de Paneth e caliciformes por cripta
(célula alvo/mimero total de células secretoras por cripta) foram medidas. O nimero de
células de Paneth e caliciformes foi obtido com o auxilio da microscopia confocal e
imunomarcagdo para lisozima e mucina-2. Além disso, os transcritos dos produtos das células
de Paneth e caliciformes (lisozima e mucina, respectivamente) foram analisados utilizando o
método de PCR quantitativo em tempo real. Com intuito de avaliar o potencial papel
imunomodulador da glutamina, transcritos de elementos da imunidade inata, receptor de tipo
Toll e sua proteina acessoria MD-2, e citocinas, a saber: TNF-a, IL-1f3 ¢ CXCL-1, foram
medidos. A privacdo de glutamina reduziu o nimero de células Edu positivas, em comparacao
com o enteroide sob meio padrdo (p=0,006). Nao houve diferenca significativa em relacdo as
razdes das células de Paneth e células caliciformes entre os grupos apds privacdo de
glutamina. A privagdo da glutamina diminuiu significativamente os transcritos de lisozima, em
comparacao com o enteroide sob meio padrdo (p = 0,007), mas ndo para mucina-2, transcri¢ao
relacionada com a fungdo das células caliciformes. Uma transcricdo reduzida para TNF-a e
MD-2 (p=0,005 e p=0,016, respectivamente) foi observada apds a privacdo de glutamina. Ao
todo, nossos achados reforcam o papel positivo da glutamina sobre o turnover do epitélio
intestinal e, além disso, sugerem um importante efeito regulador da glutamina sobre as células
de Paneth e resposta imune inata. O modelo enteroide fornece uma ferramenta importante

para dissecar os mecanismos de protecdo pela glutamina e guiar estudos futuros.

Palavras-chave: Enteroide, Glutamina, células de Paneth



ABSTRACT
The intestinal epithelium is formed and sustained by a population of stem cells capable of
generating different cell lines while maintaining pluripotent and self-renewal capacity.
Glutamine is a conditional essential amino acid important for the maintenance of the intestinal
epithelium. However, few studies to date have explored the role of glutamine in the fine
regulation of the intestinal crypt cell turnover. In order to evaluate the role of glutamine in the
crypt cell turnover, an in vitro enteroid model was used, where stem cells are capable of
generating an epithelium containing the main intestinal secretory cell lines (Paneth, goblet,
and enteroendocrine cells) and absorptive enterocytes as well, while forming a villus-crypt
like structure. This model was used to test the effect of 24h of glutamine deprivation (standard
media with 2mM glutamine vs glutamine-free media) on epithelial turnover by counting EdU-
labeled cells/total number per section and cell apoptosis by counting cleavage-caspase 3-
labeled cells/total number per section. In order to assess crypt secretory function, Paneth and
goblet crypt cell ratios (target secretory cell/total cell number per crypt) were measured. The
number of Paneth and goblet cells was measured with the aid of confocal microscopy and
lysozyme and mucin-2 immunostainning. In addition, Paneth and globet cell product
transcripts (lysozyme and mucin, respectively) were measured using quantitative Real-time
PCR. In order to assess the potential immunomodulatory role of glutamine, innate immune
element transcripts, Toll like receptor and their accessory protein MD-2, and cytokines, as
follows: TNF-qa, IL-1B and CXCL-1, were measured. Glutamine deprivation reduced the
number of EdU positive cell ratio as compared with the enteroid under the standard media
(p=0.006). No significant differences regarding Paneth and goblet cell ratios were seen
between groups following glutamine deprivation. Glutamine deprivation significantly
decreased lysozyme transcripts as compared with the enteroid under the standard media
(p=0.007), but not for mucin-2 transcripts, related to goblet cell function. Decreased TNF-a
and MD-2 transcription (p=0.005 and p=0.016, respectively) were found following glutamine
deprivation. Altogether, our findings reinforce the glutamine positive role on the intestinal
epithelial turnover and furthermore suggest an important glutamine regulatory effect over
Paneth cells and the innate immune system. The enteroid model provides an important tool to

dissect the mechanisms of glutamine protection and shed light for future studies

Keywords: Glutamine, Enteroid, Paneth
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1. INTRODUCAO
1.1 Histogénese e homeostasia do epitélio intestinal

1.1.1 Célula-tronco intestinal

Na base da cripta intestinal, existe uma populag¢do de células-tronco responsavel pela
formac¢do de toda a arquitetura epitelial, criptas, vilos, e as diferentes linhagens epiteliais 14
presentes, em um constante ciclo de autorrenovagado e proliferagdo. Estas células produzem e
respondem a estimulos gerados por células vizinhas com a finalidade de manter a homeostasia

e promover a formagao ou a recuperacdo tecidual.

A incrivel capacidade de renovagdo do epitélio intestinal, se renovando completamente
em um periodo de 3-5 dias (HEATH, 1996), torna esse 6rgao alvo para o estudo das células-
tronco. Estas células-tronco multipotentes residentes do fundo das criptas intestinais (ISC),
através de um processo altamente regulado, sdo responsaveis pela producdo e manutengdo de
um epitélio absortivo e secretorio, dobrado em unidades repetidas, compostas de
invaginagdes, chamadas de criptas de Lieberkiihn, e protusdes, chamadas de vilos, que
aumentam a area de absorcao, permitindo uma melhor absor¢ao dos nutrientes presentes no

limen (MARSHMAN et al., 2002) (MOLOFSKY et al., 2004).

O numero exato de ISCs em cada cripta e sua localizacdo ainda ndo estd bem definido.
Estudos clonais sugerem algo em torno de 4-6 ISCs por cripta (WONG ef al., 2000). Quanto a
sua exata localizagdo, estudos apontam para duas distintas populacdes de ISC. Uma que
permanece em estado de quiescéncia e outra que se divide ativamente (LI; CLEVERS, 2010).
A ultima seria responsavel pela regeneracdo na homeostase do epitélio intestinal, e a outra
representaria uma populagao “reserva” que entra em atividade para reparar danos teciduais

mais intensos.

A hipotese mais aceita para a localizagdo das ISCs quiescentes ¢ das células retentoras
do marcador +4 (LRC +4), que a identifica na posi¢do +4 a partir do fundo da base da cripta,
na origem do epitélio colunar migratério. Essa hipdtese foi proposta através de estudos que
mostram que essas células sdo sensiveis a radiagdo X ¢ Y (MEDEMA & VERMEULEN,
2011), caracteristicas de células-tronco, com expressdo elevada de bmil, um gene

possivelmente envolvido na manutencao dessas células (SANGIORGI & CAPECCHI, 2008).
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Em relacdo as ISCs proliferativas, o modelo mais aceito ¢ o da base da cripta colunar
(CBC), que coloca essas células na posi¢do 1-4, intercaladas com as células de Paneth. Esse
modelo foi desenvolvido através de observacdes com microscopia eletronica, que evidenciou
células delgadas, imaturas e se dividindo entre as células de Paneth, e que ao sofrerem efeitos

de mutagénicos, geram criptas com até¢ 90% de células mutantes, de diferentes linhagens

(TESORI et al, 2013).

Embora o estudo das células-tronco seja algo indiscutivelmente importante, estas
representam uma parcela muito pequena da populagao intestinal. Ainda existem dificuldades
em determinar seu numero, localiza¢do e até mesmo identidade. Varios marcadores foram
utilizados na tentativa de melhor identificar essas células. Um dos marcadores mais bem
caracterizado ¢ um receptor acoplado a proteina G contendo repeticdes ricas em leucina
(Lgrs), expresso por células que se enquadram no modelo CBC (BARKER & CLEVERS,
2010).

As ISCs, que possuem capacidade de autorrenovacdo, também geram células filhas
com alta capacidade proliferativa através de divisao assimétrica (BARKER; CLEVERS,
2010). Estas sofrem rapidas divisdes enquanto migram em direcdo ao apice do vilo, se
diferenciando: em enterdcitos absortivos que compdem a maior parcela das células do epitélio
intestinal; células caliciformes, que secretam muco; e células secretoras de hormdnios, as
enteroenddcrinas. Ha também as células de Paneth, que ndo migram em direcdo ao vilo,
permanecendo na base da cripta, onde produzem lisozima, mantendo a esterilidade do
ambiente das células-tronco. (BARKER; CLEVERS, 2010). Ap6s completarem o seu ciclo, as

células diferenciadas, morrem e se desprendem do epitélio, sendo descartadas no lumen.

Existe uma complexa e dindmica relacdo entre as células-tronco e o ambiente em que
elas se encontram, que as provém com os estimulos necessarios para se adaptarem e
responderem as necessidades do tecido, proliferando e mantendo a capacidade de
autorrenovacdo e gerando diferentes linhagens celulares. Esse nicho celular, que compde o
microambiente, protege e estimula as ISCs. Ele ¢ composto da matriz extracelular, células
neurais, linfocitos, macréfagos, células endoteliais, fibroblastos, células do musculo liso e
miofibroblastos (LI & XIE, 2005) (OHLSTEIN et al., 2004) (NUSSE ef al., 2008) que ativam
varias vias de sinalizagdo, como Wnt, Notch, proteina morfogenética 6ssea (BMP) e
Hedgehog (SHAKER & RUBIN, 2010) (SEMONT et al., 2010) (YEN & WRIGHT, 2006)
(ISHIZUYA-OKA et al., 2006) (ISHIZUYA-OKA & HASEBE, 2008).
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A via de sinalizagdo Wnt possui um papel crucial na proliferacdo para manutengao das
ISCs (CLEVERS, 2006) (FODDE & BRABLETZ, 2007) (PINTO & CLEVERS, 2005),
sendo composta por moléculas citoplasmaticas que regulam o destino celular no eixo vilo-
cripta do epitélio intestinal normal e estdo implicadas com a autorrenovacao das ISCs
(YEUNG et al., 2011). A perda da sinalizagdo Wnt in vivo bloqueia a proliferagcdo, destruindo
o epitélio (KORINEK et al., 1998). As células de Paneth fazem parte do nicho que mantém as
ISCs e secretam Wnt3a. A reducdo do numero de células de Paneth experimentalmente reduz

o numero de células-tronco por cripta. (TESORI et al., 2013).

Existe um gradiente de sinalizagdo Wnt ao longo do eixo vilo-cripta. A medida que se
distanciam da cripta, elas perdem a estimulagdo Wnt, levando a redu¢do da capacidade de
proliferar (TESORI et al., 2013). A atividade dessa via, juntamente com outras, como Notch e

BMP, ¢ essencial para a formacao de um epitélio intestinal diverso e organizado.

A figura 1 ilustra as diferentes células epiteliais formadas a partir de uma tnica célula
tronco pluripotente e a figura 2 resume a estrutura do epitélio intestinal, sinalizando a posi¢ao
das células-tronco, células diferenciadas e indicando um gradiente das principais vias de

sinalizagdo que 14 atuam.
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Figura 1. Linhagens celulares epiteliais provenientes de um unica células-tronco

. ,Caliciforme Enteroendocrina Paneth
Enterdcito Células secretoras

Célula tronco intestinal

Fonte: (CROSNIER et al., 2006).

Figura 2. Estrutura do epitélio intestinal e principais vias de sinalizagdo envolvidas.

I K,.r‘ 4
- goblet cell — & ! "
= 8
= [ ] -
enteroendocrine cell ]
=
=
@
@
enterocyte =
=] =
myofibroblast =
N
=1 2
= = 8
S EE @
g3
TA cells £ Do
g5
BMP4 sfp BMP |
“oe—
-l ’ @
g5 Sfrps ‘ :lE 35
+4 LRC P \ 29
gzl A A 832

CBC cells WNt3a Wnt Noggin

T

Noggin

Fonte: (KUHL & KUHL, 2013). Legenda: crypt basis = base da cripta, crypt = cripta, villus
= vilo, Paneth cells = células de Paneth, enterocyte = enterdcito, enteroendrocrine cell =
células enteroenddcrina, goblet cell = células caliciforme, stem cell niche = nicho das célula-

tronco, proliferating progenitor cells = células progenitoras em proliferacao, differenciated
cells = células diferenciadas.
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1.1.2 Sinalizacio e diferenciacio do epitélio intestinal

1.1.2.1 Via Wnt

A via de sinalizacdo Wnt pode ser dividida em duas, a canonica (dependente de fator
de células T) e ndo canodnica (ndo dependente de fator de células T). A sinalizagdo Wnt
candnica tem um importante papel na manutencdo da proliferacdo celular nas criptas
intestinais, diferenciacao das celulas de Paneth e em direcionar a migragao celular ao longo do

eixo do vilo. (RICHMOND & BREAULT, 2010).

Os ligantes Wnt sd3o moléculas secretadas que se ligam ao complexo receptor Wnt,
formado por um receptor Frizzled e um co-receptor LRP-5 ou 6. Na auséncia de ligantes Wnt,
a B-catenina, um proteina soluvel no citoplasma, ¢ rapidamente degradada pelo seu complexo
de destruicdo (formado por axina, APC e GSK38), entretanto, na presenca de um ligante, a -
catenina ¢ separada desse complexo e ¢ translocada para o nucleo, onde se liga aos fatores de
transcricdo do fator de célula T, deslocando o repressor Wnt, Groucho, promovendo assim a
expressao de genes alvos, como por exemplo cMyc e ciclina D. (RICHMOND & BREAULT,
2010).

No intestino delgado, os principais ligantes Wnt sdo: Wnt3, Wnt 6 ¢ Wnt9B, expressos
principalmente em células epiteliais da cripta, onde também se encontram os seus receptores,
Frizzled 5, 6, 7 e seus co-receptores LRPS ¢ 6 (GREGORIEFF et al., 2005) (RICHMOND &
BREAULT, 2010).

A dele¢do de TCF4, um dos principais efetores da via, leva a perda de proliferagao
epitelial e morte logo apds o nascimento, sugerindo a sua necessidade para manutencdo da
cripta (KORINEK et al., 1998). De maneira semelhante, ablagao da B-catenina no epitélio
intestinal também resulta na perda de fungdo proliferativa das criptas e morte por faléncia
intestinal (KUHNERT et al., 2004) (FEVR et al., 2007). A ablagdo condicional do gene alvo
cMyc leva ao aparecimento reduzido de criptas e com tamanho reduzido, mas sem aumento
de apoptose (MUNCAN et al., 2006), enquanto que a super-expressao da via Wnt, através da
dele¢do do complexo de destrui¢do da B-catenina, leva a um aumento aberrante das criptas e
diminui¢do do tamanho dos vilos, causando uma fusdo das criptas levando ao aparecimento
de grandes polipos adenomatosos compostos de varias criptas aberrantes (SANSOM et al.,

2004)(ANDREU et al., 2005).
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A via Wnt também parece ter influéncia sobre a diferencia¢do celular, com a ablacao
condicional do receptor FrizzledS, leva ao surgimento de células de Paneth imaturas, que nao
se encontram mais restritas a base da cripta, mas dispersas por todo o eixo vilo-cripta,
enquanto a delecdo do gene Sox9, um fator de transcri¢do dependente de Wnt, leva a
formacao de um epitélio desprovido de células de Paneth e com 40% a menos de células

caliciformes (ES & JAY; et al., 2005).
A figura 3 ilustra a via de sinalizacdo candnica Wnt/B-catenina.

Figura 3. Via de sinalizacdo Wnt/B-catenina
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Fonte: (PINTO & CLEVERS, 2005)

Legenda: A representa a via Wnt ndo ativa, onde o complexo de destrui¢do da B-catenina
(formado por APC, Axina e GSk38) esta livre para destruir a B-catenina no citoplasma e em
B, com a ligagdo do receptor Frizzeld e co-receptor LRP 5/6 o complexo ¢ translocado para o
receptor, deixando a B-catenina livre para atuar nos fatores de transcri¢do TCF, levando a

ativacao de genes alvo Wnt.




17

1.1.2.2 Via de sinalizacdo Notch

A atividade de Notch determina a diferenciagdo das c€lulas secretoras, caliciformes e
Paneth, e também das células absortivas (ndo secretoras), os enterocitos, A completa inibigao
do controle regulatorio Notch promove um aumento do numero de células caliciformes,

enquanto a sua super-regulacdo promove uma completa deplecdo dessa linhagem celular

(TESORI et al., 2013).

Existem ainda evidéncias de uma relacdo entre Notch ¢ Wnt, onde Notch parece
promover a proliferagdo celular quando a atividade Wnt estd elevada, como na cripta, e
promove diferenciacdo em enterdcitos, quando essa atividade estd reduzida, como ocorre no

vilo (MEDEMA & VERMEULEN, 2011).

A via de sinalizacao Notch atua juntamente com a via Wnt para distribui¢ao espacial e
determina o destino de células adjacentes. Os ligantes Jagged 1 e 2, Delta-like 1,3 e 4, se
ligam a receptores Notch 1-4, permitindo a comunicagdo de células adjacentes entre si
(RICHMOND & BREAULT, 2010) e sdo expressos quase exclusivamente no epitélio
intestinal da cripta, sugerindo que seu principal alvo de atuacdo ¢ o compartimento

proliferativo (SCHRODER & GOSSLER, 2002).

A sinalizacdo ocorre apds a interagdo do ligante ao receptor, que inicia a quebra
proteolitica deste por y-secretases, permitindo a sua translocacao ao nucleo, onde se combina
com RBP-Jk e passa a ativar fatores de transcicdo, tais como o Hesl. Este atua na
proliferagdo/diferenciacdo, estando superregulado em adenomas de células intestinais
indiferenciadas (ES & CLEVERS, 2005). A infrarregulacdo da via, como por exemplo pela
ablacdo de RBP-Jk, leva a um aumento dramdatico do nimero de células secretoras e uma
diminui¢do da linhagem absortiva (ES & CLEVERS, 2005). A supressao parcial de Hes1 gera
um epitélio com um numero aumentado de células caliciformes e enteroenddcrinas
(CROSNIER et al., 2005)(JENSEN et al., 2000). Em contraste a superregulacdo de Notch
leva a uma reducdo de todas as células secretoras no epitélio (FRE et al., 2005) (RICHMOND
& BREAULT, 2010)

A figura 4 ilustra a sinalinagdo intercelular Notch.
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Figura 4. Sinalizacdo intercelular Notch
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Fonte: (MEDEMA & VERMEULEN, 2011)

Legenda: Ligantes Delta/Jagged na superficie de uma célula ativam receptores Notch em
uma célula vizinha. Isto ¢ seguido por dois eventos proteoliticos catalisados por ADAM e
GS, que libera o NICD, este segue para o nucleo e com o auxilio de mediadores como

Proteina recombinante ligadora supressora de hairless (R) e a proteina Mastermind-like 1

(M) promove a transcri¢cao de genes alvo Notch.

1.1.2.3 Interagdo entre as vias Notch e Wnt e diferenciacdo celular

Ambas as vias parecem ser necessarias para manutencao da prolifera¢do celular nas
criptas intestinais. Com a inibicdo de Notch, o nimero de células secretoras ¢ exacerbado,
mas a proliferacdo ¢ inibida (ES, VAN; GIIN, VAN; et al., 2005) e esta ndo ¢ revertida
quando Notch ¢ super-expresso ¢ o sinal da via Wnt candnico inibido, indicando uma

necessidade de ambas as vias de sinalizacdo para a manutencdo do estado proliferativo
(ZECCHINI et al., 2005).

Em relagdo a diferenciagdo celular, o conceito de que a sinalizacdo Notch depende de
uma comunicagdo entre células adjacentes, o que pode ser utilizado para inibi¢do lateral,
impedindo que células vizinhas se comprometam com um tnico destino celular, e o fato que a
sinalizagdo Wnt € restrita espacialmente na base da cripta intestinal devido ao seus limites de
difusdo surge um um modelo de inter-regulagdo que propde explicar a diferenciagdo celular

do epitélio (RICHMOND & BREAULT, 2010), ver figura 5.
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A sinalizacdo Wnt leva a expressdao de componentes da via Notch, estes entdo através
de inibi¢do lateral, atuam em células Wnt ativadas para que algumas expressem ligantes
Notch (jagged/Delta) e permanegam Notch(-) e outras, sem Jagged ou Delta, se tornem
Notch(+) (ES, VAN; GIIN, VAN; et al., 2005). As células Wnt(+) e Notch(-) se tornam
comprometidas precocemente a linhagem secretora e ndo proliferam mais, enquanto as
cé¢lulas Wnt(+) e Notch(+) continuam indiferenciadas e proliferam até sair da base cripta, se
distanciando da sinalizagdo Wnt, estas passam entdo a se diferenciar, se tornando células

absortivas Notch(+) ou secretorias Notch(-) (CROSNIER et al., 2006).

Figura 5. Papel das via Wnt e Notch na proliferacdo e diferenciacdo das células intestinais.
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Fonte: (NAKAMURA et al., 2007)

Legenda: O lado esquerdo da figura exemplifica a organizacao vilo-cripta presente no epitélio
intestinal. As células-tronco intestinais (ISC) sdo responsaveis pela geragdo das outras 4 principais
linhagens sendo delas 3 com papel secretor (Paneth, caliciforme e enteroenddcrinas) e uma absortiva
(enterocitos). O acimulo de B-catenina nuclear é predominantemente observado nas células situadas
na cripta, com o seu gradiente reduzindo-se em dire¢do ao vilo. A escolha entre proliferacdo e o
comprometimento com as linhagens secretoras se da através do fator de transcrigdo Mathl que €
regulado negativamente por Notch. As células Notch ativadas entre as células com atividade Wnt
continuam proliferando e se diferenciam em células enteroendocrinas enquanto aquelas que nao

sofrem ativacdo Notch saiem do ciclo celular e adquirirem um destino secretorio.
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1.1.2.4 Via de sinalizacdo da Proteina morfogénica éssea (BMP)

A BMP pertence a uma familia de ligantes que engloba os membros da familia TGF-8,
agindo sobre a cascata de sinais intracelulares SMAD (KODACH et al., 2008) e sua atividade
no epitélio intestinal parece ser a de interromper a prolifera¢do nas extremidades do eixo vilo-
cripta, ao invés de promover diferenciacio (MEDEMA & VERMEULEN, 2011). Animais que
ndo possuem o receptor para BMP ou que super-expressam o seu inibidor, Noggin,
apresentam hiperproliferagcdo ¢ um fendmeno chamado de fissdo de cripta (TESORI et al.,

2013).

A proliferacdo celular da cripta intestinal também ¢ em parte regulada pela sinaliza¢ao
entre epitélio e mesénquima e um dos fatores atuantes sao as BMPs, pertencentes a familia do
TGF-B (RICHMOND & BREAULT, 2010). BMPs sdo expressas principalmente no
mesénquima e atuam sobre receptores epiteliais. Sua sinalizagdo ¢ balanceada pelo seu
antagonista Noggin, que ¢ expresso no epitélio da cripta por células na posi¢cdo +4 e abaixo,
bem como na submucosa, exatamente nas mesmas regidoes onde as BMPs sdo mais expressas

(HE et al., 2004) (HARAMIS et al., 2004a).

BMPs se ligam ao complexo de receptor do tipo 1 e 2, que levam a fosforilagao de
proteinas SMAD 1, 4, 5 e 8, ¢ uma vez fosforiladas, SMAD 1, 5 ¢ 8 formam dimeros com
SMAD 4, translocam para o nacleo onde ativam fatores de transcri¢do importantes para o
desenvolvimento e homeostasia intestinal (SCOVILLE et al., 2008). Os eventos descritos

anteriormentes estao ilustrados na figura 6.

Camundongos knockouts para BMPR1A, BMP2 e BMP4 ndo sobrevivem além do
periodo embrionario, enquanto analise de mutantes condicionais para BMPRI1A no epitélio e
estroma revelou o aparecimento de criptas e formacdao de podlipos (HE et al., 2004). No
entanto, com a delecdo ocorrendo somente no epitélio, ocorre o aumento do numero de

criptas, mas ndo a formacgao de poélipos, sugerindo o envolvimento do estroma nesse processo.

Em animais adultos, a BMP4 ¢ localizado no mesénquima perto da posi¢do +4,
enquanto o receptor BMPR1A ¢ expresso no epitélio nessa mesma posi¢ao, sugerindo a
participagdo dessa via na proliferacdo das células-tronco que se encontram nessa posi¢ao em
um mecanismo independente da via Wnt (HE et al., 2004). A super-expressao do antagonista
Noggin leva ao aparecimento de um niimero mais elevado de criptas e em posigdes ectdpicas,
provavelmente devido a um aumento de B-catenina intracelular em um “cross-talk” com a via

Wnt (HE et al., 2004).



Figura 6. Sinalizagdo intracelular BMP
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Legenda: Proteinas BMPs sdao produzidas por células estromais e contrabalanceiam o sinal
proliferativo WNT, interrompendo a proliferacdo e levando a diferenciacdo. No fundo da
cripta, BMPs sdo bloqueados por Noggin, que se liga a elas e bloqueia a sua acdo nos
receptores. A sinalizagdo BMP depende da interacdo com o heterodimero formado por
BMPR1 e BMPR2, o que leva a fosforilagdo de SMAD 1, SMAD 5 e SMAD 8, estes quando

fosforilados (P) translocam-se para o nticleo e com a ajuda de RUNX2 e Co-fator (C) levam

a transcri¢ao de genes alvo.
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1.2 Células Secretoras do epitélio Intestinal

1.2.1 Células de Paneth

As células de Paneth, assim chamadas porque foram primeiramente descritas pelo Dr.
Josef Paneth em 1888 (KESHAYV, 2006), sdo células de formato piramidal, com nucleo na
posi¢do basal, e com grandes granulos na posi¢do apical. Seu primeiro produto especifico
isolado foi a lisozima, uma substiancia bactericida, por Alexander Flemming (KESHAYV,

2006).

Estas células possuem um importante papel na imunidade inata no intestino delgado,
produzindo uma ampla diversidade de peptideos e enzimas, com acdo antimicrobiana, tais
como a propria lisozima, criptidinas, defensinas (FARIN, VAN ES, & CLEVERS, 2012) e
Reglll-y, uma lectina com propriedades bactericida (CASH et al., 2006) (DRICKAMER,
1999).

Além disso, as c€lulas de Paneth atuam na homeostasia das células-tronco, produzindo
o fator de crescimento epidérmico (EGF), o ligante Notch DIl4 e ligantes Wnt, todos
essenciais para a manutenc¢do das células-tronco (SATO ef al., 2011). Tal importancia pode ser
evidenciada por um estudo que mostra que ao serem destruidas, mecanismos entram em ac¢ao

para substitui-las em horas (SAWADA et al., 1991).

As células de Paneth sdo as principais produtoras de peptideos antimicrobianos no
trato gastrointestinal, estas substincias se destinguem de outros antibidticos naturais, tais
como a penicilina, porque sdo sintetizados nos ribossomos, ao invés de produtos de
metabolismo secundério, como acontece em micro-organismos (BEVINS & SALZMAN,
2011), . Dois desses peptideos sdo a lisozima, que possui acao contra bactérias gram negativas

e Reglll-y, que possui acdo contra bactérias gram positivas (BEVINS & SALZMAN, 2011).

A lisozima ¢ uma glicosidase que hidrolisa principalmente peptideoglicanos. A sua
identificacao décadas atrés foi a primeira pista para as fungdes antimicrobianas dessas células
(PORTER et al., 2002)(BEVINS & SALZMAN, 2011). Além de ser secretada pelas células
de Paneth, a lisozima estd presente nos granulos de macrofagos e neutréfilos, e embora sua
atividade seja baixa, a sua alta concentragdo em alguns locais in vivo sugere que tenha

importante papel na imunidade inata (BEVINS & SALZMAN, 2011).
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Outro produto antimicrobiano produzido pelas células de Paneth sdo as lectinas tipo-
C, sendo a principal a Reglllo (Regllly em camundongos) (CASH et al., 2006). Estas
proteinas se ligam a peptideoglicanos e sdo bactericidas para espécies gram positivas
(BRANDL et al., 2007)(MUKHERIJEE et al., 2008). Elas sao abundantemente expressas por
células de Paneth e sdo expressas também por enterdcitos. (BEVINS & SALZMAN, 2011)

Ao contrario de outros antimicrobianos produzidos pelas células de Paneth que sdo
produzidos constitutivamente, as lectinas tém sua expressdo induzida através da sinalizacao
de TLR (VAISHNAVA et al., 2008) e a reducao de bactérias no intestino, através do uso de
antibioticos, leva a uma redug¢do na sua expressio (BRANDL et al, 2008)(BEVINS &
SALZMAN, 2011)

1.2.2 Célula caliciforme

A outra célula secretora do epitélio intestinal ¢ a célula caliciforme, assim chamada
devido sua morfologia, sendo encontrada tanto no epitélio de revestimento do vilo, quanto na
cripta. As células caliciformes, como as células de Paneth, protegem o epitélio intestinal de
bactérias e produtos bacterianos, mas seu principal produto, o muco, ndo possui agao
bactericida. Estudos recentes mostraram que o muco ¢ muito importante para a ancoragem de

micro-organismos comensais, servindo inclusive como alimento (MCGUCKIN et al., 2011).

O muco possui importantes fun¢des na defesa do epitélio contra patdogenos. Existe na
verdade duas camadas de muco recobrindo o epitélio (JOHANSSON et al., 2008) (BURGER-
VAN PAASSEN et al., 2012) ), a primeira ¢ mais compacta e estéril, provavelmente devido
aos produtos bactericidas que nela se aderem, como por exemplo a lisozima, secretada pela
células de Paneth, dificultando a colonizacdo bacteriana nessa camada mais proéxima ao
epitélio (VAISHNAVA et al., 2011). A camada mais externa parece ter a fungdo oposta sendo
mais frouxa e possuindo estruturas filamentosas que facilitam a adesdo de bactérias
(MCGUCKIN et al., 2011), provavelmente para facilitar a permanéncia da microbiota
intestinal comensal. As células caliciformes contam ainda com uma terceira camada da
proteina mucina que ndo forma muco, mas fica ligada a membrana da célula, formando uma
camada ciliar, dificultando a ligacdo de micro-organismos que conseguiram escapar do muco

alcangando as células (MCGUCKIN et al., 2011).
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O muco ¢ encontrado por todo o trato gastrointestinal em composi¢do e espessura
variadas, sendo de 700um no estdmago e intestino grosso e de 150-300pum no intestino
delgado. Essa diferenca se deve provavelmente a necessidade de absorver nutrientes nessa
regido (ATUMA et al., 2001) (MCGUCKIN et al., 2011). O muco € necessariamente poroso
para permitir a difusdo de macromoléculas necessarias para as secrecdes gastricas e absor¢ao
de nutrientes, mas ainda assim ¢ uma eficaz barreira biofisica para particulas e micro-

organismos (MCGUCKIN et al., 2011).

As mucinas secretadas sdo grandes glicoproteinas altamente O-glicosiladas que se
ligam formando homo-oligdbmeros em um complexo macromolecular, gerando as
propriedades viscosas do muco. Existem cinco tipos de mucina que formam oligomeros
(Mucina 2, SAC, 5B, 6 e 19), sendo a mucina-2 a responsavel pela formacdo do muco no

intestino delgado (THORNTON et al., 2008) (MCGUCKIN et al., 2011).

A mucina ¢ modificada pelo complexo de Golgi da célula e armazenada em forma de
granulos, formando as estruturas caracteristicas dessas células. Estes granulos sdo secretados
de maneira constitutiva ou como resposta a estimulos extracelulares em um processo
envolvendo remodelacao de actina e exocitose (DAVIS & DICKEY, 2008) (MCGUCKIN et
al., 2011).

A figura 7 ilustra as trés camadas produzidas pelas células caliciformes no intestino
delgado, a camada externa de muco, colonizada por micro-organismos, a camada interna,

estéril, e a mucina ligada as células.
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Figura 7. Céluas caliciformes, camada de muco e mucina ndo secretada no intestino delgado.
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Fonte: (MCGUCKIN et al., 2011).

Legenda: As células roxas representam células caliciformes. Small intestine = intestino
delgado, Inner mucus layer = camada interna de muco, Outer mucus layer = Camada externa
de muco, microvillus = microvilosidade, mucus layer = camada de muco, cell membrane =

membrana celular, Mucin = mucina.




1.2.3 Células enteroendocrinas
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Sao as mais raras cé€lulas do epitélio intestinal, representando cerca de 1% do total das

cé¢lulas (HOWELL & WELLS, 2011). As células enteroenddcrinas apresentam

aproximadamente 10 subtipos diferentes, secretando uma variedade de hormdnios com

diversas fungdes, como peptideo insulinotropico da glicose e peptideo glucagon-like tipo 1

(ambos participando na homeostase da glicose), grelina (saciedade), secretina (balanco de

pH), colecistoquinina (contragdes da vesicula biliar), neurotensina ¢ motilina (contragdo e

motilidade intestinal) e somatotastina (secrecdo dos hormdnios pituritapituitarios) (RINDI et

al., 2004) (VILSBOLL & HOLST, 2004). A tabela 1 apresenta de forma resumida os

diferentes tipos de cé€lulas enteroenddcrinas, seus principais produtos e suas fungoes.

Tabela 1. Resumo dos diferentes tipos de células enteroenddcrinas, sua localiazg¢ao,

produto e funcao

Célula

Localizacao

Peptideo

Funcao

G

Parte do Piloro antral

Gastrina

Regulacdo da secrecdo de
acido

XouA

Estomago

Grelina

Estimulagao da fome

Intestino proximal

GIP

Aumento da secregdo da
insulina e acido estomacal
e redugdo da atividade do

LPL no tecido adiposo

Intestino proximal

Colecistoquinina

Contragdo da vesicula
biliar, estimula¢do da
secrecdo de enzimas
pancreaticas, inibi¢do da
fome

Intestino proximal

Secretina

Estimula¢do da secrec¢do
de bicarbonato e inibi¢ao
da secregdo de acido
estomacal, contra¢do do
colon e motilidade

Intestino proximal

Motilina

Motilidade intestinal

Intestino distal

Neurotensina

Secregdo de acido
estomacal, secrecdo biliar
e crescimento da mucosa

intestinal

Intestino distal e colon

PYY, GLP-1, GLP-2 e

Glicetina

Inibicdo da secrecao de
4cido estomacal,
esvaziamento gastrico e
aumento da secregdo de
insulina

Fonte: MORAN-RAMOS et al., 2012
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1.3 Reconhecimento de patogenos pelo epitélio intestinal

O sistema imune desempenha um papel importante na defesa do organismo contra
patogenos, com os elementos da imunidade inata sendo a primeira linha de defesa. Sao eles
que reconhecem, processam e respondem a agressao inicial, além de sinalizar para as células

do sistema imune adaptativo para que estas possam desenvolver acdes especificas.

E abaixo do epitélio, na 1amina propria, onde células responsaveis pela imunidade
inata, macrofagos e células dendriticas, sdo encontradas. As células dendriticas possuem
projecdes citoplasmaticas que se entrelacam com as células epiteliais, colhendo amostras de
antigenos 14 presentes e apresentado-os aos linfocitos T presentes nos foliculos linfoides
(RESCIGNO, 2006)(NIESS et al., 2005)(SANTAOLALLA et al., 2011) e linfocitos B
presentes nas placas de Peyer, elementos da resposta imune adptativa. (SANTAOLALLA et
al., 2011).

A resposta imune ¢ iniciada pelo reconhecimento de moléculas com padrdes
associados a patdégenos (PAMPs), feito principalmente por receptores de patogenos, onde os
mais estudados sdao os TLR (SANTAOLALLA et al., 2011). Um total de dez tipos ja foram
clonados e sdo caracterizados por ter uma porgdo extracelular rica em leucinas e dominio
intracelular similar ao receptor da IL-1 (SCHUSTER & NELSON, 2000)(CHUANG &
ULEVITCH, 2000). Apenas trés receptores foram funcionalmente caracterizados com seus
respectivos ligantes: TLR2, TLR4 ¢ TLR9 (ADEREM & ULEVITCH, 2000)(BEUTLER,
2000).

TLR sdo proteinas transmembranares que reconhecem padrdes evolutivamente bem
conservados em micro-organismos (SANTAOLALLA et al., 2011), e no intestino estdo
expressos nas cé¢lulas epiteliais, na sua membrana ou na forma de endossomas, bem como em

células imunocompetentes da lamina propria (SANTAOLALLA et al., 2011).

O TLR4 ¢ o responsavel pelo reconhecimento do LPS, ativando a transcricdo de NF-
kB e producdo de citocinas inflamatérias (CHOW, 1999). Para uma resposta efetiva, o TLR4
precisa de uma proteina acesséria que aumenta a sua sensitividade ao LPS, a MD2, uma
proteina secretada principalmente pelas células de Paneth, que se liga a por¢ao extracelular do
receptor e facilita o seu reconhecimento. A ativa¢do de NF-kB mediada por LPS ¢ necessaria
para a ativacdo de MAP kinase dependente de LPS (SHIMAZU et al., 1999) (AKASHI et al.,
2001).
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A figura 8 ilustra o reconhecimento de LPS por uma célula através da ligagdo com

TLR4 levando a ativagdo de NF«B.

As células de Paneth expressam TLR 2, 4, 5 ¢ 9 (AYABE et al., 2000) (KINNEBREW
& UBEDA, 2010) (RUMIO et al., 2004) e sua ativacao pode levar a secre¢ao de proteinas
antimicrobianas, como a lisozima e lectinas, como Regllly. (WEHKAMP et al., 2004);
(CASH et al., 2006)) (SANTAOLALLA et al., 2011)

Enquanto o TLR4 parece ser o Unico ligante para LPS (BEUTLER, 2000), o TLR2
esta envolvido no reconhecimento de peptideoglicanos e lipoproteinas presentes em

micobactérias e bactérias gram-positivas (GENE et al., 2013) .

Figura 8. Reconhecimento de LPS através de ligagdo a TLR4 com participacdo de MD-2.

=

LEP ((PS) ey, ‘ TLR4
cD14 EI o
s
L]
TIR
Mal/TIRAP Eﬂ

Nature Reviews | Microbiology

Fonte: (FINLAY & HANCOCK, 2004)

Legenda: O LPS forma um complexo com LBP, que se liga ao CD14 na superficie celular.
Isto entdo forma um complexo com TLR4 e MD2. No citoplasma da célula, TLR4 interage
com MyD88 e Mal/Tirap que ativa a cascata envolvendo IRAK, TRAF6 e eventualmente

NF«kB que leva a ativacao transcripcional de genes inflamatérios: IKK, INK e MKK.
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1.4 Modelo de cultivo de organoides intestinais

Embora um grande nimero de sistemas de cultivo de células tenha sido descrito
(EVANS et al., 1992) (PERREAULT & BEAULIEU, 1996), nenhum deles conseguia obter e
manter durante muito tempo uma estrutura com as caracteristicas de vilo-cripta. Sato e
colaboradores, utilizando os conhecimentos acumulados sobre o crescimento ¢ manutengao
do epitélio intestinal, como, inlcuindo a sinalizacdo da via Wnt para a proliferacao na cripta
(KORINEK et al., 1998) (PINTO et al., 2003) (KUHNERT et al., 2004), o papel do EGF na
proliferagdo celular (DIGNASS & STURM, 2001), a expressdo transiente de Noggin na
expansao do numero de criptas (HARAMIS et al., 2004b) e levando em conta que células
intestinais sofrem anoikis, quando perdem o contato com o contexto celular normal, estes
autores desenvolveram um modelo de cultura, onde células-tronco cultivadas no interior de
uma matriz rica em laminina sdo capazes de gerar uma estrutura com caracteristicas de vilo-

cripta, contendo as principais linhagens celulares do epitélio intestinal.

As criptas colocadas em matrigel com fatores de crescimento rapidamente fechavam
sua abertura superior, formando uma esfera, enquanto o limen se enchia de células
apoptoticas. As criptas sofriam constantemente eventos de “brotamento”, com novas criptas
surgindo devido ao fendmeno de fissdo, com células de Paneth sempre presentes nessas
criptas. Marcagdo para E-caderina revelou uma Unica camada de células e sinalizagdo Wnt,
medida através da translocacdo de B-catenina no nucleo, estava restrita a regido de cripta.

(SATO et al., 2009)

Os enteroides apresentam células de Paneth (lisozima positivas) na base das criptas,
enterdcitos completamente polarizados (com borda em escova, marcagdo vilina positiva e
fosfatase alcalina apical recobrindo o Iimen central) e células caliciformes (positivas para
mucina 2 e coradas pelo 4cido periddico de Schiff) e células enteroenddcrinas (positivas para
cromogranina A e sinaptofisina) espalhados pela estrutura. Essas quatro tipos celulares foram

identificados por microscopia eletronica (SATO et al., 2009)

A Figura 9 exemplifica a formagao de um enteroide a partir de uma cripta isolada de
intestino de camundongo e a figura 10 mostra um representacdo esquematica de um enteroide

se formando, mostrando as regides de cripta, vilo e o lumen.
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Figura 9. Formagao de um enteroide a partir de uma tinica célula-tronco.

Fonte: (SATO et al., 2009)

Crescimento de um enteroide a partir de uma tnica célula Lgr5 (+), os nimeros indicam os
dias de cultivo.

Figura 10. Figura esquematica de um enteroide.

Dom inio
de Vilo

Dominio de cripta

Fonte: (SATO et al., 2009). Células verdes indicam células com marcagdo Lgr5 (+).
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1.5 Efeitos da Glutamina
Aminoacidos ndo sdo apenas substratos para a sintese de proteinas e compostos
nitrogenados, mas também sdo reguladores chaves de varias vias metabolicas (JOBGEN

2006)(MEIJER 2003)(WANG et al., 2009).

A glutamina ¢ um dos mais abundantes aminoacidos e ¢ considerado
condicionalmente essencial em condi¢gdes de estresse, como infec¢do, trauma e desnutri¢ao

(L1, et al 2007) (WANG et al, 2008) (WANG et al., 2009).

Além de ter um papel importante como combustivel para enterdcitos e leucocitos do
intestino delgado, a glutamina participa em varios processos metabolicos, tais como sintese de
proteina, gluconeogénese, transferéncia de nitrogénio, biossintese de acidos nucleicos,
regulacao da resposta imune e regulagdo do estado de oxidacao celular (WU et al, 2007)

(WANG et al., 2009).

Os mecanismos melhores estudados para os efeitos da glutamina sdo: proliferacdo das
células intestinais (mitogénese), sinalizacdo para melhorar a sobrevivéncia celular e para
bloquear a apoptose de enterdcitos (citoprotecao) e estabilizacao das tight junction (fungao na

barreira). Esses mecanismos estdo exemplificados na figura 11.

Figura 11. Mecanismos propostos para as fun¢des da glutamina nas células intestinais.
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Fonte: (MARC RHOADS & WU, 2009)
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Virios estudos tém mostrado que a glutamina aumenta a proliferacdo de células

intestinais, tanto in vivo quanto in vitro.

Rhoads e colaboradores (1997 e 2000) relataram que o aumento da proliferacao
celular de uma linhagem de células ndo transformadas de jejuno (IPEC-J2), medida pela
incorporagdo de timidina ao DNA, estava associado com a ativa¢do de quinases relacionadas
a sinais extracelulares (ERKs) 1 e 2 pela via quinase MAPK (MEK) e fosforilagdo dos fatores

de transcrigdo elk-1 e c-Jun e da proteina ativadora dependente de AP-1.

A sinalizacdo da glutamina na proliferacdo nao parece ser redundante a sinalizagdo
com fatores de crescimento, j& que estudos in vitro com células de cripta de ratos
demonstraram que efeitos sdo aditivos aos do fator de crescimento insulinico-1 (IGF-1) e aos
do fator de crescimento epidérmico (EGF), indicando um efeito modulatério € ndo somente

nutricional (RHOADS et al.,1997).

A glutamina também parece ter uma fun¢do de sinalizagio que melhora a
sobrevivéncia das células epiteliais do intestino. Whichmeyer e colaboradores (1997),
utilizando doses de glutamina equivalentes a encontradas em periodos pos-prandiais no limen
intestinal (1-5mM), demonstraram um aumento da resisténcia a morte causada por estresse em
células previamente deprivadas de glutamina e essa citoprote¢do estava associada a um

aumento da proteina HSP70.

Mais tarde, esse mesmo grupo mostrou que esse efeito nao se limitava aos modelos in
vitro quando a glutamina (3-5mM) em ratos observou-se um aumento de HSP25 em maultiplos
orgdos, incluindo pulmdes, coragdo, figado e célon com efeito protetor desses animais para

endotoxemia que era letal aos ratos controles (WHCHMEYER, et al., 2001).

Um estudo sobre o ligante indutor de apoptose relacionado ao fator de necrose tumoral
-alfa (TRAIL) em células colonicas HT-29, a apoptose foi caracterizada pela condensacao
nuclear e ativagdo de caspase-3 e 8, evento que foi completamente abolido com a pré-
administracdo de glutamina, mas ndo com o uso de outros aminoacidos, incluindo os
constituintes da glutationa (glutamato, cisteina e cistina), sugerindo entdo que a glutamina
protege a célula por um mecanismo distinto da prote¢do contra o estresse oxidativo mediado

pela glutationa celular (EVANS et al., 2003 ).
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Estudos em monocamadas de células intestinais tém contribuido para o entendimento
dos mecanismos nos quais a glutamina atua na estabilizagdo das tight junctions. Li e
colaboradores (2004) utilizaram monocamada de células Caco-2 e um inibidor da glutamina
sintetase (methionine sulfoxime) e constataram a dissolucdo de componentes ligados a
membrana relacionados as tight junctions (claudina-1 e zonulae occludens-1) e que esse efeito

poderia ser recuperado com a adi¢do de 0,6 mM de glutamina ao meio.

Seth e colaboradores (2004), utilizando uma monocamada de enterocitos, observaram
que 2mM de glutamina adicionado ao meio era suficiente para recuperar danos causados pelo
acetaldeido, que causa a dissolugdo de E-caderina, B-catenina e zonulae occludens-1. Este
efeito ndo era abolido quando o metabolismo da glutamina era inibido, eliminando a
possibilidade de que o ATP proveniente de seu metabolismo fosse o responsavel por esse
efeito protetor ja que o ATP ¢ uma substancia conhecida por afetar a estabilidade das tight

Jjunctions (HAYASHI et al., 1999).

A glutamina pode também ter um papel imunodulatério, reduzindo a proliferagdo de
leucocitos e alterando a expressao de marcadores de superficie de linfocitos e mondocitos,

afetando a produgio de citocinas (ROTH, 2008) (PEREZ-BARCENA et al., 2010).

Ainda existem controvérsias se pacientes com trauma e/ou infeccio ou sepse podem se
beneficiar da suplementacdo com glutamina ou mesmo em quais situagdes esses receptores
podem estar alterados. Alguns estudos apontam para uma reducao dos niveis de TLR2 e 4 em
leucoécitos de pacientes com trauma que desenvolveram infec¢ao (LAUDANSKI et al., 2004),
enquanto outros demonstram uma redu¢do apenas da expressdo de TLR2 (LENDEMANS et
al.,2007) ou TLR4 (ADIB-CONQUYY et al., 2003).
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2 JUSTIFICATIVA

Embora existam varios estudos sobre a funcdo da glutamina no intestino delgado,
principalmente sua importancia como combustivel de enterocitos, pouco foi estudado a
respeito do efeito da glutamina sobre as células de linhagens secretoras. Embora o estudo
dessas células de maneira isolada, in vitro, fosse possivel, esses modelos necessitavam de
estimulos exdgenos especificos para a formagdo de cada tipo celular e ndo contemplam o
complexo fenotipo vilo-cripta. O modelo de organoides intestinais ¢ capaz de gerar células
das principais linhagens epiteliais, sem a necessidade de estimulos especificos para cada tipo
celular, gerando um epitélio com células diferenciadas e funcionais num padrdo vilo-cripta,
que se assemelha ao encontrado in vivo. Entdo, esse estudo teve como objetivo avaliar pela
primeira vez o efeito da deprivacao da glutamina sobre células secretoras do epitélio intestinal
em um modelo de enteroide, avaliando pardmetros de viabilidade celular. Dessa forma,
contribuindo para entender os mecanismos envolvidos nos processos de catabolismo intestinal

e potenciais alvos terapéuticos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral
Avaliar as possiveis alteragdes que a privagdo de glutamina pode ocasionar nas células

secretoras do epitélio intestinal, usando o modelo de enteroide.

3.2 Especificos
* Avaliar o efeito da privacdo da glutamina na proliferacdo e apoptose das células da

regido da cripta de um epitélio intestinal utilizando o modelo de enteroide.

* Avaliar o efeito da privagdo da glutamina nas células secretoras intestinais: células de
Paneth, células caliciformes e células enteroenddcrinas, seu numero € a sintese de seus
principais produtos, lisozima, Regllly (Paneth), mucina-2 (caliciforme) e

cromogranina A (células enteroenddcrinas).

* Avaliar os efeitos da privacdo de glutamina no epitélio intestinal em relagdo ao
reconhecimento de produtos bacterianos através da expressao de TLR2 e TLR4 e de

sua proteina acessoria, MD-2.

* Avaliar o efeito da privacao de glutamina na transcrigao de citocinas, TNF-a, I[L-13 e

CXCL-1( a equivalente a IL-8 em camundongos) em enteroides.
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4 MATERIAIS E METODOS
Toda a parte experimental foi realizada no laboratério do Dr. Noah Shroyer do hospital

Pediatrico de Cincinnati (Cincinnati Children's Hospital Medical Center) sob sua supervisao.

4.1 Animais

Camundongos da linhagem C57BL/6 foram obtidos do biotério do Cincinnati Children's
Hospital Medical Center, mantidos com ragao e agua ad libitum em ciclo de claro/escuro de
12/12h. Todos os procedimentos com animais foram aprovados previamente pelo comité de

¢tica do Hospital Pediatrico de Cincinnati.

4.2 Reagentes e Soluc¢oes
PBS (Life Technologies)

Tampao de Quelagdo (2 mM EDTA em PBS)
EDTA (Sigma-Aldrich)

Tampao de Agitagdo (Sacarose, Sorbitol)
Matrigel (BD Biosciences)

EGF (BD Biosciences)

Spondin (BD Biosciences)

Noggin (BD Biosciences)

Advanced DMEM/F12

L-Glutamine (Invitrogen)

Pen/Strep (Invitrogen)

Hepes 10 uM (Invitrogen)

N2 supplement (R&D System)

B27 supplement (Invitrogen)
Paraformoaldeido (Sigma-Aldrich)
Triton X-100 (Sigma-Aldrich)

Albumina de soro bovino (Invitrogen)

anticorpo primario coelho anti-Lyzosime (Life technologies)
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Anticorpo primario coelho anti-Mucina2 (Life technologies)

Anticorpo primario coelho anti-Cromogranina A (Life technologies)

Anticorpo primario Coelho anti caspase-clivada-3 Life technologies)

Anticorpo Secundario carneiro anti-coelho Alexa fluor 594 Life technologies)
Hoeschst 33342 (Life technologies)

Kit Clik-it EAU (Life technologies)

Trizol (Life technologies)

Cloroférmio (Sigma-Aldrich)

Kit RNAse-free DNAse set (Life technologies)

Kit SuperScript Vilo cDNA Synthesis kit (Life technologies)

Kit Brilliant I1I Ultra-Fast SYBR® Green QPCR Master Mix (Life technologies)
Primers (descritos na seqiiéncia 5' — 3') (Life technologies)

Mucina2 (F: TTCGGCACGAGCAACTTTG, R: GGCAGGACACCTTGTCATTG)
Lyzosima2 (F: ATGGAATGGCTGGCTACTATGG, R: ACCAGTATCGGCTATTGATCTGA)
TLR2 (F: GCAAACGCTGTTCTGCTCAG, R: AGGCGTCTCCCTCTATTGTATT)
TLR4 (F: ATGGCATGGCTTACACCACC, R: GAGGCCAATTTTGTCTCCACA)
Ly96 (F: CGCTGCTTTCTCCCATATTGA, R: CCTCAGTCTTATGCAGGGTTCA)
Reglll-y (F: ATGCTTCCCCGTATAACCATCA, R: GGCCATATCTGCATCATACCAG)
IL-1B (F: GCAACTGTTCCTGAACTCAACT, R: ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT)
TNF-o (F: GGAACACGTCGTGGGATAATG, R: GGCAGACTTTGGATGCTTCTT)
Sacarose (Sigma-Aldrich)

Sorbitol (Sigma-Aldrich)

Meio Mini Gut (Advanced DMEM/F12 suplementado com L-Glutamine na concentracao de
2mM, Pen/Strep 1:100, Hepes 10 uM 1:100, N2 supplement 1:100, B27 supplement.



4.3 Equipamentos e Insumos

Fluxo laminar

Tubo Falcon 15 mL

Peneira celular de 70pum

Tubo de fundo redondo

Centrifuga refrigerada

Placa de cultivo celular de 12 pogos
Estufa de CO,

Chamber slides de 8 pogos

Seringa de insulina

Vortexador

Termociclador (Eppendorf - Master Clycler Pernsonal)
Termociclador (Stratagene Mx 3000P)
Agitador Orbital

Microscopio confocal invertido (Zeiss LSM 710)

38
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4.4 Extraciao e cultivo de células-tronco (modelo enteroide)

As células-tronco, presentes nas criptas intestinais de camundongos C57BL/6, foram
extraidas conforme a metodologia apresentada por Sato et al., (2009). O animal foi asfixiado
com o uso de CO,, e depois foi feito o deslocamento cervical para assegurar a eutandsia. Foi
realizado um corte na posi¢ao ventral para exposi¢ao das visceras e um fragmento de 5 cm foi
coletado da por¢ao média do intestino delgado (Jejuno). O fragmento teve seu interior lavado
com PBS gelado com um auxilio de uma seringa, o fragmento foi entdo aberto
longitudinalmente e em seguida cortado transversalmente em fragmentos de 0,3-0,5cm. Estes
fragmentos foram colocados em tubo do tipo Falcon de 15 mL contendo PBS gelado para
transporte ao laboratorio onde o PBS foi removido e substituido por tampao de quelagdo e
agitado levemente em 4°C por 30 minutos em agitador orbital. Apds agita¢dao, o tampao de
quelagdo foi removido e substituido por tampao de agitacdo e agitado por 2 minutos a mao e o
desprendimento de criptas foi observado retirando-se uma gota e colocando em lamina sob
microscopio Optico. O material foi filtrado, utilizando-se filtro celular de 70um. Uma
concentracdo de 500 criptas por pogo foi transferida para um tubo de fundo redondo, onde
foram entdo peletizadas com uma centrifugacdo de 10 minutos a 150G a 4°C e ressuspensas
em 50 pL. de matrigel acrescido dos fatores de crescimento, EGF (50ng/mL), Spondin
(500ng/mL) e Noggin (100ng/mL) e semeados em placa de cultivo celular de 12 pocos.

O matrigel foi colocado em estufa de CO, para a polimerizacao a 37°C por 30 minutos
e depois coberto com meio de cultura “Mini Gut” acrescido dos fatores de crescimento, EGF
(50ng/mL) Spondin (500ng/mL) e Noggin (100ng/mL) e incubado a 37°C com 5% de CO,. A
troca de meio foi realizada a cada dois dias, utilizando-se meio “Mini Gut” fresco acrescido
de fatores de crescimento e as passagens realizadas a cada 7-10 dias. Para a realizagdo das
passagens, 0 meio era completamente removido, em seguida 1mL de PBS era adicionado e o
matrigel dissociado com o auxilio de uma pipeta e o material, contendo as criptas, entdo
transferido para um tubo de fundo redondo, onde foi centrifugado € novamente ressuspensas
em matrigel acrescido de fatores de crescimento e semeado em placa de cultivo celular. Apds
polimerizagdo, o matrigel foi coberto com meio “mini gut” fresco. Para os experimentos de
privacdo de glutamina, os meios experimentais utilizados foram: o meio “mini gut” completo,
contendo 2mM de glutamina, referido como meio padrdo, € o meio “mini gut” modificado,

onde nao ocorre a adigdo de glutamina, referido como meio privado de glutamina.
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4.5 Imunomarcacio de enteroide para contagem de linhagens celulares em microscopia
confocal

Os enteroides foram cultivados nas condi¢des descritas acima. No momento da
passagem os enteroides foram ressuspensos em 20uL de matrigel, contendo fatores de
crescimento por poco € semeados em chamber slides de oito pogos e apds polimerizagao
cobertos com 350uL de meio “mini gut”. Os enteroides foram cultivados por quatro dias, com
troca de meio no segundo dia, antes da adicdo de meio com as condi¢des experimentais por 24
horas. Apos esse periodo, o meio era retirado, o matrigel contendo os enteroides era lavado
com PBS e fixado com paraformoaldeido a 4% por 15 minutos, permeabilizado com Triton X-
100 0,5%, bloqueado com BSA 5% e em seguida incubado com o anticorpo primario de
coelho anti-lisozima 2 na concentragdo de 1:300, anti-mucina2 ou anti-cromogranina A por 2
horas, lavado novamente com PBS e entdo incubados com o anticorpo secundério de carneiro
anti-coelho, conjugado com Alexa Fliior 594 na concentracdo de 1:500 por duas horas, sendo
mais uma vez lavado e contra-corados com Hoechst 33342, na concentracao de Spug/mL por

20 minutos e deixado imerso em PBS até o momento da analise.

4.6 Ensaio de proliferacio celular em enteroide

Para o ensaio de proliferacdo foi utilizado o kit Clik-it EdJU de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Os enteroides foram cultivados como descrito na segdo 4.4 ¢
uma hora antes da fixacdo. EdU foi adicionado ao meio, de ambas as condigdes
experimentais, a uma concentracao final de 10uM. Apds uma hora, o meio foi removido, o
matrigel lavado com PBS e os enteroides em seu interior fixados com PFA 4% por 15
minutos, lavados 3 vezes com BSA 3% e 5 minutos cada, permeabilizados com Triton X-100
0,5%, lavados novamente 3 vezes com BSA 3%, e incubados por 30 minutos com o “cocktail
de reacdo”, que utiliza o Alexa Fluior 594 para marcar células EAU positivas, preparado como
descrito no kit. Posteriormente foram realizadas mais trés lavagens com BSA a 3% de 5
minutos cada e as células entdo contra-coradas com Hoechst 33342 (5pug/mL) por 20 minutos.

O material foi deixado imerso em PBS e acondicionado a 4°C até o momento da analise.

4.7 Ensaio de apoptose celular

Para o ensaio de apoptose celular, os enteroides foram cultivados como descrito na
secdo 4.4. No momento da passagem os enteroides foram ressuspensos em 20uL de matrigel,
contendo fatores de crescimento por pogo e semeados em chamber slides de oito pogos e apds
polimerizagao cobertos com 350uL de meio “mini gut”. Os enteroides foram cultivados por

quatro dias, com troca de meio no segundo dia, antes da adi¢do de meio com as condigdes
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experimentais por 24 horas. Apos esse periodo, o meio era retirado, o matrigel, contendo os
enteroides era lavado com PBS e fixados com paraformoaldeido a 4% por 15 minutos,
permeabilizados com Triton X-100 0,5%, bloqueados com BSA 5% e em seguida incubados
com o anticorpo primario de coelho anti-caspase-clivada-3 na concentracao de 1:300 por 2
horas, lavados novamente com PBS e entdo incubados com o anticorpo secundario de
carneiro anti-coelho conjugado com Alexa Flior 594 na concentragdo de 1:500 por duas
horas, sendo mais uma vez lavados e contra corados com Hoechst 33342, na concentracao de

Sug/mL por 20 minutos e deixados imerso em PBS até o momento da analise.

4.7 Aquisicao de imagens por microscopia confocal

Os enteroides imunomarcados foram observados em microscépio confocal invertido
com aumento de 400x e as imagens adquiridas. Foram fotografadas 2-3 criptas por enteroide,
dando preferéncia para cortes longitudinais e que atravessassem o centro da cripta e em média
3 enteroides por pogo de chamber slide, foram feitos 3 experimentos em dias diferentes com 4
pocos para cada condi¢do por chamber. Os comprimentos de onda utilizados para excitagao
dos fluorocromos foram de 594nm para o anticorpo secundario de carneiro anti-coelho Alexa
flaor 594 e 350nm para o Hoescht 33342. A quantificacdo das células marcadas foi feita
utilizando-se o programa Fiji e a razdo células com dupla marcacdo positiva para anticorpo

secundario e Hoescht / células Hoeschst positivas foi calculada.

4.8 Extracao e purificacdo de RNA

Os enteroides foram cultivados como descrito na secdo 4.4 “modelo enteroide”. Apds
o periodo de 24 horas com os meios de cultura experimentais, 0 RNA total foi extraido através
da utilizagao do protocolo do Trizol. O meio de cultura foi removido e os pogos, contendo o
matrigel com enteroides no seu interior, lavados com ImL de PBS, este foi retirado
completamente e 300uL de Trizol foram adicionados a cada pogo. Foi feita a homogeneizagao
com o auxilio de uma pipeta e entdo a transferéncia para um tubo Eppendorf. As células foram
lisadas com o auxilio de uma seringa de insulina e ao tubo foram adicionado 30uL de
cloroférmio. O tubo foi vortexado por 15 segundos e deixado a temperatura ambiente por 3
minutos e depois centrifugado a 12.000G por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi coletada e
transferida para outro tubo, onde foram adicionados 150uL de isopropanol para a precipitacao
do RNA em seguida deixado a temperatura ambiente por 10 minutos. Apos centrifugacao de
10 minutos a 12.000G, o sobrenadante foi desprezado e o pellet lavado, adicionando-se
300uL de etanol a 75%, vortexando e entdo centrifugando a 7.500G por 5 minutos a 4°C.

Quando ndo foi possivel realizar o proximo passo imediatamente apds a extragdo, o pellet foi
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estocado a -80°C.

Para purificagdo do RNA mensageiro foi utilizado o kit RNAeasy. O pellet contendo
RNA foi ressuspenso em 100uL de agua livre de RNAse, adicionado 350uL do tampao RLT e
homogeneizado, em seguida 250uL de etanol foram adicionado a solucao e o volume total
transferido para uma coluna RNAeasy acoplada sobre um tubo coletor de 2 mL. Apds
centrifugacdo de 15 segundos a 15.000G o filtrado foi descartado e a coluna novamente

acoplada sobre o tubo.

Foi realizada entdo a digestdo do DNA antes de se continuar a purificacio do RNA,
utilizando-se o kit RN Ase-free DNAse set. A coluna foi lavada com 350uL de tampao RW1 e
centrifugacdo a 8.000G por 15 segundos sendo o filtrado descartado. 80uL da solugdo de
DNAse (feita com 10uL de DNAse [ e 70uL de tampao RDD) foram adicionados a membrana
da coluna e deixada a temperatura ambiente por 15 minutos. Apos a incubagdo, 350uL de
tampao RW1 foram adicionados a coluna, esta foi centrifugada por 15 segundos a 8.000G e o

filtrado descartado.

A purificagdo do RNAm foi entdo reiniciada, com a adi¢do de 500uL de tampao RPE
seguida por centrifugacdo de 2 minutos a 8.000G. O tubo coletor com o filtrado foi entao
descartado e substituido por um novo com volume de 1.5mL. 30uL de agua livre de RNAse
foram adicionados na coluna e esta centrifugada por 1 minuto a 8.000G. A coluna foi
desprezada e o filtrado, contendo o RNA purificado, foi entdo armazenado a -80°C até ser

necessario.

Trés pocos, de uma placa de 12 pogos, foram utilizados para se obter material
necessario para uma amostra, sendo entdo utilizados 18 pogos em cada condi¢do (com ou sem
glutamina no meio) para gerar o material necessario para os ensaios de qPCR, com um N total

de 6.
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4.9 Ensaio de PCR em tempo real com transcriptase reversa
Para o ensaio de PCR em tempo real era necessaria a sintese do cDNA a partir do
RNAm extraido, para isso foi utilizado o kit SuperScript Vilo cDNA Synthesis kit e

termociclador.

Para cada reagdo de transcriptase reversa foram adicionados 4pl. do mix de reagdo
Vilo 5X, 2uL do mix SuperScript enzime 10X, 200ng de RNA purificado, e 4gua livre de
RNAse suficiente para se conseguir um volume de 20uL, o conteido foi gentilmente

misturado e incubado a 25°C por 10 minutos, a 42°C por 60 minutos e a 85°C a 5 minutos.

Para o ensaio de PCR em tempo real o kit Brilliant III Ultra-Fast SYBR® Green
QPCR Master Mix e termociclador e software RT? Profiller.

Para cada gene de interesse foi utilizado 10uL de SBYR Green QPCR Master Mix 2x,
1 pL de Primer foward na concentra¢do de 10uM, 1puL de Primer Reverso na concentracdo de
10 uM, Volume necessario para 100ng de cDNA e agua livre de DNAse para completar o
volume de 20puLL

Os primers utilizados foram: Mucina2, Lyzosima2, TLR2, TLR4, MD-2, Reglll-y,
IL-1B, TNF-a e o gene de referencia utilizado foi o GAPDH.

A reagdo de qPCR foi realizada com um ciclo de 3 minutos com temperatura de 95°C,
40 ciclos de 5 segundos de temperatura de 95°C seguido de 20 segundos de temperatura de

60°C e um ciclo com 1 minuto a 95°C, seguido por 30 segundos a 55°C e 30 segundos a 95°C.

As curvas de amplificagdo foram analisadas no Programa RT? Profiller e o cycle

threshold (Ct) calculado.

4.10 Analise estatistica

Os resultados foram mostrados como média + desvio padrao e foi realizado teste de T
student ndo pareado para comparagdo entre dois grupos e um valor de p<0,05 foi usado para
indicar diferencas significativas. Todos os testes foram realizados e graficos construidos com

o uso do programa GraphPad Prisma (GraphPad Prism 5 Software, San Diego, CA, USA).
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5S RESULTADOS

5.1 Proliferacao celular

A auséncia de glutamina no meio por 24 horas reduziu significativamente (p=0,0006) a
proliferagdo de células nas criptas dos enteroides, analisada pela incorporagdo de EdU por
células em divisdo, comparado-se o meio sem glutamina (0,193 £+ 0,057. N=10) com o meio
com glutamina (0,4588 £ 0,035. N=12). A figura 12 mostra imagens de criptas de enteroides
com aumento de 400X cultivadas em meio com glutamina (A) e sem glutamina (B), as células
marcadas em vermelho possuem marcagao positiva para EdU, todas as células estdo contra-
coradas com Hoescht, identificadas nas imagens com a coloracdo ciano. O grafico (figura

12C) apresenta a razao células EdU +/células Hoechst + com média + desvio padrao.
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Figura 12. Ensaio de proliferacao celular.
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5.2 Resgate da Glutamina

Foi feito a re-introdugdo de glutamina (2mM) ao meio privado de glutamina por 24
horas e apos 3 horas realizada imunomarcacao para EdU, a administragao de glutamina ao
meio privado desse aminoacido promoveu uma divisdo celular que pode ser observada pela
incorporagdo de EdU. A figura 13 mostra imagens de um enteroide, com aumento de 100X,
cultivado em meio com glutamina (A), sem glutamina (B) e privado de glutamina por 24
horas e entdo exposto a ela por 3 horas (C). As células marcadas em vermelho sdo positivas
para EdU e todas as células estdo contra-coradas com Hoechst, identificadas nas imagens com

a coloragao ciano.
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Figura 13. Ensaio de resgate de glutamina em enteroides deprivados por 24 horas.
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5.3 Apoptose por Caspase-clivada-3

Nao foi possivel quantificar a apoptose por imunomarcagao de caspase-clivada-3 nas
células presentes no epitélio das criptas do enteroide. Todas as células positivas para caspase-
clivada-3 se encontravam no interior do “liimen” dos enteroides, e era possivel visualizar
c¢lulas marcadas em ambas as condic¢des, impedindo a contagem dessas células utilizando a

metodologia anteriormente descrita e normalizacao dos dados.
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5.4 Numero de células secretoras (Paneth, Caliciforme e Enteroendocrina) no epitélio da
cripta do enteroide

Nao houve diferenga estatistica (p=0,07) entre a razdo do ntimero de células lisozima+
/ total de células presente na cripta nas duas condi¢cdes observadas, meio padrdo (0,1001 +
0,008. N=15) contra meio privado (média 0,1283 = 0,012. N=11) e nem de células
Mucina2+/total de células presentes na cripta (p=0,67), meio padrao (0,1414 + 0,02. N=15) e
meio privado (0,1294 £ 0,016. N=10). Foram encontradas poucas células marcadas por
chromogranina A no epitélio dos enteroides, tornando impossivel uma quantificagdo confiavel

pela metodologia adotada.

A figura 14 mostra imagens de criptas com aumento de 400X de criptas de enteroides
cultivados em meio com glutamina (A) e sem glutamina (B). As células marcadas em
vermelho possuem marcacdo positiva para lizosima-2, todas as células estdo contra-coradas
com Hoechst, identificadas nas imagens com a coloracdo ciano. O grafico (figura 14C)

apresenta a razao células lisozima +/células totais na cripta com média + desvio padrao.

A figura 15 mostra imagens de criptas com aumento de 400X de criptas de enteroides
cultivados em meio com glutamina (A) e sem glutamina (B), as células marcadas em
vermelho possuem marcagdo positiva para mucina-2, todas as cé€lulas estdo contra-coradas
com Hoechst, identificadas nas imagens com a coloracao ciano. O grafico (figura 15C)

apresenta a razao células mucina2+/células totais na cripta com média + desvio padrao.
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Figura 14. Células de Paneth (marcadas em vermelho) em criptas de enteroides cultivados
em meio padrdo e privado de Glutamina por 24 horas.
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Figura 15. Células Mucina-2 positivas (marcadas em vermelho) em criptas de enteroides
cultivados em meio padrdo e privado de Glutamina por 24 horas.
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5.5 Anailise da transcri¢cio de produtos celulares das células de Paneth e caliciformes
Houve diferenca estatistica (p=0,0007) na produ¢do de RNAm para lisozima entre os
grupos experimentais quando comparados ao gene de referéncia, com o grupo que sofreu
privacdo de Glutamina apresentando uma menor expressdo (figura 16A). Nao houve
diferenga estatistica entre a expressao relativa de Reglll-y (p=0,1382, figura 16B) ou de

Mucina 2 (p=0,9645, figura 16C) quando comparadas ao gene de referéncia.

Figura 16. Expressao Relativa de Lisozima-2 e Mucina-2 de mRNA extraidos de Enteroides
cultivados em meio padrdo e privado de Glutamina por 24 horas.
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5.6 Expressao de RNAm para TLR e MD-2

Nao houve diferenca estatistica entre a expressao dos transcritos para TLR4 entre as
duas condi¢des experimentais (p=0,326) e ndo houve expressao detectavel de RNAm para
TLR2 em nenhuma das condigdes. Em relacio a MD-2, houve diferenga estatistica
(p=0,0167) entre os grupos experimentais, com o meio que sofreu privacdo de glutamina
apresentando uma menor expressao de RNA mensageiro. A figura 17 mostra os graficos de
expressao relativa para receptor Toll-like-4 (A) e MD-2 (B) quando comparados com o gene

de referéncia.

Figura 17. Expressao Relativa de RNAm para TLR-4 e MD-2 extraidos de enteroides
cultivados em meio padrio e privado de glutamina por 24 horas.
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5.7 Expressdao de RNAm para citocinas, IL1-8, CXCL1 e TNF-a

Em relagdo as citocinas, houve diferenca estatistica (p=0,0005) somente para o RNAm
de TNF-alfa, onde o grupo privado de glutamina apresentou uma menor expressao. Nao
houve diferenca entre a expressdo de transcritos para IL-13 e CXCL-1 (p=0,488 e p=0,2920
respectivamente). A figura 18 mostra os graficos de expressdo relativa para IL-18 (A),

TNF-a (B) e CXCL-1 (C).

Figura 18. Expressdo Relativa de RNAm para IL-1-f, CXCL-1 e TNF-o extraidos de
enteroides cultivados em meio padrdo e privado de glutamina por 24 horas.
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6 DISCUSSAO

6.1 Glutamina é necessaria para proliferaciao do epitélio intestinal

A necessidade de glutamina para a proliferacdo de enterocitos ja ¢ bem conhecida
(RHOADS & WU, 2009), mas a glutamina parece ser essencial para a proliferacdo de outras
linhagens celulares do epitélio. At¢ mesmo as células-tronco, que estdo na base da cripta,
deixam de proliferar na auséncia de glutamina como visto na figura 12, ou pelo menos t€ém o

ciclo retardado, ndo sendo observado células com incorporagdo de EdU.

Desde o principio dos estudos com cultura de células, ¢ fato conhecido que uma alta
concentracdo de glutamina (> 2mM) ¢ necessaria em meios de cultivo para que ocorra
proliferagdo celular (MARC RHOADS & WU, 2009), porém a glutamina parece ter um efeito
mais importante em células intestinais. Rhoad e colaboradores (1997 e 2000) estudaram o que
aconteceria se células intestinais cultivadas in vitro com concentragdes fisioldgicas de
glutamina (0,7 mM) fossem expostas as concentracdes mais altas (2,5 mM), simulando uma
solucdo de reidratagdo oral, e observaram um aumento de 50% na incorporagdo de timidina ao
DNA, representando uma resposta proliferativa. Quando as células era privadas de glutamina
e posteriormente expostas a esse mesmo nivel, a incorporagdo de timidina aumentava 20

VEZES.

Moore e colaboradores (dados ainda ndo publicados) utilizando o modelo de enteroide
e suplementando o meio com diferentes aminodcidos, observaram que a glutamina e alanil-
glutamina eram os Unicos capazes de induzir a expansdo do numero de criptas. Este mesmo
estudo mostrou que 3 horas depois de se re-introduzir a glutamina em um meio privado por
24horas, a taxa de proliferacdo celular, medida pela incorporacio de EdU, aumentou

significativamente.

O fato de que, no modelo de enteroide, todas as células estdo em contato com o
agonista da via Wnt R-spondin, mas apenas as células na regido da cripta entram em
proliferagdo, e que a glutamina possui um efeito nessa proliferacao, sugere o envolvimento da

glutamina na via Wnt/B-catenina.
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6.2 Apoptose Celular

Nao foi possivel quantificar a morte celular no epitélio devido a rapida expulsdao das
células para o interior do enteroide. A auséncia de células marcadas para caspase-clivada-3
pode indicar a descamagdo de células apoptoticas para o lumen de forma répida, dessa forma
nao sendo encontrada marcacgdo no epitélio. Que o epitélio consegue preservar a viabilidade
celular, o quanto disso pode ser atribuido ao matrigel € incerto, mas a reposi¢dao de glutamina
apo6s 24 horas de deprivacao causa a proliferacao na base das criptas, indicando que algumas

dessas células ainda estavam viaveis.

Estudos tém mostrado que a presenca de glutamina, em niveis fisiologicos (1-4mM) ¢

efetiva em prevenir apoptose de células intestinais (RHOADS & WU, 2009)

Moore e colaboradores (dados ainda nao publicados) utilizaram um lumindmetro para
quantificar células Caspase-3/7 ativadas positivas (caspases 3/7 ativados sao marcadores de
apoptose) marcadas por imunofluorescéncia presentes em todo o enteroide e eles observaram
que privagdo de glutamina durante um periodo de 40 horas causou um aumento significativo

no numero de células apoptdticas, aumento que ja ¢ significativo a partir de 24 horas.
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6.3 Progénie de Células de Paneth e Células Caliciformes
Observando os resultados anteriores, onde as células sofrem reducao da divisao celular
apos a retirada da glutamina do meio, o efeito da glutamina na progénie de células secretoras

(Paneth e Caliciformes) ndo pode ser bem definido.

O tempo para a renovagdo completa do epitélio intestinal in vivo é de 3-5 dias, e o
tempo de renovagao do epitélio do modelo enteroide ainda nao foi definido. Especificamente,
as células caliciformes apresentam um turnover mais acelerado, em torno de 3 dias, ja as
células de Paneth apresentam um bem maior, em torno de 20 dias (SANTA BARBARA, DE
et al., 2003). A taxa de crescimento do sistema in vitro ndo pode ser relacionada diretamente
com in vivo, ja que existe um fonte de fatores de crescimentos exdgena que estimula uma
rapida proliferacao celular, mas a fisiologia in vivo deve ser considerada. A glutamina pode
possuir um efeito sobre a progénie das células do epitélio, mas as condi¢cdes e o tempo

necessario para essa mudanga ndo pode ser observado nesse estudado.

E importante salientar que a diferenciagcdo celular ¢ direcionada principalmente pela
via Notch com algum envolvimento da via Wnt e até o momento ndo ha evidéncias de que a
glutamina possa atuar nessas vias no que diz respeito a diferenciagdo celular no epitélio

intestinal.
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6.4 Conteudo das células secretoras

Houve uma reducdo da expressdo relativa de lisozima privado de glutamina, o que
pode indicar que a glutamina tem algum papel na regulagdo da sintese de lisozima ou ¢

importante para o metabolismo da célula de Paneth em geral.

Outra possibilidade pode ser devido & metodologia escolhida para a quantificagdo das
células. Devido ao crescimento em trés dimensoes dos enteroides, a escolha do local onde se
realiza a contagem das células pode ter interferido. A técnica de citometria de fluxo poderia
ser utilizada para se obter uma contagem mais precisa do nimero de células de cada linhagem
em relagdo ao nimero total de células do enteroide, o que pode levar hd um niimero maior de
células de Paneth no meio padrdo, explicando o aumento da quantidade de RNAm para

lizosima.
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6.5 Reconhecimentos de patogenos pelo epitélio intestinal (TLR e MD-2)

Nao foi detectada a transcricao do receptor do tipo Toll-like 2 (A sequéncia do primer
foi analisada na plataforma BLAST do NCBI e confirmada como correta) ¢ ndo houve
diferenga na transcri¢cdo to tipo Toll-like 4, mas houve diferenca na transcricdo da proteina
acessoria do receptor Toll-like 4, MD-2, onde os enteroides obtidos do meio privado de
glutamina apresentaram uma menor transcricdo relativa quando comparada ao gene de
referéncia que quando comparado aos enteroides obtidos de meio contendo glutamina. Esta

proteina ¢ importante na responsividade ao LPS.

Wolfs e colaboradores (2010) mostraram que a expressao de RNAm e a da proteina
MD-2 em células epiteliais de ileo humano é co-localizada com a expressdo de lisozima,
indicando que as células de Paneth possam ser sua fonte ¢ que o RNAm para TLR4 estava
restrito as células da criptas, uma regido povoada principalmente por estas células e células-

tronco.

Gong e colaboradores (2010) observaram que camundongos com sinalizagdo MyD88
(ativa apos a ativagao de TLR) bloqueada no epitélio intestinal apresentavam inflamagdes
espontdneas no intestino delgado devido a um decréscimo de a-defensinas e Regllly
derivados da células de Paneth, indicando um papel modulador da sinalizagdo de TLR no

intestino.

Estudos mostraram que quando camundongos knockout para TLR2 ou TLR4 eram
expostos as bactérias presentes no limen, através da administracdo oral de dextran sédio
sulfato (DSS - um composto capaz de danificar o epitélio intestinal e expor a lamina prépria),
estes apresentavam uma taxa de mortalidade maior do que quando comparada com animais do
tipo selvagem. Um efeito semelhante era observado quando animais selvagens recebiam
antibidticos de amplos espectro antes do agente agressor, sugerindo que a interagdo entre a
microbiota normal e os receptores protege de alguma forma o epitélio. (SANTAOLALLA et
al.,2011)

Se por um lado a ndo responsividade dos TLR ndo ¢ apreciada, a sua ativagdo
constante pode levar a patologias. Em um estudo com camundongos que expressavam TLR4
constitutivamente ativos no epitélio intestinal o DSS causou uma potente resposta
inflamatéria, com grande produgdao de TNF-a e COX-2, que podia ser fatal (FUKATA &
HERNANDEZ, 2009)(SANTAOLALLA et al., 2011).
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6.6 Expressao de citocinas

As células de Paneth expressam de maneira constitutiva o gene para TNF-alfa, e
embora o RNA fosse facilmente encontrado, a proteina ndo era expressa devido a um
mecanismo regulatério pods-transcripcional (KESHAV et al., 1990) (CHEN; SHYU,
1995)(Keshav, 2006) ). Se essa producao de TNF-alfa ¢ em resposta a agressdo ainda ndo esta

perfeitamente esclarecido.

Liboni e colaboradores (2005), em um trabalho utilizando células de linhagens H4
(que simulam enterdcitos imaturos) e células Caco-2 (que simulam enterdcitos maduros)
mostram que a produ¢do de IL-8 estava aumentada quando estas células eram deprivadas de
glutamina por 24 horas e que estas reagiam de maneira exacerbada quando expostas ao LPS e
quando comparadas com os controles com glutamina. Outra informagao interessante era que

os enterdcitos imaturos eram mais sensiveis a esta estimulagdo que os mais diferenciados.

Coéffier e colaboradores (2001), em trabalho utilizando bidpsia de jejuno de
voluntdrios saudaveis, constataram que a concentracdo de IL-8 era menor naqueles que
recebiam uma solug¢do com glutamina e tinha seus fragmentos cultivados em meio com
glutamina do que aqueles fragmentos provenientes de voluntarios que recebiam salina e
tinham seus fragmentos cultivados em meio sem glutamina. Essa diferenca também foi
observada em amostras de voluntarios que receberam salina e tiveram seus fragmentos
cultivados em meio com glutamina quando comparadas com aqueles cultivados em meio sem
glutamina. O estudo ndo detectou IL-1B e TNF-a em niveis suficientes para realizar analises
estatisticas, mas ndo detectou alteragdes nos niveis de mRNA para IL-18, TNF-a e IL-8 nos
fragmentos de biopsia de voluntarios que receberam ou nao glutamina, sugerindo um provavel

mecanismo regulatorio pds-trancri¢ao para pelo menos IL-8.

Coéftier e colaboradores (2003), em um outro trabalho utilizando bidpsia de duodeno
de voluntarios sauddveis cultivados em cultura, observaram que IL-18 (dose de 2ng/mL)
estimulava a producao de IL-6 e IL-8, mas nao afetava a producao de IL-4 ¢ 10 e que em
concentragdes crescentes de glutamina (0,5-10mM) reduzia a producao de IL-6 e 8, enquanto
aumentava a producdo de IL-10 (doses mais altas de glutamina aumentavam a expressao de
RNAm para IL-10, mas o aumento da proteina sé foi detectado apds estimulacdo com IL-18).
Novamente ndo houve diferencas nos transcritos para IL-8 e TNF-a nao foi detectado nas

amostras
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7 CONCLUSAO

A importancia da glutamina como combustivel para os enterdcitos ja € conhecida, mas
o seu papel sobre as outras linhagens do epitélio intestinal ainda nao foi bem estudado. Parte
disso se deve ao fato de que, isoladamente, o epitélio intestinal ndo havia sido bem
reproduzido in vitro. O cultivo de células diferenciadas requeria a administragdo exdgena de
fatores de crescimento especifico para cada tipo de linhagem celular que se desejasse estudar.

O modelo de organoide intestinal ¢ capaz de gerar um epitélio intestinal contendo as
principais linhagens celulares (células de Paneth, caliciformes, enteroenddcrinas e enterocitos)
de maneira em que estas mantém a produ¢ao de seus produtos especificos e posicao relativa a
estrutura vilo-cripta de maneira semelhante a observada in vivo, possuindo inclusive alguns
elementos do sistema imune inato responsaveis pela responsividade ao LPS (TLR4 e MD-2),

algo que outros modelos in vitro ndo possuem de maneira completa.

Quanto ao efeito da privagdo de glutamina sobre as células secretoras do epitélio,
aquela parece possuir agdo regulatoria sobre as células de Paneth, visto que as maiores
diferengas observadas sdo em produtos dessa linhagem celular em meio privado de glutamina,

tais como:
* Reducao da transcri¢ao de lisozima.
* Reducao da transcricado de MD-2, a proteina acessoria do TLR4.
* Reducao da transcricao de TNF-a, encontrada constitutivamente nessas células.

Mais estudos sdo necessarios para o melhor entendimento do papel da glutamina
nessas células e o0 modelo de enteroides parece ser o ideal para esses estudos, pois apresenta
um epitélio diferenciado e consegue prover uma arquitetura vilo-cripta semelhante a

observada in vivo.
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