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RESUMO 

 

A desnutrição pode afetar a arquitetura intestinal, causando atrofia da mucosa e 

comprometendo o turnover epitelial. Embora o intestino seja capaz de responder 

compensatoriamente à desnutrição, os mecanismos moleculares pelos quais o 

intestino responde à privação proteica não estão completamente esclarecidos. A 

quinase celular intestinal (ICK) é uma proteína altamente conservada do tipo 

serina/treonina e um novo componente das vias de sinalização que regulam a 

proliferação celular na cripta intestinal. Para avaliar o papel da resposta intestinal 

compensatória à privação proteica, regulada pela ICK, foi medida a ativação de vias 

moleculares relacionadas à proliferação e sobrevivência celulares, como a via 

canônica Wnt/β-catenina, a via da proteína alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR), 

vias da proteína-quinase ativada por mitógeno (MAPK) e da proteína quinase B 

(PKB/Akt), bem como a expressão de marcadores para células-tronco intestinais 

(LgR-5 e Bmi1) por imunoblotting num modelo in vivo em camundongos fêmeas 

C57BL/6J submetidas à uma dieta hipoproteica (contendo 2% de proteína) por cinco 

dias e controles nutridos recebendo dieta padrão. Também foi realizado um estudo in 

vitro utilizando células HCT-8 de adenocarcinoma ileocecal humano desafiadas com 

meio padrão com restrição de soro fetal bovino (0-1%) para avaliar a resposta da ICK 

na presença ou não de fatores tróficos intestinais como glutamina (2mM), alanil-

glutamina (10 e 50 mM) e zinco (10 e 50µM), além de caseína e albumina sérica 

bovina (BSA) na concentração de 0,25 e 0,5% no meio, respectivamente. A análise 

de RNAm foi feita para avaliar o transcrito de ICK por q-PCR, após privação proteica. 

No intuito de avaliar o efeito dessa quinase sobre a proliferação celular e apoptose, 

foi realizado o silenciamento do gene da ICK com uso de RNA de interferência em 

células HCT-8. A viabilidade celular foi avaliada com base na exclusão do azul de 

tripan. Posteriormente, foram realizados testes de western blot para caspase 3 e 9, 

PARP-clivada, além de anexina V por citometria de fluxo para avaliar apoptose, assim 

como western blot para via Wnt/β-catenina e ciclina D1 no intuito de medir os 

mecanismos relacionados à proliferação celular. Dessa forma, foi identificado um 

aumento significativo e transitório nos níveis intestinais de ICK na desnutrição induzida 

pela ração hipoproteica, concomitante com a ativação de vias moleculares 

relacionadas à proliferação e sobrevivência, bem como o aumento da expressão de 

marcadores para células-tronco intestinais. Esse trabalho também documentou que a 



privação proteica, induzida por baixa concentração de soro, aumenta a expressão de 

ICK em células HCT-8, efeito que foi revertido pela adição de BSA no meio. O mesmo 

resultado, não foi observado com outros compostos como glutamina, alanil-glutamina 

e zinco. Apesar do aumento da expressão da ICK após privação proteica, não houve 

diferença significativa da sua transcrição quando comparado com os controles. O 

silenciamento do gene de ICK reduziu significativamente a sinalização da via Wnt-β-

catenina e ciclina D1 em células HCT-8 com aumento da apoptose por um mecanismo 

dependente de caspases. Os resultados sugerem que o aumento da expressão de 

ICK em resposta à privação proteica é um mecanismo de proteção que limita a 

apoptose e suporta a proliferação celular epitelial na desnutrição. 

 

Palavras-chave: Desnutrição. Privação de proteína. Quinase celular intestinal.  

β-catenina. Proliferação.  Apoptose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Malnutrition can affect the intestinal architecture, causing mucosal atrophy and 

compromising epithelial turnover. Although the gut is able to compensatorily respond 

to malnutrition, the molecular mechanisms by which the gut responds to protein 

deprivation are not completely understood. The intestinal cell kinase (ICK) is a highly 

conserved serine/threonine protein and a novel component of the signaling pathways 

that regulate cell proliferation in the intestinal crypt. In order to evaluate the role of the 

intestinal compensatory response to protein deprivation mediated by ICK, the 

activation of molecular pathways related to cell proliferation and survival were 

measured in C57BL/6J mice subjected to low protein diet (containing 2% protein) for 

five days and received standard chow-fed controls. We analyzed the intestinal 

canonical Wnt/β-catenin pathway, mammalian target of rapamycin (mTOR), mitogen-

activated protein kinase (MAPK) and protein kinase B (PKB/Akt) by immunoblotting. 

We also measured the expression of intestinal stem cells markers (LGR-5 and Bmi1). 

We also conducted an in vitro study using human ileocecal adenocarcinoma cells 

(HCT-8) starved with low serum (0-1%) to evaluate the ICK response with or without 

gut trophic factors, such as glutamine (2 mM), alanyl-glutamine (10 and 50mM), and 

zinc (10 and 50μM), casein and bovine serum albumin (BSA) at a concentration of 0.25 

or 0.5% in the medium, respectively. We also assessed ICK mRNA transcript by q-

PCR after protein deprivation. In order to evaluate the effect of this kinase on cell 

proliferation and apoptosis, the ICK gene was silenced using interference RNA in HCT-

8 cells. Cell viability was measured by trypan blue exclusion. Furthermore, caspase 3 

and 9, cleaved PARP, analyzed by western blot, and annexin V, measured by flow 

cytometry, were used to assess apoptosis. In order to measure ICK effect on cell 

proliferation, we analyzed Wnt/β-catenin and cyclin D1 pathways by western blot. We 

identified a significant and transient increase in ICK intestinal levels following low-

protein induced malnutrition, concomitant with the activation of molecular pathways 

related to proliferation and survival, as well as increased expression of intestinal stem 

cell markers. This work also documented that the protein deprivation, induced by low 

serum concentration, increased the expression of ICK in HCT-8 cells, an effect that 

was reversed by BSA in the medium. This reverse effect was not seen with other 

compounds such as glutamine, alanyl-glutamine or zinc. Despite the increase in ICK 

expression after protein deprivation, no significant difference in its transcripts was 



found, when compared with controls. The silencing of the ICK gene significantly 

decreased Wnt/β-catenin and cyclin D1 signaling activation in HCT-8 cells with 

increased apoptosis by a caspase dependent mechanism. Our results suggest that the 

increased ICK expression in response to protein deprivation is a protective mechanism 

that limits cell apoptosis and supports epithelial cell proliferation following malnutrition. 

  

Keywords: Malnutrition. Protein deprivation. Intestinal cell kinase. β-catenin. 

Proliferation. Apoptosis. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Epidemiologia e impacto da desnutrição 

 

A desnutrição ainda se constitui um importante problema em saúde pública 

nos países em desenvolvimento. No ano de 2010, um percentual de 18% da 

população mundial ou 103 milhões de crianças com idade menor que cinco anos 

estavam desnutridas (baixo peso por idade), de acordo com os padrões de 

crescimento infantil da Organização Mundial da Saúde (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2014). 

A Organização Mundial de Saúde estima que mais de vinte milhões de 

crianças nascem abaixo do peso a cada ano e cerca de 150 milhões de crianças 

menores de cinco anos têm baixo peso para a sua idade. O problema é mais grave 

na área Centro-sul da Ásia (30%), seguido pela África Oriental (22%), Ocidental (22%) 

e Central (21%) e pelo Sudeste da Ásia (17%). A situação é melhor em outras regiões 

como o Leste da Ásia, Norte da África e da América Latina e o Caribe onde a taxa cai 

para 10%. Crianças de famílias mais pobres têm o dobro de chance de estarem abaixo 

do peso do que as em famílias menos pobres. Crianças que vivem em áreas rurais 

têm mais probabilidade de desenvolverem desnutrição que as que vivem em áreas 

urbanas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014). 

A desnutrição infantil, incluindo crescimento lento e deficiência em 

micronutrientes, constitui cerca de 35% das causas de morte em crianças com idade 

menor que cinco anos e possível motivo de doenças cardiovasculares na idade adulta, 

sendo que dentre as principais causas de morte em crianças, 60,7% resultantes de 

diarreia, 52,3% de pneumonia, 44,8% de sarampo e 57,3% de malária são atribuíveis 

à desnutrição concomitante (DE QUEIROZ et al., 2014; DEBOER et al., 2012). Os 

autores em seguida complementam que além da desnutrição ser altamente prevalente 

em países em desenvolvimento, faz parte da chamada “síndrome de pobreza”, que se 

associa às famílias de baixa renda, com muitos membros, pouca educação, baixo 

desenvolvimento, más condições de habitação, pouco acesso a cuidados de saúde e 
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à alimentação. Dado o aumento da incidência de doenças cardiovasculares em áreas 

em desenvolvimento, as associações entre desnutrição infantil, infecções do início da 

vida e o aumento da ocorrência de fatores de risco metabólicos exigem atenção 

redobrada das políticas de saúde pública no mundo todo (DEBOER et al., 2012). 

Para Ravasco et al., (2005), a desnutrição ocorre quando a disponibilidade de 

nutrientes não atende às necessidades diárias do corpo para realizar suas funções. 

Este desequilíbrio pode resultar da ingestão inadequada de alimentos, uma dieta 

pobre ou desbalanceada ou até por excesso. Tais desequilíbrios são frequentemente 

produzidos pela deficiência relativa de proteínas, carboidratos e gorduras como fontes 

de energia e micronutrientes. Essas deficiências são seguidas de alterações 

fisiopatológicas que primeiro traduzem-se em prejuízo funcional e posteriormente em 

danos bioquímicos e físicos, estando também associada, com uma redução 

significativa no ritmo de crescimento do sistema nervoso central, em crianças, 

incluindo peso cerebral, córtex cerebral, número reduzido de neurônios, mielinização 

deficiente, perda da arborização dendrítica e várias alterações nas características 

microscópicas das espinhas dendríticas, predispondo, inclusive, às doenças 

degenerativas a longo prazo (AZEVEDO et al., 2014). 

Durante períodos prolongados de escassez de alimentos e desnutrição, 

algumas proteínas estruturais, particularmente aquelas que compõem o músculo 

esquelético e órgãos internos, são usadas para fornecer energia. Na inanição primária 

o corpo metaboliza as reservas de gordura, preferencialmente de modo que muitas 

proteínas estruturais são conservadas. Em determinadas situações, por exemplo, 

durante uma doença, após estresse ou trauma, tais mecanismos de proteção podem 

ser afetados e a ingestão de alimentos reduzida é relacionada com perda rápida da 

massa/volume de músculo esquelético, cardíaco e respiratório, aumento da 

susceptibilidade à infecção devido à função imunológica prejudicada, baixa 

capacidade de cicatrização e perda de massa corporal (HEYMSFIELD; MCMANUS, 

1985; ZIEGLER et al., 2003) 
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Ingestão nutricional inadequada também resulta em atrofia do revestimento 

do intestino, diminuição das secreções intestinais e alterações da microbiota intestinal, 

o que agrava mais a capacidade de obter os nutrientes dos alimentos. A desnutrição 

ocorre antes que os sinais clínicos sejam evidentes e, em curto prazo, as 

consequências do déficit nutricional podem não ser observadas. No entanto, ingestão 

nutricional insuficiente, por um período prolongado, altera a composição corporal com 

resultado óbvio, que é a perda de peso, afetando adversamente as funções do corpo, 

causando problemas de crescimento e desenvolvimento cognitivo que juntos trazem 

graves efeitos sociais sobre o capital humano (GUERRANT et al., 2013) 

Os nutrientes podem ser classificados como macronutrientes, micronutrientes 

ou ainda como aminoácidos anabólicos. Os macronutrientes são consumidos em 

grandes quantidades e fornecem energia, incluindo carboidratos, proteínas e 

gorduras. Já os micronutrientes, como as vitaminas, minerais e oligoelementos, são 

consumidos em quantidades muito pequenas (mg ou µg) e são necessários para uma 

ampla gama de processos essenciais, incluindo o crescimento, manutenção, proteção 

e reparo do corpo. Energia e micronutrientes também são necessários pelo sistema 

imunológico para proteger o corpo contra a invasão de organismos patogênicos 

(GURMINI et al., 2005; RAVASCO et al., 2005).  

Recentemente, vários trabalhos demonstraram com sucesso a utilização de 

micronutrientes e aminoácidos anabólicos em processos de desnutrição, que tem sido 

associada com benefícios no crescimento físico e na integridade da mucosa intestinal, 

tais como; o tratamento com arginina (CASTRO et al., 2012; COSTA et al., 2012) 

glutamina (LIMA et al., 2002), vitamina A e zinco (CHEN et al., 2003; LIMA et al., 

2014). 

A glutamina, por exemplo, é um dos aminoácidos mais abundantes e é 

considerado condicionalmente essencial em condições de estresse, como infecção, 

trauma e desnutrição. Além de ter um papel importante como combustível para 

enterócitos e leucócitos do intestino delgado, a glutamina participa em vários 

processos metabólicos, tais como síntese de proteína, gluconeogênese, transferência 

de nitrogênio, biossíntese de ácidos nucleicos, regulação da resposta imune e 

regulação do estado de oxidação celular (WANG; QIAO; LI, 2009). 
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O zinco, igualmente, é componente essencial de muitas enzimas, sendo 

necessário para atividade de muitas outras, desempenhando um papel importante na 

resposta de fase aguda e na resposta imune, embora os mecanismos pelos quais isto 

ocorre não estejam elucidados. É também essencial para o crescimento e função 

metabólica normal atuando também como cofator para a superóxido dismutase, 

protegendo a célula de danos induzidos por radicais livres, melhora os efeitos da 

vitamina D no metabolismo ósseo por meio do estímulo da síntese de DNA em células 

ósseas e participa na síntese de DNA e RNA, o que ultimamente é relacionado à 

replicação celular (DE QUEIROZ et al., 2014). 

 

1.2. Homeostasia e histogênese do epitélio intestinal 

 

O trato intestinal é constituído por um tubo composto de várias camadas de 

tecido. A camada externa contém feixes de músculo liso inervados responsáveis por 

executar o peristaltismo. A camada do interna é constituída por tecido estromal sendo 

revestido de uma faixa de células epiteliais cilíndricas, denominado de mucosa, que 

processa, absorve nutrientes. Esse epitélio tem uma função especializada, desde a 

absorção de nutrientes à digestão de moléculas complexas (RESCIGNO, 2011). 

O epitélio intestinal sofre rápida e contínua auto renovação: esta renovação é 

alimentada por células-tronco multipotentes responsáveis pela formação de toda a 

arquitetura epitelial e pela produção e manutenção de um epitélio absortivo e 

secretório, que se dobra em unidades repetidas, compostas de invaginações, 

chamadas de criptas de Lieberkühn, e protusões, chamadas de vilos, que aumentam 

a área de absorção para uma melhor absorção dos nutrientes presentes no lúmen 

(MOLOFSKY; PARDAL; MORRISON, 2004). Estas células produzem e respondem a 

estímulos gerados por células vizinhas com a finalidade de manter a homeostase e 

promover a formação ou a recuperação tecidual. O turnover celular é finalizado pela 

apoptose/esfoliação de células terminalmente diferenciadas no ápice das vilosidades 

do intestino delgado (SATO et al., 2009). A agressividade constante do conteúdo 

luminal induz uma notável e elevada taxa de morte de células, com até 1011 células 



P á g i n a  | 32 

 

epiteliais (~ 200g) perdidas a cada dia em humanos. Isto impõe uma exigência de auto 

renovação diária ao longo da vida, que é impulsionada por pequenas populações de 

células-tronco adultas que residem dentro de nichos especializados (BARKER, 2014). 

Surpreendentemente, este contínuo processo de substituição epitelial ocorre sem 

perturbar a integridade funcional das junções célula-célula, já que a regulação da 

integridade juncional e permeabilidade paracelular são especialmente importantes 

para a homeostasia do sistema imune (BERGELSON, 2009). 

Os enterócitos são o tipo mais representativo de células, que apresentam 

projeções digitiformes, conhecidas como microvilosidades. Estas surgem no lado 

luminal das células e são completamente revestidas por glicocálice. Essas células são 

derivadas de fontes multipotentes situadas na base das criptas. Quando essas células 

atingem a sua maturidade, elas migram em direção ao topo do vilo, onde células 

envelhecidas são expulsas no lúmen intestinal. Na profundidade das criptas, há 

também as células de Paneth que têm função de regulação, uma vez que elas 

produzem peptídeos antimicrobianos chamados de defensinas que constituem um 

sistema protetor contra os agentes patogênicos. Dessa forma, fica claro que a camada 

epitelial comporta-se como uma barreira anatômica e funcional, representando uma 

interface necessária para manter toda a homeostase intestinal (MCGUCKIN et al., 

2009). Essas estruturas podem ser bem visualizadas a seguir (FIGURA 1). 

Existe uma complexa e dinâmica relação entre as células-tronco e o ambiente 

em que elas se encontram, que as provêm com os estímulos necessários para se 

adaptarem e responderem às necessidades do tecido, proliferando e mantendo a 

capacidade de auto renovação, gerando diferentes linhagens celulares. Esse nicho 

celular, que compõe o microambiente, protege e estimula as células-tronco. Além 

disso, um mecanismo de detecção de nutrientes dentro do nicho de células-tronco, 

que regula o tamanho e a atividade do pool dessas células foi recentemente 

descoberto (BARKER, 2014).  

Esse microambiente é composto da matriz extracelular, células neurais, 

linfócitos, macrófagos, células endoteliais, fibroblastos, células do músculo liso e 

miofibroblastos, que ativam várias vias de sinalização, como é o caso da via Wnt que 

possui um papel crucial na manutenção e proliferação saudável das células intestinais 
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na formação de um epitélio diverso e organizado. A perda efetiva dessa via de 

sinalização, causa diminuição no número de células de Paneth e incapacidade de 

recuperação de barreira epitelial efetiva em processos, como por exemplo, o causado 

por episódios de desnutrição e infecções entéricas (BARKER, 2014; LI; XIE, 2005; 

NUSSE et al., 2008; OHLSTEIN et al., 2004; SEMONT et al., 2010) 

 

 

 

 

 
 

FIGURA 1: Estrutura do intestino delgado de um adulto. Células-tronco residem imediatamente acima 
das células de Paneth. Base de células cilíndricas, intercaladas entre as células Paneth, também 
podem se comportar como células-tronco. As células progenitores param a proliferação na junção 
cripta-vilosidade e expressam marcadores de diferenciação. Células enteroendócrinas, absortivas, e 
células de secretoras de muco migram no sentido ascendente, enquanto que as células de Paneth 
migram para baixo e localizam-se na parte inferior das criptas (BARKER, 2014). 
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1.2.1 Intestino e estresse nutricional 

 

O intestino tem uma capacidade inerente para se adaptar morfologicamente 

e funcionalmente, em resposta aos estímulos ambientais internos e externos. Na 

verdade, a adaptação intestinal pode ser considerada um paradigma de interações 

gene-ambiente que tem implicações importantes no potencial de sobrevivência e bem-

estar do indivíduo. A restrição alimentar, durante o desenvolvimento do animal, pode 

provocar efeitos irreversíveis, dependendo do período e do órgão em 

desenvolvimento. Se esta restrição se der durante a multiplicação celular, os animais 

não alcançarão níveis normais no peso de alguns órgãos, mesmo após recuperação 

nutricional, devido ao decréscimo no número de células (DROZDOWSKI; THOMSON, 

2006). 

Na maioria dos estudos realizados em animais, especialmente aqueles 

realizados em camundongos, demonstram que durante episódios de desnutrição, 

intestino delgado e mucosa atrofiam rapidamente com a redução da proliferação 

celular. Fato este notadamente observado em período de poucas horas, que 

compreendem mecanismos de adaptação que ocorrem em diversos níveis: fisiológico, 

celular e molecular (JENKINS; THOMPSON, 1994). É sabido também, que os sinais 

de adaptação podem estar relacionados a vários níveis hormonais, fatores de 

transcrição, níveis de ATP, ou mudanças na concentração de solutos luminais.  

Para Tappenden (2006), adaptação intestinal se refere a um processo em que 

o intestino sofre várias alterações estruturais e funcionais, para compensar a perda 

de suas funções, na intenção de manter a homeostase e arquitetura intestinal. 

Segundo o mesmo autor, o papel estimulante fornecido pelos nutrientes entéricos é 

ainda apoiado por evidências que indicam que a desnutrição altera a função e 

estrutura do intestino delgado, que é particularmente suscetível à injúria metabólica 

causada pela privação de fatores nutricionais.   
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Portanto, pode-se dizer que a mucosa do intestino delgado é adaptável, mas 

sua integridade é essencial para a sobrevivência, possuindo diversas funções 

biológicas, incluindo absorção de nutrientes, função de barreira, resposta à lesão, e 

reservatório imunológico (FIGURA 2) (SHAW; GOHIL; BASSON, 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 2: Diversidade das funções da mucosa intestinal (SHAW; GOHIL; BASSON, 2012) Adaptado. 
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1.3.  Proteínas Quinases  

 

As proteínas quinases pertencem a uma das maiores e mais funcionalmente 

diversas famílias de genes em eucariotos, constituindo cerca de 1,7% de todo o 

genoma humano. As quinases estão envolvidas no controle de funções celulares por 

meio de vias de sinalização complexas, que permitem regulação de funções 

fisiológicas, por fosforilação de substratos além de direcionar atividade, localização e 

atividade de inúmeras proteínas-alvo (LAHIRY et al., 2009). As quinases são 

particularmente importantes para transdução de sinal e coordenação das complexas 

funções celulares, como pode ser visto com a proteína ativada por mitógeno (MAP) e 

quinases ciclina-dependente (CDK), que desempenham um papel central na 

regulação da divisão e proliferação de células em mamíferos. Atividade alterada das 

quinases ou substrato de fosforilação anormais têm sido implicados em doenças como 

distúrbios endócrinos, cânceres, imunodeficiências e doenças cardiovasculares 

(LAHIRY et al., 2009). 

 

1.3.1 Atividade e classificação das proteínas quinases  

 

Os primeiros estudos na área de sinalização celular têm sua origem nos 

trabalhos realizados sobre os mecanismos da ação hormonal. A denominação 

hormônio, do grego “hormao” (que “estimula”, “excita”), introduzido pelo renomado 

pesquisador Ernest Henry Starling em 1905, a partir de seus experimentos sobre 

estímulo da secreção do suco pancreático no duodeno (BAYLISS; STARLING, 1905; 

STARLING, 1914).  

A análise sobre os mecanismos de transdução de sinais foi mais intensa nos 

últimos 40 anos e revelou-se muito eficaz na identificação de novos alvos e para o 

desenho de novos fármacos. Este é o caso dos fármacos dirigidos a receptores 

acoplados à proteína G. Mais de 50% dos medicamentos modernos foram projetados 

com base nesta única família de transdutores de sinalização celular (FLOWER, 1999). 



P á g i n a  | 37 

 

As enzimas conhecidas como proteínas quinases (PK) são efetores finais da 

maioria das vias de transdução de sinal celular. Tais enzimas realizam a reação de 

fosforilação aonde o fosfato terminal de resíduos de ATP ou menos frequentemente 

GTP são transferidos para a hidroxila de aminoácidos como serina, treonina ou tirosina  

(FIGURA 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 3: Alteração na carga de proteínas por meio da reação de fosforilação.  
A fosforilação de resíduos de Ser (acima) e Tre (abaixo) é catalisada por quinases específicas que utilizam 
ATP como doador de fosfatos. O produto da reação é uma Ser/Tre fosforilada que possui duas cargas 
negativas em pH neutro (KRAUSS, 2003). 

 



P á g i n a  | 38 

 

A atividade catalítica das PK possui o atributo de beneficiar cineticamente uma 

reação. Isso porque a reação entre ATP produz quantidades muito pequenas de éster 

fosfato em água, ou seja, a hidrólise espontânea de monoéster fosfato, tem cinética 

lenta em condições fisiológicas normais, tornando necessária a ação de fosfatases 

para que a reação seja acelerada. Assim, a fosforilação de proteínas é reversível e 

controlada por enzimas em ambas as direções (fosforilação e desfosforilação). 

Diversos são os mecanismos utilizados pelos seres vivos para autorregulação  

e sobrevivência frente à mudanças e estímulos externos e internos, como fosforilação, 

controle do fluxo de íons, liberação de sinalizadores e mensageiros, entre outros. A 

fosforilação apresenta-se como um mecanismo ímpar e onipresente no controle da 

sinalização celular, que fornece a maquinaria eficiente para o controle de diversas 

atividades proteicas. A capacidade de modificar a ação enzimática é um dos principais 

mecanismos de regulação em resposta a estímulos, norteando a atividade de redes 

metabólicas que controlam os processos fisiológicos das células (KRAUSS, 2003). 

O processo de fosforilação de resíduos de hidroxiaminoácidos de proteínas é 

uma alteração pós-traducional que está presente na constituição de quase todos os 

organismos vivos conhecidos. Ligado covalentemente às hidroxilas dos resíduos dos 

aminoácidos serina, treonina, tirosina, histidina e aspartato, o grupo fosfato altera a 

estrutura nativa da proteína, ativando-a ou inativando-a (FIGURA 4) (JOHNSON; 

LEWIS, 2001).  
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FIGURA 4: Organização estrutural da treonina, serina, tirosina e processo de fosforilação da tirosina 
(JOHNSON, L. N.; LEWIS, 2001) ADAPTADO. 
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Esse fato deve-se as propriedades especiais do PO4, que possui um pKa de 

6,7 e carrega duas cargas negativas quando em pH neutro, isto é, ele gera duas 

cargas negativas na cadeia lateral do aminoácido fosforilado, como elucidado 

anteriormente (FIGURAS 4 e 5). Por conta da presença desse fosfato e de quatro 

átomos de oxigênio, surge uma forte interação por meio do hidrogênio de outros 

resíduos, permitindo que ocorram ligações entre diferentes regiões da cadeia 

carbônica.  Grupos duplamente carregados com carga negativa não ocorrem em 

outros elementos estruturais de proteínas. Os ésteres de fosfato de serina, treonina e 

tirosina são bastante estáveis a temperatura ambiente e pH neutro; raramente 

hidrolisam espontaneamente. Por esse motivo, esse processo de fosforilação 

reversível é catalisado por enzimas quinases que incorporam fosfato (proveniente de 

uma molécula de ATP) por meio de sua atividade de fosfotransferase e por enzimas 

fostatases que o hidrolisam. Esse processo é facilmente visualizado abaixo  

(FIGURA 5) que mostra a ativação ou inativação proteica por meio da atividade 

enzimática (KRAUSS, 2003). 

 

 

FIGURA 5: - Função de proteínas quinases e fosfatases. Sua fosforilação pode ativar ou inativar sua função 
de acordo com a proteína alvo. No caso de P1, a fosforilação a torna ativa, enquanto o contrário acontece 
em P2 (KRAUSS, 2003) ADAPTADO 
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A fosforilação é realizada de acordo com a especificidade da estrutura dos 

aminoácidos, por enzimas que fosforilam serinas e treoninas ou tirosinas, dividindo-

as em quatro grupos principais: Ser/Tre e Tir quinases e fosfatases. 

Até pouco tempo, acreditava-se que o processo de fosforilação de 

serinas/treoninas era um episódio exclusivo dos organismos eucariotos, enquanto 

apenas a fosforilação de histidinas e aspartato eram presentes em procariotos 

(WOLANIN; THOMASON; STOCK, 2002). Entretanto, com o avanço da genômica, 

descobriu-se que procariotos possuem genes de proteínas quinases e fosfatasses de 

Ser/Tre e Tir, com estrutura e função semelhante a enzimas eucarióticas, porém com 

sequências primárias variáveis (SHI; POTTS; KENNELLY, 1998). 

 

1.3.2 Proteínas quinases e seu valor terapêutico 

 

Como apontado por Wood (1987), as PK estão intimamente relacionadas a 

muitas doenças conhecidas como a asma, câncer, doenças do sistema nervoso 

central (SNC), cardiovasculares, diabetes, dentre muitas outras.  Dessa forma, as 

quinases são motivo de pesquisa e nos últimos anos, de maneira mais expressiva, 

devido ao seu envolvimento em processos de proliferação celular, metabolismo do 

glicogênio, neurotransmissão, apoptose, desregulação ou super-expressão de 

receptores (BASELGA, 2000).  

Baselga (2000) complementa textualmente, afirmando que em tumores 

malignos humanos, sobretudo no que tange ao seu desenvolvimento e manutenção, 

a inclusão das proteínas quinases, pode acontecer por um rearranjo genômico, como 

por exemplo, translocação cromossomal em leucemias, como a dos genes Bcr-Abl e 

mutações que conduzem a uma desregulação na atividade fisiológica dessas 

quinases, que podem levar ao desenvolvimento de perda da função de supressores 

tumorais e como resultado, sine qua non, a atividade de oncogenes. Esse ocorrido é 

pautado, por exemplo, como o que sucede com o concogene Ras, que é ativado em 

30-50% dos cânceres humanos conhecidos, assim como, descontrole na atividade da 
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quinase Raf, as dependentes de ciclinas e ainda desregulação por expressão imódica 

dos receptores de EGF (YARDEN; SLIWKOWSKI, 2001)  

 

1.3.3 Quinase célular intestinal (ICK)  

 

A ICK é uma proteína quinase do tipo serina/treonina, evolutivamente 

conservada no quinoma proteico que é altamente expressa no epitélio intestinal. No 

intestino, o RNAm da ICK localiza-se especificamente na região das criptas onde as 

células intestinais progenitoras também conhecidas como células-tronco, e células 

epiteliais transitórias de rápida replicação residem, implicando um papel importante 

para ICK na regulação da replicação epitelial e atividades celulares relacionadas às 

células-tronco. A presença da expressão de ICK foi identificada, nos últimos anos, em 

uma gama de tecidos, sendo mais frequente no cérebro, medula espinal, testículo, e 

ovários, embora o nível de expressão pode variar dramaticamente entre diferentes 

regiões, em alguns indivíduos. Entre as regiões específicas do cérebro, foi detectada, 

de maneira mais significativa, a presença na região conhecida por corpo caloso 

(TOGAWA et al., 2000; CHEN et al., 2013; FU et al., 2009). 

A supressão de expressão de ICK in vitro é capaz de bloquear 

significativamente a proliferação das células epiteliais do intestino (FU et al., 2009). O 

gene do ICK em camundongos codifica uma proteína de 629 resíduos de 

aminoácidos, composta de um domínio catalítico N-terminal altamente conservado e 

um domínio C-terminal longo e único (FU et al., 2005, 2006). A ICK pode ser ativada 

por uma quinase a montante relacionada ao ciclo celular da quinase (CCRK) por meio 

da fosforilação do resíduo essencial Thr-Treonina-158 na MAPK-like sítio TDY 

(Treonina-ácido aspártico-Tirosina) (FU et al., 2006).  

Ainda segundo Togawa et al., (2000), ICK compartilha similaridade de 

sequência com a família das proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK). A 

atividade catalítica da ICK é regulada por dupla fosforilação de um sítio  

TDY MAPK-like no circuito de ativação T, bem como a fosforilação dos resíduos de 
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Tre no sítio TDY por quinases relacionadas com o ciclo celular (CCRK)  

(CHEN et al., 2013; FU et al., 2009).  

No quinoma humano, ICK pertence a uma família mal compreendida de 

quinases RCK (quinase de hibridização cruzada do gene v-ros tirosina quinase), que 

incluem a quinase MAK, envolvida com a regulação do ciclo celular e expressa quase 

que exclusivamente em células germinativas primárias de testículos e MOK 

(MAPK/MAK/MRK quinases relacionadas) também conhecidas como RAGE1 

(Antígeno de tumor renal). Todas as quinases da família RCK são compostas de um 

domínio catalítico N-terminal com um sítio TDY e comprimentos variáveis de um 

domínio C-terminal com função desconhecida. Recentemente, as funções biológicas 

de ICK e MAK têm sido associadas às doenças humanas. Uma mutação recessiva na 

perda da função de ICK R272Q foi identificada como sendo a causadora de uma 

síndrome letal em neonatos, ECO (endocrine-cerebro-osteodysplasia) (CHEN et al., 

2013; MIYATA; NISHIDA, 1999). Embora as proteínas quinases ICK, MAK e MOK 

sejam semelhantes em seus domínios catalíticos N-terminais, elas diferem 

marcadamente na organização estrutural em seus domínios não catalíticos C-terminal 

como indicado na ilustração em seguida (FIGURA 6) (CHEN et al., 2013).  

 

 

Figura 6: Ilustração esquemática dos domínios e funções  estruturais das proteínas quinases ICK, MAK 
e MOK (CHEN et al., 2013). 
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 A expressão de RNA mensageiro (RNAm) de ICK parece estar mais 

direcionada ao compartimento proliferativo das criptas intestinais onde residem as 

células progenitoras (TOGAWA et al., 2000). A localização específica do RNAm de 

ICK na cripta sugere uma função importante dessa proteína, em algum aspecto, sobre 

a atividade das células-tronco e progenitoras. Várias cascatas de sinalização Wnt, 

incluindo, Hedgehog, BMP e Notch têm sido implicadas no controle da atividade das 

células-tronco, proliferação, comprometimento de linhagem, diferenciação terminal e 

a sobrevivência das células durante o desenvolvimento e regeneração dos tecidos 

normais do epitélio do trato gastrointestinal (DE SANTA BARBARA; VAN DEN BRINK; 

ROBERTS, 2003; PERRYMAN; SYLVESTER, 2006).  

Recentemente, a ICK também foi destacada como responsável, juntamente 

com Cdk20, também conhecida como quinase relacionada com o ciclo celular ou 

CCRK, pela progressão do ciclo celular para a fase S, aumentando a capacidade 

proliferativa das células (MALUMBRES, 2014; YANG; ROINE; MÄKELÄ, 2013).  A 

desregulação das vias de sinalização que controlam estes processos biológicos pode 

levar a neoplasia intestinal (BEACHY; KARHADKAR; BERMAN, 2004; PERRYMAN; 

SYLVESTER, 2006; REYA; CLEVERS, 2005; YANG; ROINE; MÄKELÄ, 2013). 

Recentemente, também surgiu, um papel para a via de sinalização alvo da rapamicina 

em mamíferos (mTOR) durante o desenvolvimento e morfogénese do epitélio 

intestinal (LONG et al., 2002; MAKKY; TEKIELA; MAYER, 2007). 

 

1.4. Vias de sinalização e proliferação celular. 

 

Nas palavras de Togawa et al. (2000), os organismos respondem a estímulos 

endógenos e exógenos, graças a uma intrínseca rede de comunicação, que ativam 

um complexo circuito de sinais que são transmitidos a alvos intracelulares, por 

interações proteicas, que por sua vez, estão envolvidas em um vasto número de 

processos celulares tais como a proliferação, diferenciação e apoptose.  

Esse é o princípio da sinalização celular, onde células se comunicam por meio 

de ligantes, secretadas ou expostas em sua superfície. O desenvolvimento desses 
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organismos e a manutenção de suas funções vitais dependem de uma cooperação 

das células que os constituem, na medida em que os processos realizados por essas 

células têm que ser desempenhados de maneira coordenada (SOUZA et al., 2014). 

Na maneira apresentada por Souza et al. (2014), as moléculas‑sinal são reconhecidas 

por receptores, geralmente proteínas que podem estar expostas na superfície celular 

ou presentes no interior das células. Esses receptores, após se unirem aos ligantes, 

transmitem a informação para outras proteínas presentes no interior da célula, 

mecanismo conhecido como transdução de sinal. Esse mecanismo pode desencadear 

diferentes respostas, como alteração da função de uma proteína (resposta rápida e 

passageira) ou modificação de expressão gênica, levando a uma alteração na 

quantidade de proteína dentro da célula (resposta lenta e mais prolongada). Essas 

modificações levam a alterações no comportamento da célula, visto que as proteínas 

são as responsáveis por dirigir as funções celulares (FIGURA 7). 

 

 

 

 
FIGURA 7: Transdução de sinais. O estímulo de um receptor de superfície celular por um sinal extracelular 
desencadeia uma cascata de sinalização intracelular (via de sinalização), transferindo a informação do 
meio extracelular para o meio intracelular. As vias de sinalização promovem uma resposta celular que 
pode ser dependente ou independente de modificações da expressão gênica (SOUZA et al., 2014). 
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A transdução de sinal ocorre pelas vias de sinalização, as quais geralmente 

são constituídas por proteínas comprometidas com a regulação de eventos da 

fisiologia celular, como proliferação, migração, diferenciação celular, etc. A maior parte 

das proteínas que participam das vias de sinalização são enzimas, biocatalizadores, 

que atuam na aceleração das reações bioquímicas. Dentre elas encontram‑se as 

quinases, que constituem uma das principais famílias de proteínas em mamíferos. 

Elas são enzimas que catalisam a transferência de grupos fosfatos de moléculas do 

nucleotídeo adenosina trifosfato (ATP) para outras moléculas orgânicas, como 

lipídeos e proteínas. Como exemplo, podem ser citadas as quinases reguladas por 

sinal extracelular 1/2 (ERK1/2, Extra cellular Signal‑Regulated Kinase 1/2), proteínas 

serina/treonina quinase que atuam na fosforilação de aminoácidos serina e treonina 

presentes em seus alvos proteicos; e a fosfatidilinositol 3‑quinase (PI3K, 

PhosphatidylInositide 3‑Kinase), que atua na fosforilação do fosfolipídio 

fosfatidilinositol presente nas membranas celulares (SOUZA et al., 2014). 

Outras proteínas com importante participação em vias de sinalização são as 

que abrangem a família das GTPases, enzimas que quando ativas operam na hidrólise 

da molécula do nucleotídeo guanosina trifosfato (GTP), gerando como produto 

guanosina difosfato (GDP) e fosfato inorgânico. As GTPases são enzimas que ciclam 

entre um estado ativo ligado à GTP e um estado inativo ligado à GDP, mecanismo 

controlado por proteínas regulatórias. Quando ativadas, as GTPases podem se 

associar às proteínas efetoras regulando sua atividade. Como exemplo de GTPases 

podemos citar dois membros da superfamília Ras de pequenas GTPases: a Ras que 

atua na ativação de várias vias de sinalização, como aquelas relacionadas às 

proteínas ERK1/2 e PI3K; e a Rho, relacionada com a ativação de moléculas efetoras 

como a Rho quinase (ROCK), (MELOCHE; POUYSSEGUR, 2007). A desregulação 

das vias de sinalização celular, causada geralmente por aumento/diminuição da 

atividade ou expressão de seus constituintes proteicos, pode levar ao descontrole de 

eventos fisiológicos e desencadear doenças, incluindo o câncer (LEVE; MORGADO-

DIAZ, 2012).  

No organismo adulto, a maioria das células se encontra em um estado 

chamado G0 ou quiescente. A determinação iniciar ou não a proliferação celular é 

influenciada por uma gama de sinais exógenos incluindo: fatores mitóticos como EGF 
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e PDGF, nutrientes, e fatores de inibição como a influência mútua célula-célula ou 

com a matriz extracelular subjacente. A célula é responsável por integrar todos esses 

sinais. Quando o equilíbrio é adequado, ela inicia o mecanismo de proliferação 

(WILLIAMS; STOEBER, 2012). 

Williams e colaboradores (2012) enumeram 4 fases sequenciais do ciclo 

celular (FIGURA 8): G1,S,G2 e M. O período inicial onde a célula inicia a síntese 

necessária para a fase seguinte é a G1, onde sua massa é visivelmente aumentada 

para suportar a divisão. Na fase S ocorre a duplicação da fita de DNA e logo em 

seguida a célula entra em uma fase chamada G2 para que as proteínas importantes 

para o aparelhamento da cromatina e mitose sejam sintetizadas. A fase M vem em 

seguida, onde ocorre a mitose, com a divisão do material genético, garantindo a 

formação de duas células idênticas.  

Basicamente, o processo de regulação do ciclo celular é feito pela ação das 

proteínas-chave que monitoram a sequência de episódios que o distinguem, 

organizado por meio da formação de complexos entre a família das quinases 

dependentes de ciclina (CDK) e suas reguladoras, as ciclinas. Os inibidores CDK 

(CDKIs) que compreendem a família CIP/KIP (CDK interacting protein/Kinase 

inhibitory protein) e INK4  (Inhibitor ofKinase 4/Alternative Reading Frame) são os 

responsáveis pela regulação da atividade desses complexos (MALUMBRES; 

BARBACID, 2009).  

A família CIP/KIP inclui os genes p21, p27 e p57. Eles interrompem o ciclo 

celular na fase G1, ligando-se e inativando complexos ciclina-CDK. A p21 é ativada 

por p53 (que, por sua vez, é desencadeada por danos no DNA, por exemplo, devido 

à radiação). Em seguida p27 é ativada pelo fator de crescimento transformante β (TGF 

β), um inibidor de crescimento. Já a família INK4a / ARF inclui  p16INK4a, que se liga a 

CDK4 e detém o ciclo celular na fase G1 e p19ARF que evita a degradação da p53 

(ROBBINS; KUMAR; COTRAN, 2010). 

As proteínas Retinoblastoma (RB) e a supressora tumoral p53 são outras 

importantes proteínas que regulam negativamente a progressão da fase G1 para a S. 

Proteínas RB quando inativadas causam ruptura de suas interações com o fator de 



P á g i n a  | 48 

 

transcrição E2F, ocorrendo uma estimulação de transcrição de genes intrincados na 

progressão do ciclo celular (HARBOUR; DEAN, 2000). A proteína p53 responde à 

mutações no DNA, fazendo parte dos macanismos de checagem celular, promovendo 

transcrição de proteínas como CDKI p21, que intervém na parada do ciclo celular, ou 

outras proteínas que estão envolvidas na promoção da apoptose (KO; PRIVES, 1996). 

Para  Williams (2012) qualquer mutação nos genes que codificam as proteínas 

responsáveis pela cascata de sinalização da mitose, como PI3K/AKT, p53 e CDKIs,  

pode resultar no distúrbio do ciclo celular e no desenvolvimento de neoplasias. O 

desequilíbrio do ciclo é um dos principais fatores que influenciam a proprensão ao 

câncer. 

 

 

FIGURA 8: Representação do ciclo celular. O ciclo progride em eventos sequenciais e definidos que 
são controlados pelos complexos de proteínas ciclinas e CDKs. As setas em vermelho mostram os 
pontos de checagem de danos no DNA, assim como anormalidades estruturais (JOHNSON; LEWIS, 
2001) ADAPTADO. 
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1.4.1 Proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK) 

 

Proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK) é uma superfamília de 

quinases serina/treonina envolvida na regulação de uma vasta gama de respostas 

celulares, incluindo proliferação celular, diferenciação e sobrevivência. É outra via 

efetora desencadeada pela sinalização mitogênica de RTKs no câncer  

(SU; KARIN, 1996).  

As vias MAPK são compostas por um de três níveis de quinase: Uma MAP3K, 

ao ser ativada por estímulos extracelulares, fosforila a MAP2K em seu resíduo de 

serina e treonina, e então a MAP2K ativa a MAPK por meio de fosforilação em seu 

resíduo de serina e tirosina. Essa cascata de sinais por MAP quinase tem sido 

evolutivamente bem conservada desde leveduras até mamíferos (COBB, 1999).  

Esse processo é facilmente representado adiante (FIGURA 9), onde a cascata 

inicia com a ativação de um receptor de membrana transmembranal, o receptor do 

fator de crescimento (EGF), que por sua vez ativa a proteína RAS por meio da 

molécula adaptadora GRB2 e um fator de troca do nucleotídeo guanina SOS, 

induzindo RAS a trocar GDP por um GTP (SILVA et al., 2009). 

O processo segue com uma estimulação sequencial de proteínas quinases 

citoplasmáticas, como a Raf (específica para Ser/Thr), MEK e MAPK. A proliferação 

celular é então iniciada no núcleo pela migração dessas proteínas que fosforilam um 

conjunto de moléculas responsáveis pela transcrição (DEININGER; BUCHDUNGER; 

DRUKER, 2005).  

Para elucidar, várias quinases MAP distintas foram identificadas atuando em 

vias de sinalização independentes e com funções pleiotrópicas. Estas incluem as 

quinases extracelulares p42/p44, (ERK 1 e 2), proteína quinase c-Jun N-terminal 

(JNK) / proteína quinase ativada por estresse (SAPK) e quinase MAP p38 (HAN et al., 

1994; KYRIAKIS et al., 1994). Estas quinases representam os estágios terminais de 

cascatas de sinalização, iniciadas pela ligação de receptores de crescimento/fatores 

de sobrevivência ou de morte (BOING et al., 2006; WIDMANN et al., 1999).   
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A ativação das quinases JNK/ SAPK e p38 MAP está geralmente associada 

com a promoção da apoptose, enquanto a atividade de ERK p42/44 com a inibição 

(FIGURA 10) 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 9: Cascata da MAPK. A proteína Ras é ativada mediante fosforilação do receptor tirosina 
quinase. Ras ativa então a proteína quinase Raf-1 que por sua vez ativa ERK1/2. ERK pode então ativar 
alvos citoplasmáticos ou nucleares que regulam a proliferação celular e promovem sobrevivência 
controlando a ação de genes pró-apoptóticos e anti-apoptóticos (MCCUBREY et al., 2007a, 2007b) 
ADAPTADO 
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FIGURA 10: Vias de sinalização envolvidas diretamente na regulação da cascata apoptótica.  
Fatores extracelulares induzindo a apoptose (mostrado em vermelho) induz a ativação de JNK e MAPK 
p38 além de vias que levam à ativação de efetoras de caspases (caspase3) por meio de caspases a 
montante (caspase 8 e 9). A ativação da JNK leva à indução de genes pró-apoptóticos, incluindo Fas 
ligante (FasL). Sinais de morte também são repassadas via ativação de c-abl levando a translocação 
nuclear de PKC-d e ativação subsequente pela caspase 3. Outros alvos de caspase 3 incluem PKC-u 
e MEKK.  A ativação de MEKK fornece novos sinais por meio da via da JNK e PKC-d estando envolvidos 
em efetuar mudanças nucleares apoptóticas pelos substratos, tais como DNA-PK e lamina B. Sinais 
para a sobrevivência da célula (em verde) incluem a ativação de PKB, via de PI3K, que conduz à 
fosforilação e inativação de Bad, caspase 9 e fator de transcrição forkhead FKHRL1. A sobrevivência 
também pode ser induzida pela ativação de PKC-a, cujo alvos são mitocondriais e incluem bcl-2 e 
possivelmente Raf-1. PKA também é capaz de evitar a apoptose e seus alvos podem também incluir 
Bad (CROSS et al., 2000). 
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Como exatamente os vários caminhos de sinalização MAPK modificam a taxa 

de apoptose não é ainda conhecido; embora o seu papel fundamental como 

modulador da atividade dos fatores de transcrição seja indubitavelmente importante. 

No caso da via ERK, deve-se ter em mente que sua atividade é mais intimamente 

associada com a proliferação de células e vários autores sugerem que a inibição da 

apoptose pela ERK é uma função secundária ao seu papel na proliferação. ERK-1 e 

ERK-2 translocam para o núcleo após ativação corroborando com evidências que 

mostram que essa ação seja necessária para a indução da expressão gênica e 

regulação do ciclo celular. Por exemplo, a expressão de uma MEK1 ativa, a quinase 

a montante de ERK, em células NIH 3T3, induz a entrada da célula na fase S, regula 

a jusante p27kip1 e aumenta a regulação da expressão de proteína ciclina D1. No 

entanto, outros alvos potenciais de ERK que são diretamente envolvidos na apoptose 

estão sendo identificados (GREULICH; ERIKSON, 1998).  

 

1.4.2 Via ERK 

 

A via de sinalização ERK é um dos mais estudados, no que se refere a via 

MAPK em mamíferos e sua “desregulação” é responsável por aproximadamente, um 

terço de todos os cânceres em humanos. Historicamente, a via ERK era sinônimo de 

proliferação celular, mas agora, fica claro, que a desregulação desta via é associada 

a muitos outros aspectos do fenótipo tumoral.  No módulo MAPK-ERK, ERK (ERK1 e 

ERK2) é ativado após a fosforilação por MEK (MEK1 e MEK2), que é ativado quando 

fosforilada por Raf (Raf-1, B-Raf e A-Raf).  

A sinalização ERK é ativada por numerosos estímulos extracelulares onde 

fatores intrínsecos que envolvem a presença de fatores de crescimento e mitógenos, 

tornam ERK de particular relevância para o estudo do câncer. Nesta via, o receptor 

tirosina quinase ativa a guanosina trifosfato (GTP) carregando GTPase Ras, que, em 

seguida recruta as Raf quinases na membrana para a ativação. A maioria das lesões 

associadas ao câncer que levam à ativação constitutiva da sinalização de ERK 

ocorrem nessas etapas precoces da via (MCCUBREY et al., 2007a, 2007b). 
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1.4.3 Via mTOR/PI3K/AKT 

 

As enzimas fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), Akt, e (mTOR) alvo da 

rapamicina em mamíferos, compreendem três principais cruzamentos da via de 

sinalização PI3K e normalmente são ativados pela sinalização a montante da tirosina 

quinases e outros receptores de moléculas (LIU et al., 2009).  

A classe IA PI3Ks são um subgrupo da família PI3K que são ativadas por 

receptores tirosina quinases, sendo uma das vias fundamentais efetoras, 

desencadeadas pela sinalização mitogênica de RTKs em processos oncogênicos 

(TOKER, 2012). Sua principal função é converter PIP2 em PIP3. Como apontado por 

Nieto-Sampedro (2011), Akt é ativada após ser recrutada para a superfície celular por 

PIP3 e age a jusante na PI3K regulando muitos processos celulares, incluindo os de 

regulação, proliferação, diferenciação, migração e sobrevivência. mTOR, por sua vez, 

é uma proteína chave na via que atua tanto a montante como a jusante de Akt 

(VIVANCO; SAWYERS, 2002), sendo ativa em dois complexos multiproteicos 

diferentes, TORC1 e TORC2, que regula a síntese de proteínas necessárias para a 

célula desempenhar processos como, crescimento, proliferação e angiogênese dentre 

outros (BHASKAR; HAY, 2007; LEE; HUNG, 2007; VIVANCO; SAWYERS, 2002).  

A ativação da via de sinalização PI3K regula: proliferação e sobrevivência 

celular pela via AKT (FIGURA 11). O aumento da atividade desta via no câncer pode 

não ser resultado apenas do aumento da ativação dos receptores, mas também da 

super-expressão ou deleção de alguma proteína importante para a via (OGITA; 

LORUSSO, 2011; TOKER, 2012).  Como mostram os estudos feitos por Weichhart 

(2012), a desregulação da via mTOR também é frequentemente observada em vários 

tipos de câncer e em doenças genéticas, como a doença renal cística complexa ou 

esclerose tuberosa também conhecida como Síndrome de Bourneville-Pringle. 

 Na maneira apresentada por Lucas (2011); Sarbassov et al. (2005)  e em uma 

contribuição mais recente por Toker (2012), o receptor uma vez ativado, recruta 

fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) para próximo da membrana plasmática. Por sua vez, 

a PI3K fosforila o fosfolipídio fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) gerando 
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fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). PIP3 recruta a proteína AKT/PKB (Protein 

Kinase B) para perto da membrana, onde ela é em seguida fosforilada pelo complexo 

mTORC2 (mTOR-Rictor Kinase Complex 2) na posição Serina 473 e por PDK (3-

Phosphoinositide-Dependent Kinase-1) na posição Treonina 308, tornando-se ativa, 

de acordo como simplificado abaixo (FIGURA 11).  

 

 

 

FIGURA 11: Via de sinalização simplificada mTOR/PI3K/AKT. O receptor recruta PI3K para perto da 
membrana, que por sua vez, fosforila PIP2 gerando PIP3 que recruta AKT para perto da membrana 
onde é posteriormente ativada por fosforilação pelo mTOR2.  AKT pode também fosforilar o fator de 
transcrição FOXO1 suprimindo a sinalização apoptótica e promovendo sobrevivência (KRAKSTAD; 
CHEKENYA, 2010; SARBASSOV et al., 2005) ADAPTADO. 
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Depois de sua ativação, a proteína quinase B (AKT) pode fosforilar e ativar ou 

inibir de forma direta ou indireta uma grande quantidade de proteínas como por 

exemplo, mTOR, Bad, caspase-9, MDM2, p21Waf1/Cip1, GSK-3β, FOXO1, NF-kβ, 

etc. Como produto da sinalização mediada por essas proteínas podemos citar, 

proliferação e sobrevivência (BRUNET et al., 1999; CARDONE et al., 1998; 

KRAKSTAD; CHEKENYA, 2010). 

Nas declarações de Skurk et al. (2005), a proteína AKT tem como principal 

alvo a quinase glicogênio sintetase 3 (GSK-3β). Quando ativada AKT pode fosforilar 

a GSK-3 em Serina 9, tornando-a inativa (WANG et al., 2012; WU et al., 2012). A 

quinase glicogênio sintetase 3 é uma proteína pró-apoptótica com capacidade de 

regulação dos níveis intracelulares da proteína β-catenina, componente da via de 

sinalização Wnt. Muitos trabalhos já demonstraram que a ativação exacerbada do 

caminho de sinalização Wnt pode estar envolvido com o processo de oncogênese e 

progressão tumoral, já que a proteína β-catenina hipofosforilada consegue se 

translocar para dentro do núcleo estimulando a expressão de genes importantes que 

codificam proteínas como c-myc, ciclina D1 e survivina (HATSELL et al., 2003; 

SHTUTMAN et al., 1999), envolvidas em processos de sobrevivência e proliferação 

celular. No momento em que GSK-3 β está ativa, essa consegue fosforilar β-catenina, 

marcando-a para ubiquitinação e degradação proteolítica, inibindo sua atividade 

(DOBLE; WOODGETT, 2003; RAYASAM et al., 2009). Além de interação com as vias 

Wnt, GSK-3 β também é capaz de fosforilar e inibir diretamente a proteína ciclina D1 

e a proteína Mcl-1, que estão envolvidas com os processos de progressão do ciclo 

celular e apoptose, respectivamente, ou ainda inibindo e interagindo com os fatores 

de transcrição c-myc e c-jun (DOBLE; WOODGETT, 2003; OPFERMAN, 2006).  

 

1.4.4 Via Wnt/β-Catenina 

 

A família Wnt de proteínas de sinalização, participa ativamente de inúmeros 

eventos durante a embriogênese e também na homeostase de tecidos adultos. Os 

sinais da via Wnt/βCatenina são pleiotrópicos, possuindo efeitos que incluem estímulo 

mitótico, especificação de destino celular e diferenciação. Os efeitos de Wnt em 



P á g i n a  | 56 

 

fatores proto-oncogênicos foram descobertos há quase vinte anos, o que gerou uma 

vasta investigação sobre o papel desses genes específicos em neoplasias humanas 

(ESPADA et al., 2009). 

Basicamente, a sinalização Wnt, pode ocorrer por duas vias distintas: a 

canônica e não canônica. A via canônica é muitas vezes referida como a via Wnt/β-

catenina, e acontece quando os sinais de Wnt são estimulados e desencadeiam a 

ativação da  

β-catenina dependente de transcrição. Em contraste, as vias de Wnt não canônicas, 

incluindo Wnt/Ca2+ (cálcio) e vias Wnt/JNK (quinase c-Jun N-terminal), Essas vias são  

β-catenina independente e normalmente dão origem a uma variedade de diferentes 

cascatas de sinalização intracelular (FIGURA 12) (LIEN; FUCHS, 2014).  

A sinalização Wnt canônica tem um importante papel na manutenção da 

proliferação celular nas criptas intestinais, diferenciação das células de Paneth e em 

direcionar a migração celular ao longo do eixo do vilo (BAKSH; BOLAND; TUAN, 2007; 

RICHMOND; BREAULT, 2010). A via canônica é caracterizada pela estabilização da 

β-Catenina no citoplasma, com translocação nuclear posterior da mesma, o que 

facilita a ativação de genes-alvo dos fatores de transcrição TCF/LEF, finalizando com 

a indução transcricional de genes alvos efetores. Na ausência de ligantes Wnt, a β-

catenina, uma proteína solúvel no citoplasma, é rapidamente degradada pelo seu 

complexo de destruição, formado por axina, APC (Adenomatous Polyposis /coli) e 

GSK3ß (glicogênio sintetase quinase-3 beta) (RICHMOND; BREAULT, 2010).  

Mutações que causam ativação constitutiva da via Wnt podem levar a uma 

grande variedade de neoplasias, pela deleção do complexo de destruição da  

ß-catenina, o que leva a um aumento aberrante das criptas, diminuição do tamanho 

dos vilos, causando uma fusão das criptas levando ao aparecimento de grandes 

pólipos adenomatosos compostos de várias criptas aberrantes. O melhor exemplo 

conhecido é a Polipose Familiar Adenomatosa (FAP), uma doença autossômica 

dominante em que os pacientes apresentam múltiplos pólipos no cólon associados à 

estabilização exacerbada de β-Catenina (ANDREU et al., 2005; SANSOM et al., 

2004). 
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Levando em consideração que a via Wnt não canônica regula células-tronco, 

é possível especular que essa via também desempenhe um papel importante em 

processos oncogênicos. Como essa via mantém quiescência de células-tronco e inibe 

a via de sinalização Wnt canônica, tem sido considerada principalmente uma via 

supressora de tumores. A via Wnt também parece ter influência sobre a diferenciação 

celular, com a ablação condicional do receptor Frizzled5, levando ao surgimento de 

células de Paneth imaturas, que não se encontram mais restritas a base da cripta, 

mas dispersas por todo o eixo vilo-cripta, enquanto a deleção do gene Sox9, um fator 

de transcrição dependente de Wnt, leva a formação de um epitélio desprovido de 

células de Paneth e com 40% a menos de células caliciformes (ESPADA et al., 2009; 

VAN ES et al., 2005). 
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FIGURA 12: Visão geral das vias de sinalização Wnt. Este diagrama esquemático exibe de forma 
simplificada as vias Wnt canônica e não-canônicas (β-catenina-dependente/independentes). Na 
ausência de Wnt, β-catenina é alvo de um complexo destrutivo que fosforila β-catenina para a sua 
degradação. Este complexo é composto pelas proteínas do núcleo Axin, CK1α, APC, e GSK3β. 
Assim como β-catenina, YAP/TAZ também pode se associar a este complexo e de fato é essencial 
para o seu recrutamento da ubiquitina ligase β-TRCP E3, que marca a de β-catenina para sua 
degradação. A ligação de Wnt com FZD e LRP5/6 ativa a proteína citosólica Dvl, que conduz à inibição 
do complexo. A acumulação de β-catenina estabilizada na presença de fatores de transcrição LEF/TCF, 
resulta na sua translocação para o núcleo para ativar genes Wnt-responsivos. Esta ativação pode ser 
suprimida por TAK1-NLN, que é ativado pelas vias Wnt não-canônicas. Aqui também são delineadas 
as vias Wnt/Ca2+ e vias Wnt/JNK, os quais são β-catenina-independentes. A ligação de isoformas Wnt, 
seja FZD ou outros receptores de quinase como tirosina (por exemplo, Ror2) pode desencadear várias 
cascatas de sinalização. Algumas delas resultam na ativação de GTPase Rho, Rac e Cdc42 que 
regulam o rearranjo do citoesqueleto e a polaridade planar da célula (PCP); algumas das cascatas 
desencadeiam eventos de transcrição por ativação dos fatores de transcrição (por exemplo, NFAT e 
AP-1). Os mecanismos subjacentes de β-catenina independente e de sinalização Wnt também são 
susceptíveis e determinados pelo contexto celular. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

A quinase celular intestinal (ICK) é um componente-chave recentemente 

descoberto na rede de sinalização intestinal que promove a proliferação celular na 

cripta intestinal (FU et al., 2009; TOGAWA et al., 2000).  

O eixo de sinalização de CCRK-ICK desempenha um papel importante na 

regulação da progressão do ciclo celular em G1 (AN et al., 2010; FU et al., 2009; LIU; 

WU; GALAKTIONOV, 2004). No entanto, ao contrário das MAPKs, a atividade da ICK 

não foi agudamente estimulada por soro ou fatores de crescimento (TOGAWA et al., 

2000). Fica, portanto, uma grande dúvida sobre quais estímulos ou fatores ambientais 

podem regular a expressão e ou atividade ICK. As funções fisiológicas e substratos 

para ICK no intestino ainda são pouco conhecidos, embora tenham sido identificados 

dois reguladores chave do crescimento e sobrevivência celulares conhecidos por 

Scythe e Raptor, em substratos de ICK in vitro (FU et al., 2006; WU et al., 2012). 

Portanto, ainda há uma escassez de literatura sobre o papel da ICK na resposta 

compensatória do epitélio intestinal após deprivação de proteína e ainda não se sabe 

quais os mecanismos e processos de sinalização associados à ICK que regulam o 

turnover do epitélio intestinal, favorecendo a viabilidade e sobrevivência das células. 

Este estudo pretende avaliar se o estresse nutricional (deprivação de proteína), 

tanto in vivo como in vitro, como uma agressão ambiental, é capaz de regular de forma 

aguda e transitória o nível de atividade proteica e de transcrição da ICK intestinal e 

seu envolvimento com importante vias de sinalização que regulam proliferação e 

apoptose. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivos Gerais 

 

Avaliar o papel da quinase celular intestinal (ICK) em modelos de desnutrição 

in vitro e in vivo e o envolvimento na regulação de vias celulares que modulam os 

processos de viabilidade, proliferação e apoptose. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

 Testar um modelo experimental de desnutrição em camundongos C57BL6/J com 

uso de ração contendo 2% de proteína, afim de avaliar alterações na expressão e 

regulação da ICK e seu transcrito de RNAm no intestino. 

 

 Avaliar as alterações da expressão e regulação da ICK e seu transcrito de RNAm 

com uso da linhagem epitelial de adenocarcinoma ileocecal humano (HCT-8) após 

restrição de soro fetal bovino (0-1%), como forma de deprivação proteica.  

 

 Analisar a expressão e regulação da ICK em modelo de desnutrição in vivo e in 

vitro por meio de testes de western blot.  

 

 Promover a atenuação da proteína ICK com uso de técnicas de transfecção viral 

pelo uso de RNA de interferência (small hairpin RNA / short hairpin RNA (shRNA)) 

em células HCT-8, regulando a expressão do gene. 

 

 Associar o envolvimento da ICK com a ativação de vias de sinalização 

relacionadas com a proliferação e sobrevivência celular incluindo Wnt/β-catenina, 

proteína alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR), proteína-quinases ativadas 

por mitógenos (MAPK) e proteína quinase B (PKB/Akt), bem como a expressão 

de marcadores para células-tronco intestinais Bmi1 e Lgr5 por western blot. 
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 Avaliar a ocorrência de apoptose pela técnica de Anexina V por citometria de fluxo 

e o mecanismo de apoptose dependente de caspases pela quantificação da 

expressão de caspase 3, 9 e PARP-clivada por western blot. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Modelo animal e aspectos éticos 

 

Sessenta fêmeas de camundongo C57BL/6 (FIGURA 13) com 24 dias pós-

natal foram adquiridas do Laboratório Charles River, Inc. (Wilmington, MA, EUA). Os 

animais foram aclimatados e alimentados com uma dieta normal por 7 dias, no biotério 

da Universidade da Virginia, onde receberam água e ração ad libitum, que 

posteriormente foram atribuídos a grupos experimentais pareados por peso corporal. 

 

 
FIGURA 13: Fêmeas de camundongos C57BL6/J (Fonte: Arquivo próprio) 

 

Foram utilizados dois grupos de camundongos C57BL6/J, alimentados com 

duas dietas isocalóricas (em relação ao conteúdo não proteico) distintas: uma 

chamada padrão, com 20% de proteína (grupo nutrido) e uma outra de baixo teor 

proteico, com apenas 2% (grupo desnutrido) (Harland Labs, WY, EUA). Esses animais 

foram mantidos nestas condições durante um período de 5 dias, onde durante o 

decurso, tecidos intestinais foram colhidos em múltiplos pontos temporais e avaliados 

para as grandes vias de sinalização celular (Wnt/β-catenina, mTOR/S6K1, MAPK, 

PI3K/Akt) que são vias notadamente conhecidas como importantes para a proliferação 

celular, crescimento e sobrevivência da mucosa intestinal. 
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É importante salientar, que todos os experimentos em animais foram 

realizados de acordo com o Guia do Direitos dos Animais do National Institutes of 

Health (NIH), após a aprovação pelo Comitê Institucional de Cuidado Animal da 

Universidade da Virginia 

 

 

Tabela 1: Informação nutricional das dietas padrão e especial contendo 20 e 2% de proteína utilizadas 
nos protocolos. 

 

Fórmula g/Kg 

                                              2% Proteína                     20% Proteína 

Caseína 23 230 

D,L Metionina 3 3 

Sacarose 150 150 

Amido de milho 349,5 349,5 

Maltodextrina 120 120 

Óleo de milho 52,3 52,3 

Celulose 50 50 

Mix de vitaminas 10 10 

Mix de minerais 13,3 13,3 

Cálcio fosfato dibásico 16,6 16,6 

Carbonato de cálcio 5,1 5,1 

Etoxiquinina antioxidante 0,001 0,001 

 

Fonte: Harlan Laboratories (Nova Iorque, Estados Unidos) 

 

4.2. Modelo de desnutrição in vitro 

 

Para o experimento in vitro foram utilizadas linhagens de células de 

adenocarcinoma ileocecal humano HCT-8 de acordo com Tompkins et al. (1974) 

cultivada em meio RPMI 1640 (com fenol vermelho 11875-093 - Life Technologies) 

contendo 2% de glutamina (300mg/L 2mM), 10% de soro fetal bovino (FBS), 50U/mL 
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de PenStrep® (Penicilina/Streptomicina 15140-122 Gibco®) e 1mM de piruvato de 

sódio (11360-070 - Life Technologies).  

Para simular a desnutrição, as células HCT-8 foram cultivadas em meio RPMI 

1640 com as mesmas condições acima, exceto pelo uso do FBS que foi utilizado na 

concentração de 1% para mimetizar a desnutrição proteica in vivo. 

A linhagem de células humanas foi adquirida do American Type Culture 

Collection (ATCC) e utilizado em nosso estudo, após aprovação pelo Comitê de 

Biossegurança Institucional da Universidade da Virginia. 

 

4.3. Extração de tecidos e células 

 

 Após decorrido o período experimental de 1, 3 e 5 dias de ração pobre 

contendo 2% de proteína, os animais foram anestesiados com uma mistura composta 

por ketamina e xilazina, e colocados em câmara de CO2 de modo a evitar qualquer 

estresse. Após sacrifício, foi feita uma dissecção rápida do tubo intestinal dos animais, 

os segmentos do íleo foram congelados em nitrogênio líquido e armazenadas a -80°C 

até à sua utilização. Os tecidos congelados foram então triturados de forma a obter 

um produto final semelhante a um pó fino. Todo o processo foi realizado em cima de 

uma placa de 5Kg de gelo seco para evitar uma variação brusca de temperatura (LIMA 

et al., 2014).   

As amostras foram posteriormente fragmentadas em tampão RIPA (Tris 20 

mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, 1% de Nonidet P-40, 0,5% de desoxicolato de sódio, 1 

mM de EDTA e SDS a 0,1%) contendo inibidores de protease (Roche®) e inibidores 

de fosfatases (ortovanadato de sódio a 1 mM, 5 mM de fluoreto de sódio, 1 μM de 

microcistina LR, e 5 mM de β-glicerofosfato).  

Para o estudo in vitro, células HCT-8 submetidas à desnutrição, assim como 

as placas controle nutridas, foram lisadas diretamente em tampão RIPA. Todos os 

tecidos e células foram em seguida clarificados por centrifugação, e o sobrenadante 
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foi posteriormente armazenado congelado em freezer -20°C até à sua utilização  

(FU et al., 2009). 

 

4.4. Anticorpos 

 

Para este estudo, foi produzido um anticorpo policlonal em coelho, tal como 

descrito na pesquisa de Fu et al. (2009), contra o peptídeo C-terminal (resíduos 388-

400) de ICK de camundongo, e um outro contra o peptídeo C-terminal (resíduos 319-

332) CCRK, também de camundongo, pela GenScript, USA, Inc.  

Os anticorpos policlonais para Akt, fosfo-Akt S473, fosfo-Akt S308, β-Actina, 

β-catenina, ERK1/2, fosfo-ERK1/2, p38 MAPK, fosfo-p38 MAPK, Bmi1, ciclina D1, 

caspase-9, caspase-3 clivada e PARP clivada, foram obtidos da empresa americana 

Cell Signaling Technology. Enquanto o anticorpo para β-catenina ativa (clone 8E7) foi 

adquirido da Millipore® e o Anti-GPCR GPR49 (Lgr5) anticorpo monoclonal de coelho 

(clone EPR3065Y), obtido da empresa Abcam, Cambridge, UK. 

 

4.5. Western blot 

 

A concentração proteica total foi determinada por ensaio colorimétrico, 

conforme Bradford (1976), utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrão. Em 

seguida, extratos de tecidos ou de células foram misturados com um volume igual de 

tampão de amostra (120 mM Tris - HCl, pH 6,8, 4% SDS, 20% glicerol, 10% β-

mercaptoetanol e 0,02% de azul de bromofenol). As amostras foram fervidas durante 

um período de 5 minutos em uma solução tampão, contendo corante sulfuroso e 

dodecil sulfato de sódio (SDS), onde posteriormente foram fracionadas por 

eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), segundo Laemmli (1970) com géis 

de concentração e separação a 3% e 10% respectivamente (FIGURA 14). Após a 

corrida e separação por peso molecular, as proteínas contidas no gel foram 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Solu%C3%A7%C3%A3o_tamp%C3%A3o
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transferidas para uma membrana Immobilon™-P 0.45µm de Fluoreto Polivinidileno 

(PVDF) por ação de uma corrente elétrica de forma a manter a mesma disposição que 

continham no gel. 

Posteriormente a membrana foi bloqueada durante uma hora com uso de leite 

em pó desnatado a 5%, para impedir interações não específicas. Em seguida, a 

membrana foi incubada com anticorpo primário (1-2 µg), utilizando anticorpos citados 

de acordo com o item 4.4 deste trabalho, durante 90 min a temperatura ambiente ou 

durante toda a noite a 4°C em TBS (Tris-Buffered Saline) pH 7,6 contendo 0,1% de 

Tween-20 e 5% de albumina sérica bovina (BSA), logo em seguida a membrana foi 

submetida a extensas lavagens com posterior incubação em anticorpo secundário 

conjugado anti-rabbit e peroxidase por 60 minutos, na diluição de 1:10.000. 

Passados os 60 minutos de incubação com anticorpo secundário a membrana 

foi novamente submetida a extensivas lavagens e os sinais de quimiluminescência 

desenvolvidas, foram interpretados utilizando reagentes Millipore Immobilon ECL. 

 

 

FIGURA 14: Equipamento de Western blot (Arquivo próprio) 
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4.6. RNA de interferência (shRNAi) 

 

Para esta etapa, foi utilizado o kit obtido da empresa Sigma-Aldrich®, 

(MISSIONTM The RNA Consortium - TRC) RNA de interferência de ICK que contém 

quatro curtas sequências humanas de grampo CCRK RNAm: 5-TCTTGAGGAGT 

CGCTGTTGAA-3 (TRCN2215),  5-AGAACGATATTGAACAGCTTT-3   (TRCN2216), 

5-CCCAATATAATCCCAGCTAGT-3 (TRCN2217), e 5-TGCCGGACTACAACAAGA 

TCT-3 (TRCN2218) para os controles infectados pelo lentivírus e que tiveram seus 

genes silenciados. Para os controles que foram infectados, mas não apresentaram 

seus genes silenciados, foi utilizado uma sequência de inserção de grampo  

(5-CAACAAGATGAAGAGCACCAA-3) que contém inadequações de 4 pares de 

bases para quaisquer genes humanos ou de camundongo conhecidos, tal como 

descrito em (FU et al., 2009).  

Vetores de partículas lentivirais foram gerados em células HEK293T (Human 

Embryonic Kidney 293 cells), também chamadas por HEK 293 ou células 293 que são 

uma cultura celular específica originalmente composta de células de um rim 

pertencente a um embrião humano crescidas em cultura de tecidos (FIGURA 15), no 

qual foi empregado um protocolo de fosfato de cálcio como também descrito nas 

referências, (FU et al., 2006, 2009).  

http://pt.wikipedia.org/wiki/Cultura_celular
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rim
http://pt.wikipedia.org/wiki/Embri%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ser_humano


P á g i n a  | 68 

 

 

 

 

FIGURA 15: Células embrionárias HEK 293T (Fonte: Arquivo próprio)  

 

As células HCT-8 foram induzidas ao crescimento exponencial até atingir um 

patamar de aproximadamente 50% a 60% de confluência (FIGURA 16) e foram 

infectadas com o lentivírus obtido das células HEK293T que expressavam ou não ICK 

(Controles silenciados e não-silenciados) durante um período de 12 a 14 horas antes 

da mudança do meio de cultivo.  
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Vinte e quatro horas após a infecção pelo lentivírus, as células foram 

plaqueadas na concentração de 6-8 x 105 células/ml em placas de 10 cm e cultivadas 

durante 3-4 dias na presença de 5 μg/mL de puromicina. As células infectadas foram 

posteriormente colhidas para determinação do número de células viáveis, apoptose e 

para extração de proteínas. 

FIGURA 16: Células de adenocarcinoma ileocecal humano HCT-8 com 60% de confluência  
(Fonte: Arquivo próprio) 
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FIGURA 17: Diagrama ilustrando os principais passos da formação do grampo e subsequente 
silenciamento mediado pelo shRNA.  Após o processamento pela enzima Dicer, o complexo shRNA-
Dicer é exportada por meio do complexo do poro nuclear (NPC) para o citosol, onde a Dicer recruta a 
proteína Argonauta e o RISC é montado. A enzima argonauta possui atividade de helicase e 
capacidade para detectar a estabilidade térmica das extremidades do duplex do RNA de interferência. A 
argonauta identifica o final com menor estabilidade térmica e prossegue desenrolando o duplex de 
siRNA, gerando duas fitas de siRNAs em cadeia simples. A cadeia que é retida como um componente 
funcional do complexo de silenciamento induzido do RNA (RISC) é referida como o guia, ao passo que 
a outra cadeia, irá ser rapidamente degradada por exonucleases, é conhecida como a cadeia 
passageira. A guia de fio recruta o RISC para a superfície do RNAms que são homólogas à sequência 
de siRNA. O siRNA reconhece o alvo do RNAm, um trecho de seis nucleotídeos correspondendo às 
posições 2-7 na cadeia antisenso do siRNA. Após o anelamento dessa região composta por 6 
nucleotídeos, o domínio catalítico RNAse H da argonauta cria um RNAm perfeitamente complementar 
as 10 primeiras sequências de nucleotídeos da extremidade 5' da cadeia de siRNA incorporada à 
degradação nucleolítica, resultando na inibição da tradução do RNAm alvo (HANNON; ROSSI, 2004) 
ADAPTADO. 
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4.7. Determinação do número de células viáveis. 

 

Após o período de crescimento de três a quatro dias, as células HCT-8 

infectadas que estavam em suspensão e aderidas às placas, foram removidas com 

uso de tripsina e contadas utilizando uma câmara de Neubauer, também referida como 

hemocitômetro, com base na exclusão de azul de tripan, conforme protocolo descrito 

por Barile (1994). Para tanto, alíquotas de 50μL foram coletadas de cada placa e 

adicionadas ao mesmo volume de solução azul de tripan (Merck) 0,2% (V/V). 

Alíquotas de 10μL da solução resultante foram imediatamente transferidas para 

contagem de células em câmara de Neubauer (L-OPTK) por meio de microscópio de 

luz invertida (Olympus IX51, TK, Japão), com contagem mínima de aproximadamente 

100 células.  

Os dados obtidos foram expressos como porcentagens do total de células 

viáveis, considerando células coradas em azul como não viáveis. A média de 

contagem foi obtida tanto nas células infectadas silenciadas (ICK shRNA) como 

também nas células infectadas não silenciadas (shRNA). O procedimento de 

contagem foi repetido duas vezes. 

 

4.8. Ensaio de apoptose por citometria de fluxo de anexina V   

 

As células HCT-8 infectadas foram sedimentadas por centrifugação a 300xg, 

durante 5 minutos, lavadas uma vez com PBS frio e ressuspensas em tampão de 

ligação. As células foram então coradas com anticorpo de anexina V e iodeto de 

propídio, durante 20 minutos de acordo com as instruções do fabricante (BD 

Biosciences). Após a marcação (gating) da população de células individuais, foram 

analisados 150.000 células por amostra. As amostras foram analisadas no Centro de 

Citometria de Fluxo da Universidade da Virgínia – EUA utilizando o instrumento Becton 

Dickinson FACSCaliburTM, New Jersey, EUA (FIGURA 18). 
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4.9.  PCR quantitativo para ICK 

4.9.1. Extração de RNA  

 

As bancadas foram limpas com álcool a 70% juntamente com solução 

eliminase Nuclease Eliminator (Amresco, Ohio, EUA). Em seguida, amostras de 1cm 

de íleo de camundongo, aproximadamente de 10-25 mg de peso, foram trituradas com 

grãos de vidro adicionados em criotubos com 450µl de tampão RTL (Qiagen, 

Maryland,EUA) e alocados em máquina batedora de esferas, conhecida por “bead 

bater” (FIGURA 19).  Da mesma forma, as de células HCT-8 todas em triplicatas, 

foram raspadas com uso de espátula de plástico estéril em tampão RTL e transferidas 

para tubos eppendorff®.  

Ambas as amostras, tecido e células foram submetidas a extração de RNA 

total utilizando o (QIAamp RNA Mini Kit, Alemanha) para posterior reação da 

transcriptase reversa (RT-PCR), seguida de reação em cadeia da polimerase (PCR), 

FIGURA 18: Equipamento de citometria de fluxo (BD® - Becton Dickinson FACSCaliburTM)  
(ARQUIVO PRÓPRIO). 
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para obtenção do DNA complementar (cDNA) de acordo como citado em (AZEVEDO 

et al., 2014), sendo posteriormente submetido à técnica de PCR quantitativo em 

Tempo Real (q-PCR) para ICK. Na figura abaixo está demonstrado o kit utilizado na 

extração do RNA total das amostras analisadas e o robô QIAcube utilizado na extração 

(FIGURA 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 19: Batedor de esferas ou “bead bater” usado no rompimento ou "lise" de células nas fases 
iniciais de extração. Microesferas de vidro são adicionadas a um tubo com rosca contendo a amostra 
de interesse. O batedor vibra vigorosamente, fazendo com que as esferas de vidro quebrem 
fisicamente as células expondo seu conteúdo. (ARQUIVO PRÓPRIO) 
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4.9.2. Análise Espectrofotométrica 

 

Para quantificação do RNA extraído foi usada uma solução de água destilada 

como controle (branco), adicionando 200μL de água livre de RNase em um Uvette® 

(Eppendorf, Alemanha), selecionando-se o ensaio de RNA no espectrofotômetro 

(Biophotometer®). Para a análise de cada amostra, procedeu-se adicionando um 

volume de 2μL de amostra com 198μL de água livre de RNase para se obter uma 

leitura a partir de uma diluição (1:100) (AZEVEDO et al., 2014). 

 

 

 

 

FIGURA 20: (A) equipamento QIAcube® para extração automatizada de DNA e RNA; (B) Kit de 
extração de RNA (ARQUIVO PRÓPRIO). 
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4.9.3 Transcrição Reversa 

 

Para a transcrição reversa foi utilizado o kit da Invitrogen (Nova Iorque, EUA) 

contendo dNTP’s DTT, RNase out tampão FS. Dessa forma adicionou-se o conteúdo 

de 2μL de Oligo dT, 2μL de dNTP mix 10μM (10mM de dATP, dGTP, dCTP e dTTP) 

(Invitrogen) com 2μg de RNA total previamente calculado. A mistura foi aquecida por 

5min a uma temperatura de 65ºC. Adicionou-se 8μL de tampão FS 5X, 4μL DTT 0.1M, 

2μL RNaseOUT, misturou-se o conteúdo em tubo eppendorf sendo então deixado no 

banho maria a 37ºC por 2 min. Adicionou-se 1μL de SuperScript Transcriptase 

Reversa. Os tubos foram então inseridos no termociclador e deu-se início o programa 

com 50min a 37ºC e logo após 70ºC durante 15min.  

 

4.9.4. PCR quantitativo para ICK 

 

A reação em cadeia da polimerase em tempo real para ICK foi realizada em 

um sistema de detecção de PCR em tempo real CFX-96 (BioRad, Hercules, EUA), 

sistema que utiliza a interpolação dos valores de CT de cada corrida com uma curva 

padrão de quantidades previamente conhecidas de DNA. As quantidades de “master 

mix” e os iniciadores ou “primers” que foram utilizados no PCR, foram as seguintes 

5μL de amostra de DNA total foi adicionada a 20μL de mistura principal (consistindo 

em 12,5μL de SYBR Green Supermix (BioRad, Hercules, Califórnia), 1,0μL de 

Iniciador senso, 1.0 μL do iniciador antisenso (Tabela 2), e 5,5μL de água livre de 

enzimas (DNAse e RNAse) para se obter um volume final de 25μL. A amplificação 

consistiu do seguinte protocolo de termociclos; 15 minutos a 95°C, seguido de 40 

ciclos de 15’ a 95°C, 30’ a 60°C, e 30’ a 70°C. A amplificação e detecção foram 

realizadas com a utilização do iCycler em tempo real do sistema de detecção (iCycler 

IQ, Biorad). A fluorescência foi medida durante a etapa de anelamento de cada ciclo. 

Os números de ciclos de cada reação foram comparados com uma curva padrão 

conhecida, seguido de uma análise de curvas de fusão. Os dados são apresentados 

com base no método de expressão relativa (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). A fórmula 
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que foi utilizada é expressa por meio do cálculo de Expressão Relativa = 2- (SΔCT-CΔCT), 

onde é ΔCT a diferença de limiar de ciclos entre o gene de interesse e o gene com 

expressão padrão naquele tecido. Os genes de referência utilizados foram a β-actina 

e GAPDH como citado em Azevedo (2014). Para avaliação de ICK foram utilizadas as 

sequências de bases nitrogenadas de éxon 6 13 e 14 de ICK como estão 

demonstradas na (Tabela 2). 

 

Tabela 2: Iniciadores usados nos protocolos de q-PCR. 

Iniciadores         Senso      Antisenso 

ICK exon 6 CGGTCCTAGCAGGGATTGTC AAATCAGTCCTTCTGCTGGCG 

ICK exon 13/14 AACCCGGTGCCACTTCTTAC GTGAATGTAGCGTCCTGGCT 

 

 

4.10. Análise Estatística 

 

O programa utilizado para análise estatística foi o GraphPad Prism, versão 

6,0, (La Jolla, CA, EUA). Os dados foram previamente submetidos ao teste de 

Kolmogorov-Smirnov para avaliação da distribuição normal. A análise estatística foi 

realizada por meio de Análise de Variância (ANOVA), seguido pelo teste de 

Bonferroni. O teste T de Student não pareado foi usado para algumas análises. O 

p<0,05 foi usado para indicar significância estatística. Os dados foram apresentados 

como média ± erro padrão. Foram considerados como significativos os valores de 

p<0,05. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. A desnutrição proteica induz um aumento robusto e transitório da 

expressão da proteína ICK, associada à ativação de vias de sinalização que 

regulam a proliferação e sobrevivência celular, assim como o aumento da 

expressão dos marcadores de células-tronco intestinais. 

 

A fim de obter novas ideias sobre mecanismos de respostas de sinalização 

celular intestinal e adaptação ao estresse nutricional, um modelo animal in vivo foi 

previamente estabelecido, para avaliar as respostas das células de forma que se 

pudesse analisar a sinalização por desnutrição proteica (COSTA et al., 2011).  

A via canônica de sinalização Wnt é crítica para a manutenção da homeostase 

e de todas as atividades funcionais das células-tronco intestinais (FEVR et al., 2007; 

PINTO et al., 2003). β-catenina citoplasmática sem a devida fosforilação na 

Ser33/37/Thr41 (β-catenina ativa) é estável e age como o efetor do sinal de Wnt por 

ativação da transcrição, após a sua translocação nuclear (CADIGAN; NUSSE, 1997; 

NUSSE et al., 2008; YOST et al., 1996).  

A via mTOR é um regulador chave da proliferação e sobrevivência em resposta 

a estímulos hormonais e nutricionais e S6K1 é um alvo da mTOR, que regula a 

tradução da proteína de genes específicos relacionados com o ciclo celular. 

(BHASKAR; HAY, 2007; FINGAR et al., 2004; HALL, 2008; LAPLANTE; SABATINI, 

2009; MA; BLENIS, 2009).  

Ao fim do período de 24 horas de desnutrição com uso da dieta contendo 2% 

de proteína, as vias β-catenina e mTOR foram supra-reguladas no intestino delgado, 

resultado este determinado pela expressão proteica observada nos testes de Western 

blot para as bandas de β-catenina ativa e fosfo-S6K1 Thr-389, que receberam 

quantidades iguais de proteínas totais de íleo contra anticorpos que distinguem 

componentes-chave nas vias de sinalização Wnt/β-catenina, PI3K/Akt, mTOR/S6K1 e 

MAPKs (FIGURA 21). 
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Passado esse período, por volta do terceiro dia do período experimental de 

desnutrição, as atividades de sinalização referentes às vias β-catenina e mTOR foram 

diminuídas, retornando ao seu nível basal.  Já as vias de sinalização MAPK, indicados 

por fosforilação aumentada de MAPK, ERK e p38 em seus sítios de ativação, 

tornaram-se evidentes após um período de 72 horas (dia 3) de desnutrição proteica, 

onde também, por volta do quinto dia, sob mesma desnutrição, estes sinais fosfo-

MAPK foram reduzidos a níveis basais.  

Assim como as mudanças ocorridas nos níveis proteicos das vias 

Wnt/βcatenina e mTOR/S6K1, as alterações na via MAPK em resposta à desnutrição 

ocorreram principalmente nos níveis de atividade dependente de fosforilação.  

O estado da via PI3K/Akt, um regulador importante da sobrevivência celular, 

também foi avaliada durante a desnutrição, com uso da ração a 2% (FIGURA 21). Um 

aumento expressivo no nível de proteína total de Akt foi induzido após 24 horas e 

persistiu até o dia 5 (120 horas) de desnutrição. A ativação da Akt/PKB pode ser 

regulada por meio da fosforilação de Ser-308 pelo PDK1 e fosforilação de Ser-473 

pela via mTORC2 (ALESSI et al., 1996; SARBASSOV et al., 2005). 

Em resposta a esse protocolo experimental, a via de sinalização referente a  

fosfo-Akt S473, mostrou-se elevada e com sinal evidente do dia 1 persistindo até o dia 

5 de desnutrição, enquanto o sinal de fosfo-Akt S308 diminuiu gradualmente em 

direção à linha de base do dia 1 ao dia 5 de desnutrição. Este resultado é consistente 

com os relatórios de Larson et al. (2007), que indicam a ativação da via PI3K/Akt 

durante privação de glutamina em células epiteliais do intestino de ratos.  

Juntos, estes dados sugerem que o intestino delgado responde à desnutrição 

proteica, ativando as principais vias de proliferação e sobrevivência celular, pelas 

regulações dos componentes-chave de sinalização. 

A quinase celular intestinal (ICK) é um elemento novo da rede de sinalização 

celular intestinal (TOGAWA et al., 2000). Esta evidência, foi observada em 

experimentações in vitro realizadas por Fu et al. (2009) no qual se nota ICK atuando 

em um papel potencializador da proliferação do epitélio intestinal. O estímulo 

upstream para a expressão ou atividade de ICK é completamente desconhecido. 
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Curiosamente, neste estudo, os níveis de proteína ICK, observada nos testes de 

Western blot, foi aumentada significativamente 24 horas após a desnutrição proteica, 

concomitantemente com expressão elevada de marcadores Lgr5 (BARKER, 2014; 

BARKER et al., 2007) e Bmi1 para populações de células-tronco intestinais ativas e 

inativas, respectivamente (FIGURA 21) (SANGIORGI; CAPECCHI, 2008; YAN et al., 

2012). No entanto, este aumento foi notadamente atenuado após 72 horas (dia 3) e 

totalmente revertido após 120 horas ou quinto dia de desnutrição. Resultados 

similares foram observados para CCRK, o que sugere que tanto a expressão da 

quinase a montante para ICK, como sua atividade, pode ser regulada por nutrientes 

no intestino delgado. 
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FIGURA 21: A desnutrição proteica induz um aumento da regulação de vias de sinalização importantes 
que estão relacionados com a sobrevivência e proliferação das células do intestino. Camundongos 
C57BL/6J fêmeas com 28 dias de nascidos, foram alimentados com dietas isocalóricas contendo 2% e 
20% de proteína durante um período de 5 dias. (A) Após padronização de proteínas totais de tecido 
ilíaco, quantidades iguais de proteínas totais de íleo foram submetidas ao teste de Western blot contra 
os anticorpos que reconhecem os componentes principais em várias vias de sinalização, tal como 
indicado, assim como marcadores de células-tronco intestinais Lgr5 e Bmi1. O sinal de β-actina foi 
utilizado para indicar carga igual de proteínas totais de extratos de tecido intestinal. As bandas duplas 
reconhecidas pelo anticorpo S6K1 pode representar duas isoformas de splicing alternativo. (B) Depois 
da quantificação densitometria e normalização contra β-actina, a alteração do nível de proteínas em 
relação ao dia controle (Des-0) foi mostrado como média ± EP, n=3, *P<0,05, #P<0,01. Resultados 
semelhantes foram obtidos a partir de três experiências independentes. 
 

 

.  

A B 
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5.2. A privação de soro fetal bovino (FBS) no meio aumenta de forma 

significativa a expressão da proteína ICK em células HCT-8 de forma aguda e de 

uma maneira reversível. 

 

 Costa et al. (2012) definiram em seus experimentos, um modelo in vitro, 

realizado com células imortais de adenocarcinoma ileocecal humano HCT-8, no intuito 

de compreender o ciclo vicioso da desnutrição e infecção. Empregando o mesmo 

artifício científico, aproveitamos o modelo HCT-8 para explorar a cinética na regulação 

nutricional da expressão de ICK, que mostrou uma resposta imediata à deficiência de 

FBS, com resultados apontando acréscimos consideráveis, de coeficientes proteicos 

alcançando quantidades 10 vezes superiores as contagens iniciais em apenas 20 

minutos de desnutrição (FIGURA 22A). Este aumento dramático, embora reduzido em 

magnitude em pontos de tempo posteriores, persistiu durante pelo menos 24 horas 

durante a privação de soro.  Em contrapartida, ao readicionar, neste ensaio, meio de 

cultura contendo 10% de FBS, observamos um rápido reparo trazendo as bandas de 

ICK a níveis basais (FIGURA 22B). Estes dados sugerem que a regulação nutricional 

de ICK é um processo agudo e reversível. 
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FIGURA 22: A desnutrição em células epiteliais ileocecais HCT-8 in vitro induz uma regulação positiva 
(up-regulation) aguda de proteína ICK de uma maneira reversível. (A) Células HCT-8 foram privadas 
de meio de crescimento contendo 1% de soro e avaliados em vários pontos de tempo. Após 
padronização de proteínas totais, as amostras foram submetidas ao teste de Western Blot contra os 
anticorpos ICK e β-actina, como indicado. Os resultados foram quantificados por densitometria e 
normalizados contra β-actina. A mudança da quantidade relativa de proteína ICK em relação ao tempo 
zero durante a privação de soro foi demonstrado como média ± EP, n=2, *P<0,05. Resultados 
semelhantes foram obtidos a partir de três experiências independentes. 
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FIGURA 22. A desnutrição em células epiteliais ileocecais HCT-8 in vitro induz uma regulação positiva 
(up-regulation) aguda de proteína ICK de uma maneira reversível. (B) Células HCT-8 foram cultivadas 
em meio completo contendo 10% de FBS, em meio de privação que continha 0,2% de soro durante 40 
minutos, ou em meio de privação durante 20 min, seguido por recuperação em meio contendo 2% ou 
10% de soro durante 20 min. Os resultados foram quantificados por densitometria e normalizados 
contra os anticorpos ICK e β-actina, respectivamente. Depois da quantificação densitometria e 
normalização contra β-actina, a mudança da quantidade relativa de proteína ICK em comparação ao 
meio completo foi mostrado como média ± EP, n=3, *P<0,05, NS=não significativo. Resultados 
semelhantes foram obtidos a partir de três experiências distintas. 
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5.3. A privação de soro fetal bovino (FBS) no meio induz um aumento agudo da 

expressão (up-regulation) dos níveis de ICK em células HCT-8, com esse efeito 

sendo revertido pela adição da albumina sérica bovina (BSA) e caseína. 

 

Conforme definido por Nicholson (2000), a desnutrição, especificamente 

aquela causada por carência proteica, corrobora negativamente com uma forte 

redução na produção de albumina. Nessa perspectiva, examinamos se a adição de 

albumina sérica bovina purificada no meio de cultura utilizado para desnutrição, era 

capaz de restaurar os níveis de ICK em células HCT-8 

A adição de 0,25% de albumina sérica bovina purificada (BSA) em meio de 

cultura contendo 0,2% de FBS foi capaz de restabelecer a quantidade de albumina 

encontrada no meio completo contendo 10% de FBS (FIGURA 23A).  

O nível de proteína ICK em células do meio de privação, suplementado com 0,25% e 

0,5% de BSA foram capazes de diminuir em cerca de 30% e 60% respectivamente, 

em comparação com a das células do meio de privação, ditas controle, sem 

suplementação (FIGURA 23B). Esta observação implica a albumina como um 

importante, mas certamente não o único, fator no soro, que contribui para a regulação 

da abundância de proteínas ICK. Curiosamente, um efeito semelhante sobre a 

regulação dos sinais de proteína ICK foi observado quando foi adicionado, como um 

suplemento em meio pobre de FBS, a caseína, uma proteína importante encontrada 

no leite. Esse achado corrobora ainda mais com os resultados in vivo já que a caseína 

é a proteína padrão utilizada na formulação das rações distribuídas comercialmente 

(FIGURA 24). 
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FIGURA 23: A Albumina Sérica Bovina, como um suplemento para o meio de privação, reduz 
significativamente os níveis de ICK induzida pela desnutrição. (A)  Teor de BSA analisado a partir de  
1μL de meio completo (10% de FBS), meio de privação (0,2% de FBS) e meio de privação, 
suplementado com 0,25% ou 0,5% de BSA analisado pela técnica de azul de Coomassie em Gel SDS. 
(B) Células HCT-8 cultivadas em meio completo contendo 10% de soro, em meio de privação que 
continha 0,2% de FBS durante 40 minutos, ou em meio de desnutrição durante 20 min seguido por 
suplementação de 0,25% ou 0,5% de Albumina de Soro Bovino purificada (BSA), durante 20 min. Após 
padronização de proteínas totais, as amostras foram submetidas ao teste de Western Blot contra os 
anticorpos ICK e β-actina, respectivamente. Após quantificação densitometria e normalização contra β-
actina, a mudança da quantidade relativa de proteína ICK em comparação a condição de meio 
completo, foi mostrado como média ± EP, n=3, *P<0,05, #P<0,01. Resultados semelhantes foram 
obtidos a partir de dois experimentos independentes. 
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FIGURA 24: Regulação negativa (down-regulation) de proteína ICK, induzida por privação de soro em 
células HCT-8, pode ser parcialmente revertida por adição de caseína, uma importante fonte de 
nutrientes no leite, usada como suplemento. Células HCT-8 foram cultivadas em meio completo 
contendo 10% FBS e em meio de privação com 0,2% de FBS durante 40 minutos, ou ainda, em meio 
desnutrido por 20 min, sendo posteriormente suplementado com 0,25% e 0,5% de caseína durante 
mais 20 minutos. Após padronização de proteínas totais, as amostras foram submetidas ao teste de 
Western Blot contra os anticorpos ICK e β-actina, respectivamente. Após quantificação densitometria e 
normalização contra β-actina, a mudança da quantidade relativa de proteína ICK em comparação a 
condição de meio completo, foi mostrado como média ± EP, n=3, *P<0,05, #P <0,01. Resultados 
semelhantes foram obtidos a partir de dois experimentos independentes. 
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5.4. O silenciamento do gene da ICK diminui a viabilidade celular e regula 

negativamente (down-regulation) a via canônica Wnt/β-catenina em células 

 HCT-8. 

       Partindo do princípio de que a elevação do sinal ICK é um dos mecanismos 

de defesa que as células intestinais utilizam para promover o crescimento celular 

compensatório de sobrevivência, células HCT-8 foram infectadas usando um alvo-ICK 

shRNA com especificidade validada nos estudos de Fu et al. (2009), na tentativa de 

esclarecer os efeitos biológicos do silenciamento dos genes de ICK sobre a 

sobrevivência e proliferação celular. A expressão reduzida ICK levou a uma 

diminuição de 60% no número de células viáveis, associada com uma regulação 

negativa e significante do sinal de β-catenina ativa e sua jusante efetora, ciclina D1 

(FIGURA 25), que foi posteriormente confirmada por uma segunda análise de ICK 

shRNA. (FIGURA 26). Estes resultados indicam que ICK pode regular a proliferação 

celular intestinal por meio de interações funcionais com eventos de sinalização Wnt/β-

catenina.  

  

 
 
FIGURA 25: O silenciamento do gene da ICK em células HCT-8 prejudica significativamente a 
proliferação celular regulando negativamente (down-regulation) a via Wnt/β-catenina. (A) células HCT-
8 foram infectadas com o shRNA ICK-específica (shICK) ou com controle de shRNA (shCTL). O número 
total de células viáveis foi determinada pelo teste de exclusão de azul tripan e apresentados como 
média ± EP, n=3, ***P <0,001, com resultados similares em dois experimentos distintos. (B) 
Quantidades iguais de proteínas totais dos extratos de células foram usados para os testes de Western 
blot contra anticorpos que reconhecem ICK, β-actina, β-catenina, ativo β-catenina e ciclina D1, como 
indicado. Os sinais do Western blot foram quantificadas por densitometria e mostrados em quantidades 
relativas após a normalização. 
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FIGURA 26: O silenciamento do gene da ICK em células HCT-8 induziu uma regulação negativa 
significativa do sinal de β-catenina ativa, bem como do alvo ciclina D1. Células HCT-8 foram infectadas 
com o shRNA ICK-específica (shICK) ou com controle de shRNA (shCTL) utilizando para tanto os 
reagentes de diagnóstico da empresa Sigma (MISSION®) como supra citado em métodos. Quantidades 
iguais de proteínas totais dos extratos de células foi usado para os testes de Western blot contra 
anticorpos que reconhecem as vias descritas acima, com sinal de β-actina indicando carga igual de 
proteínas totais. 
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5.5. O silenciamento do gene da ICK induz apoptose pela ativação de uma via 

dependente de caspase em células HCT-8.  

 

Neste trabalho, também foi analisado se o silenciamento do gene da ICK 

poderia induzir a apoptose, o que pode contribuir para a viabilidade celular intestinal 

diminuída. Foi demonstrado que células HCT-8 que expressam ICK shRNA 

específico, exibiram um aumento de aproximadamente 4 vezes no número de células 

apoptóticas (detectado por coloração de anexina V), quando comparado às células 

HCT-8 que expressam o controle shRNA (FIGURA 27A). Este aumento da apoptose 

induzida pelo silenciamento de ICK foi associado com um aumento de 2 a 4 vezes na 

expressão de componentes-chave na via da caspase, tais como caspase-9 clivada, 

caspase-3 clivada e PARP (FIGURA 27B). Desse modo, os dados sugerem que ICK 

pode promover a sobrevivência de células do intestino por meio da supressão da via 

apoptótica dependente de caspases. 
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FIGURA 27: O silenciamento do gene da ICK em células HCT-8 induziu apoptose pelo mecanismo 
dependente da caspase. (A) Células HCT-8 que que foram silenciadas com shRNA ICK-específica 
(shICK) e o grupo controle, composto por cultivo infectado e não silenciado, ou shRNA (shCTL) foram 
avaliadas para o número de células apoptóticas por meio da coloração de anexina V. A mudança da 
quantidade relativa de células marcadas positivamente para anexina V é mostrado como média ± EP, 
n=4, **P<0,01, com resultados similares em dois experimentos distintos. (B) Após padronização de 
proteínas totais do extrato de células, estas foram submetidas ao teste de Western blot contra os 
anticorpos que reconhecem os componentes-chave na via da caspase como indicado. Os sinais foram 
quantificados por densitometria e mostrados em quantidades relativas após a normalização. 
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5.6. O rápido aumento proteico da ICK, induzido pela desnutrição, não é devido 

ao acréscimo da transcrição celular.  

 

É sabido que o RNAm é o responsável pela transferência de informação do 

DNA até ao local de síntese de proteínas, na célula. Partindo desse ponto, 

investigando a expressão do RNAm em amostras de íleo de camundongos, 

submetidos a desnutrição proteica por até 5 dias e por até 60 minutos em células  

HCT-8, que foram usadas nos grupos experimentais, utilizando iniciadores 

específicos, conhecidos, para o exon 6 ou exon 13/14 de ICK em resposta a 

desnutrição. Os níveis de expressão encontradas nas amostras submetidas a q-PCR 

(Reação em Cadeia da Polimerase quantitativa), permaneceram próximas, sem 

diferença estatística, do dia 0 (controle) ao dia 5 (FIGURAS 28 A, B, C) assim como 

nas células HCT-8 (FIGURA 28 D) em desnutrição por até 60 minutos, sugerindo que 

as mudanças no período de desnutrição não são devidas à um aumento significativo 

na expressão da ICK.  
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FIGURA 28: Os níveis de expressão encontrados pela PCR em tempo real, permaneceram sem 
diferença estatística nos grupos experimentais in vitro e in vivo sugerindo que às mudanças proteicas 
observadas nas células e tecidos durante o período de desnutrição não são devido à mudança 
significativa na expressão de RNAm. FIGURAS (28 A, B e C), Níveis relativos de ICK relativos a β-
actina e GAPDH em íleo de camundongos C57BL6J submetidos a uma dieta de desnutrição proteica 
de 5 dias. FIGURA (28 D), Níveis relativos de ICK relativos a β-actina analisados em células HCT-8 
submetidas a desnutrição por até 60 minutos com uso de meio de cultura contendo 1% de soro fetal 
bovino (FBS). 
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5.7. O efeito do BSA sobre as concentrações de ICK não é devido às mudanças 

de osmolaridade do meio de cultura.  

 

A albumina sérica bovina é a proteína mais abundante no plasma sanguíneo 

bovino e serve como depósito, assim como transporte de proteína para numerosos 

componentes. É a principal proteína que contribui para a pressão coloidal osmótica 

do sangue e também para o transporte de proteínas para numerosos compostos 

endógenos e exógenos. Em meio de cultivo, essa substância torna o meio hipertônico, 

permitindo a passagem de água do interior da célula para o meio extracelular. Para 

provar que o efeito do BSA não era devido à mudança de osmolaridade, foi 

manipulado, dentro do meio, diferentes concentrações de sorbitol, um poliálcool obtido 

pela hidrogenação da glucose. Os níveis de ICK continuaram elevados usando 1, 2 e 

4% de sorbitol comparado com as células tratadas com 1% de BSA (FIGURA 29), 

confirmando que os efeitos do BSA sobre ICK não são devidos à mudança de 

osmolaridade. 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 29: Efeito do D-sorbitol em células HCT-8 expostas a 1% de soro fetal bovino, comparado com 
células tratadas com 1% de BSA, mostrando que mudanças na osmolaridade pela adição de sorbitol 
(1,2 e 4%) não modificam os níveis de ICK in vitro. 
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5.8. Outros resultados que não influenciam mudanças de ICK in vitro.  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

FIGURA 30: A suplementação de glutamina 2mM não corrobora para a diminuição da concentração 
proteica de ICK em condição de 1% de desnutrição. Entretanto, a falta de glutamina no meio causa um 
pequeno, mas insignificante aumento nos níveis de ICK nos grupos tratados com 10% de FBS.  

 
 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 31: Suplementação com AQ nas concentrações de 10mM e 50mM, também não reduziram 
significativamente os níveis de ICK in vitro. 

Efeito da Glutamina em ICK usando células HCT-8 desnutridas. 

  

Efeito da Alanil-glutamina (L-ALA-GLAN) nos níveis de ICK usando células HCT-8 

desnutridas  

em 1% de FBS com suplementação 10 e 50mM de L-ala-glan (AQ) por 20 minutos. 
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FIGURA 32: A Suplementação de zinco, que é conhecido por intervir no metabolismo de proteínas e 
ácidos nucleicos, diminui as concentrações de ICK in vitro, mas não mostra uma diferença estatística 
significante nos experimentos usando 10 e 50µM Zn2+.

 

Segundo o argumento de Jenkin (1994), as principais funções do intestino 

delgado são a digestão e absorção de nutrientes, que por sua vez constituem o 

principal estímulo para o crescimento das células intestinais e da mucosa, quer 

diretamente pelo efeito no sítio de absorção ou indiretamente pela regulação da 

liberação de hormônios, que são essenciais para o crescimento e reparação da 

mucosa. (CLARKE, 1977; JOHNSON, 1988; MCCOLE; BARRETT, 2007; 

WILLIAMSON; BUCHHOLTZ; MALT, 1978).  

A desnutrição é capaz de provocar atrofia da mucosa do intestino delgado, 

enfraquecimento das funções intestinais e alteração de estruturas morfológicas que 

incluem: diminuição da altura das vilosidades, profundidade das criptas, área de 

superfície e número de células epiteliais (DROZDOWSKI; THOMSON, 2006; RAUL; 

SCHLEIFFER, 1996; SHAW; GOHIL; BASSON, 2012; TAPPENDEN, 2006). 

Efeito do Zinco nos níveis de ICK usando células HCT-8 desnutridas em 1% FBS, com 

suplementação de 10 e 50µM de Zn
2+

 por 20 minutos. 

  

http://pt.wikipedia.org/wiki/Metabolismo
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Em uma contribuição mais recente, De Queiroz et al. (2014) alerta que a falta 

de proteínas interfere no desenvolvimento tecidual por privar o órgão de ingredientes 

críticos, necessários para a estrutura e crescimento celular. As consequências da 

desnutrição dependem do tempo, período e intensidade de privação. Dentre as 

adaptações fisiológicas de animais em fase de crescimento submetidos à desnutrição, 

como aumento da reciclagem de aminoácidos para a síntese proteica e a redução do 

catabolismo de aminoácidos, está incluída a redução na velocidade de crescimento. 

Essas adaptações têm papel importante em sua sobrevivência. Com uma restrição 

energética prolongada, o organismo lança mão de gliconeogênese, glicogenólise e 

lipólise. A musculatura esquelética, maior compartimento corporal de proteínas, e o 

tecido adiposo, principal reserva energética, são consumidos para que seja mantida a 

homeostase.  

Em resposta a restrição da ingestão de alimentos, o intestino delgado exibe 

uma notável capacidade de adaptação para evitar a atrofia e manter normais a 

arquitetura e funções da mucosa. No entanto, pouco se sabe sobre a base molecular 

subjacente às respostas celulares intestinais ao estresse nutricional.  

Um estudo de proteômica comparativa realizado por Lenaerts et al. (2006), 

revelou que proteínas envolvidas na glicólise e metabolismo de aminoácidos e energia 

foram reguladas negativamente enquanto que as proteínas com um papel de proteção 

ou de sobrevivência, tal como os genes de regeneração Litostatina 1 e 2 e os genes 

antioxidantes glutationa peroxidase 3 e anidrase carbônica 3, foram positivamente 

regulados após desnutrição.  

Várias pesquisas já definiram que as  vias de sinalização, como Wnt / β – 

catenina (FEVR et al., 2007; GREGORIEFF; CLEVERS, 2005; PINTO et al., 2003; 

VAN ES et al., 2005), PI3K/Akt (LARSON et al., 2007; SHENG et al., 2003; ZHANG et 

al., 2004), mTOR/S6K1 (FUJISHITA et al., 2008; NAKAMURA et al., 2012; RHOADS 

et al., 2006; YILMAZ et al., 2012) e MAPKs (ALIAGA et al., 1999; HOUDE et al., 2001; 

SANCHO et al., 2009), conduzem o crescimento intestinal celular, a migração e a 

sobrevivência na mucosa intestinal, porém, não existe ainda uma definição plena 

sobre como essas cascatas cruciais de sinalização respondem à deficiência 

nutricional e se verdadeiramente estão ou não envolvidas no processo. 
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Em seus artigos, Drozdowski (2006) e Tappenden (2006) mostraram que a 

deficiência nutricional pode induzir alterações morfológicas, bioquímicas e 

metabólicas em humanos e em modelos animais. A mucosa do intestino delgado 

resiste à atrofia durante a privação de proteína por um tempo mais longo do que a 

maioria dos outros tecidos. Essa resiliência tem um papel complementar importante 

para reservar nutrientes e aumentar a absorção por um maior tempo possível. As 

principais características estruturais da mucosa intestinal, incluindo a altura das 

vilosidades, profundidade de criptas, o número de células do epitélio por vilosidades 

ou cripta e alocação de várias linhagens celulares, são alterados, pelo menos 

inicialmente, por deficiência de proteína ou desnutrição experimental em modelos 

animais (CHAPPELL et al., 2003; COUTINHO et al., 2008; HILL  JR. et al., 1968; 

LIPKIN; QUASTLER, 1962; SOKOLOVIC et al., 2007). Entretanto, os mecanismos 

que podem ser responsáveis pela preservação da arquitetura intestinal não estão 

completamente compreendidos.  

Uma supressão da renovação celular, que normalmente é rápida, no epitélio 

intestinal foi observada durante a desnutrição, como anteriormente apontaram Deo 

(1965) e Hooper (1958), implicando um papel importante para a proliferação e 

sobrevivência celular compensatória ao estresse nutricional. Neste estudo, nossos 

achados ilustram novos mecanismos para a adaptação intestinal à desnutrição 

proteica, mostrando uma rápida, mas transitória ativação, de múltiplas vias de 

sobrevivência e proliferação concomitantemente com uma expressão elevada de 

células-tronco intestinais. 

As respostas de sinalização celular à desnutrição proteica parecem ser 

diversificadas. A ativação da via Wnt/β-catenina, mTOR/S6K1, PI3K/Akt e caminhos 

CCRK/ICK ocorreu na fase inicial, em 24 horas de jejum de proteína, enquanto que a 

ativação das vias MAPK ERK e p38 ocorreu na fase tardia, às 72 horas seguintes. 

Este resultado presta uma relevante contribuição a um conceito intrigante, revelado 

em prévias análises, de proteômica global e metabólica que indica que a resposta 

intestinal e adaptação ao jejum/desnutrição é um processo que consiste em várias 

fases (LENAERTS et al., 2006; SOKOLOVIC et al., 2007). Em comparação com a 

ativação transiente da Wnt/β-catenina, mTOR/S6K1, MAPKs e vias de sinalização da 

ICK, a ativação da via PI3K/Akt foi mantida por um período de tempo mais longo. 
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Mecanicamente, a ativação dessas vias pró-proliferação e pró-sobrevivência 

ocorreram, quer por meio de uma maior abundância de proteínas (por exemplo, β-

catenina, mTOR, ICK, Akt) ou elevada fosforilação de locais-chave de regulação (por 

exemplo, ERK1/2, p38 MAPK).  

No presente modelo animal de desnutrição por deficiência de proteína (1-5 

dias) induziu um aumento significativo nos níveis de expressão de marcadores de 

células-tronco intestinais Lgr5 e Bmi1, sugerindo uma atividade elevada dessas 

células, em resposta ao estresse nutricional. Em estudos elegantes, Mcleod et al. 

(2010) e O'Brien et al. (2011) revelaram a dinâmica de células-tronco intestinais em 

resposta a disponibilidade de nutrientes em modelo de Drosophila. A desnutrição 

crônica proteica (15-20 dias) em moscas, reduziu o número de células-tronco 

intestinais disponíveis para a homeostase e reparação tecidual. Por outro lado, a 

evidência mostrada por Carlone (2012) e Montgomery et al. (2011) em suas 

pesquisas, utilizando um modelo de rato em jejum por curto prazo (2 dias), revelou a 

uma robusta indução na quantidade de células-tronco intestinais expressando 

telomerase (mTert), um biomarcador para uma rara e lenta população cíclica de 

células-tronco intestinais dormentes que podem desempenhar um papel importante 

na resposta regenerativa após lesão ou estresse fisiológico. Tomados em conjunto, 

estes dados sugerem que as células-tronco intestinais são sensores nutricionais e 

podem responder rapidamente e de forma dinâmica à ausência de nutrientes durante 

a adaptação intestinal.  

Em relação à suplementação com zinco, De Queiroz et al. (2014), relataram 

que a suplementação alterou de forma significativa a morfologia da mucosa intestinal 

com aumento na espessura e a altura do vilos, assim como a profundidade das criptas 

que também aumentou quando comparados com grupos desnutridos. No presente 

estudo essa razão de mudança esperada em níveis proteicos de ICK in vitro não foi 

observada. Isso indica que a suplementação de zinco altera a morfologia do intestino 

delgado, o que pode influenciar a absorção e digestão de nutrientes, embora essa 

mudança não seja detectável, com precisão, em nível molecular usando a ICK como 

parâmetro. Achados semelhantes foram encontrados com outros suplementos nesse 

estudo como a glutamina e alanil-glutamina (AQ). Um paradoxo que vai de encontro 

com outros estudos como os de Costa et al., (2012) e Lima (2014) que demonstram 
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com sucesso a utilização de aminoácidos na desnutrição e diarreia, associada com 

benefícios no crescimento físico e na integridade da mucosa intestinal. 

Rhoads et al. (2006), complementam afirmando que a presença de glutamina, 

em níveis fisiológicos (1-4 mM) é efetiva na prevenção da apoptose de células 

intestinais. 

Neste estudo, ICK foi identificada como novo componente nas respostas de 

sinalização celular ao estresse nutricional. Entretanto, seu rápido aumento proteico, 

induzido pela desnutrição, não é devido ao acréscimo da transcrição celular. Dados 

quantitativos de q-PCR não revelaram nenhuma mudança significativa nos níveis de 

RNA mensageiro (RNAm) da ICK durante o jejum. Lipkin (1962); Muramatsu (1963) e  

Waterlow (1959) mostraram que um intestino delgado com uma rápida taxa de síntese 

de proteínas em indivíduos com alimentação normal e com percentagens similares 

durante a desnutrição proteica. É provável que a desnutrição induzida aumente a 

expressão de proteína ICK no interior do intestino como resultado do aumento da 

síntese e ou estabilidade da proteína. Um gene candidato que pode estar envolvido 

na regulação da degradação/estabilidade da proteína ICK é o gene FBXO9 (Proteína 

9F-box), que é conhecido por possuir um papel funcional na diferenciação de 

adipócitos, servindo como uma ligase de ubiquitina E3 para regular os níveis de 

proteína C/EBP durante adipogênese (LEE et al., 2013). Mais estudos serão 

destinados futuramente a investigação da interação entre FBXO9 e ICK e como eles 

interagem para regular a estabilidade proteica durante a desnutrição.  

Os presentes dados mostram que ICK funcionalmente interage com as vias 

Wnt/β-catenina e caspase proporcionando novos conhecimentos sobre os 

mecanismos moleculares pelos quais ICK regula a proliferação das células do 

intestino e a apoptose. Atualmente, os substratos diretos de ICK que mediam a 

interação entre as vias Wnt/β-catenina ou a via caspase ainda são difíceis de localizar. 

É digno de destacar que o promotor de ICK contém sítios de ligação funcionais para 

TCF4 e β-catenina exógena que é capaz de ativar de forma robusta a atividade do 

promotor de ICK in vitro (STURGILL et al., 2010). Portanto, ICK pode ser um alvo 

direto da transcrição do sinal Wnt/β-catenina. Os dados do estudo indicaram 

claramente um impacto negativo do silenciamento de ICK nos sinais de β-catenina 
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ativa e de ciclina D1. É concebível que possa existir um circuito de regulação de 

feedback positivo entre ICK e vias de Wnt/β-catenina.  

Este trabalho contribuiu com novas ideias sobre os mecanismos moleculares 

que regulam a adaptação intestinal de proteínas ao estresse nutricional. Foi 

demonstrado que a carência de proteína induz a ativação aguda, mas transitória, de 

importantes vias de proliferação e sobrevivência simultâneas, como por exemplo a via 

canônica Wnt, que é crítica para a manutenção da homeostase de todas as atividades 

funcionais das células-tronco intestinais, assim como a via mTOR que se destaca 

como reguladora chave da tradução de proteínas e genes relacionados com o ciclo 

celular. Juntos, estes dados sugerem que o intestino delgado responde a desnutrição 

proteica, ativando as principais vias de proliferação e sobrevivência, pelas regulações 

a montante dos componentes-chave de sinalização. 

O estímulo indutor para a expressão ou atividade de ICK é completamente 

desconhecido, entretanto identificamos uma nova via de sinalização funcional, 

envolvendo relações cruzadas, onde ICK interage com os caminhos da Wnt/β-

catenina e caspase como um importante participante na sinalização celular em 

resposta à desnutrição proteica. Cumulativamente, esses resultados sugerem que a 

ativação de vias de sinalização celular intestinais podem servir como gatilhos 

moleculares importantes para os mecanismos protetores celulares subjacentes de 

resistência à atrofia intestinal, inclusive com a participação de um aumento elevado 

na expressão de marcadores de células-tronco intestinais como por exemplo o Lgr5 e 

Bmi1 após 24 horas de desnutrição.  

Outro achado intrigante, foi a participação da albumina sérica bovina, na 

cinética de regulação nutricional da expressão de ICK. Nicholson et al. (2000) já 

haviam definido em seus trabalhos que a carência causada por um déficit de 

proteínas, acarretava em uma forte redução na produção de albumina. Esta 

observação mostrou a albumina e caseína como sendo importantes, mas certamente 

não os únicos, fatores no soro que contribuem para a regulação da quantidade de 

proteínas ICK, onde em apenas 20 minutos de tratamento com uso de solução 

contendo 0,25 e 0,50% de BSA e caseína, foram capazes de reestabelecer em cerca 

de 30 e 60% respectivamente a quantidade de ICK encontrada no meio completo com 
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10% de FBS em condições iniciais de nutrição. Corroborando dessa forma com os 

achados in vivo, dado que a caseína foi a proteína usada na fabricação da ração 

controle. Outros aditivos foram incluídos nesse estudo com a mesma finalidade, como 

a glutamina, zinco e alanil-glutamina em concentrações que demonstraram efeitos 

promissores como os achados nos trabalhos de Braga-Neto et al., (2012); Castro et 

al., (2012); Chen et al., (2003); De Queiroz et al., (2014) e LIMA et al., (2014), 

entretanto estes não apresentaram resultado significativo sobre ICK, o que demanda 

a necessidade estudos mais aprofundados sobre a relação existente entre essa 

quinase e componentes ad praedictae em modelos de desnutrição in vivo e in vitro. 

O silenciamento do gene da ICK foi capaz de prejudicar a proliferação celular 

e induzir a apoptose. Isso mostra que a ICK participa dos mecanismos de defesa das 

células intestinais na promoção do crescimento compensatório e sobrevivência em 

episódios de desnutrição. A expressão reduzida da quinase em questão, levou a uma 

diminuição de 60% de células viáveis, tudo isso associado à uma regulação negativa 

das vias β-catenina ativa e sua jusante efetora, ciclina D1, revelando que ICK pode 

regular a proliferação celular intestinal por meio de interações com as vias de 

sinalização Wnt/β-catenina. O silenciamento também induziu a apoptose, 

aumentando em até quatro vezes a expressão de componentes-chave da via da 

caspase. Esse achado corrobora ainda mais com a ideia que mostra ICK como 

condição sine qua non para a sobrevivência das células intestinais, pois atua de forma 

efetiva na supressão das vias apoptótica dependentes de caspase. 

O rápido aumento proteico, induzido pela desnutrição, não é devido ao 

acréscimo da transcrição celular in vitro ou in vivo. Dados quantitativos de q-PCR não 

revelaram mudanças significativas nos níveis de RNA mensageiro (RNAm) ICK 

durante o período de desnutrição. Esse resultado sugere que as alterações ocorridas 

nos níveis de ICK possam ser pós-traducionais, o que merece especial atenção e 

futura investigação, principalmente na interação de ICK com outros genes que podem 

estar envolvidos na regulação da degradação/estabilidade da proteína ICK. 
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6. CONCLUSÕES 

 

1. A privação de proteína causa um aumento significativo e robusto da expressão da 

proteína ICK tanto in vivo quanto in vitro. 

2. A desnutrição proteica induz um aumento robusto e transitório da expressão da 

proteína ICK associada com a ativação de importantes vias de sinalização que 

regulam proliferação e sobrevivência assim como a expressão de marcadores de 

células-tronco intestinais em camundongos. 

3. A suplementação proteica com albumina reduz a ativação de ICK de modo 

substrato dependente em células HCT-8.  

4. Os aumentos de ICK em resposta à privação de proteína foi associada com melhor 

viabilidade celular e menor atividade de caspase 3, 9 e PARP-clivada em células 

HCT-8, sugerindo uma resposta compensatória. 

5. A privação de proteína, com uso de meio de cultura contendo 1% de FBS, eleva 

a expressão da proteína ICK em células HCT-8. 

6. O silenciamento do gene da ICK diminui a viabilidade celular e induz a apoptose 

com ativação das vias de caspases em células HCT-8. 

7. Albumina sérica bovina (BSA) e caseína podem reverter os efeitos provocados 

pela privação do soro in vitro causando uma redução significativa nos níveis 

proteicos de ICK. 

8. Os efeitos da regulação negativa (down-regulation) causados pela albumina e 

caseína não são devidos às mudanças de osmolaridade no meio de cultivo. 

9. A adição de fatores tróficos intestinais como a glutamina, zinco e alanil glutamina 

ao meio de cultura não foram capazes de diminuir a expressão aumentada da 

proteína ICK in vitro de maneira significativa, após privação do soro fetal bovino. 

10. O rápido acréscimo nos níveis proteicos de ICK, induzido pela desnutrição, não é 

pode explicada apenas pelo aumento da transcrição celular in vitro ou in vivo. 
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