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RESUMO

Alteracdes induzidas pela toxina A do Clostridium difficile na via Wnt/B-catenina
in vivo e papel do RAC-1 nainibicdo dessa via em cultura de células epiteliais

O Clostridium difficile, agente causador de diarreia e colite, produz toxina A (TcdA) e
B, duas potentes enterotoxinas. Ambas as toxinas reduzem a proliferacdo e
apoptose em células epiteliais intestinais. A via Wnt-B-catenina quando ativada
estimula a proliferacéo e diferenciacdo de células epiteliais. In vitro, foi demonstrado
gue TcdA do Clostridium difficile inibe a via Wnt/B-catenina, mesmo na presenca de
agonistas da via.TcdA, assim como a toxina B, inativam Rho GTPases, inclusive
Racl. Racl tem importante fungéo na translocacéo de B-catenina para o nucleo, que
por sua vez estimula a transcricdo de genes envolvidos na proliferagdo celular.
Portanto, o objetivo desse trabalho foi estudar as altera¢des induzidas pela TcdA do
Clostridium difficile na via Wnt/B-catenina em camundongose investigar o papel de
Rac-1 na atividade inibitéria dessa toxina na via Wnt/B-catenina in vitro. Injetou-
seTcdA do Clostridium difficile (10 ou 50 pg/alca) ou PBS (200ul; controle) na alca
ileal de camundongos C57BL/6 e Swiss. Os animais foram eutanasiados sob
anestesia 4 h depois e segmentos do ileo foram coletados para realizar a analise
histopatolégica e avaliar o0s componentes da via Wnt/p-catenina por
imunohistoquimica (B-catenina e Wnt 3a ciclina D1), Western Blotting (3-catenina) e
RT-gPCR (LGR5, cMYC, ciclina D1 e Wnt-3a, Racl), proliferacdo celular
(imunohistoquimica para Ki67 e ciclina D1) e expressdo de Racl por RT-qPCR.
Células epiteliais intestinais de rato (IEC-6) foram transfectadas com pcDNA3-
EGFP-Rac1-Q61L ou pcDNA3 e incubadas com TcdA (50 ng/mL) na presenca ou
auséncia de meio condicionado com Wnt-3a. Apos 24h de incubacao, avaliou-se a
ativagdo da via Wnt/B-catenina (por meio do ensaio TOP/FOPflash luciferase), a
translocacdo nuclear B-catenina por imunofluorescéncia e proliferacdo celular
(imunocitoquimica para Ki67). In vivo, a TcdA do Clostridium difficile induziu
acentuada destruicdo das vilosidades intestinais e intenso infiltrado de células
inflamatorias no ileo de ambas as espécies. No ileo de camundongos Swiss, a TcdA
do Clostridium difficile aumentou a expressao proteica de B-catenina e reduziu a
expressao génica de ciclina D1, enquanto que nos camundongos C57BL/6 reduziu a
expressao génica de [(-catenina e cMYC, além de aumento da imunomarcacéo e
expressao génica de Wnt-3a e LGR5. Em adicdo, TcdA diminuiu a proliferacao
celular nas criptas intestinais e ndo alterou a expressao de Racl no ileo de ambas
as espécies. Em células epiteliais intestinais (IEC-6), TcdA diminuiu a ativacdo da via
Wnt-B-catenina pelo agonista da via (Wnt-3a), reduziu a translocagao de [(B-catenina
para o nucleo e diminuiu a proliferacdo. Enquanto que a transfeccao de IEC-6 com
pcDNA3-EGFP-Racl-Q61L reverteu os efeitos da TcdA do Clostridium difficile na
presenca de Wnt-3a. Concluimos que TcdA do Clostridium difficile inibe a via Wnt/[3-
catenina em camundongos Swiss e C57BL/6, apesar do nivel aumentando de
agonista endoégeno da via, sendo que o0s principais genes alterados foram o0s
envolvidos na proliferacao celular. Adicionalmente, os resultados in vitro mostram um
importante papel da inativagéo de Racl pela TcdA do Clostridium difficile na inibicao
da via Wnt/B-catenina por essa toxina.

Palavras-chave: Clostridium difficile. Racl. Wnt. B-catenina. Intestino.



SUMARY

Clostridium difficile toxin A-induced changes in the Wnt / B-catenin pathway in
vivo and role of RAC-1 in inhibiting this pathway in epithelial cell culture

Clostridium difficile, an agent that causes diarrhea and colitis, produces toxin A
(TcdA) and B, two potent enterotoxins. Both toxins reduce proliferation and apoptosis
in intestinal epithelial cells. The Wnt-B-catenin pathway, when activated, stimulates
the proliferation and differentiation of epithelial cells. In vitro, Clostridium difficile
TcdA of has been shown to inhibit the Wnt/B-catenin pathway, even in the presence
of pathway agonists. TcdA, as well as toxin B, inactivate Rho GTPases, including
Racl. Racl has an important role in the translocation of B-catenin to the nucleus,
which stimulates the transcription of genes involved in cell proliferation. Therefore,
the objective of this study was to evaluate the changes induced by the Clostridium
difficile TcdA in the Wnt/B-catenin pathway in mice and to investigate the role of Rac-
1 in the inhibitory activity of this toxin in the Wnt/3-catenin pathway in vitro. TcdA of
Clostridium difficile (10 or 50ug/loop) or PBS (200 ul; control) were injeted on the ileal
loop of C57BL/6 and Swiss mice. The animals were euthanized under anesthesia 4h
later and segments of the ileum were collected to perform the histopathological
analysis and to evaluate the components of the Wnt / B-catenin pathway by
immunohistochemistry (B-catenin and Wnt-3a and ciclina), Western Blotting (B-
catenin) and RT-gPCR (LGR5, cMYC, cyclin D1 and Wnt-3a), cell proliferation (by
immunohistochemistry for Ki67 and cyclin D1) and Racl expression by RT-gPCR.
Mouse intestinal epithelial cells (IEC-6) were transfected with pcDNA3-EGFP-Rac1-
Q61L or pcDNA3 and incubated with TcdA (50 ng/ml) in the presence or absence of
Wnt-3a conditioned medium. After 24h incubation, the activation of the Wnt/-catenin
pathway (through the TOP/FOPflash luciferase assay), nuclear [-catenin
translocation by immunofluorescence and cell proliferation (immunocytochemistry for
Ki67) wasevaluated. In vivo, TcdA of C.diff induced marked destruction of intestinal
villi and intense inflammatory cell infiltration in the ileum tissue of both species. In the
ileum of Swiss mice, the TcdA of Clostridium difficile increased the protein expression
of B-catenin and reduced the gene expression of cyclin D1, while in the C57BL/6
mice, this toxin reduced B-catenin and cMYC gene expression, as well as increased
gene expression of Wnt-3a and LGR5. In addition, TcdA decreased cell proliferation
in the intestinal crypts and did not alter the expression of Racl in the ileum of both
species. In intestinal epithelial cells (IEC-6), TcdA decreased the activation of the
Wnt-B-catenin pathway by the pathway agonist (Wnt-3a), reduced [-catenin
translocation to the nucleus and decreased proliferation, while transfection of IEC-6
with pcDNA3-EGFP-Racl-Q61L reversed the TcdA of Clostridium difficile effects in
the presence of Wnt-3a. We conclude that TcdA of Clostridium difficile inhibits the
Wnt/B-catenin pathway in Swiss and C57BL/6 mice, despite the increasing level of
endogenous agonist of the pathway, with the main altered genes being those
involved in cell proliferation. In addition, the in vitro results show an important role of
Racl inactivation by TcdA of Clostridium difficile in the Wnt/B-catenin pathway
inhibition.

Key words: Clostridium difficile. Rac1.Wnt /B-catenin. Intestin.
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1. INTRODUCAO
1.1 CLOSTRIDIM DIFFICILE: CONSIDERACOES GERAIS E EPIDEMIOLOGIA

O Clostridium difficile € um bacilo Gram-positivo, anaerébio, formador de
esporos, considerado o principal agente etiolégico de alteragdes intestinais
associadas a antibidticos (SMITS et al., 2016; RUPINIK et al., 2009) e um dos
maiores causadores de diarreia nosocomial (MARTIN; MONAGHAN; 2016). Essa
bactéria pode ser encontrada no trato intestinal de humanos e animais (como
cachorros), e seus esporos podem ser isolados em alimentos ou em superficies de
objetos presentes no ambiente (HENSGENS et al., 2012).

Figura 1. Imagens de Clostridium difficile e pseudomembranas formadas pela

infeccéo.

Fonte: Smitset al. (2016). (a) Imagem tipica das col6nias de Clostridium difficile em uma placa de
agar sangue. (b) Imagem de microscopia de contraste de fase de uma cultura de Clostridium diffcile
com células vegetativas (varas alongadas) esporos de fase-escura (manchas escuras subterminais) e
esporos de fase brilhante (elipsoides brilhantes). Na figura a esquerda, bacilos de Clostridium difficile
positivos para Gram. (c) Imagem de microscopia eletrdnica de varredura de esporos de Clostridium
diffcile. (d) Imagem colonoscépica de colite pseudomembranosa causada por Clostridium difficile. A
mucosa coldnica normal é rosa e as pseudomembranas, resultantes do acimulo de neutréfilose

fibrinas ocasionadas pela infeccéo por Clostridium difficile, sdo amarelas.
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Em 1935, Hall e Toole identificaram, pela primeira vez, Clostridium difficile
nas fezes de recém-nascidos saudaveis, nos primeiros 10 dias de vida, sob
alimentacdo materna exclusiva. Neste periodo, essa bactéria foi denominada
Bacillus difficilis, devido a dificuldade no seu isolamento e cultivo. Além disso, eles
sugeriram que a presenca de sangue oculto nas fezes, diarreia e convulsdes de
origem desconhecida em recém-nascidos poderiam ser associadas a essa bactéria
(HALL; TOOLE, 1935). Atualmente, sabe-se que criancas com menos de um ano de
idade sdo comumente colonizadas com cepas de Clostridium difficile (C. difficile)
toxigénica ou ndo toxigénica, porém sdo assintomaticas, podendo apresentar uma
taxa de colonizacao de cerca de 70% (STOESSER etal., 2011; CHITNIS et al., 2013;
ENOCH et al., 2011; STOESSER et al., 2011).

Infeccdo por Clostridium difficile (ICD) é definida pela presenca de
sintomas (geralmente diarreia) e teste para toxinas de Clostridium difficile nas fezes,
deteccado de cepas toxigénicas na cultura, colonoscopia ou achados histopatologicos
revelando colite pseudomembranosa (McDONALD et al., 2018). As manifestacdes
causadas pela ICD podem variar desde uma leve diarreia até uma colite
potencialmente fatal, chamada de colite pseudomembranosa, condicao
caracterizada por lesdes patologicas na superficie da mucosa do célon (ANJUWON-
FOSTER; TAMAYO, 2017).

Alguns fatores de riscos predisponentes estdo envolvidos no
desenvolvimento das ICD como o desequilibrio da microbiota intestinal normal
causado geralmente pelo uso de antibiéticos de largo espectro, exposicdo ao C.
difficile que ocorre habitualmente no ambiente hospitalar e condicbes de risco dos
hospedeiros principalmente, idosos e imunodeprimidos (RUPNIK; WILCOX;
GERDING, 2009; PREDRAG et al., 2012).

Os idosos sdo uma populacdo predominantemente afetada sendo
demonstrada uma prevaléncia de colonizagdo assintomatica de até 51%
(KANAMORI et al., 2015). Aléem disso, estudos epidemioldgicos demonstram que
nesta populagdo existe um fator de risco de infeccdo por Clostridium difficile dez
vezes maior quando comparado & populagdo com menos de 65 anos (SHIN et al.,
2017).Dentre os fatores de riscos em idosos destaca-se: o uso de antibioticos,
aumento da exposicdo aos cuidados com a saude, hospitalizacdo prévia e falta de
resposta imune a toxinas produzidas por Clostridium difficile (ASEMPA et al., 2017).

Porém outros fatores de riscos tém sido abordados, intensificando a relevancia
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dessa infeccdo, como o0 aumento de casos entre individuos jovens e saudaveis
residentes em comunidades, com incidéncia de 20-50 casos por 100.000 habitantes
nos EUA. (CHITNIS et al., 2013).

ICD é a principal causa de diarreia infecciosa em hospitais de todo o
mundo e um dos maiores problemas de saude publica no mundo. Nos Estados
Unidos, tem sido estimada mais de 500.000 infec¢bes por ano, 3.000 & 15.000
mortes associadas a ICD e custos com cuidados agudos cerca de 4.8 bilhdes
(McDONALD et al., 2018; LESSA et al., 2015; HALL et al., 2012). Um dos maiores
surtos registrados por ICD ocorreu na regido de Quebec no Canada com maior
incidéncia em hospitais e com maior nimero de casos graves na unidade de terapia
intensiva, como o desenvolvimento de megacélon téxico ou ébito (LOO et al., 2005).

Evidéncias mostram que o surgimento de uma nova cepa hipervirulenta,
caracterizada como pulsotipo NAP1 (North American Pulsotype 1) ou Bl (Restriction
enzyme a analysis type) ou PCR ribotipo 027 (NAP1/BI/027), esta ligado ao aumento
da incidéncia e da gravidade de infec¢des por C. difficile (McDONALD et al, 2005;
WARNY et al, 2005).

O aumento da incidéncia e a gravidade de ICDs tém sido bem
documentados na ultima década em toda América do Norte e Europa (FREEMAN et
al, 2010; BAUER et al, 2011; DEPESTEL; ARONOFF, 2013; VINDIGNI; SURAWICZ,
2015). Enquanto isso, a conscientizacdo e vigilancia de ICD na América Latina
permaneceram escassas, apesar da diarreia ser uma das principais causas de
morbidade nos paises em desenvolvimento (BALASSIANO et al., 2012; LOPARDO
et al, 2015).

No Brasil h4 pouca informacdo sobre a incidéncia de ICD e a
disseminacéo do C. difficile. Isso se deve em parte ao fato de que a deteccdo de
bactérias anaerébias ndo é um procedimento de rotina nos laboratérios clinicos em
nosso pais, principalmente devido a falta de tecnologias e instalagbes para o seu
cultivo, contribuindo, portanto, para a sub-notificacdo de ICD (BALASSIANO et al,
2009). Além disso, existem poucos grupos de pesquisas em micro-organismos
anaerobios no pais. A maioria dos estudos sdorealizados no Rio de Janeiro, Sao
Paulo, Belo Horizonte, Porto Alegre e Fortaleza (BALASSIANO et al, 2009;
BALASSIANO et al, 2012; SILVA et al., 2015; COSTA et al., 2014; COSTA et al,
2016; COSTA et al, 2017). Dentre esses estudos os percentuais de incidéncia de

ICD variam de cerca de 10% a 40%, como apresentado no Quadrol.
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Quadro 1 -
hospitalizados no Brasil (2000-2014).

Incidéncia da infeccdo por Clostridium difficle em pacientes

_ Incidénciade | N°deisolados de C. _
Localidade - Ano Referéncia
CDI difficile
Ferreira et al
Sé&o Paulo 5,5% (10/181)* 5,5% (10/181) 2000-2001 2003
. . Pinto et al
Rio de Janeiro 6,7% (14/210)* 6,7% (14/210)
2003
Marcon et al
Sao Paulo 44, 7% (22/49) | - 2002
2006
_ _ Balassiano et
Rio de Janeiro 28,5% (6/21) 4/6 2006-07
al 2009
_ _ Balassiano et
Rio de Janeiro 19,7% (43/218) 4/43 2006-09
al 2010
Mesquita et al
Fortaleza 18,75% (3/16) | = ----- 1991-1993
2011
_ _ Balassiano et
Rio de Janeiro 27.1% (19/70) 8/19 2008-2009
al 2011
_ _ Secco et al
Rio de Janeiro 6,8% (5/74) 4/5 2009-10
2014
Pires et al
0, -
Porto Alegre 8,3% (8/96) 2011-12 2014

Fonte: COSTA; C L., 2014.

A literatura carece de informac6es sobre a epidemiologia do C. difficile no
Nordeste do Brasil que se restringia até 2012 ao artigo (LIMA et al, 2010) que cita
um paciente assintomatico positivo para toxinas do C. difficile no Hospital Walter
Cantidio. A partir de 2013 nosso grupo de pesquisa vem trabalhando na
investigacdo da incidéncia e caracterizacao fenotipica e genotipica de cepas de C.
difficile isoladas de pacientes com diarreia em hospitais cearenses. Nossos dados
mostram uma elevada positividade, isto é, 48% dos pacientes oncoldgicos com
diarreia internados no Hospital Haroldo Juacaba do ICC em Fortaleza, Ceara foram
positivos para C. difficile (COSTA et al., 2017). Além disso, Costa e colaboradores
(2014) no estudo de caso mostraram um paciente com doenga induzida por C.

difficile adquirida na comunidade, sendo o0 mesmo portador de HIV e neoplasia.




22

No estudo realizado por Costa e colaboradores (2017) em um hospital de
referéncia para o tratamento de cancer no Ceara, observou-se a elevada incidéncia
de ICD (48%), sendo a cepa predominantemente identificada como NAP4,
comumente encontrado em outros paises, como EUA e Europa assim como em
outros estados aqui no Brasil. Esse gendtipo também tem sido isolado tanto em
casos de infec¢do hospitalar como em casos de ICD associados a comunidade.

Nesse estudo realizado em amostras de pacientes oncologicos foi isolado
uma nova cepa de C. difficile (ICC-45), com um novo padrao de macrorrestricao
PFGE e um novo padrédo de Ribotipagem, pertencente ao ST41 MLST Clado 2 das
cepas hipervirulentas, e toxina B variante que induz um efeito citopatico distinto de
acordo com o seu fenoétipo de viruléncia aumentado atribuido a linhagem MLST
Clado 2 (COSTA et al, 2016). As cepas ICC-45 e NAP1/BI/027 produziram uma
expressdo semelhante de citocinas pré-inflamatorias, alta producdo de iINOS e
resposta ao estresse oxidativo no modelo de alca ileal em camundongos, mostrando
as caracteristicas semelhantes da patogénese (COSTA et al., 2016).

Esses resultados ressaltam a importancia do estudo dessa bactéria para
a compreensao da situacdo epidemiolégica dessa infeccdo e de sua dispersdo entre
unidades hospitalares brasileiras (COSTA et al, 2014; COSTA et al., 2016; COSTA
et al, 2017).

Diversos fatores de viruléncia do C. difficile contribuem para a colonizacao
e o desenvolvimento de infeccdo, como flagelos, adesinas, enzimas proteoliticas,
esporos, biofilmes, mas o principal e mais estudado fator de viruléncia sdo as
toxinas produzidas por algumas cepas (BALASSIANO et al, 2012; JANOIR, 2016).

1.2. PATOGENICIDADE DO CLOSTRIDIUM DIFFICILE

A patogénese da infeccdo por C. difficile inicia com a ingestdo de
organismos vegetativos ou com esporos. As células vegetativas sdo mortas no
estbmago devido a acidez, mas 0s esporos podem sobreviver, e germinar no
intestino delgado por meio da agédo dos acidos biliares. Em seguida, locomovem-se
com auxilio de flagelos, multiplicam-se e aderem ao epitélio do célon. Quando
aderidas, as células vegetativas de C. difficile produzem toxinas A e B e enzimas
hidroliticas. As toxinas A e B agem quando séo liberadas no lumen intestinal e séo

internalizadas por endocitose, pelas células intestinais por meio de ligacdo aos
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receptores. Dentro das vesiculas endossémicas, cujo pH torna-se acido por causa
da fusdo com lisossomos presentes no citoplasma, as toxinas sofrem clivagem
autocatalitica, e os fragmentos contendo os sitios ativos migram para o citoplasma,
onde exercem suas funcbes causando a producdo de citocinas pré-inflamatorias
como Interleucina 1B (IL-1B) por macrofagos peritoneais de ratos (ROCHA et al.,
1997), bem como producédo de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) por células
epiteliais intestinais humanas (BRITO et al., 2002b).Brito e colaboradores, em 2002,
demonstraram que a TdcA atua em neutrofilos humanos induzindo mudanca na
forma, no rearranjo da actina do citoesqueleto e na aderéncia a substrato de matriz
extracelular, secundéaria ao aumento de expressado de Mac-1 (BRITO et al., 2002a),
eventos que poderiam estar relacionados com a formacdo de pseudomembranas na
colite pseudomembranosa.

Além disso, observaram que a Toxina A € um potente indutor de
apoptose, sendo esta mediada por caspases 3, 6, 8, 9, Bid e por lesdo mitocondrial
(BRITO et al, 2002b). A produgcdo local de enzimas hidroliticas resulta na
degradacdo do tecido conjuntivo e epitelial além de acumulo de neutrdfilos,
contribuindo para a formacao de pseudomembranas e diarreia aquosa. Com a lesao
do epitélio intestinal, as toxinas podem ganhar a circulacdo sistémica, agindo
também em outros o6rgaos. (POUTANSEN; SIMOR, 2004; HOOKMAN; BARKIN,
20009).

1.3 ASPECTOS CLINICOS DA ICD TRANSMISSAOE MANIFESTACAO CLINICA

O principal modo de transmissao de C. difficile, resultando em doenca,
ocorre através da via fecal-oral, principalmente dentro de instalacdes hospitalares
(COHEN et al, 2010). Durante a colonizacao por cepas toxigénicas de C.difficile, os
individuos podem se tornar portadores ou desenvolver doenca com varios graus de
gravidade, desde uma diarreia leve até a colite pseudomembranosa, sendo 0s
portadores assintomaticos um importante reservatorio para a transmissao
nosocomial de C.difficile (RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2009).

Os pacientes com sintomas clinicos podem ser estratificados em doenca
leve a moderada, doenca grave e doenca fulminante. Esta estratificacdo é
importante para determinar a necessidade de tratamento, o tipo de agente

antimicrobiano que pode ser necessario para 0 tratamento, se a cirurgia é
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necesséria para controlar a doenca, e a necessidade de cuidados de suporte, como
internagcdo em unidade de terapia intensiva (BURNHAM; CARROLL, 2013). A
apresentacao clinica mais comum da ICD é a diarreia associada a um historico de
uso de antibidticos. O inicio da diarreia é geralmente durante ou logo apés o
recebimento de antibioticoterapia, mas pode ocorrer a partir de alguns dias ap6s o
inicio ou até 8 semanas apdés o término da terapia. As fezes sdo geralmente
aguosas, com um odor fétido caracteristico, embora também possam ocorrer fezes
pastosas, e a presenca de sangue é rara (BARLETT; GERDING, 2008).

Em pacientes com doenca leve a moderada, a diarreia € geralmente o
Gnico sintoma, com o0s pacientes apresentando até 10 evacuacbes por dia.
Pacientes com doenca moderada tem diarreia com evidéncia de colite e caracteriza-
se por febre e codlicas abdominais. Alteracfes laboratoriais na doenca leve e
moderada incluem um nivel leucocitose de 15.000 cel/pyL ou inferior e um nivel de
creatinina sérica inferior a 1,5 vezes do nivel pré-morbido (BURNHAM; CARROLL,
2013). Em geral, a febre ocorre em aproximadamente 28% dos casos, leucocitose
em 50%, e dor abdominal em 22%. Febre alta com temperaturas por vezes
chegando a 40° C e a contagem de glébulos brancos, aproximando-se 50.000
cel/mm3 pode estar presentes. Dor abdominal, quando ocorre, € normalmente
localizada nos quadrantes inferiores. Hipoalbuminemia é o resultado das grandes
perdas de proteina atribuidas ao vazamento de albumina e pode ocorrer
precocemente no curso da doenca (BARTLETT; GERDING, 2008; RODRIGUEZ-
PARDO; MIRELIS; NAVARRO, 2013; BURNHAM; CARROLL, 2013).

Complicacdes graves de colite por C. difficile incluem desidratacéo,
distarbios eletroliticos, hipoalbuminemia, megacélon téxico, perfuracdo intestinal,
hipotensao, insuficiéncia renal, sindrome da resposta inflamatoria sistémica, sepse e
morte (COHEN et al, 2010). Doenca fulminante por C. difficile ocorre em < 5% dos
pacientes, e € caracterizada por dor abdominal grave, diarreia profusa, ou por vezes
sem diarreia, na qual o doente progride rapidamente para o desenvolvimento de um
ileo ou megacolon téxico, uma condicdo em que o colon tenha uma distensdo maior
que 6 cm e corre o risco de perfuracdo. Este € um desenvolvimento grave e pode
indicar a necessidade de cirurgia emergente (BURNHAM; CARROLL, 2013).
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1.4 TOXINAS DO CLOSTRIDIUM DIFFICILE

O Clostridium difficile produz pelo menos trés exotoxinas, chamadas
toxina A, toxina B e a toxina binaria (Clostridium difficile transferase; CDT). O
namero de toxinas e as quantidades produzidas variam entre diferentes cepas de C.
difficile. Certas cepas hipervirulentas liberam as trés toxinas durante a infecgéo.
Outras produzem isoformas especificas de toxinas A e B (RUPNIK e JANEZIC
2016).

As toxinas do Clostridium difficile sdo proteinas de alto peso molecular, de
cadeia Unica. Toxina A consiste de 2710 residuos de aminoacidos com massa
molecular de 308 kDa e Toxina B consiste de 2366 residuos com massa de 270
kDa (VON EICHEL-STREIBER et al., 1996). As duas toxinas exibem alta homologia
(~50% de identidade de amino&cidos).

Os genes que codificam a Toxina A (tcdA) e Toxina B (tcdB) estédo
localizadas dentro do locus de patogenicidade (Paloc), uma regido do cromossomo
de 19,6 kb que contém outros genes (tcdR, tcdE e tcdC) (MONOT et al., 2015).
Esses Ultimos genes regulam a producdo e secrecdo de Toxina A e Toxina
B(BARTH et al 2004). O tcdR codifica um fator sigma polimerase que regula
positivamente a expressdo de toxinas (MANI; DUPI,2001). O papel do tcdE é
controverso, mas sugere-se que codifica uma holina do bacteriéfago requerido para
secrecdo das toxinas (GOVIND; DUPUY, 2012). Embora o papel de tcdC seja
conflitante a maioria dos artigos sugerem que esse gene atua como regulador
negativo na expressao de toxinas (HUNT; BALLADR, 2013). O Paloc é sempre
encontrado na mesma localizacdo genémica (Figura 2A). No entanto nas cepas néo
toxigénicas € substituido por uma regido altamente conservada ndo codificante de
175/75bp (BAUEN et al., 1996; DINGLE et al., 2014).

A toxina binaria (CDT), produzida por algumas cepas de C. difficile, é
codificada por dois genes, cdtA e cdtB, que estdo localizados numa regiao
cromossomica de 6,2-kb (distinta do PaLoc) denominada Cdtlocusou CdtLoc (Figura
2B) (PERELLE et al. 1997; CARTERET et al. 2007). As cepas negativas para CDT
contém tipicamente uma delecdo de 2-kb no CdtLoc (STARE, DELME, RUPINIK
2007). O cdtloc também contem um terceiro gene, cdtR, que regula positivamente a
producdo de CDT e, no ribotipo epidemico 027, também regula positivamente a
producéo de Toxina A e Toxina B (CARTERet al. 2007; LYONet al. 2016).
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Figura 2: Representacdo esquematica do lucus de patogenicidade (Paloc).
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Fonte: Lacy e Chandrasekaran (2017). (A) Os genes que codificam as toxinas, tcdA and tcdB, sao
indicados por setas azuis; 0s genes regulatérios sdo mostrados por: seta verde clara (tcdR; regulacéo
positiva) ou vermelha (tcdC; regulacdo negativa); e o gene codificador de holina, tcdE é representado
por seta verde escura. A direcdo da seta reflete a direcdo da transcricdo. TcdR regula positivamente
sua prépria expressdo e a expressao de tcdAe tcdB (indicado pelas setas marrons). TcdC é um fator
gue regula negativamente a expressédo de toxina interferindo com a funcdo de TcdR. TcdE esta
envolvido com a secrecdo de toxinas. (B) Representacdo esquematica do locus para toxina binaria
(CdtLoc). Os genes codificadores de CDT, cdtA e cdtB, sdo mostrados em azul. O gene regulador

cdtR é mostrado em verde claro. CdtR regula positivamente a transcri¢cdo de cdtA e cdtB.

Ao serem liberadas pelo Clostridium difficile, essas toxinas sao
internalizadas pelas células do hospedeiro, ligando-se & receptores de membrana
especificos, e causam glicosilacdo das Rho GTPase, resultando em disruptura do
citoesqueleto e dasjuncdes de oclusdoo qual resulta em diminuicdo da resisténcia
transepitelial, e danos do epitélio intestinal. Além disso, elas promovem liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias e de quimiocinas que promovem quimiotaxia dos
neutrofilos, contribuindo para a lesdo na mucosa (RUPNIK; WILCOX; GERDING,
2009). Estudos in vivo utilizando alcas intestinais de roedores mostraram que TcdA,
diferentemente de TcdB, provoca secre¢édo de fluidos, danos da mucosa, e uma

infiltracdo proeminente de neutréfilos na mucosa intestinal, j& que roedores nao
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possuem receptores para TcdB na superficie voltada para a luz do intestino
(POTHOULAKIS; LAMOUNT, 2001). As toxinas A e B sao enterotoxinas que causam
danos em células epitelias, aumento de exsudato inflamatério e hemorragico
(PEREZ et al., 2013) e apoptose (CHUMBER et al., 2012; BRITO et al., 2002).
Acredita-se que as toxinas sdo compostas de estruturas multimodulares
(BARROSO et al.,, 1994; VON EICHEL-STREIBER et al., 1996; VON EICHEL-
STREIBER et al., 1992). Com base na sua estrutura, em 2008 foi proposto um
modelo ABCD que relaciona a funcéo a estrutura das toxinas (JANK; GIESEMANN;
AKTORIES, 2008). As toxinas sdo compostas por quatro dominios: (A) dominio N-
terminal, que contém o dominio biolégico ativo, o dominio glucosiltransferase (DGT);
(B) O dominio de ligacdo ao receptor (DLR), localizado na porcdo C-terminal das
toxinas, que € contituido de oligopeptideos repetitivos combinados (OPRCs); (C)
dominio cisteina protease (DCP) que é responsavel pelo processo de autoclivagem
das toxinas; (D) dominio de translocacdo (dominio TD) que é crucial para
transferéncia da toxina do endossomo para o0 citoplasmas das células do
hospedeiro, por meio da formacdo de poro na membrana (CHEN et al.,, 2015;
EGERER et al.,2007; REINEKE et al.,, 2007; SPYRES; RUPINIK, 2005; BARTH et
al.,2001; BALLARD, QA DAN; 2000; VON EICHEL-STREIBER; SAUERBORN;
KURAMITSU., 1992; VON EICHEL-STREIBER; SAUERBORN, 1990) (Figura 3).

Figura 3: Relacao estututura-funcéo das toxinas do Clostridium difficile
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1 543 767 965 1128 1852 2366
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Fonte: Chen et al. (2015). A estrutura das toxinas do Clostridium difficile, de acordo com o modelo
ABCD, é dividida em quatro dominios estruturais. O dominio Arepresenta o dominio
glucosiltranferase (DGT) localizado no dominio N terminal. O dominio Ctem atividade cisteina
protease, sendo responsavel por clivar o DGT dos demais componentes. O dominio D é um dominio
de translocagdo (DT), responsavel pela translorcacdo de DGT para o citoplasma do hospedeiro,

devido a sua capacidade de formar poro na membrana do endossomo. O dominio B, formado por
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oligopeptideos repetitivos combinados (OPRCSs), é responsavel pela ligacdo das toxinas ao receptor
nas células do hospedeiro.

O mecanismo pela qual as toxinas agem e causam seus efeitos dentro
das células ndo é completamente esclarecido. No entanto, ha um modelo hipotético
gue é amplamente aceito. De acordo com este, as toxinas se ligam primeiramente
ao receptor de superficie celular do hospedeiro via DLR e entra nessas células por
meio de endocitose (FLORIN; THELESTAN, 1983). Quando h& uma reducao do pH
no interior do endossomo, ocorre uma mudanca conformacional das toxinas, com
consequente formacdo de poro na membrana pelo DT, resultando na translocacéo
de DGT e DCPpara o citoplasma da célula do hospedeiro (GENISYUEREK et al.,
2008; ZIEGLER et al., 2008; QA DAN; SPYRES; BALLARD, 2005; RUPINIK et al.,
2005; BARTH et al., 2001; HENRIGUES; FLORIN; THELESTAM, 1987). No
citoplasma, hexafosfato (InsP6) ativa a protease para clivagem auto-proteolitica,
com consequente liberacdo de DGT que inativa as Rho GTPases. O mecanismo de
acdo comum de Toxina A e Toxina B é por meio da glicosilagdo especifica de
proteinas Rho-GTPase no citosol hospedeiro usando UDP-glicose como co-
substrato, o qual ira resultar na inativacdo de proteinas Rho (CHEN et al., 2016;
GENISYUEREK et al., 2011; EGERER et al., 2007; REINEK et al., 2007; SEHR et
al., 1998) (Figura 4).
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Figura 4: Mecanismo de internalizacdo e acao das toxinas do Clostridium difficile.
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Fonte: Di Bella Chen et al. (2016). A liberacdo das toxinas do Clostridium difficile (TcdA ou TcdB) no
citoplasma da célula hospedeira pode ser dividida em sete etapas principais: (1) ligacdo da toxina ao
receptor da superficie da célula hospedeira;(2) internalizacdo de toxinas por meio de endocitose
mediada por receptor; (3) acidificacdo do endossomo; (4) formacdo de poros na membrana do
endossomo; (5) liberacdo de DGT do endossomo para o citoplasma da célula hospedeira; (6)
Inativacdo de Rho GTPases por glicosilacdo; e (7) efeitos citopaticos e citotdxicos induzidos por
toxinas. DGT: dominio da glucosiltransferase N-terminal (vermelho); DCP: dominio da cisteina

protease (ciano); DT; Dominio de translocacdo (amarelo).

1.5 RHO GTPASES E SUA INIBIACAO PELAS TOXINAS DO CLOSTRIDIUM
DIFFICILE

As Rho GTPases sdo moléculas de sinalizacdo intracelular que regulam
uma variedade de fungbes como migracdo, diferenciacédo e proliferacdo. Elas
pertencem a superfamilia das RAS GTPases e apresentam cerca de 22 membros,
sendo que Racl, Rhoa e Cdc42 sdo os mais bem caracterizados (HALL, 2012;
ROJAS et al., 2012; ETIENNE-MANNEVILLE; HALL, 2002).
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As Rho GTPases estdo envolvidas em inumeros processos de
sinalizacao, incluindo a regulacdo do citoesqueleto de actina, polaridade celular,
transcricdo de genes, progressdo do ciclo celular, dindmica dos microtubulos,
controle da atividade de proteases, fosfolipases e dinucleotideo de adenina e
nicotinamida-oxidade (JANK; GIESEMANN; AKTORIES, 2007; HALL, 2005;
BURRIDGE; WENNERBERG, 2004; ETIENNE-MANNEVILLE; HALL, 2002).

Figura 5: Funcbes da Rho GTPases.
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Fonte: Hall (2005).

A inibicdo da sinalizacdo dessas proteinas pelas toxinas do Clostridium
difficile levam a desarranjo do citoesqueleto, injuria do epitélio intestinal e apoptose
por ativacao de caspases (NUSRAT et al., 2001; CARNEIRO et al., 2006).

Dentre as Rho GTPases Racl e Cdc42 estdo envolvidas na migracao
celular, porém Racl mostrou ser mais importante na migracdo de células epiteliais
intestinais do que Cdc42 (RAY et al., 2003).

Racl desempenha papéis criticos na regulacdo de varios processos
celulares que incluem reorganizacéao do citoesqueleto de actina, progresséo do ciclo

celular e adesdo intercelular (RIDLEY, 2001). Além disso, Racl ativa NFkB



31

(SULCINER et al.,1998) e proteina quinase ativadora de mitdgeno (MAPK) em
células 3T3 (Linhagem de fibroblastos proveniente de embrides), HeLa (linhagem de
células epiteliais provenientes de adenocarcinoma), ou COS-7 (linhagem de
fibroblastos proveniente do rim) (COSO et al., 1995; MINDEN et al., 1995). Racl
modula também a producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (MYANT et al.,
2013).

Os efeitos da sinalizacdo de Racl variam entre os tipos celulares e
depende da disponibilidade de efetores e sinalizadores extracelulares
(ASPENSTROM et al., 1999; SANDER et al., 1998). A expressdo de um dominante
negativo de Racl no epitélio da asa de Drosophila inibiu a formacédo das juncbes
aderentes e induziu morte celular (EATON et al., 1995).

No intestino, Racl mostrou modular a polaridade celular (TAKAISHI et al.,
1997; JOU; NELSON, 1998), a adesao célula-célula (BRAGA et al., 1997HORDIJK
et al.,, 1997), a funcdo das juncdes firmes (JOU et al.,, 1998), bem como a
distribuicdo e a migracdo de células epiteliais (RIDLEY et al., 1995; KEELY et al.,
1997).

Camundongos adultos mutados com dominante negativo de Racl
apresentaram diminuicdo da migragao celular, inibicdo da diferenciacdo e mostraram
alteracdes da morfologia das criptas e das vilosidades intestinais(STAPPENBERCK;
GORDON, 2000).

Um dos mecanismos pelo qual Racl controla a proliferacéo celular é por
estimular a translocagdo de B-catenina do citoplasma para o ndcleo durante a
sinalizagdo candnica de Wnt/B-catenina, conforme demostrado anteriormente em
células do ectoderma de embribes de rato (LEONE et al., 2010; WUet al., 2008;
SCHMITZ et al., 2000).

Dados do nosso grupo demonstraram pela primeira vez o efeito inibitorio
da toxina A do C. difficile na via do Wnt/B-cateninaem células epiteliais intestinais de
rato (IEC-6) e células colo-retais neoplasicas humanas (RKO) através do ensaio de
luciferase para T-cell factor (TCF). Esse dado foi confirmado pela
immunofluorescéncia com localizacdo nuclear de -catenina e Western blotting para
B-catenin and c-Myc (gene alvo da via do Wnt). Além disso, a analise por Western
blot mostrou uma diminui¢cdo dos niveis proteicos de -catenina, que foi revertido por
z-VAD-fmk, um inibidor de caspases. Entretanto, Toxina A continuou inibindo a via

do Wnt/B-catenina mesmo na presenca de z-VAD-fmk, cloridrato de litio (um inibidor


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnmol.2017.00172/full#B20
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnmol.2017.00172/full#B39
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnmol.2017.00172/full#B37

32

de GSK3p), B-catenina constitutivamente ativa, conforme demonstrado pelo ensaio
do TCF reporter. (LIMA et al., 2014). Além disso, a pre-incubacdo de células RKO
com Toxina A por 12 h também atenuou a sinalizacdo da via do Whnt/B-catenina
mediada pela ativacdo por Wnt3a, sugerindo que a inativacdo de Rho GTPases tem
um papel significante nessa inibicdo por toxina A. Esses achados sugerem que a
inibicdo da sinalizagcdo Whnt/B-catenina por toxina A € importante para os efeitos
antiproliferativos da toxina A anteriormente descritos (BRITO et al., 2005) e deve
participar na patogénese da doenca induzida pelo C. difficile (LIMA et al., 2014).

Recentemente, toxina B mostrou inibir a via Wnt/B-catenina por ligar-se ao
receptor Frizzled-7 (FZD-7) no epitélio colénico. A toxina B se liga ao sitio de ligacéo
do Wnt, conhecido como dominio rico em cisteina (CRD), com uma grande afinidade
para FZD 1, 2 e 7. Além de se ligar a esse receptor, impedindo a ligacdo de
ativadores da via, como Wnt-3a, essa toxina mostrou utilizad-lo como meio para ser
internalizada dentro dessas células (TAO et al., 2016). Diferente da toxina B, toxina
A nao tem apresentado afinidade por FZD-7, ou outros receptores dessa familia,
como FZD-1 ou FZD-2 (GUPTA et al., 2017).

Nesse contexto, 0 mecanismo pela qual a toxina A inibe a via Wnt/B-
catenina pode ser mediado por Rac-1, uma vez que as atividades dessa Rho

GTPase na translocagao de B-catenina € inibida pelas toxinas.
1.6 WNT/B-CATENINA E SUA RELACAO COM AS RHO GTPASES

A via de Wnt/B-catenina constitui um instrumento fundamental para
controlar o desenvolvimento apropriado e a manutencéo dos tecidos de embrides e
adultos. Isso se da por meio de uma série de genes que promovem O controle
espacial e temporal do crescimento, movimentacdo e sobrevivéncia celular. Se
esses genes forem expressos continuamente, ocorre ativagdo aberrante da via de
Wnt, provocando um crescimento descontrolado, que pode culminar com
desenvolvimento de cancer em tecidos como colon, mama, pele e ovarios (BARKER
e CLEVERS, 2006).

A ativacdo da via de Wnt depende da secre¢do de proteinas da familia
Wingless (Wnt) que se ligam ao complexo Frizzled (Fzd) de receptores na superficie
da célula-alvo para ativar distintos mecanismos intracelulares por meio da via

canbnica ou de vias nado-candnicas, sendo que a composicdo especifica do
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complexo Wnt/Fzd ira determinar qual delas sera ativada (HUANG e HE, 2008). A
via candnica é a mais bem caracterizada dessas vias, sendo importante para a
renovacdo do epitélio intestinal e para o desenvolvimento de cancer (BARKER e
CLEVERS, 2006). Basicamente, ela regula a capacidade da proteina B-catenina
ativar genes-alvo especificos por meio do seguinte mecanismo: na auséncia do
ligante Wnt, o ativador transcricional B-catenina é continuamente degradado na
célula pela agcdo de um conjunto de proteinas denominado de “complexo de
destruicdo” (Figura 6, 7).

Dentro dele, as proteinas Axina e APC (adenomatous polyposis coli)
formam uma base que engloba a B-catenina e facilita sua fosforilacdo pelas enzimas
caseina-quinase 1B (CK1B) e glicogénio sintase quinase 3B (GSK3B).
Subsequentemente, a B-catenina fosforilada recebe uma cauda de poli-ubiquitina, é
reconhecida e degradada pela enzima E3 ligase do sistema ubiquitina-proteassoma
(ABERLE et al., 1997).

Consequentemente, os niveis de B-catenina permanecem baixos, o que
permite que as proteinas Tcf/Lef (T-cell fator/Lymphoid enhancer fator) associadas
ao DNA interajam com co-repressores para bloquear a expressdo génica no nucleo
(GRIGORYAN et al., 2008; HUANG e HE, 2008). Por outro lado, na presenca de
Wnt, forma-se um complexo com o receptor Fzd e o co-receptor LRP 5/6 (low-
density lipoprotein receptor-related protein) que se liga a proteina Dishevelled (Dvl),
responsavel por realocar a Axina do complexo de destruicdo para a membrana
celular. Isso impede que a B-catenina seja degradada e permite que ela se acumule
no citoplasma e entre no nucleo (HUANG e HE, 2008). No nucleo, ela interage com
membros da familia Tcf/Lef, convertendo as proteinas Tcf em potentes ativadores
transcricionais ao recrutar proteinas co-ativadoras, levando a uma eficiente ativacéo
dos genes alvo da via de Wnt, incluindo c-MYC, ciclina-D1, survivina, bcl-2, Racl,
Rho, Cdc42, dentre outros (BARKER e CLEVERS, 2006; BUONGIORNO et al.,
2008; HUANG e HE, 2008).

Ha mais de vinte anos vém-se estudando extensivamente a via de Wnt,
porém so recentemente, descobriu-se que Racl € importante para o transporte de B-
catenina entre o ndcleo e o citoplasma (HENDERSON e FAGOTTO, 2002). Em
células de carcinoma de c6lon humano que possuem a via de Wnt constitutivamente

ativada, o uso de dominante negativo de Racl foi capaz de inibir a transcricdo dos
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genes alvo de B-catenina (ESUFALI e BAPAT, 2004) e a inibicdo de um regulador
negativo de Racl (RacGAP50C) promoveu a sinalizacdo canbnica de Wnt em
embrides de Drosofila (JONES e BEJSOVEC, 2005). Ademais, sabe-se que a
ativacado de JNK mediada por Racl culmina com fosforilagdo e translocagéo de B-
catenina para o nucleo (WU et al., 2008). Wnt-3a (ligante da via de Wnt) foi descrito
por promover a ligacdo de Racl ao GTP e, apés ativacao da via pelo ligante, Tiaml
(regulador positivo de Racl) foi encontrada coprecipitada com B-catenina
(BUONGIORNO et al., 2008). DOCK4, regulador negativo de Racl, foi observado
como um dos integrantes do complexo de destruicdo de B-catenina (UPADHYAY et
al., 2008).

Figura 6: Via de Wnt/B-catenina e sua relacdo com as Rho GTPases.
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Fonte: Modificado de Schlessinger et al, (2009). Sinalizacdo de Rho GTPase na via Wnt canbnica
Rac participa na sinalizagdo Wnt candnica promovendo o acumulo nuclear de B-catenina. A
fosforilacdo de B - catenina mediada por Rac GAP50C e Rac por JNK. Um fator de troca de
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nucleotideo guanina, DOCK4, é encontrado associado ao complexo de destruicdo, embora ndo tenha
sido diretamente envolvido na translocacdo nuclear. A fosforilagcdo de LRP5 / 6 dependente de PIP2
importante para a agregacdo de receptores e sinalizagdo de Wnt aumentada a jusante de
Dishevelled. Tanto Rac como Rho foram implicados na regulacédo da enzima PIP5K1, responsavel
pela biossintese de PIP2, embora néo se saiba se o fazem durante a sinalizacdo Wnt candnica.

As Rho GTPases também sdo necessérias para a fosforilacdo do co-
receptor LRP5/6, imprescindivel para a ativacdo da via de Wnt/B-catenina, e a
sintese do lipideo PIP2 est4 envolvida neste processo (SCHELSSINGER et al.,
2009). A sintese de PIP2 requer a atividade consecutiva de duas kinases, PIP4K e
PIP5K, que, por sua vez, sdo ativadas por Rho e Racl (SCHELSSINGER et al.,
2009).

Outro aspecto ainda ndo explorado refere-se a fisiopatologia da doenca
em relacdo ao efeito das toxinas do C. difficile sobre a via de Wnt/B-catenina. Varios
fatores levam a crer que essa interacao ocorre de fato, uma vez que as toxinas A e
B do C. difficile glicosilam e inativam as proteinas da familia Rho (Rho, Rac e Cdc42)
(CHAVES-OLARTEet al., 1997). Foi demonstrado, por exemplo, que a inibicdo de
Racl — importante para o transporte de B-catenina para o nucleo - por uso de
dominante-negativo ou por RNA foi capaz de inibir a via de Wnt em cultura de
células Caco2 (HUANG e HE, 2008; WU et al., 2008).

Entdo, seria esperado que a inibicdo de Racl pelas toxinas do C. difficile
também inibisse a via de Wnt. Além disso, outro possivel mecanismo seria a
ativacdo de caspases pelas toxinas que contribuiria para a degradacdo de B-
catenina independentemente do complexo de destruicdo. De toda forma, se for
confirmado que as toxinas A e B do C. difficile inibem a via de Wnt, teriamos varias
implicacbes para compreensdo do mecanismo dessa doenca, uma vez que a
ativacdo da via de Wnt/B-catenina é imprescindivel para que ocorra a renovacao do
epitélio colénico (HUMPHRIES e WRIGHT, 2008).

A renovagdo do epitélio intestinal depende de células progenitoras que
residem na base das criptas coldnicas e que, posteriormente, irdo se diferenciar em
colondcitos maduros. Para que ocorra proliferacdo dessas células, a via de Wnt/[3-
catenina precisa estar ativada, levando ao aumento da expressdo de moléculas-
chave do ciclo celular, como ciclina D1 e ¢c-MYC (BARKER e CLEVERS, 2006;
HUMPHRIES e WRIGHT, 2008). Portanto, visto que o C. difficile coloniza o cdlon,

bem como as criptas, seria esperado que as toxinas A e B liberadas também
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afetassem essas células, inibindo a via de Wnt/B-catenina e, consequentemente,
blogueando sua proliferacédo (ou até mesmo induzindo apoptose em doses maiores).
Corroborando esta hipétese, estudos demonstraram o efeito antiproliferativo in vitro
das toxinas A em cultura de células intestinais, embora ndo tenha explorado o
mecanismo pelo qual isso ocorre (BRITO et al 2005; LICA et al., 2011). A conexao
entre o bloqueio da renovacao epitelial e o aparecimento de sindrome diarreica na
quimioterapia do cancer ja € bem estabelecida, sendo a diarreia um efeito colateral
frequente de diversas drogas antineoplasicas, que também possuem efeitos
antiproliferativos (HUMPHRIES e WRIGHT, 2008). Portanto, esse mecanismo pode
representar um aspecto ainda nao investigado da fisiopatologia da doenca
associada ao C. difficile.

Por outro lado, também seria interessante investigar um possivel efeito
protetor da via de Wnt/B-catenina na doenca induzida pelo C. difficile. A ativacéo
constitutiva da via canfnica de Wnt mostrou-se um importante mecanismo de
resisténcia a antineoplasicos por conta da super-expressdo de genes anti-
apoptoticos - como a survivina e o bcl-2 - e inibicdo da expressdo de genes proé-
apoptoéticos - como bax e bid (BARKER e CLEVERS, 2006; HUANG e HE, 2008).
Além disso, a B-catenina promove o aumento da expressao de Racl, Rho e Cdc42,
antagonizando a acdo da toxina pela producao de novas proteinas (WU et al., 2008).
Considerando esses dados, seria plausivel que a ativagao da via de Wnt/B-catenina
possa exercer um efeito protetor sobre a morte celular e a destruicdo do epitélio
induzida pelas toxinas do C. difficile.

A sinalizagdo Whnt/pB-catenina pode ser inibida pela ligacdo de membros
da proteina relacionada com frizzled segregada (sFRP) e do fator inibitério Wnt
(WIF) ao Wnt, ou pela interagéo de Dickkopf solivel (DKK) com LRP (CHIURILLO et
al., 2015. (Figura 7).
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Figura 7: Via Wnt/B-catenina e seus reguladores.
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Fonte: Chiurillo et al. (2015). Na auséncia de ligantes Wnt, a B-catenina citoplasmética liga-se ao
complexo de 'destruicdo’ composto por Axin, polipose adenomatosa (APC), glicogénio sintase
quinase 3B (GSK3pB) e caseina quinase 1a (CK1a). pB-catenina é fosforilada pelas cinases do
complexo num conjunto de residuos de Ser e Thr conservados no seu terminal amino. A forma
fosforilada da B-catenina € reconhecida por uma ligase de ubiquitina E3 (B-TrCP) e, em seguida,
direcionada para a degradacao proteossdmica, resultando em baixos niveis citosélicos. Na auséncia
de pB-catenina nuclear, os fatores especificos de células T (TCF) / proteinas do fator
linféideaumentador de ligagdo (LEF) reprimem a expressao de genes alvo através de uma associagéo
direta com inibidores transcricionais da familia Groucho e histonas desacetilases (HDACs); B: Na
presenca do ligante Wnt, o Wnt secretado liga-se ao seu complexo receptor, consistindo de Frizzled e
um membro da familia de receptores de lipoproteinas de baixa densidade (LRP5 / 6). Esta ligacao
interrompe o "complexo de destruigdo", recrutando Dishevelled (Dvl) para o dominio citoplasmatico de
Frizzled, que induz a deslocalizacdo da Axin citoplasmatica para a cauda citoplasmatica de LRP e
fosforilagdo por CK1a e GSK3f, do udltimo. A interrupcdo do complexo de "destruicdo" impede a

fosforilagdo / degradagéo da B-catenina, levando ao acumulo de B-catenina no citoplasma. A B-
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catenina ativa transloca-se para o nucleo, onde atua como um co-ativador da transcricdo com o
TCFLEF para ativar os genes-alvo responsivos ao Wnt. A sinalizdo Wnt extracelular pode ser inibida
por ligacdo de membros das familias de proteinas relacionada a frizzled secretada (sFRP) e familias
de factor inibidor de Wnt (WIF) a ligantes Wnt, ou pela interacao de Dickkopf (DKK) soltvel com LRP.

A desregulagéo dessa via tem sido implicada em doencas gastrintestinais
(PEREIRA et al., 2018), injurias no pulmao (CHENG et al., 2018), doencas oculares
(MA et al., 2017), anormalidades osséas (BARON et al., 2013) e desenvolvimento de
tumores malignos (ZHAN et al., 2016).

A suprarregulagao da sinalizagcdo de Wnt/B-catenina € responsavel por
cercade 85% do desenvolvimento de tumores malignos no cdélon. Muitos estudos
fornecem evidéncias de que a via de sinalizacdo Wnt/B-catenina desempenha um
papel importante na regulacdo da transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) (LI et al.,
2013). No entanto, a maioria das investigacdes sobre os efeitos da via candnica Wnt
em EMT tem focado em [B-catenina em vez do agonista Wnt, apesar da importante
funcdo dessas proteinas como fatores iniciantes da via Wnt/p-catenina.

Em condicdes fisiolégicas, a via de sinalizacdo de Wnt/B-catenina
desempenha um papel importante na renovacado das células epiteliais intestinais que
constituem as vilosidades e criptas intestinais (CHIEN, 2001; CLEVERS, 2012). Esse
processo, que ocorre a cada cinco a sete dias, se da apartir de células tronco
intestinais, localizadas na base das criptas intestinais. Essas células séo
estimuladas por proteinas Wnt e/ou r-espondinas, ambas secretadas por células de
Paneth, a proliferar, migrar e se diferenciar em enterdcitos, células
enteroenddcrinas, células de Paneth e células caliciformes (GREGORIEFF;
CLEVERS, 2005) (Figura 8).
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Figura 8: Manutencao da barreira epitelial intestinal pela sinalizagdo Wnt.
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Fonte: Gregorieff e Clevers (2005). Homeostase intestinal adulta. (A, B) Representa¢do esquemética
e secdo da unidade cripta-vilosidade no intestino delgado maduro. Células proliferativas residem nas
criptas, enquanto células diferenciadas ocupam as vilosidades. Os progenitores da cripta migram
para cima (seta vermelha) no eixo cripta-vilosidade antes de descamarem para o limen. O processo
de renovacéo epitelial leva de 3 a 6 dias e € assegurado por um pequeno ndmero de células-tronco
divididas assimetricamente na parte inferior das criptas. A sinalizacdo Wnt no intestino adulto
promove a proliferacdo de células progenitoras ou amplificadoras de transito (TA), bem como o
comprometimento para linhagens secretoras. A sinalizacdo Wnt também pode conduzir a
diferenciagdo terminal de células secretoras. Embora se acredite que o sinal promova a proliferacéo e
/ ou diferenciacé@o de célulastronco intestinais, ndo ha evidéncias que provem isso (seta com ponto de
interrogacdo) No painel A, setas pretas indicam células amplificadoras de transito positivas para Ki67,

enquanto setas brancas indicam o compartimento de células de Paneth.

A manutencdo desse processo é essencial para a integridade da barreira
epitelial intestinal, uma vez que o rompimento desta pode promover a invasao
tecidual por bactérias, com consequente liberacao de fatores de viruléncia e intensa

inflamacéo tecidual.



40

2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

O Clostridium difficile tem se destacado mundialmente, por ser um dos
agentes causadores de enterites devido a alta incidéncia nos ambientes hospitalares
e o0 alto impacto para a evolucdo do paciente. Nos Estados Unidos da América, em
2010, o numero de infeccbes hospitalares causadas pelo Clostridium difficile
superaram as advindas do Staphylococcus aureus e crescem em cerca de meio
milhdo de pessoas a cada ano (DOLGIN, 2011; LOO et al., 2011).

Apesar da escassez de informagOes sobre a incidéncia da doenca no
Brasil, um estudo multicéntrico, em 2002, jA demonstrava que dos enteropatégenos
prevalentes na diarreia da comunidade, o Clostridium difficile seria a terceira mais
frequente espécie isolada (ANTUNES et al., 2002). Tendo em vista o0 crescente
aumento da infeccéo pelo Clostridium difficile, varios grupos de pesquisa em todo o
mundo estdo empenhados em compreender a patogénese da doenca e desenvolver
tratamentos mais eficazes.

Sabendo-se da importancia da via Wnt/B-catenina para a manutencgao
do epitélio intestinal e da potente inibicdo da toxina A do Clostridium difficile nessa
via, nosso grupo de pesquisa tem investigado o0 mecanismo pelo qual essa toxina
a inibe. A compreensdo do mecanismo pelo qual essa toxina altera as funcfes
das células epiteliais pode contribuir para o desenvolvimento de farmacos mais
eficazes na cessacado dos efeitos deletérios dessa toxina no epitélio intestinal. E
considerando que Racl é importante para o transporte de B-catenina entre o
nacleo e o citoplasma, o papel das Rho GTPases nessa via vem sendo melhor
compreendido.

Este projeto, portanto, se propde a estudar as alteracbes em
componentes da via Wnt/B-catenina na ileite induzida pela toxina A do Clostridium
difficile em duas diferentes espécies de camundongos (Swiss e C57BL/6) por serem
as espécies mais utilizadas no modelo de al¢a ileal, assim como investigar o papel
de Racl na inibigdo da via Wnt/B-catenina pela toxina A do Clostridium difficile. Este
estudo € de alta relevancia, tendo em vista que podera contribuir para o
conhecimento cientifico da patogénese da ileite induzida pela toxina A do
Clostridium difficile tendo em vista melhorar as estratégias terapéuticas e

preventivas.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o papel da toxina A do Clostridium difficile na via Wnt/3-

catenina no intestino de camundongos e avaliar o papel do RAC-1 nas alteracfes da

via Wnt/ B-catenina induzidas pela toxina A do Clostridium diffcile em cultura de

células epiteliais intestinais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar as alteracbes de componentes da via Wnt/B-catenina no ileo de
duas diferentes linhagens de camundongos (Swiss e C57BL/6) submetidos a
ileite induzida pela toxina A do Clostridium difficile, analisando a expressao
génica de gene alvos (LGR5, c-Myc, ciclina D1) Wnt-3a, a expressao proteica
de B-catenina, e a localizagao de B-catenina nas células epiteliais das criptas
e vilosidades intestinais;

Verificar o efeito da toxina A do Clostridium difficile na proliferacao de células
epiteliais das criptas do ileo de camundongos (Swiss e C57BL/6) submetidos
a ileite induzida pela toxina A do Clostridium difficile, analisando a expresséo
de Ki67;

Avaliar o efeito da toxina A do Clostridium difficile na expressao génica de
Racl no ileo de camundongos (Swiss e C57BL/6).

Verificar o papel de Racl, por meio de suprarregulacdo génica induzida pela
transfeccdo de plasmideo de Racl, na inibicdo da via Wnt/B-catenina pela
toxina A do Clostridium difficile em linhagem de células epiteliais intestinais
(IEC-6), avaliando a viabilidade celular, a atividade da via Wnt/B3-catenina e a

proliferagéo celular.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 FARMACOS, REAGENTES E SOLUCOES UTILIZADAS NO ESTUDO

Os farmacos, os regentes, 0os materiais e as solucdes que foram utilizados

neste estudo encontram-se detalhados no apéndice A.

4.2 ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal
(CEPA) da Universidade Federal do Ceara. N°19/14, CEUA. N°2727150218. (Anexo
1).

4.3 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss ou C57BL/6, machos ou fémeas,
com idade de 6 a 9 semanas, oriundos do Biotério Setorial do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia/UFC. Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas,
receberam agua e alimentacdo a libitum e permaneceram nas mesmas condi¢cfes

ambientais durante os experimentos.

4.4 ENTERITE INDUZIDA PELA TOXINA A DO CLOSTRIDIUM DIFFICILE

O modelo de enterite (ileite) induzida pela toxina A do Closridium difficile
foi reproduzidoconforme descrito previamente (JUNQUEIRA et al.,, 2011). Os
animais foram submetidos a jejum de quatro horas, sendo permitido somente o
acesso a agua. Os camundongos foram anestesiados com cetamina e xilazina (80 e
5mg/kg, por via intraperitoneal). Em seguida, realizou-se laparotomia mediana e
duas ligaduras na regido do ileo terminal foram realizadas, distando
aproximadamente 4 cm entre si, formando uma al¢a intestinal. No limen desta alc¢a,
injetou-se 0,2 mL de PBS ou de toxina A purificada do Clostridium difficileem
camundongos Swiss (50 pg/alca) e C57BL/6 (10 pg/algca). Em seguida, o abdome do
animal foi suturado. Apés quatro horas da administracédo da toxina A do Clostridium
difficile, os animais foram anestesiados, em seguida eutanasiados por meio de

subdose de cetamina e xilazina (240 e 15 mg/kg, por via intraperitoneal). As alcas
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intestinais foram, entdo, removidas para posterior avaliacdo dos parametros deste
estudo, conforme apresentado na figura 9.
Figura 9: Modelo de ileite induzida pela toxina A do Clostridium difficile em

camundongos.

;v};;;l;-;i;-;]-;;;l:;i Injegdio de 0,2 mL de PBS ou toxina A do Clostridium difficile
(': no limen ileal de camundongos Swiss (50 pg/alga) ou
CS57BL/6 (10 pg/alca).

Camundongos Swiss

ou C57BL/6 Eutanasia

Idade: 6 a 9 semanas b { Xilazing (15 mg/kg, i.p.)

: Cetamina (240 mg/kg, i.p.)
Machos ou fémeas

Anilise histopatologica
\ . Imunohistoquimica (Wnt, [-catenina, Ki67, ciclina D1)

qPCR: LGRS, ciclina D1, ¢-Myc, Rac-1, B-catenina
Western Blotting: -catenina

Fonte: Elaborada pela autora.

A toxina A utilizada no presente estudo foi gentilmente cedida pela Dr.
Cirle A. Warren da University of Virginia. Vale ressaltar que a eficacia das toxinas foi
avaliada antes da realizacdo dos experimentos, avaliando a sua capacidade induzir
mudancas morfolégicas (como arredondamento celular) e reduzir a viabilidade de
células epiteliais intestinais (IEC-6) in vitro na concentracdo ja demonstrada por
estudos prévios. (LIMA et al., 2014).

4.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em quatro grupos, com seis animais em cada
grupo:
Grupo controle Swiss: Camundongos que receberamapenas 0,2 mL de PBS
(solucéo tampéo fosfato salina) no limen da alca ileal;
Grupo Toxina A Swiss: Camundongos que receberam 0,2 mL de toxina A do
Clostridium difficile (50 pg/alga) diluida em PBS no limen da alga ileal.
Grupo controle C57BL/6: Camundongos que receberam apenas 0,2 mL de PBS

(solucéo tampéo fosfato salina) no lumen da alca ileal,
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Grupo Toxina A C57BL/6: Camundongos que receberam 0,2 mL de toxina A do
Clostridium difficile (10 pg/al¢a) diluida em PBS no lumen da alca ileal.

Apéds quatro horas da administracdo de PBS ou toxina A do Clostridium
difficile, os animais foram eutanasiados com cetamina e xilazina (240 e 15 mg/Kg,
i.p.) e segmentos do ileo foram coletados para analise dos parametros avaliados
neste estudo.

4.6 PARAMETROS AVALIADOS IN VIVO

4.6.1 Analise histopatolégica

Os segmentos obtidos do ileo foram fixados em formol a 10%. Decorridas
24 horas, os fragmentos foram retirados do formol tamponado e colocados em &lcool
70% e posteriormente parafinizados. A seguir, foram realizados cortes histol6gicos
de 5 ym de espessura e as laminas com cortes dos segmentos foram corados em
hematoxilina e eosina (HE). Em seguida com o auxilio do microscopio 6ptico
acoplado ao sistema de aquisicao de imagem (LEICA), as imagens histolégicas
foram fotografadas e as altera¢des histopatolégicas foram identificadas.

4.6.2 Imunohistoquimica para B-catenina, Wnt-3a, Ki67 e ciclina D1

A imunohistoquimica foi realizada com o objetivo para obter dados
qualitativos e/ou quantitativos. Por meio desse método, verificaram-se as alteracdes
induzidas pela toxina A do Clostridium difficile na expressdo de marcadores da via
Wnt/B-catenina (B-catenina, Wnt-3a) e de proliferacdo (Ki67 e ciclina D1) no ileo de
camundongos (Swiss e C57BL/6). O método de imunohistoquimica indireta por meio
de polimero foi utilizado para a realizagdo das imunomarcacoes.

Primeiramente, segmentos do ileo foram removidos e fixados em formol
tamponado a 10% por 24 horas. Os fragmentos foram processados para inclusao
em parafina. Apos a inclusdo em parafina, os segmentos ileais foram cortados em
micrétomo, com espessura de 4 ym que foram inseridos em laminas silanizadas. Em
seguida foram submetidos a desparafanizacdo: inseridos na estufa para aderéncia
do tecido na lamina (60°C, overnight) e submersos em xilol. Na etapa seguinte foram

hidratados por imersao em alcool em concentracdes decrescente. ApOs esta etapa,
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realizou-se a recuperacao antigénica com tampao citrato (DAKO, ph 6,0 ou 9,0) por
30 minutos na PTLink (DAKO) e bloqueio da peroxidase com 3% de peréxido de
hidrogénio (DAKO) por 20 minutos. Decorrido este tempo as laminas foram lavadas
com solucdo de lavagem e incubadas com anticorpo primario p-catenina (Abcam,
1:400), Wnt-3a (Invitrogen, 1:800), KI67(Abcam, 1:200) ou Ciclina D1 (DAKO Flex)
diluidos em anticorpo diluente (DAKO) por 1 hora em temperatura ambiente. Apés
este periodo os cortes foram lavados com tampéo de lavagem e incubados com
polimero (HRP DAKO) por 30 minutos. ApoOs lavar as laminas, seguiu-se com a
coloragdocom o cromégen 3,3 diaminobenzidine-peréxido (DAB), seguido por
contra-coloragcdo com hematoxilina de Mayer. Porfim, foirealizada a desidratagéo das
amostras e montagem das laminas. Controles negativos foram processados
simultaneamente como descritos acima, sendo queo anticorpo primario
foisubstituidopor anticorpo diluente. As imagens foram capturadas por meio de um
microscépio de luz acoplado a uma camera com sistema de aquisicdo LAZ 3,5
(LEICA DM1000, Alemanha).

Para quantificar o percentual da area imunomarcada para as proteinas,
ultilizou-se o programa Adobe Photoshop 8.0 a fim de obter a &rea total do tecido e
area imunomarcada. Em seguida para mensurar a porcentagem (%) de area

marcada, efetuou-se o seguinte célculo: (BREY et al., 2003)

Area imunomarcada (pixels)x100

% area marcada = -
Area total (pixels)

4.6.3 Expresséo Génica de LGR5, B-catenina, cMYC, ciclina D1, Wnt-3a e Rac1l
por RT-qPCR.

Segmentos do ileo de camundongos (Swiss e C57BL/6) foram coletados
para avaliar a expressao génica de B-catenina, LGR5, cMYC, ciclina D1, Wnt-3a e
Racl por gPCR. Ao serem coletados os fragmentos foram armazenados em RNA
later (Qiagen) para preservar a integridade do RNA e armazenados no freezer a -
80°C até sua utilizacao para extracdo do RNA.
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4.6.3.1 Extragdo do RNA

O RNA total de cada amostra foi isolado usando kit de extracdo de RNA
(Promega). Resumidamente, as amostras com tampao de lise foram misturadas
cinco vezes por inversdo. Adicionou-se as amostras 350 puL de tampéao de diluicao
do RNA, sendo homogeneizadas quatro vezes por inversdao. Em seguida, as
amostras foram aquecidas por trés minutos a 70°C, com o objetivo de romper as
ligacbes dos acidos nucléicos, e centrifugadas por 10 min. O sobrenadante foi
transferido para um microtubo. Adicionou-se 200 pyL de etanol a 95%. Na fase
seguinte, a mistura foi transferida para spin basket acoplado a um microtubo coletor
de 2 mL e centrifugado a 11200 RPM por um minuto. Adicionou-se 600 uL de
solucéo de lavagem e em seguida os tubos foram centrifugados por 11200 RPM por
um minuto. Na etapa seguinte, as amostras foram tratadas com DNase para reduzir
a contaminagéo com o DNA, sendo incubadas em temperatura ambiente por 15 min.

Decorrido este tempo, 200 yL de DNase stop solution foram adicionados
e as amostras foram centrifugadas por 1 min a 11200 RPM. Logo em seguida,
inseriu-se tampéao de lavagem e as amostras foram centrifugadas, conforme relatado
anteriormente. Adicionou-se 250 pL de tampéao de lavagem seguida de centrifugacéo
por 2 min em 11200 RPM. Na etapa seguinte, o spin foi inserido em novo microtubo
de 1,5 mL, 40 pL de H,O0 livre de nuclease foram adicionados e os microtubos foram
centrifugados por 1 minuto. Por fim, o spin basket foi descartado e o0 RNA extraido
foi armazenado no freezer -70°C.

Apés a extracdo do RNA de cada amostra, efetuou-se a sua
quantificacdo, com 1uL de RNA de cada amostra, utilizando Nanodrop (Thermo
Fisher Scientific, EUA). Concomitante a dosagem em ng/uL, realizou-se a avaliacdo
da qualidade do RNA extraido, a qual foi obtida por meio da relacdo 260/280,
fornecida pelo programa relacionado ao aparelho. A avaliagdo da quantidade de
RNA presente em cada amostra € de extrema importancia para a obtengdo da
quantidade de amostra adequada para realizagdo da proxima etapa, a saber: sintese

do &cido desoxirribonucléico complementar (cDNA).

4.6.3.2 Sintese do cDNA
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O cDNA foi sintetizado de acordo com o High capacity cDNA Synthesis Kit
(Invitrogen, USA). O volume final de cada amostra foi de 20uL: 2 uL do reagente 10x
tampéo da enzima; 0,8 UL de oligonucleotideos; 2 yL de primer; 1 pL da enzima
transcriptase reversa; 1ng de RNA, onde o volume utilizado em pL foi dependente da
concentracéo inicial extraida; H,O de nucleases para completar 20 uL. O protocolo
da reacdo foi realizado a 25° C por 10 min, 37° C por 120 min, 85° C por 5 min. O

cDNA foi armazenado em freezer a -20° C até a sua utilizacdo no qPCR.

4.6.3.3 PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR)

A expressdo génica de B-catenina, LGR5, cMYC, ciclina D1, Wnt-3a e
Racl foi avaliada por meio do sistema de PCR em tempo real (CFX96 real time
system/c1000touch thermal cycler, BioRAD), utilizando kit de TagMan PCR master
mix (Life Technologies). O gene de referéncia utilizado foi o gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH). Todas as sondas utilizadas e as condi¢c6es do qPCR estéo
apresentadas no quadro 2.

Os valores de Threshold cycle (Cq ou Ct), obtidos pelo software do
equipamento, dos genes avaliados foram exportados para o Microsoft Office Excel
2010, no qual os niveis relativos de RNAm foram calculados de acordo com a

metodologia descrita por Livak e Schmittgen (2001).

Quadro 2 - Sequéncia de oligonucleotideos dos Primers usados no ensaio de Qpcr.

Genes Foward Reverse

B-catenina 5ACGCACCATGCAGGAATACA3 5CTTAAGATGGCCAGCAAGC3
Ciclina D1 5’GCGTACCCTGACACCAATCT3’ 5’AATCTCCTTCTGCACGCACT3
Cmyc 5’AGCTGCTTCGCCTAGAATTG3’ 5'CCTATTCAGCACGCTTCTCC3
LGR5 5’AACGGTCCTGTGAGTCAACC3 5’AGTCATGGGGTAAGCTGGTG3
Racl 5’GACCAGCCGACTAGCTTTTG3 5’CAGCACACCCACAACTAGGA3’
Wnt-3a 5TTCTTACTTGAGGGCGCAGA3’ 5 AAGGAACCCAGATCCCAAAT3

GAPDH

5AGAACATCATCCCTGCATCC3’

5’CACATTGGGGGTAGGAACAC3
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4.6.4 Expressao protéica de B-catenina

Para avaliar a expressao protéica de p-catenina nos segmentos ileais de
camundongos Swiss, realizou-se Western Blotting. Seguiram-se sequencialmente as
seguintes etapas: extracdo de proteinas, dosagem de proteinas e Western Blotting.

4.6.4.1 Extracao de proteinas

Os segmentos ileais (em torno de 30 mg) foram macerados com auxilio
de cadinho e pistilo em nitrogénio liquido. O produto desse processo foi inserido em
microtubo contendo 200 pl de tampao RIPA (25 mM Tris-HCI pH 7,6; 150 mM NacCl;
5 mM EDTA; 1% NP-40; 1% triton-X-100; 1% deoxicolato de soédio; 0,1% SDS) e
inibidor de protease (Sigma-Aldrich, EUA, 1uL de inibidor de protease: 100uL de
RIPA). Em seguida, as amostras foram vortexadas por 30 segundos, a cada 10 min
por 30 min, e centrifugadas (17 min, 4°C, 13000 rpm). O pellet foi desprezado e o
sobrenadante (por¢cdo que contém as proteinas) foi transferido para um novo
microtubo. (TONOCO et al.,2017).

4.6.4.2 Dosagem de proteina

As proteinas foram dosadas pelo método do acido bicinconinico e foi
realizado conforme descrito pelo fabricante (Thermo Scientific, Estados Unidos,
EUA). De acordo com este método, as proteinas presentes nas amostras reduzem o
cobre da sua forma clprica (Cu®") para a cuprosa (Cu'*). Este se liga a duas
moléculas de acido bicinconinico, resultando na cor puarpura visualizada no final da
reacdo. Inicialmente, a proteina foi diluida (1 pl de proteina: 20 pl de RIPA) e
preparado 75uL de proteina diluida. Em seguida, misturou-se o reagente A (Contém
acido bicinconinico) e B (contém cobre) respectivamente na propor¢ao de 50:1.

Posteriormente, colocou-se em duplicata 25 pl de cada amostra diluida e
200 pl da mistura final do reagente A e B em placa de 96 pocos. Posteriormente, a
placa foi incubada por 30 min a 37°C em estufa. Enfim, efetuou-se a leitura da
reacdo em leitor de Elisa a 562 nm. Para a curva, foram utilizadas concentra¢cfes
conhecidas de Albumina sérica bovina (BSA): 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125,
25 e 0 pg/mL.
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4.6.4.3 Western Blotting

Inicialmente, preparou-se 20 pg de proteina referente a cada amostra,
adicionando tampao da amostra (BioRad, EUA 65,8 mM Tris-HCI, pH 6,8; 26,3%
glicerol; 2,1% SDS; 0,01% azul de bromofenol) e B-mecaptoetanol (BioRad, EUA),
vortexando por 10 s, aquecendo no banho maria (95°C, 5 min) e centrifugando
(10000 rpm, 4°C, 30s). Em seguida, realizou-se a eletroforese vertical de proteinas
em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a 60 v nos primeiros 15 min para
deposi¢cdo das amostras no fundo do poco e 120 v para o restante da corrida, onde
foi utilizado gel a 10% (B-catenina, LGR5 e B-actina) ou 8% ( e B-actina) e tampéo de
corrida (25 mM Tris; 192 mM glicina; 1% SDS). ApoOs a corrida, efetuou-se a
transferéncia por eletroforese das proteinas do gel para a membrana de PVDF
(BioRad, EUA, Fluoreto de polivinilideno) a 100 vezes por duas horas em tampéo de
transferéncia (25 mM Tris; 192 mM glicina; 20% metanol). Apds esta etapa, as
membranas foram bloqueadas por uma hora em agitacdo constante, para reduzir as
ligacBes inespecificas, com 5% BSA (Sigma-Aldrich, EUA) diluido em tamp&o salina
Tris-HCI suplementado com Tween 20 (TBST- 20 mM Tris pH 7,5; 150 mM NacCl;
0,1% Tween 20).

Em seguida, realizou-se a lavagem das membranas com TBST, sendo
trés lavagens por 10 min cada. Na etapa seguinte, as membranas foram incubadas,
overnight a 4°C sob agitacdo constante, com 0s anticorpos-catenina (Santa Cruz
1:200) ou anti-B-actina (Millipore, EP1123Y, 1:500), diluidos em 1% de BSA em
TBST. ApOs esta etapa, realizaram-se trés lavagens de 10 min cada com TBST. As
membranas foram incubadas com os anticorpos secundarios HRP-goat anti-rabbit
(Invitrogen, 656120, 1:000) ou HRP-rabbit anti-goat (Invitrogen, A16142, 1:1000) por
duas horas em temperatura ambiente. Decorrido este tempo, as membranas foram
lavadas trés vezes, duragdo de 10 min cada, com TBST. Enfim, adicionou-se o
reagente de quimioluminescéncia (BioRad, EUA, Clarity western ECL blotting
substrate) e as membranas foram agitadas por 5 min. As imagens das bandas foram
capturadas por um sistema de ChemiDoc XRS (BioRad, EUA) ou expostas a filme
radiogréafico. A densidade das bandas foi mensurada por meio do software ImageJ
(NIH, Bethesda, MD, EUA).
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4.7 CULTIVO DE CELULAS EPITELIAIS INTESTINAIS DE RATOS (IEC-6)

Foram utilizadas linhagens de células epiteliais intestinais de ratos (IEC-
6), obtidas do Banco de células do Rio de Janeiro. O cultivo destas células foi
realizado conforme descrito previamente (LIMA et al, 2014). As células foram
incubadas em estufa umidificada (5% de CO2, 37°C) e mantidas em meio Dulbecco
modificado por Eagle (DMEM) contendo L-glutamina e piruvato de sodio, sendo
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), antibioticos (100U/ml de
penicilina 100 pg/ml de estreptomicina) e insulina bovina (10 uyg/mL). Neste estudo,
as ceélulas foram utilizadas entre as passagens 21-38.

Para o subcultivo das células, incubaram-se as células com 0,25% de
tripsina por 5 min. Decorrido este tempo, a tripsina foi neutralizada com meio de
cultivo (contendo SFB), sendo pipetado trés vezes o volume de tripsina utilizado, e
ascélulas foram centrifugadas (1200 rpm, 4°C, 5 min). ApGs este periodo, o
sobrenadante foi removido e as células ressuspensas em meio de cultivo. O

subcultivo ou troca de meio foram realizados a cada 48 ou 72h.

4.8 PLASMIDEOS UTILIZADOS NO ESTUDO

Os vetores utilizados para transfeccdo de células de mamiferos e o vetor
de expressao utilizados nesse trabalho foram gentilmente cedidas pelo Prof. José
Garcia Ribeiro Abreu Junior (Universidade Federal do Rio de Janeiro).

TOPFlash/FOPFlash (TK-Luciferase Reporter): O TOPFlash consiste no
plasmideo reporter do fator de célula T (TCF), contendo trés coOpias do sitio de
ligacdo TCF selvagem acima do promotor de Timidina Quinase (TK) e sitio de leitura
da Luciferase (LIMA et al. 2014)

pPpRLTK (Renilla Luciferase Reporter): O vetor reporter constitutivamente ativo pRL
contém o cDNA (Rluc) codificando a Renilla luciferase, originamente clonada do
organismo marinho Renilla reniformes, que € uma proteina monomérica de 56kDa
gue nédo necessita de modificacdo pos-translacional. (LIMA et al., 2014).
pcDNA3-EGFP-Rac1-Q61L: O Vetor pcDNA3 contém o cDNA (Racl) codificando
Racl mutante constitutivo na sua forma ativa e a proteina fluorescente verde (GFP)
(addgene) (SUBAUSTE et al., 2000).
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Figura 10: Plasmideo de Racl mutante constitutivamente ativo (pcDNA3-EGFP-

Rac1-Q61L)
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Fonte: www.addgene.org/12981.

Racl Q61L Mutantes constitutivamente ativos de GTPases da familia Rho

foram amplificados por reacdo em cadeia da polimerase a partir de vetores pcDNA3

e fundidos na Vetor GFPTodos os vectores de cDNA construidos foram isolados a

partir de células de Escherichia coli transformadas com kits de isolamento de cDNA

da QIAGEN (ZHANG et al., 1995).

4.9 TRASNFECCAO DOS PLASMIDEOS

O processo pelo qual é introduzido DNA ou RNA exégenos em células

eucaridticas é denominado transfeccdo (KENDREM, 1994). Essa técnica tem sido

amplamente utilizada para estudar o papel de diferentes proteinas na patogénese de

doencas. Ha diversos métodos de transfeccdo, porém um dos meétodos mais

eficientes e menos citotoxico para células epiteliais € o que utiliza lipossomas

catibnicos como mediadores da transfeccdo. Neste trabalho, utilizou-se o reagente

de transfeccédo Lipofectamina TM 3000 (Thermo Fisher) que tem apresentado
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elevada eficiéncia de transfeccdo numa variada gama de linhas celulares aderentes
e em suspensao (HENRIQUES, 2011).

Lipofectamina é constituida por lipossomas que sao moléculas sintéticas
de lipidos catidbnicos com uma estrutura semelhante a das membranas celulares,
apresentando propriedades hidrofébicas e hidrofilicas como as dos fosfolipidos. Em
condi¢cBes aquosas, a lipofectamina interage de forma eletrostatica com o plasmideo
carregado negativamente formando complexos (lipossoma/acido nucleico) estaveis.
Posteriormente, os complexos sao integrados no citoplasma da célula por
endocitose (HENRIQUES, 2011; KENDREM, 1994).

As células IEC-6 foram plaqueadas em uma concentracdo de 2x10%
células/poco em placas de 96 pocos. Apos 24h, as células foram transfectadas,
incubando as células com lipofectamina e uma combinacéo de vetores de expressao
dos plasmideos (conforme quadro 3). ApGs 18h, o meio de transfeccao foi removido
e as ceélulas foram incubadas com meio condicionado Wnt 50% e/ou toxina A do
Clostridium difficile (50ng/mL) e apds 24h de incubacéo as células foram utilizadas
para avaliacdo dos parametros.

A transfeccdo do plasmideo pcDNA3-EGFP-Racl-Q61L foi confirmada
por meio da identificacdo de células positivas para EGFP em microscépio de

fluorescéncia.

Quadro 3- Numero total de células por experimento.

N° de pocos 96 pocos 24 pocos 6 pocgos
Células Aderidas 1-4 x 10* 0.5-2 x10 0.25-1 10°
Lipofectamina™ 0.15uL 0.75uL 3.75uL
P3000 5uL 25uL 125uL

4.10 PARAMETROS AVALIADOS IN VITRO

4.10.1 Viabilidade celular
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A viabilidade de IEC-6 expostas a toxina A do Clostridium difficile foi
avaliadapelo teste de MTT (3-4,5-dimethylthiazol-2-yl-2,5-diphenyl) tetrazolium
bromide, Sigma com o intuito de definir a melhor concentracdo de toxina A a ser
utilizada na avaliacdo dos demais parametros. Este teste avalia de forma
guantitativa a funcdo mitocondrial por meio da reducdo do MTT em cristais de
formazana. Essa reagdo de reducdo ocorre dentro da mitocondria mediada pela
enzima succinato desidrogenase que permanece ativa em células viaveis. Dessa
forma, a quantidade de cristais de formazana esta diretamente relacionada com o
potencial de reducdo do MTT nas mitocondrias (MOSMAN,1983; LOBNER,2000).

Para a realizacdo desse teste, IEC-6 (10* células/100pL de meio de
cultivo) foram plagueadas em placa de 96 pocos e, apos 24h, as células foram
incubadas com diferentes concentragfes de toxina A do Clostridium difficile (10,50 e
100ng/mL). Como controle positivo de morte, adicionou-se um grupo o qual foi
incubado com 100% de DMSO. Apoés 24h de incubacdo, adicionaram-se 10uL de
MTT (Img/mL, reconstituido no meio de cultivo) em cada poco, sendo as células
incubadas por 2h com essa solucdo em uma temperatura de 37°C e 5% de CO..
Decorrido este tempo, o meio foi removido e 200 pL de dimetilsuféxido (DMSO)
foram adicionados em cada poco para dissolver os sais de formazan e a leitura das
absorbancias foi realizada em leitor de ELISA (Biotek)no comprimento de onda de
570nm. Os valores das absorbancias de cada amostra foram submetidos a seguinte

equacao:

(Absorbancia da amostra X 100)

%viabilidadecelular =
voviabilidadecelular (Média das absorbancias dos controles)

4.10.2 Transfeccado celular de plasmideos e ensaio direto da ativacdo da via

Wnt/B-catenina

O ensaio de luciferase TOPFlash/FOPFlash foi realizado para mensurar
de forma direta o papel de Rac1 nos efeitos da toxina A na via Wnt/B-catenina.
Conforme descrito por Korinek (1997), o TOP/Flash € um ensaio com um gene
repérter sensivel ao TCF/Lef que codifica a proteina luciferase (proteina
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guimioluminescente oriunda de vagalumes) quando ocorre ativagao transcripcional

mediada pela (3-catenina.

Figura 11: Ensaio de TOPFlash/FOPFlash.
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Fonte: Adaptado Graci, 2017.

IEC-6 (1,2x10"* células/poco) foram plaqueadas (placa de 96 pocos) e
apos 24 h foram transfectadas, adicionando 10 pL da combinacéo de Lipofectamina
3000 (Invitrogen), reagente P300, meio sem soro e o0s plasmideos:
TOPFlash/FOPFlash (0,1 pg/poco) ao qual é acoplado a uma regido promotora com
sitios de ligacdo ao TCF, de forma que quando a via Wnt/B-catenina é ativada o
complexo de transcricao B-catenina/TCF se forma e induz a expressdo da enzima
luciferase; 2) pRLTK, plasmideo contendo o gene Renilla luciferase (CMV Renilla
0,01 pg/poco) que € expresso constantemente, sendo utilizado como um indicador
da eficiéncia da transfeccdo;3) pcDNA3-EGFP-Racl-wt(0,1 pg/poco), utilizado para
suprarregular a expressao intracelular de Racl. Vale ressaltar que todos os grupos
foram transfectados simultaneamente com TOPFlash/FOPFlash/ pRLTK/ pcDNA3-
EGFP-Racl-Q61L ou TOPFlash/FOPFlash/ pRLTK/ pcDNA3. Vale ressaltar que a
eficiéncia da transfeccdo de Racl foi confirmada, visualizando as células em

microscoépio de imunofluorescéncia apos a transfecgéo.
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Apéds 18h, o meio contendo o reagente de transfeccdo foi retirado e as
células foram incubadas com meio condicionado Wnt 50%, sintetizado conforme
descrito por Lima et al. (2014) e toxina A (50 ng/mL) na presenca ou auséncia do
meio condicionado Wnt3a 50%. Ao grupo controle, adicionou-se apenas meio de
cultivo. Um grupo controle para o ensaio foi adicionado, o grupo L-cell, ao qual foi
adicionado o meio de células L-cell ndo mutadas, incapazes de sintetizar em
condi¢cBes normais altas concentracdes de Wnit.

Decorrido 24h de incubacdo, o ensaio de luciferase (Promega) foi
realizado conforme descrito pelo fabricante. Resumidamente, removeu-se 0 meio
das células, adicionaram-se 25 pL de tampao de lise (PLB 1x) e incubaram-se as
células por 1h em -20°C. Posteriormente, as células foram descongeladas sob
agitacao por 10 min e as células foram removidas mecanicamente usando ponteiras
de 200 pL. Em uma placa de 96 pogos-Lumitrac-Platte com fundo branco, adicionou-
se 10 pL de células lisadas e 30 pL de luciferase (1ng luciferase/15 pL tampao). Em
seguida a luz emitida foi mensurada em leitor de luminescéncia. Imediatamente,
realizou-se o mesmo procedimento apos adicionar 30 pL de Renilla em cada poco.
Os dados obtidos foram expressos como fracédo de intensidade da luciferase sobre a
intensidade de Renilla, para que haja normalizacéo do resultado obtido.

4.10.3 Imunofluorescéncia indireta

IEC-6 transfectadas(9 x 10° células por poco) em placas de 24 pocos &
temperatura de 37°C e 5% de CO, Laminulas de 13 mm foram utilizadas como
superficie para fixacdo de células, colocadas previamente na placa de cultura. Apos
18h de transfecc¢éo as células foram incubadas por 24h com toxina A do Clostridium
difficile, na presenca ou auséncia de meio condicionado com Wnt-3a. Decorrido este
tempo, o meio foi removido e as células foram fixadas com 500uL de
paraformoldeideo (PFA) 4% por poco durante 30 minutos. Em seguida, 500uL de
solucdo de bloqueio foi adicionado aos pocos por 1h. Na etapa seguinte, as células
foram incubadas overnight com o anticorpo primario para -catenina (1:200 Abican)
a 4°C e com o anticorpo secundario anti-rabbit (1:500 Alexa-Fluor 565 Thermo
Fisher Scientific) diluido em solugéo de lavagem por 1h em temperatura ambiente. O
nacleo das células foi corado com DAPI (1:2000) diluido em PBS 1x por 5 minutos.

Todas as etapas foram intercaladas com lavagens sucessivas. Os preparados foram
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observados em um microscopico confocal (LM710-Confocal-Zeiss),usando filtros
seletivos para cada fluor6foro, as imagens foram capturadas com a céamara
integrada e processador de imagem, usando um aumento de 400x. Para avaliar a

presenca de B-catenina no ndcleo. (LIMA et al 2014).

4.10.4 Imunocitoquimica para Ki67

A imunocitoquimica para Ki67 foi realizada, conforme descrito
anteriormente, por Tinoco etal(2017). Resumidamente, as células foram
plaqueadas3 x 10* por poco em uma placa de 24 pocos. As culturas subconfluentes
foram transfectadas com os plasmideos pcDNA3-EGFP-Racl-wt (0,5ug). Apos 18h
de transfeccado, as células foram incubadas com toxina A na presenca ou auséncia
de meio condicionado Wnt-3a. ApOs 24 horas de incubacao, as células foram fixadas
com paraformaldeido (PFA) 4% por 15 minutos e lavadas em PBS 1%. Em seguida,
realizou-se a recuperacao antigénica com citrato pH 6.0 (DAKO) por 30 minutos e o
bloqueio da peroxidase endogena (DAKO) por 20 min. Na etapa seguinte, as células
foram incubadas com o anticorpo primério anti-Ki67 (1:200 Abcam) por 20 minutos e
com polimero HRP (DAKO) por 30 minutos, sendo reveladas com o cromogeno DAB
(DAKO) e contra-coradas com hematoilina (DAKO). As laminulas foram retiradas e

colocadas na lamina com faramount (DAKO).
4.11 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados quantitativos foram expressos como média + erro
padrdo da média (EPM).

A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio do software
GraphPad Prism, versdo 6.0. Para a realizacdo da analise estatistica entre os
grupos foram utilizados os seguintes testes: o teste t de Student para comparar dois
grupos e o teste de analise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de
comparacdes multiplas de Bonferroni. O nivel de significancia adotado foi de 0,05 (a
= 5%) e niveis descritivos (p) inferiores a esse valor foram considerados

significantes.
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5. RESULTADOS

5.1 ALTERACOES DE COMPONENTES DA VIA WNT/B-CATENINA INDUZIDAS
PELA TOXINA A DO CLOSTRIDIUM DIFFICILE NO iLEO DE CAMUNDONGOS

5.1.1 AlteracBes histolégicas promovidas pela toxina A do Clostridium difficile

no ileo de camundongos.

Sob condi¢cBes normais, representadas nesse estudo pelo grupo controle,
as vilosidades e as criptas intestinais apresentam-se integras. Ao injetar toxina A do
Clostridium difficile no lumen ileal de camundongos Swiss (50 pg/alca) ou C57BL/6
(10 ugl/alga), observou-se acentuada destruicdo das vilosidades intestinais, reducéo
das criptas intestinais e formacédo de intenso infiltrado de células inflamatorias (figura
12).

Figura 12: Alteracdes histologicas no ileo de camundongos submetidos a enterite

induzida pela Toxina A do Clostridium difficille.
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Fonte: Elaborado pela autora. Camundongos Swiss ou C57BL/6 foram submetidos a ligadura de alca

ileal, onde foram injetados 200 pl de tampao fosfato-salina (PBS, controle) ou de toxina A (10 ou 50
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pg/alca) do Clostridium difficile os animais foram eutanasiados com cetamina e xilazina (240/15
mg/kg, i.p) 4h depois da injecdo de toxina ou PBS e os segmentos do ileo foram coletados,
processados e corados pelo método de hematoxilina e eosina (HE) para andlise histopatol6gica. O
grupo controle apresenta integridade das vilosidades e das criptas ileais. A administracdo de toxina A
do Clostridium difficile promove destruicdo das vilosidades intestinais (seta preta) e formacdo de

intenso infiltrado de células inflamatérias (seta vermelha). Barra = 100um.

5.1.2 Efeito da toxina A do Clostridium difficile na expressao de B-catenina no

ileo de camundongos.

Ao realizar imunohistoquimica para [-catenina, observou-se que a toxina
A do Clostridium difficile causa um aumento da imunomarcacdo para essa proteina
no ileo de camundongos Swiss. No ileo de camundongos C57BL/6 ndo houve
aumento de imunomarcacdo no citoplasma, notou-se porém, reducdo de sua
imunomarcacao no nucleo de células localizadas nas criptas e vilosidades quando
comparados aos seus respectivos controles (figura 13 A).

Ao avaliar a expressdo génica de B-catenina, toxina A do Clostridium
difficile ndo alterou a sua expresséo no ileo de camundongos Swiss (Figura 13 B).
Diferentemente do que foi observada nessa linhagem, essa toxina diminuiu (p<0,02)
a expressao génica de B-catenina no ileo de camundongos C57BL/6 (Figura 13 C).
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Figura 13: Efeito da toxina A do Clostridium difficile na imunomarcacéo e expressao

génica de B-catenina no ileo de camundongos.
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Fonte: Elaborado pela autora (A) Segmentos do ileo foram coletados e processados para a
realizagdo de imunohistoquimica para B-catenina. Observa-se que as células marcadas para essa
proteina encontram-se principalmente nas criptas intestinais e vilosidades intestinais. Observa-se
intensa imunomarcagédo para -catenina em células da vilosidade e cripta ileal de camundongos
Swiss submetidos a ileite induzida pela toxina A do Clostridium difficile quando comparado ao grupo
controle. Nota-se ainda diminuigdo da imunomarcagéo para B-catenina ndcleo das células da cripta

ileal de camundongos C57BL/6 submetidos a ileite induzida pela toxina A do Clostridium difficile

quando comparado ao grupo controle. Barra = 100 um. (B-C) Segmentos do ileo de camundongos
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Swiss (B) e C57BL/6 (C) foram coletados para avaliar a expressédo génica de B-catenina por qPCR.
Observa-se que a toxina A do Clostridium difficile ndo altera a expressao génica de B-catenina no ileo
de camundongos Swiss, porém reduz a sua expressdo em camundongos C57BL/6 (C) quando
comparado aos seus respectivos grupo controle. Os valores foram apresentados como média+ EPM
da expressao génica relativa de B-catenina. Utilizou-se GAPDH como gene de referéncia. Para

analise estatistica foi utilizado o teste t de Student. Barra 100um.

Devido a elevada imunomarcacao de B-catenina induzida pela toxina do
Clostridium difficile no ileo de camundongos Swiss, realizou-se Western Blotting para
avaliar a sua expressao proteica. Toxina A aumentou (p<0,001) a sua expresséo

protéica no ileo desses camundongos comparado ao grupo controle (Figura 14).

Figura 14: Efeito da toxina A do Clostridium difficile na expressao proteica de [3-

catenina no ileo de camundongos Swiss.
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Fonte: Elaborado pela autora. Segmentos do ileo de camundongos Swiss foram coletados e
processados para realizar Western Blotting com o objetivo de mensurar a expressao proteica de [3-
catenina. Observa-se que a toxina A do Clostridium difficile eleva a expresséo proteica de p-catenina
no ileo de animais submetidos ao modelo de alca ileal quando comparado ao grupo controle. Os

valores foram apresentados como média £+ EPM da expressao proteica de (3-catenina que resultou da
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relacdo da densidade de B-catenina e de B-actina. Para andlise estatistica foi utilizado o teste t de
Student.

5.1.3 Efeito da toxina A do Clostridium difficile na expressao de genes alvos da
via Wnt/B-catenina no ileo de camundongos.

A ativacao da via Wnt/B-catenina, resulta na translocacao de B-catenina
para 0 nucleo com consequente transcricdo de genes alvos dessa via como LGR5,
ciclina D1 e cMYC por meio de sua ligacdo ao TCF no nucleo. Devido a isso, para
avaliar a ativacao dessa via in vivo, avaliou-se a expressao génica de genes alvos
da via por gPCR.

Conforme observado na figura 15, a toxina A do Clostridium difficile
reduziu (p<0,04) a expressado génica de ciclina D1 no ileo de camundongos Swiss
submetidos a ileite induzida por essa toxina quando comparado ao grupo controle.
No entanto, a reducdo da expressao génica de LGR5 (Figura 15 A) e cMYC (Figura
15C) pela toxina A do Clostridium difficile no ileo néo foi significativa.

Conforme observado na figura 16, a toxina A do Clostridium difficile
reduziu (p<0,02) a expressdo génica de cMYC e aumentou a expressao génica de
LGR5 no ileo de camundongos C57BL/6 submetidos a ileite induzida por essa toxina
guando comparado ao grupo controle. Entretanto, a toxina ndo alterou a expressao
génica de ciclina D1 no ileo desses camundongos.

Esses dados sugerem que ha uma redugéo da ativagdo de TCF pela -
catenina na enterite induzida pela toxina A do Clostridium difficile em modelo de alga

ileal.
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Figura 15: Efeito da toxina A do Clostridium difficile na expresséo génica de LGRS5,
cMYC e ciclina D1 no ileo de camundongos Swiss.
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Fonte: Elaborado pela autora. Segmentos do ileo de camundongos Swiss foram coletados para
avaliar a expressao génica de LGR5, cMYC e ciclina D1 por RT-qPCR. Observa-se que a toxina A do
Clostridium difficile reduz a expressao génica de Ciclina D1 quando comparado ao grupo controle. Os
valores foram apresentados como média+ EPM da expressao génica relativa de LGR5, cMYC e
ciclina D1. Utilizou-se GAPDH como gene de referéncia. Para andlise estatistica foi utilizado o teste t
de Student.
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Figura 16: Efeito da toxina A do Clostridium difficile na expresséo génica de LGRS5,
cMYC e ciclina D1 no ileo de camundongos C57BL/6.
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Fonte: Elaborado pela autora. Segmentos do ileo de camundongos C57BL/6 foram coletados para
avaliar a expressao génica de LGR5, cMYC e ciclina D1 por RT-gPCR. Observa-se que a toxina A do
Clostridium difficile reduz a expressdo génica de cMYC quando comparado ao grupo controle. Os
valores foram apresentados como médiaz EPM da expressao génica relativa de LGR5, cMYC e
ciclina D1. Utilizou-se Gapdh como gene de referéncia. Para analise estatistica foi utilizado o teste t
de Student.

5.1.4 Efeito da toxina A do Clostridium difficile na expressdo de Wnt-3a no ileo

de camundongos.

No intestino, agonistas enddgenos da via Wnt/B-catenina podem ser
produzidos e liberados para ativar a via em condicdes fisioldgicas. Wnt-3a € um dos
agonistas sintetizados por células epiteliais intestinais. Para avaliar as alteracdes da
expressdo de Wnt-3a no ileo de camundongos (Swiss e C57BL/6) submetidos a
ileite induzida pela toxina A do Clostridium difficile, imunohistoquimica e RT-gPCR
foram realizados.

De acordo com a figura 17, toxina A do Clostridium difficile aumenta a
imunomarcacao de Wnt-3a no ileo de camundongos Swiss e C57BL/6, comparado
aos respectivos controles. Esse aumento de imunomarcagdo foi observado em
células epiteliais das vilosidades e criptas intestinais, bem como em células da

lamina propria.
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Figura 17: Efeito da toxina A do Clostridium difficile na imunomarcagéo de Wnt-3a

no ileo de camundongos.
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Fonte: Elaborado pela autora. Segmentos do ileo foram coletados e processados para a realizacao

de imunohistoquimica para Wnt-3a. Observa-se que as células marcadas para essa proteina
encontram-se principalmente na lamina propria, mas também nas criptas intestinais e vilosidades
intestinais. Observa-se intensa imunomarcagdo para Wnt-3a no ileo de camundongos Swiss e
C57BL/6 submetidos a ileite induzida pela toxina A do Clostridium difficile quando comparado ao

grupo controle. A seta aponta para células positivas para Wnt-3a na cripta intestinal. Barra = 100 um

Ao avaliar a expressao génica de Wnt-3a, observou-se que toxina A eleva
(p<0,01) a expressdo génica de Wnt-3a no ileo de camundongos C57BL/6

comparado ao grupo controle (Figura 18).
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Figura 18: Efeito da toxina A do Clostridium difficile na expresséao génica de Wnt-3a
no ileo de camundongos C57BL/6.
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Fonte: Elaborado pela autora. Segmentos do ileo de camundongos C57BL/6 foram coletados para
avaliar a expressdo génica de Wnt-3a por qPCR. Observa-se que a toxina A do Clostridium difficile
aumenta a expressao génica de Wnt-3a quando comparado ao grupo controle. Os valores foram
apresentados como médiat EPM da expressédo génica relativa de Wnt-3a. Utilizou-se GAPDH como

gene de referéncia. Para analise estatistica foi utilizado o teste t de Student.

5.1.5 Efeito da toxina A do Clostridium difficile na proliferacdo de células

epiteliais das criptas do ileo de camundongos.

Sabendo-se que a via Wnt/B-catenina esta envolvida na regulacdo da
proliferacdo celular, avaliou-se o efeito da toxina A do Clostridium difficile na
proliferacdo celular no ileo de camundongos Swiss e C57BL/6 por meio da
imunomarcacao de Ki67 e ciclina D1, ambos expressos por células em proliferacéo.

Conforme apresentado na figura 19, observa-se um reduzido numero de
células positivas para Ki67 nas criptas do ileo de camundongos Swiss e C57BL/6
submetidos a ileite induzida pela toxina A do Clostridium difficile, comparado ao

grupo controle.
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Figura 19: Efeito da toxina A do Clostridium difficile na imunomarcacéo de Ki67 no

ileo de camundongos.
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Fonte: Elaborado pela autora. Segmentos do ileo foram coletados e processados para a realizagao
de imunohistoquimica para Ki67. Observa-se que as células marcadas para essa proteina encontram-
se principalmente nas criptas intestinais. Observa-se reducdo da imunomarcacgéo para Ki6é7 no ileo de
camundongos Swiss e C57BL/6 submetidos a ileite induzida pela toxina A do Clostridium difficile

quando comparado ao grupo controle. Barra = 100 um.

Ao mensurar o percentual de imunomarcacado para Ki67, observou-se que
toxina A do Clostridium difficile reduziu (p<0,0001) a imunomarcacao para essa
proteina no ileo de camundongos Swisse C57BL6 submetidos a ileite induzida pela
toxina A do Clostridium difficile (Figura 20).
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Figura 20: Toxina A do Clostridium difficile diminui a imunomarcacéo de Ki67 no ileo
de camundongos Swiss e C57BL6.
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Fonte: Elaborado pela autora. Segmentos do ileo de camundongos Swiss foram coletados e
processados para a realizagcdo de imunohistoquimica para Ki67. Foram obtidos de 6 a 8 campos/corte
histolégico. A area imunomarcada foi quantificada por meio do Software Adobe Photoshop. Observa-
se que a toxina A do Clostridium difficile diminui o percentual da area imunomarcada para Ki67 no

ileo desses camundongos comparado ao grupo controle (A, B). Os valores foram apresentados como
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médiat EPM da porcentagem da area imunomarcada para Ki67. Para andlise estatistica foi utilizado o
teste t de Student.

Da mesma forma, obsevou-se que toxina A do Clostridium difficile diminui a
imunomarcacao de ciclina D1 nas criptas do ileo de camundongos Swiss e C57BL/6
comparado ao grupo controle. Ao mensurar 0 percentual de imunomarcacéo para
Ciclina D1, observou-se que toxina A do Clostridium difficile reduziu (p<0,0001 ou
p<0,001) a imunomarcacdo para essa proteina no ileo de camundongos Swiss e
C57BL6 submetidos a ileite induzida pela toxina A do Clostridium difficile (E,F)
(Figura 21).

Figura 21: Efeito da toxina A do Clostridium difficile na imunomarcacgao de ciclina D1

no ileo de camundongos.
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Fonte: Elaborado pela autora. Segmentos do ileo foram coletados e processados para a realizacao
de imunohistoquimica para ciclina D1. Observa-se que as células marcadas para essa proteina
encontram-se principalmente nas criptas intestinais. Observa-se reducdo da imunomarcacdo para
ciclina D1 no ileo de camundongos Swiss e C57BL/6 submetidos a ileite induzida pela toxina A do
Clostridium difficile quando comparado ao grupo controle. Barra = 100 um. Os valores foram
apresentados como médiat EPM da porcentagem da area imunomarcada para Cicina D1 (E e F).
Para analise estatistica foi utilizado o teste t de Student

5.1.6 Efeito da toxina A do Clostridium difficile na expresséo de Rac1 no ileo de

camundongos.

Rac1 tem importante participacdo na via Wnt/B-catenina devido a sua
capacidade de estimular a translocagcao de B-catenina para o nudcleo. Portanto,
investigou-se se a sua expressao € alterada pela toxina A do Clostridium difficile no

ileo de camundongos, uma vez que essa toxina inibe a sua atividade.

De acordo com a figura 22, toxina A ndo altera a expressao génica de Racl no ileo

de camundongos Swiss e C57BL/6.

Figura 22: Efeito da toxina A do Clostridium difficile na expresséao génica de Racl no

ileo de camundongos.
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Fonte: Elaborado pela autora. Segmentos do ileo de camundongos Swiss (A) e C57BL/6 (B) foram
coletados para avaliar a expressao génica de Racl por qPCR. Observa-se que a toxina A do
Clostridium difficile ndo altera a expressédo génica de Racl no ileo de camundongos Swiss (A) e
C57BL/6 (B). Os valores foram apresentados como médiaz EPM da expressdo génica relativa de
Racl. Utilizou-se Gapdh como gene de referéncia. Para analise estatistica foi utilizado o teste t de
Student.

5.2 PAPEL DO RAC-1 NA INIBICAO DA VIA WNT/B-CATENINA PELA TOXINA A
DO CLOSTRIDIUM DIFFICILE EM CELULAS EPITELIAIS INTESTINAIS (IEC-6)

5.2.1 Efeito da toxina A do Clostridium difficile na viabiliadade de IEC-6

Primeiramente, avaliou-se a viabilidade por meio do teste de MTT para
determinar a melhor concentragdo de toxina A ser utilizada nos demais parametros
deste estudo. Partindo de concentracbes ja utilizadas por estudos anteriores
(TINOCO-VERAS et al., 2017; LIMA et al, 2014; SANTOS et al., 2013; BRITO et al.,
2005), observou-se que as concentracdes de 50 e 100 ng/mL reduziam (p<0,0001) o
percentual de viabilidade celular em torno de 55 e 66% respectivamente comparada
ao grupo controle. Ambas as concentracdes foram estatisticamente diferentes do
controle positivo de morte (DMSO), indicando que uma dessas concentracdes pode
serutilizada para a avaliacdo dos demais parametros (Figura 23).

Dessa forma, optou-se pela concentracdo de 50 ng/mL da toxina A do

Clostridium difficile para avaliar os demais parametros.
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Figura 23: Toxina A do Clostridium difficile reduz a viabilidade de IEC-6 de forma
dose-dependente.
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Fonte: Elaborado pela autora. IEC-6 (104 células/poco) foram incubadas com toxina A do Clostridium
difficile (10, 50 ou 100 ng/mL) por 24h. Decorrido este tempo a viabilidade das células foram
avaliadas por meio do ensaio de MTT. DMSO foi utilizado como controle positivo de morte celular. Os
valores foram apresentados como + EPM do percentual de viabilidade celular. Para andlise estatistica

foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni (**p<0,0001).

5.2.2 Efeito da transfeccdo de IEC-6 com pcDNA3-EGFP-Racl-Q61L na
modulacdo da via Wnt/B-catenina em células expostas a toxina A do

Clostridium difficile

Para avaliar se Racl esta envolvido na inibicdo da ativacdo da via Wnt/B-
catenina pela toxina A do Clostridium difficle em IEC-6, as células foram
transfectadas com o plasmideo pcDNA3-EGFP-Racl-wt para suprarregular a
expressao de Racl, uma vez que essa toxina inibe a atividade de Racl. Conforme
apresentado na figura 24, IEC-6 foram transfectadas com o plasmideo de RAC-1

com éxito.
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Figura 24: IEC-6 transfectadas com o plasmideo pcDNA3-EGFP-Rac1-Q61L.

cDNA3-EGFP-Rac1-Q61L

Fonte: Elaborado pela autora. IEC-6 foram transfectadas com pcDNA3-EGFP-Rac1-Q61L. Apos 18h,
a imagem das células contendo os plasmideo (verde) foi adquirida em microscépio de

imunofluorescéncia.

Confirmada a transfeccéo, realizou-se o ensaio de ensaio de luciferase
TOP/FOP/Flash para avaliar diretamente a ativagdo da via Wnt/B-catenina.
Conforme apresentado na figura 25, em células transfectadas apenas com o vetor
pcDNA3, o meio condionado com Wnt-3a aumentou (p<0,0001) a ativacdo da via
canbdnica de Wnt/B-catenina, comparada as células incubadas com o meio de
Células L ndo mutadas, ao passo que toxina A do Clostridium difficile reduziu
(p<0,0001) consideravelmente a ativagéo dessa via por Wnt3a comparado ao grupo
incubado apenas com o meio condicionado.

Ao transfectar IEC-6 com o plasmideo pcDNA3-EGFP-Racl-Q61L,
observou-se que a suprarregulacdo de Rac-1 mediada por esse plasmideo reverteu
a inibicdo da via Wnt/B-catenina induzida pela toxina A do Clostridium difficile, uma
vez que ndo houve diferenca estatistica entre as células incubadas com o meio
condicionado com Wnt3a na auséncia ou presenca de toxina A (Figura 25). Vale
ressaltar que apenas a toxina A ou a transfeccdo do plasmideo pcDNA3-EGFP-

Racl-wt na auséncia do meio condicionado com Wnt-3a nédo foram capazes de
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ativar a via Wnt/pB-catenina (Figura 25). Devido a isso, 0os demais parametros desse

estudo foram realizados com meio condicionado com Wnt-3a.

Figura 25: Tranfeccdo de IEC-6 com o plasmideo pcDNA3-EGFP-Racl-Q61L, na
presencga de agonista da via, reverte a inibicdo da via Wnt/B-catenina induzida pela

toxina A do Clostridium difficile.
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Fonte: Elaborado pela autora. IEC-6 (1,2x10" células/poco) foram transfectados simultaneamente
com TOPFlash/FOPFlash/ pRLTK/ pcDNA3-EGFP-Racl-Q61L ou TOPFlash/FOPFlash/ pRLTK/
pcDNAS3. Apos 18h de transfeccéo, as células foram incubadas com meio de células L ndo mutadas
ou meio condicionado com Wnt3a, na presenca ou auséncia de toxina A (50 ng/mL) de Clostridium
difficile. Apés 24h de incubac&o, realizou-se o ensaio de luciferase TOP/FOP/Flash. Os valores foram
apresentados como + EPM da unidade relativa de luciferase. Para andlise estatistica foi utilizado o

teste one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni (**p<0,0001).
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5.2.3 Efeito da transfeccdo de IEC-6 com pcDNA3-EGFP-Racl-Q61L na
translocacdo nuclear de B-catenina em células expostas a toxina A do

Clostridium difficile

Para verificar se a transfeccao do plasmideo pcDNA3-EGFP-Rac1-Q61L
na presenca do meio condicionado com Wnt3a aumentou a translocagéo nuclear de
B-catenina na IEC-6 expostas a toxina A do Clostridium difficile, realizou-se a
imunofluorescéncia para [(-catenina para verificar a sua localizacdo celular.
Conforme apresentado na figura 26, em IEC-6 transfectadas com pcDNA3-EGFP-
Racl-Q61L, observa-se que na presenca apenas do meio condicionado com Wnt3a
ha uma elevada expressao de B-catenina no ndcleo dessas células. No entanto, ao
incubar apenas com a toxina A do Clostridium difficile, na maioria das células néo foi
observado B-catenina no ndcleo, sendo esse efeito revertido, pela incubacdo com o
meio condicionado com Wnt-3a e transfeccdo com pcDNA3-EGFP-Racl-Q61L

simultaneos.
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Figura 26: Transfeccdo de IEC-6 com o plasmideo pcDNA3-EGFP-Racl-Q61L, na
presenca de Wnt-3a, reverte a inibicdo da translocagdo nuclear de [(-catenina

induzida pela toxina A do Clostridium difficile.
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Fonte: Elaborado pela autora. Microscopia confocal por imunofluorescéncia de células IEC-6

transfectadas com pcDNA3-EGFP-Rac1-Q61L incubadas com meio condicionado Wnt3a ou meio de
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células L ndo mutadas na presenca ou auséncia de toxina A (50 ng/mL) do Clostridium difficile. O
sinal de B-catenina é vermelho enquanto o ndcleo é corado em azul por DAPI. Todos os painéis,
exceto o Ultimo painel (1000x) isolado, foram obtido na magnificAncia de 400x. A Ultima
fotomicrografia (3D) mostra a presenca de B-catenina no ndcleo de células transfectadas com o
plasmideo pcDNA3-EGFP-Racl1-Q61L e incubadas com Wnt-3a e toxina A.

5.2.4 Efeito da transfeccdo de IEC-6 com pcDNA3-EGFP-Racl-Q61L na

proliferacédo de IEC-6 expostas a toxina A do Clostridium difficile

Para verificar se a transfeccdo do plasmideo pcDNA3-EGFP-Racl1-Q61L,
na presenca do meio condicionado com Wnt3a, € capaz de aumentar a proliferacéo
de células IEC-6 expostas a toxina A do Clostridium difficile, realizou-se a
imunocitoquimica para Ki67, uma proteina expressa no nucleo de células em
proliferacéo.

Conforme apresentado na figura 27, observou-se que 0 meio
condicionado com Wnt-3a aumentou o numero de células positivas para Ki67 (letra
B, F), na presenca ou auséncia do plasmideo pcDNA3-EGFP-Racl-Q61L,
comparado aos grupos transfectados apenas com pcDNA3 ou pcDNA3-EGFP-Racl-
Q61L. Comparado a estes grupos, notou-se ainda que a toxina A do Clostridium
difficile diminuiu a imunomarcacao de Ki67 em IEC-6 ( letra C,G), na presenca ou
auséncia do plasmideo pcDNA3-EGFP-Racl-Q61L. No entanto, a transfeccdo de
pcDNA3-EGFP-Racl-Q61L foi capaz de reverter os efeitos da toxina A do
Clostridium difficilena presenca do meio condicionado com Wnt3a (letra H).
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Figura 27: Tranfesc¢do de IEC-6 com o plasmideo pcDNA3-EGFP-Racl-Q61L, na
presenca de Wnt-3a, reverte a inibicdo da proliferacdo celular induzida pela toxina A

do Clostridium difficile.
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incubadas com meio condicionado Wnt3a ou meio de células L ndo mutadas, na presenga ou
auséncia de toxina A (50 ng/mL) do Clostridium difficile por 24h, foram processadas para a realizagao

de imunocitoquimica de Ki67. Barra representa 100 pum.
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6. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo mostram que a toxina A do Clostridium difficile
€ capaz de alterar distintamente a expressao de componentes da via Wnt/3-catenina
em camundongos de diferentes linhagens (Swiss e C57BL/6), afetando
principalmente a translocagdo nuclear de [B-catenina e a expressdo de genes
envolvidos na proliferacdo celular. Em adicdo, evidenciou-se que a expressao
aumentada de Racl na presenca de agonista enddgeno € capaz de reverter a
inibicdo da via Wnt/B-catenina e proliferacéo celular induzida por essa toxina in vitro.

A literatura vem mostrando que a toxina A do Clostridium difficile inibe a
migracao e proliferacdo de células epiteliais intestinais, que sao importantes para
manutencdo e reparo da barreira epitelial intestinal (BRITO et al., 2005; LICA et
al., 2011), porém o mecanismo envolvido nessa inibicdo ndo havia sido explorado
até o trabalho de Lima e colaboradores (2014) que mostrou que toxina A do
Clostridium difficile inibia a via do Wnt-B-catenina.

Vias de sinalizagdo como Wnt/B-catenina, Notch, proteinas associadas
a Hippo/Yap e fator de crescimento de transformacéo-f (TGF-B) estdo envolvidos
na regeneracao epitelial (JOHNSON; HALDER, 2013; BADDOUR; SOUSOUNIS;
TSONIS, 2012). A ativagdo da via de Wnt/pB-catenina é imprescindivel para a
renovacdo do epitélio colénico (HUMPHRIES e WRIGHT, 2008). A renovacédo do
epitélio intestinal depende de células progenitoras que residem na base das criptas
colbnicas e que, posteriormente, irdo se diferenciar em colondcitos maduros. Para
que ocorra proliferacdo dessas células, a via de Wnt/B-catenina precisa estar
ativada, levando ao aumento da expressdo de moléculas-chave do ciclo celular,
como ciclina D1 e c-MYC (BARKER; CLEVERS, 2006; HUMPHRIES; WRIGHT,
2008).

Dentre as vias de sinalizagc&do envolvidas na proliferacéo e regeneracéao
epitelial, Lima e colaboradores (2014) demonstrou que a toxina A do Clostridium
difficile inibe a via Wnt/ B-catenina mesmo na presenca de ativadores como Wnt-
3a;cloreto de litio (inibidor de GSK-3pB); ou inibidor inespecifico de caspase (z-VAD-
fmk). Esse estudo demonstrou que a inibicdo ocorre tanto em uma linhagem né&o
neoplasica de células epiteliais intestinalis de rato (IEC-6) como em uma linhagem
celular neoplasica intestinal humana (RKO). Esse dado foi mostrado pelo ensaio do

TCF reporter e confirmado pela imunofluorescéncia com auséncia de
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imunomarcacao para -catenina no ndcleo das células IEC-6, na presenca de toxina
A. Neste artigo também foi demonstrado, por Western blotting, que a toxina A causa
diminuicdo de B-catenina e c-Myc (gene alvo da via do Wnt). Além disso, este
trabalho demonstrou que toxina A continua inibindo a via do Wnt-B-catenin mesmo
na presenca do um inibidor inespecifico de caspase (z-VAD-fmk), sugerindo que
esse efeito é independente de caspases e ndo decorre do processo de morte
celular. Além do mais, a toxina A inibiu a via do Wnt/ 3-catenin na presenca de [3-
catenina constitutivamente ativa, sugerindo que a inibicdo poderia estar ligada a
translocacdo dessa proteina para o nucleo, na qual as Rho GTPases principalmente
Rac-1 tem um papel fundamental (HUANG e HE, 2008; WU et al., 2008).

Sabendo-se da importancia de Racl para a ativagdo da via Wnt/B-
catenina e que a transfeccdo de células epiteliais intestinais com Racl constitutivo
preveniu os efeitos citopaticos induzidos pela toxina B do Clostridium difficile
(HALABI-CABEZON et al., 2008), investigou-se se Racl esta envolvido na inibi¢do
dessa via pela toxina A do Clostridium difficile in vitro.

Interessantemente, encontrou-se que apenas a transfeccdo de células
epiteliais intestinais com Racl constitutivo, pcDNA3-EGFP- Racl-Q61L, n&o foi
capaz de ativar a via Wnt/3-catenina e nem estimular a proliferacao celular, ambos
inibidos pela toxina A do Clostridium difficile. No entanto, na presenca de Wnt-3a, a
transfeccdo de células epiteliais intestinais de rato (IEC-6) com Racl constitutivo,
pcDNA3-EGFP- Racl-Q61L Racl reverteu os efeitos inibitérios dessa toxina na via
Wnt/B-catenina, conforme demonstrado pelo ensaio do TCF reporter. Observou-se
na imunofluorescéncia, que na presenca do Racl constitutivo, quando a via foi
estimulada por Wnt3a, houve translocacdo e [B-catenina para o nucleo e proliferacao
celular mesmo na presenca de toxina A. Esse dado mostra claramente que o efeito
inibidor da toxina A sobre a via do WntB-catenina € mediada por sua ac¢ao inibidora
de Rac-1. Similares resultados foram evidenciados em cultura de células
embriogénicas renais, HEK 293, onde foi investigado o mecanismo pelo qual Racl
estimula a interacdo B-catenina/TCF (JAMIESON et al., 2015).

Segundo dado da literatura, toxina B mostrou inibe a via Wnt/B-
catenina por ligar-se ao receptor Frizzled-7 (FZD-7) no epitélio colénico. A toxina B
se liga ao sitio de ligagdo do Wnt, conhecido como dominio rico em cisteina (CRD),

com uma grande afinidade para FZD 1, 2 e 7. Além de se ligar a esse receptor,
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impedindo a ligagéo de ativadores da via, como Wnt-3a, essa toxina mostrou utiliza-
lo como meio para ser internalizada dentro dessas células (TAO et al., 2016).
Diferente da toxina B, toxina A ndo tem apresentado afinidade por FZD-7, ou outros
receptores dessa familia, como FZD-1 ou FZD-2 (GUPTA et al., 2017).

Além de participar da translocacdo de B-catenina para o nucleo, dados da
literatura mostram que em células de carcinoma de célon humano que possuem a
via de Wnt constitutivamente ativada, o uso de dominante negativo de Racl inibe a
transcricao dos genes alvo de B-catenina (ESUFALI e BAPAT, 2004) e a inibicdo de
um regulador negativo de Racl (RacGAP50C) promoveu a sinalizacdo canonica de
Wnt em embrides de Drosofila (JONES e BEJSOVEC, 2005). Em outro estudo
realizado com Drosophilas, Racl foi suficiente para estimular a proliferacdo e
regeneracdo de ceélulas tronco intestinais dependente de espécies reativas de
oxigénio (MYANT et al., 2013). Ademais, sabe-se que a ativacdo de JNK mediada
por Racl culmina com fosforilacéo e translocacdo de B-catenina para o nucleo (WU
et al., 2008). Wnt-3a (ligante da via de Wnt) foi descrito por promover a ligacao de
Racl ao GTP e, apés ativacdo da via pelo ligante, Tiaml (regulador positivo de
Racl) foi encontrada coprecipitada com B-catenina (BUONGIORNO et al., 2008).
DOCKA4, regulador negativo de Racl, foi observado como um dos integrantes do
complexo de destruicdo de B-catenina (UPADHYAY et al., 2008).

Adicionalmente as Rho GTPases também sdo necessérias para a
fosforilacdo do co-receptor LRP5/6, imprescindivel para a ativacdo da via de Wnt/B-
catenina, e a sintese do lipideo PIP2 estd envolvida neste processo
(SCHELSSINGER et al., 2009). A sintese de PIP2 requer a atividade consecutiva de
duas kinases, PIP4K e PIP5K, que, por sua vez, sdo ativadas por Rho e Racl
(SCHELSSINGER et al., 2009). Portanto a inativacdo de Racl ou outras Rho
GTPases por toxina A do Clostridium difficile pode interferir em vérias etapas da via
do Wnt/B-catenina e a continuidade dos estudos poderédo esclarecer seu papel e
colaborar com o entendimento da patogénese da lesdo induzida por essa toxina bem
como esclarecer passos da biologia celular ligada a participacdo de Rho GTPases
na via do Wnt/B-catenina.

Os achados deste estudo mostram o mecanismo pelo qual a toxina A do
Clostridium difficile inibe a via Wnt/B-catenina. Ao inibir Racl, toxina A reduz a

translocacao nuclear de B-catenina mediada por essa Rho GTPase, impossibilitando
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que a via seja ativada pelo seu agonista Wnt-3a, resultando em reducdo da
proliferagdo celular que culmina no rompimento da barreira epitelial intestinal.
Enquanto que a suprarregulacdo de Racl constitutivo, que nao € glicosilado por
essa toxina, na presenca de Wnt-3a é capaz de reverter os efeitos dessa toxina na
via Wnt/B-catenina e proliferacao celular.

Sabendo-se que a toxina A do Clostridum difficile inibe essa via em
células epiteliais intestinais in vitro é obvio o questionamento sobre a inibicdo da via
in vivo. Dessa forma, investigou-se se a toxina A do Clostridium difficile € capaz de
alterar componentes da via Wnt/ B-catenina em duas linhagens de camundongos
(Swiss e C57BL6), uma vez que o estudo em linhagens de células nem sempre
reflete de fato no que ocorre no ambiente in vivo, onde as células epiteliais
interagem com componentes do sistema imune e microbiota intestinal. Além disso, o
epitélio intestinal € formado por diferentes células (enterdcitos, células
enteroenddcrinas, células caliciformes, céulas de Paneth e células tronco-intestinais)
gue estdo em constante processo de proliferacdo, migracdo e diferenciacdo que
ocorrem de forma coordenada para a renovacdo desse tecido (GREGORIEFF;
CLEVERS, 2005).

Assim, utilizou-se o modelo de alca ileal para induzir ileite induzida pela
toxina A do Clostridium difficile. Esse modelo € amplamente utilizado com a
finalidade de investigar os diversos mecanismos envolvidos na lesédo induzida por
essa toxina no intestino (TINOCO et al., 2017; KOON et al., 2014; JUNQUEIRA et
al., 2011; MEDEIROS et al., 2011; MYKONIATIS, 2003).

No presente estudo, diferentes doses de toxina A foram utilizadas
dependendo da espécie de camundongos (Swiss 50 ug e C57BL/6 10ug) devido a
diferente susceptibilidade dessas espécies para desenvolver a lesdo intestinal
induzida por essa toxina. Em ambas as espécies, as doses utilizadas promoveram
importantes alteracdes histologicas, como perda da integridade das vilosidades e
das criptas intestinais, bem como, formacdo de intenso infiltrado de células
inflamatorias, como mostrado por estudos prévios em camundongos Swiss (TINOCO
et al.,, 2017) e C57BL/6 (KOON et al., 2014; WARNY et al., 2000), administrando
doses semelhantes.

Confirmado o efeito da toxina A do Clostridium difficile no ileo de
camundongos, prosseguiu-se o estudo investigando as alteracdes induzidas pela

toxina A do Clostridium difficile em componentes da via Wnt/B-catenina. No presente
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estudo, evidenciou-se diferentes respostas de camundongos Swiss e C57BL/6
quando expostos a essa toxina no que concerne a expressdo de [B-catenina e de
genes alvos da via Wnt/B-catenina (LGRS, ciclina D1 e c-MYC).

De forma semelhate aos achados evidenciados neste estudo, diferencas
entre espécies de camundongos tem sido demonstrado em modelo de cicatrizacéo
de feridas pés-infarto do miocardio (BORNE et al., 2009), infeccéo hepatica induzida
por Plasmodium berghei (SCHELLER; WIRTZ; AZAD, 1994), assim como na
angiogénese e inflamacdo de feridas em modelo experimental de diabetes
(ALMEIDA et al., 2017) e de biocompatibilidade (MARQUES et al., 2011).

Essas diferencas encontradas nas espécies de camundongos podem ser
resultado de alteracdes genéticas que podem influenciar em parametros fisiologicos
ou patolégicos (MARQUES et al., 2011; PAL-GHOSH, 2008; MASINDE et al., 2006;
LI et al., 2004).

No camundongo C57BL/6 a toxina A reduziu significativamente a
expressdo de B-catenina bem como sua translocacdo para o nucleo, sugerindo uma
inibicdo da via Wnt/B-catenina. Em camundongos Swiss, entretanto, a toxina A do
Clostridium difficile aumentou a expressdo de [-catenina. Pela imunohistoquimica,
esse aumento foi observado, principalmente, no citoplasma de células do epitélio
intestinal. De acordo com o dado em camundongo Swiss apresentado aqui, a
expressao proteica aumentada de B-catenina foi demonstrada na colite experimental
induzida por DSS, assim como em biopsias de pacientes com colite ulcerativa
(BRADFORD et al., 2017).

No entanto, diferente do que foi observado neste estudo, na colite
ulcerativa ha aumento da translocacéo de B-catenina para o nucleo de células da
cripta intestinal (BRADFORD et al., 2017; BROWN et al., 2010). A patogénese da
colite ulcerativa e da leséo intestinal induzida pelas toxinas do C. difficile apresentam
mecanismos distintos. Vale enfatizar que a colite ulcerativa é considerada uma
subcategoria de doenca inflamatoria intestinal com potencial risco de cancer
associado a colite.

Em camundongos, foi evidenciado que a manuntencéo da proliferacéo de
células epiteliais intestinais na fase adulta é dependente da via Wnt/3-catenina, uma
vez que camundongos nocautes de [B-catenina ou TCF4 apresentaram reduzida
proliferacéo nas criptas (TAO et al., 2014; VANES et al., 2012).



84

Apesar da aumentada expresséo proteica de B-catenina no ileo de
camundongos Swiss, ndo houve aumento da proliferagdo celular e nem da
expressao de genes alvos dessa via. Esse achado indica que apenas niveis
proteicos aumentados de [(-catenina ndo s&o suficientes para estimular a
transcricdo de genes alvos da sinalizacdo Wnt. A translocacdo dessa proteina
para o nucleo é essencial para ativar a via.

A via de Wnt/pB-catenina constitui um instrumento fundamental para
controlar o desenvolvimento apropriado e a manutencédo dos tecidos de embrides e
adultos, inclusive do epitélio intestinal. Isso se da por meio de uma série de genes
gue promovem 0 controle espacial e temporal do crescimento, movimentacao e
sobrevivéncia celular. Se esses genes forem expressos continuamente, ocorre
ativacdo aberrante da via de Wnt, provocando um crescimento descontrolado, que
pode culminar com desenvolvimento de cancer em tecidos como co6lon, mama, pele
e ovarios (BARKER; CLEVERS, 2006).

A ativacdo da via de Wnt depende da secrecdo de proteinas da familia
Wingless (Wnt) que se ligam ao complexo Frizzled (Fzd) de receptores na superficie
da célula-alvo para ativar distintos mecanismos intracelulares por meio da via
canbnica ou de vias ndo-candnicas, sendo que a composicdo especifica do
complexo Wnt/Fzd determina qual delas sera ativada (HUANG; HE, 2008). Por outro
lado, na presenca de Wnt, forma-se um complexo com o receptor Fzd e o co-
receptor LRP 5/6 que se liga a proteina Dishevelled (Dvl), responsavel por realocar a
Axina do complexo de destruicdo para a membrana celular. Isso impede que a
B—catenina seja degradada e permite que ela se acumule no citoplasma e entre no
nucleo (HUANG; HE, 2008). Provavelmente, devido a elevada expressdo de B-
catenina no citoplasma de células epiteliais intestinais expostas a toxina A do
Clostridium difficile, sugere-se que a ligacdo de Wnt-3a aos seus receptores
encontra-se preservada.

No nucleo, B-catenina interage com membros da familia Tcf/Lef,
convertendo as proteinas TCF em potentes ativadores transcripcionais ao recrutar
proteinas co-ativadoras, levando a uma eficiente ativacdo dos genes alvo da via de
Wnt, incluindo c-MYC, ciclina-D1, LGRS, survivina, bcl-2, Racl, Rho, Cdc42, dentre
outros (BUONGIORNO et al., 2008; HUANG; HE, 2008; BARKER; CLEVERS, 2006).
Dentre estes genes, no presente estudo investigou-se a expressao de c-Myc, ciclina
D1, LGR5 e Racl.
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Apos o desafio com toxina A do Clostridium difficile A, evidenciou-se
reduzida expressdo génica de ciclina D1 e cMyc no ileo de camundongos Swiss e
C57BL/6, respectivamente. No entanto, em camundongos Swiss houve uma reducéo
nao significativa da expressdo de c-Myc e LGR5. Diferente do que foi observada
nessa linhagem, em camundongos C57BL/6 observou-se aumentada expresséo de
LGR5. De forma semelhante, porém em estudo in vitro, foi demonstrado que toxina
A do Clostridium difficile reduz a expresséo de c-Myc (LIMA et al., 2014).

Camundongos nocautes para c-Myc morrem no periodo embrionério
(STAPPENBECK; MILLS; GORDON, 2003). Além do seu papel na proliferacdo
celular, c-Myc tem demonstrado importante papel na diferenciacdo celular por meio
da sinalizacdo de TCF-4 em cultura de células epiteliais intestinais (BETTESS et al.,
2005; WETERING et al., 2002).

Assim como c-Myc, ciclina D1 regula a proliferacao celular. O ciclo celular
das células eucaritticas é composto pela primeira fase GAP (G1), fase de sintese do
DNA (S), segunda fase GAP (G2) e mitose (M). Ciclina D1 liga-se a quinases
dependentes de ciclina (CDKs), promovendo a progresséao da fase G1 para a fase S
(SHERR, 2000).

LGR5 é um marcador de células-tronco intestinal e receptor para R-
espodina, um agonista endégeno da via Wnt/B-catenina (BARKER et al., 2007). A
interacdo de R-espondina com o receptor LGR5 resulta na neutralizacdo de Rnf43 e
Znrf3, duas ligases E3 transmembrana, que removem receptores Wnt da superficie
de células tronco-intestinais (YAN et al., 2017; LAU et al., 2014). Estudos prévios
tem relacionado a regulacdo da expressao génica de LGRS, principalmente, a via
Wnt/B-catenina, porém os achados deste estudo sugerem que h& outro fator
regulador em camundongos C57BL/6. Portanto, mais investigacfes sdo necessarias
para identifica-lo.

Assim como R-espondina, Wnt-3a é outro agonista endogeno da via
Wnt/B-catenina, ambos séo sintetizados pelas células de Paneth. Esta encontra-se
localizada na base das criptas intestinais (SATO et al.,, 2013; FARIN; VAN
ES; CLEVERS, 2012).

Para investigar, se a inibicao da via Wnt/B-catenina induzida pela toxina A
do Clostridium difficile no ileo de camundongos tem alguma relagcdo com a reducao
de Wnt-3a, realizou-se imuno-histoquimica para este agonista. Os achados deste

estudo mostraram aumento da expressdo de Wnt-3a em resposta a toxina A em
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células da lamina prépria e do epitélio intestinal. Wnt-3a, além de ser sintetizado por
células de Paneth, pode ser produzido por macréfagos do tipo M2 (KOCH, 2017;
COSIN-ROGER et al., 2016; COSIN-ROGER et al., 2013). Possivelmente, um dos
tipos de célula evidenciados na lamina propria do ileo de camundongos expostos a
toxina A do Clostridium difficile sGo macrofagos. Esse resultado nao diferiu entre as
linhagens de camundongos estudadas. De forma semelhante, expressao aumentada
de Wnt-3a foi observada em biopsias de pacientes com colite ulcerativa (YOU et al.,
2008). O aumento de expressdo de Wnt-3a no tecido ileal de camundongos em
resposta a toxina A, a semelhanca do que é encontrado em pacientes com colite
ulcerativa, pode ser uma resposta do hospedeiro a lesdo, na tentativa de induzir
proliferacéo celular e cicatrizacao.

Associado a esses achados, evidenciamos reduzida proliferacao celular
na cripta ileal de camundongos Swiss e C57BL/6 expostos a toxina A do C.difficile,
mesmo na presenca de aumento de expresséao do ativador a via Wnt3a.

As alteragcbes de componentes da via Wnt/B-catenina no ileo de
camundongos submetidos a ileite induzida pela toxina A do Clostridium difficile
ocorreram concomitantemente as alteragcfes histoldégicas e reduzida proliferacao
celular na cripta ileal que podem estar diretamente relacionadas ao bloqueio da via,
diminuicao de proliferacdo e a incapacidade de reparo.

Sabendo-se que Rac1 medeia a translocagao de (-catenina para o nucleo
(HENDERSON; FAGOTTO, 2002) e que Rac-1 é uma proteina cujo gene € alvo da
via Wnt/B-catenina, investigou-se, primeiramente se a sua expressao se encontra
alterada no ileo de camundongos submetidos a ileite induzida pela toxina A do
Clostridium difficile. Os achados do presente estudo demonstraram que a expressao
de Racl ndo é alterada pela toxina A do Clostridium difficile. No entanto, a inibicdo
da atividade de Rac-1 por toxina A é amplamente demonstrada na literatura (CHEN
et al., 2016; GENISYUEREK et al., 2011; EGERER et al., 2007; REINEK et al., 2007,
SEHR et al., 1998).

Nossos dados in vivo mostram que em camundongos C57BL/6, a toxina A
do Clostridium difficile reduz a expresséao de B-catenina conforme demonstrada por
PCR, reducdo de imunomarcacdo dessa proteina para o nucleo, reducdo de
expressdo de cMyc (gene alvo da via Wnt/B-catenina) e da expressao de ciclina D1

e inibicdo da proliferagcdo celular. Tudo isso associado ao aumento da
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imunomarcacao para Wnt3a, agonista da via. Esses dados mostram uma clara
inibicdo da via do Wnt/B-catenina em camundongos C57BL/6.

Em camundongos Swiss, nossos dados mostram um aumento de [-
catenina no tecido total, associada a diminuicio dos genes alvo da via
principalmente ciclina D1, tanto por PCR quanto na imuno-histoquimica, inibe
proliferagcdo celular, mesmo na presenca de expressdao aumentada de Wnt-3a,
também sugerindo uma inibicdo da via do Wnt/B-catenina.

Este trabalho contribuiu para compreensdo da patogénese da doenca
induzida pelo Clostridium difficile e sugere que a modulacdo de Rac-1 e da via
Whnt/beta catenina podem ser importantes alvos para tratamento farmacoldgico da
lesé@o induzida por toxina A do Costridium difficile.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os achados obtidos pelo presente estudo conclui-se que:

>

« A toxina A do Clostridium difficile causa reducdo da expressédo de B-catenina,

L)

reducdo de imunomarcacao dessa proteina no nucleo, reducdo de expressao de
cMyc (gene alvo da via Wnt/B-catenina) e de ciclina D1 e inibicdo da proliferacao
celular, mesmo na presenca de expressdo aumentada de Wnt-3a agonista da via
em camundongos C57BL/6, indicando a inibicdo da via Wnt/B-catenina;

s Em camundongos Swiss, nossos dados mostram um aumento de -catenina no
tecido total, associada a diminuicdo de ciclina D1, bem como reducdo da
proliferagdo celular, mesmo na presenca de expressao aumentada de Wnt-3a,
também sugerindo uma inibicdo da via Wnt/B-catenina,

% Toxina A ndo causou alteracdo da expressao génica de Racl nas duas linhagens
de camundongos;

s Em células epiteliais intetinais de rato (IEC-6), a supra-regulacdo de Rac-1
reverte os efeitos da toxina A na presenca de Wnt-3a com consequente
translocacdo de B-catenina para o nucleo e aumento da proliferacdo cellular,
sugerindo gque a toxina A inibe a via Wnt/B-catenina por seu efeito inativador de

Rac-1 conforme modelo a seguir:
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APENDICE A

Universidade Federal do Ceara
Comiss&o de Etica em Pesquisa Animal — CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Tedfilo
Cep: 60430-970 Fortaleza-CE
Tel: (85) 3366.8331 Fax: (85) 3366.8333

DECLARACAO

Declaramos que o protocolo para uso de animais em experimentacao
n°19/14, sobre o projeto intitulado: “PAPEL DAS CELULAS DE PANETH NA
MUCOSITE INDUZIDA PELO IRINOTECANO E ENTERITE INDUZIDA PELA
TOXINA A DO CLOSTRIDIUM DIFFICILE EM CAMUNDONGOS”, de
responsabilidade de Silvania Maria Mendes Vasconcelos, esta de acordo com
os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagédo Animal (COBEA).

Declaramos ainda que o referido projeto foi aprovado pela Comisséao
de Etica em Pesquisa Animal — CEPA — em reunido realizada em 16 de maio
de 2014.

Fortaleza,26 de maio de 2014.

Profa. Dra. Nylan 1a Nunes de Alencar
Coordenadora da Comissao de Etica em Pesquisa Animal — CEPA
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UNIVERSIDADE Comissio de Etica no
FEDERAL po CEARA Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "PAPEL DO RAC1 NAS ALTERAGOES DA VIA WNT/ B-CATENINA EM MODELOS IN VIVO E IN
VITRO INDUZIDA PELA TOXINA A DO Clostridium difficile", protocolada sob o CEUA n2 2727150218 (o 000156), Sob a responsabilidade
de Gerly Anne de Castro Brito - que envolve a produgdo, manutengao e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de
8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
do Ceard (CEUA-UFC) na reunido de 28/03/2018.

We certify that the proposal "RAC1 ROLE IN THE ALTERATIONS OF THE WNT/ B-CATENINA VIA IN IN VIVO MODELS AND IN VITRO
INDUCED BY TOXIN A Clostridium difficile", utilizing 48 Isogenics mice (48 females), protocol number CEUA 2727150218 (1o 000156),
under the responsibility of Gerly Anne de Castro Brito - which involves the production, maintenance and/or use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is
in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal
University of Cearad (CEUA-UFC) in the meeting of 03/28/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 03/2018 a 03/2020 Area: Departamento de Morfologia

Origem: Biotério Setorial da FAMED

Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Fémeas idade: 21 a 28 dias N: 24
Linhagem: C57BL/6 Peso: 20a25¢g

Origem: Biotério Setorial da FAMED

Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Fémeas idade: 21 a 28 dias N: 24
Linhagem: C57BL/6 Peso: 20a25¢g

Local do experimento: NEMPI - Nicleo de Estudos em Microscopia e Processamento de Imagem - do Departamento de Morfologia
da Faculdade de Medicina da UFC

Fortaleza, 28 de margo de 2018

Monde Mot Bods iginias Ok Covins G

Prof. Dr. Alexandre Havt Binda Profa. Dra. Virginia Cladudia Carneiro Girdo
Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comisséo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal do Ceara Universidade Federal do Ceara

Rua Coronel Nunes de Melo, 1127, Rodolfo Teéfilo - Fortaleza/CE : CEP 60430-270 - tel: 55 (85) 3366-8331
Horério de atendimento: SEG a SEX, das 09h as 13h e das 14h as 18h : e-mail: ceuaufc@gmail.com
CEUAN 2727150218
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Farmacos

Fabricante

Cédigo do produto

Cloridrato de cetamina 10% (Cetamin®)

Syntec

Xilazina 2% (Calmin®)

Agener Uniédo




Reagentes e materiais

104

Reagentes/materiais Fabricante Cddigo do produto
2-Mercaptoetanol Biorad 1610710
30% de Bis-acrilamida Biorad 1610154
Albumina sérica bovina Sigma-Aldrich A2153-100
Clarity Western ECL Substrate Biorad 1705060
DAB Dako K3468
Dako Pen Dako 52002
Diluente do anticorpo Spring Bioscience ADS-125
Glicina Biorad 1610718
High Capacity cDNA(KIit de transcriptase reversa) | Applied biosystems 4368814
Inibidor de protease Sigma-Aldrich P8340
Kit de dosagem de proteina Thermo Scientific 23227
Kit de extragéo do RNA Promega Z3105
Membrana de PVDF Biorad 1620177
Papel filtro (Western Blotting) Biorad 1703932
Perdxido de hidrogénio Abcam Ab64218
Persulfato de aménia Biorad 1610700
Precision Plus Protein Kaleidoscope(Western | Biorad 1610375
Blotting)

SDS Biorad 1610301
Solucao de parada (dosagem de citocinas) R&D Systems DY994
Soro de cavalo Sigma-Aldrich H0146-10
SYBER Green PCR master mix Applied biosystems 4309155
Tampao da amostra (Western Blotting) Biorad 1610737
Tampdao de lavagem 25x concentrado (dosagem | R&D Systems 895126
de citocinas)

TEMED Biorad 1610801
Tris Base Promega H5135
Triton-X-100 Sigma-Aldrich T8787
TWEEN 20 Biorad 1706531




Solucdes
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Solucdes

Preparo

Formol tamponado a 10%

6,59 de fosfato de sodio dibasico

49 de fosfato de sédio monobésico

800 mL de agua destilada

Apoés dissolver as substancias, adicionarl00 mL
de formaldeido 37%.

Completar para 1000 mL.

PBS(concentrado 10x)

80g de Cloreto de sédio

29 de KCI

11,49 de fosfato de sédio monobésico
4,5 g de fosfato de sddio dibasico

900 mL de agua destilada

Ajustar o pH para 7,4.

Completar para 1000 mL.

PBS (concentrado 1x)

100 mL de PBS 10x
900 mL de agua destilada

Tampado citrato (concentrado 10x)

29,49 de Citrato de sodio
900 mL de agua destilada
Ajustar o pH para 6,0

Completar para 1000 mL.

Tampao citrato (concentrado 1x)

20 mL de tampdo citrato 10x
180 mL de agua destilada

PBS/0,2% triton-X-100

25 mL de PBS 1x
50uL de triton-X-100

PBS/1% triton-X-100

25 mL de PBS 1x
250uL de triton-X-100




Artigos Publicados no Doutorado como colaboradora

MNogueira et al. Journal of Neuroinflammation (2017) 14:79

DOI 10.1186/512974-017-0854-1 Journal of Neuroinflammation

The involvement of mast cells in the @

irinotecan-induced enteric neurons loss
and reactive gliosis

Ludmila T. Nogueira', Deiziane V. 5. Costa’, Antoniella 5. Gomesg, Conceicao S. Martins®,
Angeline M. H. P. S_ilvaz, Juliana M. CoeIhD-Aguiarl. Patricia Cas_relucci'1, Roberto C. P. Lirna-_lljniors.
Renata F. C Leitdo”, Vivaldo Moura-Neto® and Gerly A. C. Brito”®

Biodsemical Pharmamiogy 145 (2017) 34-45

Contents lists available at ScienceDirect

Biochemical Pharmacology

o

FI SEVTER journal homepage: www.elsavier.com/loecate/bicchempharm

5-Fluorouracil induces inflammation and oxidative stress in the major
salivary glands affecting salivary flow and saliva composition

@

Luana E. Bomfin?, Cintia M. Braga ", Thais A. Oliveira®, Conceicdo S. Martins®, Danielle A. Foschetti®,

Ana A.QA. Santos?, Deiziane V.S. Costa®, Renata F.C. Leitdo ", Gerly A.C. Brito *"<*

* Departitent of Medical Sciencs, School of Medicing, Federal University of Cennd, Farta ke, Ceard, Brazil
® Pustgraduate Program in Momphafunctisnal Seienees, Departinent of Marpholagy, Schaol of Medidie, Federal University of Canrd, Fartales, Ceard, Brazil
“Departinent of Physiolagy and Phannacology, Sehoal of Medicing, Federal University of Ceand, Fartaleza, Ceard, Brazil

Chemico-Bialogical Intersctions 260 (2016) 129140

Contents lists available at ScienceDirect

Chemico-Biological Interactions

ELSEVIER journal homepage: www.elsavier.com/locate/chembioint

Carvacrol reduces irinotecan-induced intestinal mucositis through
inhibition of inflammation and oxidative damage via TRPA1 receptor
activation

Elenice M. Alvarenga ?, Luan K.M. Souza ?, Thiago S.L. Araijo ?, Kerolayne M. Nogueira ?,
Francisca Beatriz M. Sousa #, Alyne R. Araiijo b Conceicao S. Martins ©, Dvison M. Pacifico -,
Gerly Anne de C. Brito ©, Emmanuel P. Souza ©, Damiao P. Sousa ¢,

Jand Venes R. Medeiros = °

* [aboratary of Pharmacalagy of Inflammarion and Gastroiniestinal Disorders (Lafidg). Federal University of Flaui Parnaiba, PL Bzl

® Bioechnology and Bodiversity Center Research, BIOTEC, Federal Urdversity of Piau, Pamaiba, Ff, Brazil

© Pusgraduate Frogram in Morphe functional Sdences, Departnent of Mosphalogy, Racully of Medidine, Federal University Crard, Frtaleza CF Bras
“ Department of Pharmaceutical Sciences, Federal University of Paraiba, Joda Pessa, Paraiba, Bras]
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Biomedicine & Pharmacotherapy 102 (2018) 278-285

Contents lists available at Sciencelirect

Biomedicine & Pharmacotherapy
journal homepage: www.elsevier.com/locate/biopha m |
Epiisopiloturine, an imidazole alkaloid, reverses inflammation and lipid m
peroxidation parameters in the Crohn disease model induced by k=

trinitrobenzenosulfonic acid in Wistar rats

Lucas Rodrigues de Carvalho®, Tarcisio Vieira de Brito®, José Simido da C. Janior®,

Genilson José Dias Jinior®, Diva de Aguiar Magalhares®, Stefany Guimaries Sousa®,

Renan Oliveira Silva", Felipe Rodolfo Pereira da Silva®, Daniel Fernando Pereira Vasconcelos®,
Leiz Maria Costa Véras®, José Roberto de Sousa de Almeida Leite”, Dainesy Santos Martins®,
Conceigao da Silva Martins®, Jefferson Soares de Oliveira', André Luiz dos Reis Barbosa™*

* LAFFEX—Laboramry of manlogy, Mater hmology and Wisdiversity Cemeer Ressarch (BKOTEC), Federal Unhersity of Fai Famaba, 64202
00, PL Brosi
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Brazd
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Contents lists svailable at ScienceDirect

Food Research International

journal homepage: www.elsevier.com/locate/foodres

Lycopene rich extract from red guava (Psidium guajava L.) displays @ T
anti-inflammatory and antioxidant profile by reducing suggestive
hallmarks of acute inflammatory response in mice

Andreanne G. Vasconcelos ?, Adriany das G.N. Amorim ?, Raimunda C dos Santos?, Jessica Maria T. Souza?,
Luan Kelves M. de Souza h,Thiaga de S.L Aradjo h, Lucas Antonio D. Nicolau 5 Lucas de Lima Carvalho®,
Pedro Everson A. de Aquino d, Conceigdo da Silva Martins ®, Cristina D. Ropke r, Pedro Maroos G. Soares ©,
Selma Aparecida S. Kuckelhaus 8, Jand-Venes R. Medeiros ®, José Roberto de S.A. Leite *5*

o Niielen de Pesuisa em Boeliversidavte & Biateenolagia-BIOTEC, Unversida de Federal do Pl LUFPY, Camgrus Minisr Reis Vallasa-CMRV, Pamaia, P Brasil
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* Phymbios Nordeste ITDA, Parnaibe, P, Rrasi]
* frea de Morfalogla da Facubdade de Medicing, Universidade de Braslia-Uhd, Brasilia, DF, Brazil

4-Experimental Surgery

Role of the route of leukotrienes in an experimental model of
oral mucositis induced by 5-fluorouracil®

Viviane Carvalho da Silva', Renata Ferreira de Carvalho Leitdo", Gerly Anne de Castro Brito", Concei¢ao
da Silva Martins", Gildenio Estevam Freire", Karoline Saboia Aragao", Carlos Wagner de Souza Wanderley",
Marcos Rabelo de Freitas"'
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Contents lists available at Science Direct

Biochemical Pharmacology
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journal home page: www.elsevier.com/flocate/biochempharm

Diminazene aceturate, an angiotensin-converting enzyme Il activator, @ —
prevents gastric mucosal damage in mice: Role of the angiotensin-(1-7)/
Mas receptor axis

Luzan Kelves M. Souza®, Lucas AD. Nicolau ”, Nayara A Sousa®, Thiago S.L Aradjo”,
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Archives of Oral Biology
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Anti-inflammatory effect of a fatty acid mixture with high w-9:w-6 @:w.m;
ratio and low w-6:w-3 ratio on rats submitted to dental extraction
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