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RESUMO 
 

 

Clostridium difficile é a maior causa de colite associada ao uso de antibióticos, 
com significante morbidade e mortalidade. Glutamina (Gln), um aminoácido não-essencial, é 
a maior fonte combustível para a dinâmica das células intestinais. Alanil-glutamina (Ala-Gln) 
é um dipeptídeo, altamente solúvel e bem tolerado. O objetivo deste estudo foi analisar as 
alterações induzidas pela toxina A (TcdA) do Clostridium difficile na morfologia e elementos 
do citoesqueleto das células epiteliais intestinais e o efeito do tratamento com Gln e Ala-Gln, 
utilizando técnicas avançadas de microscopia. Placas de cultura de células com doze poços, 
previamente acrescidas de lamínulas de vidro, com diâmetro de 13mm, IEC-6, 5x105 foram 
semeadas e cultivadas por 24 horas em meio DMEM. Depois, as células foram incubadas por 
24h de acordo com os seguintes grupos: Controle,  TcdA (10 ng / mL), TcdA + Gln (10 mM) 
e TcdA + Ala-Gln (10 mM). As células foram fixados em formol a 4% por 14h,  depois foram 
examinados na microscopia de força atômica (AFM), microscopia eletrônica de varredura 
(SEM), microscopia confocal e fluorescente. Para o SEM as amostras foram fixadas  em porta 
amostras fita adesiva de carbono e cobertos com uma película de ouro 15 mm para adquirir 
condutividade por pulverização catódica. Para microscopia  de fluorescência e o confocal, as 
células foram permeabilizadas com PBS/Triton depois foram marcados com RhoA- FITC, 
Faloidina –Rodamina e DAPI e as imagens capturadas através de um microscópio invertido 
de fluorescência ou confocal. Um immunoblotting foi realizado com os mesmos grupos. A 
membrana PVDF foi incubada com o anticorpo RhoA overnight, em seguida ativado pelo kit 
Amershan. O controle protéico foi feito por α-tubulina. Também realizarmos experimentos de 
proliferação celular e estresse oxidativo. Observou-se que a TcdA causa intenso encolhimento 
celular restando múltiplas extensões filamentosas. Esta alteração na forma foi associada ao 
colapso do citoesqueleto de F-actina demonstrada na microscopia de fluorescência. Um 
aumento da produção RhoA foi detectada no grupo tratado com Gln e Ala-Gln. 
Demonstramos que a morfologia das células intestinais e organização do citoesqueleto foram 
dramaticamente alteradas pela TcdA e que a suplementação com Ala-Gln e Gln impediu o 
dano celular epitelial intestinal induzida pela TcdA provavelmente por aumentar a expressão 
RhoA. A TcdA induziu uma redução de 8,4% na proliferação celular, enquanto o Ala-Gln e 
Gln aumentou 13,2% e 12,7%, respectivamente. A TcdA induziu as células ao dano 
oxidativo, que foi revertido com o uso de Gln e Ala-Gln. Nossos resultados fornecem 
justificativa para o uso potencial de Ala-Gln e Gln como terapia adjuvante na doença causada 
pelo Clostridium difficile. Investigação de alterações morfológicas e citoesqueleto usando 
avançadas técnicas de microscopia pode auxiliar na avaliação da atividade de proteção ou 
terapêutica de drogas contra os efeitos TcdA. 

 
 

Palavras- Chaves: Clostridium difficile, Glutamina, Alanil-glutamina, Toxina A e RhoA.   



ABSTRACT 
 

 

Clostridium difficile is the major cause of antibiotic-associated colitis, a disease 
with significant morbidity and mortality. Glutamine (Gln), a non-essential aminoacid, is a 
major fuel for the dynamic intestinal cell population. Alanyl-glutamine (Ala-Gln) is a 
dipeptide that is highly soluble and well tolerated. The aim of this study was to analyze the 
changes induced by Clostridium difficile toxin A (TcdA) in intestinal epithelial cell 
morphology and cytoskeletal element and the effect of Gln and Ala-Gln treatment, using 
advanced microscopic techniques. Twelve well cell culture plates, with 13 mm diameter glass 
coverlids, were seeded with 5x105 IEC-6 cells and grown for 24h in DMEM media. 
Afterwards, the wells were incubated for 24h as follow: control, TcdA (10 ng/mL), TcdA + 
Gln (10 mM) and TcdA + Ala-Gln (10 mM). The cells were than fixed in 4% formaldehyde 
for 14 h and afterwards they were examined by atomic force microscopy (AFM), scanning 
electronic microscopy (SEM) and Fluorescent microscopy. For the SEM the samples were 
fixed to samples holders with carbon adhesive tape and covered with a 15 mm gold film for 
conductivity by sputter. To fluorescent microscopy the cells were permeabilizided with 
PBS/Triton after that they were marked with stained with FITC-RhoA, Rodhamine-phallodin 
and DAPI performed using an inverted fluorescence microscope. An immunoblotting was 
realized with the same groups. The PVDF membrane was incubated with RhoA antibody 
overnight and afterwards activated by Amershan kit. The proteic control was made by α-
tubulin. Also performed experiments of cellular proliferation and oxidative stress. As 
observed by AFM, SEM and Fluorescent microscopy TcdA caused intense cell shrinkage 
with multiple extensions. This change in shape was associated with collapse of the F-actin 
cytoskeleton demonstrated by fluorescent microscopy. An increase of RhoA production was 
detected in the groups treated with Gln e Ala-Gln. We demonstrated that TcdA dramatically 
altered the intestinal cell morphology and cytoskeleton organization and that Ala-Gln and Gln 
supplementation consistently prevented the intestinal epithelial cell damage induced by TcdA 
probably by increasing RhoA expression. The TcdA induced a reduction of 8.4% in cell 
proliferation while the Ala-Gln and Gln increased by 13.2% and 12.7%, respectively. The 
TcdA induced cells to oxidative damage, which was reversed by the use of Gln and Ala-Gln.. 
Our findings provide rationale for the potential use of Ala-Gln and Gln as adjuvant therapy in 
Clostridium difficile disease. Investigation of morphological and cytoskeleton changes using 
advanced microscopic techniques may aid in the evaluation of the protective or therapeutic 
activity of drugs against TcdA effects. 
 
 
Key- Words: Clostridium difficile, Glutamine, Alanyl-glutamine, Toxin A and RhoA 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1  Clostridium difficile 

 

1.1.1    O Clostridium difficile e seus aspectos históricos e epidemiológicos 

 

 

O Clostridium difficile é um bacilo gram positivo, anaeróbio e formador de 

esporos, considerado a maior causa de diarréia nasocomial (figura1). A infecção pelo C. 

difficile ocorre principalmente em indivíduos em uso de antibióticos de largo espectro como 

fluoroquinonas e cefalosporinas (BLOSSOM; MACDONALD, 2007; DIAL et al., 2005). O 

C. difficile se encontra com freqüência no ambiente e como parte da flora intestinal normal 

em 3% da população adulta (ARTEAGA et al., 2009).  

 

 

 

 
Figura 1- Micrografia eletrônica dos bacilos do Clostridium difficile. Fonte: Universidade de Hobot 
University of Wales College of Medicine UK. Acessado em 29 de setembro de 2011. Disponível em: 
http://www.health.qld.gov.au/EndoscopeReprocessing/module_1/1_3d.asp#Cdiff.  
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O C. difficile está associado com diarréia tanto em humanos como em animais 

(KEEL et al., 2007).  As mesmas cepas encontradas em humanos podem ser encontradas em 

alimentos e em animais com o ribotipo 027 e outro ribotipo altamente virulento 078, que é 

predominante e está relacionado com surgimento de doença associada ao C. difficile (DACD) 

em comunidades (RUPNIK, 2007; SONGER et al. 2009).  Metcalf et al. (2011) mostrou que 

a contaminação pelo C. difficile de frutos do mar e peixes em pontos de comercialização pode 

ocorrer da mesma forma que acontece com carnes cruas, carnes processadas, saladas e 

legumes. Alguns cuidados como cozimento dos alimentos, além de evitar a contaminação 

cruzada entre cru e cozida deve ser tomados, no entanto é importante salientar que não foi 

comprovado nenhum caso de DACD de origem alimentar. 

As primeiras pesquisas envolvendo o C.difficile datam de 1935 quando Hall e 

Toole, pesquisando microbiota intestinal de neonatos saudáveis, descreveram um 

microorganismo até então desconhecido, que originalmente recebeu a denominação de 

Bacillus difficilis e depois de Clostridium difficile refletindo a enorme dificuldade encontrada 

para isolar e manter este microrganismo em cultura pura. Estes autores também revelaram que 

o C.difficile é toxicogênico, devido a achados de lesões, parada respiratória e morte em 

animais de laboratórios quando submetidos à injeção de sobrenadante de cultura ou filtrado do 

meio que continha esse microrganismo (HALL; TOOLE, 1935; LYERLY et al., 1988). 

  Hafiz (1974) demonstrou que C. difficile está presente em diversos locais, tais  

como lama, solo e areia, e em uma ampla variedade de esterco animal de vacas, camelos e 

jumentos. Porém o estudo sobre este bacilo não teve grande importância até 1978 quando o 

C.difficile que foi implicado como o agente responsável pela diarréia associada a antibióticos 

e a colite pseudomembranosa.  

  Segundo Gerding (2009) a partir de maio de 1977 a maio de 1978 houve uma 

rápida sucessão de trabalhos para a identificação do C. difficile e suas toxinas como o agente 

causador de colite associada ao uso da clindamicina. Larson et al.(1977) descreveu o efeito 

citopático de fezes de pacientes com colite pseudomembranosa como sendo devido a uma 

toxina desconhecida. Depois de diversas publicações, em maio de 1978,  Larson e 

colaboradores  comprovaram o isolamento de C. difficile nas fezes de pacientes com múltiplas 

colites pseudomembranosas. Nos últimos trinta anos diversos estudos foram publicados sobre 

este bacilo falando sobre o uso de novas terapias, mecanismo de resposta imune, diagnóstico 

clínico, características moleculares e genéticas. 
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 A epidemiologia da DACD está marcada pelo aumento no número de casos e 

aumento da gravidade nos últimos dez anos, o que tem sido relacionado ao surgimento de 

uma cepa hipervirulenta caracterizada como tipo toxicogênico III, ribotipo por PCR 027, 

denominada NAP1/BI/027, esta cepa produz uma maior quantidade de toxina A (TcdA) e B 

(TcdB), bem como uma toxina binária (CDT) por isso esta cepa tem alta patogenicidade, além 

de ter maior capacidade de esporular e que lhe dá um grande potencial epidêmico no âmbito 

hospitalar e da comunidade (ARTEAGA et al., 2009; POPOFF et al., 1988).  

Em 2002, a Universidade de Pittsburgh nos Estados Unidos relatou um aumento 

nos casos graves de colite causada pelo C.difficile. Em seguida, foi relatado também um 

aumento contínuo da incidência de pacientes com DACD no Canadá, nos Estados Unidos e 

na Europa (KUIJPER; COIGNARD: TULL, 2006; LOO et al., 2005; PEPIN et al. 2004).  Por 

volta de 15.000 a 20.000 pacientes morrem por ano com DACD nos Estados Unidos. Segundo 

dados anuais do estado de Ohio em 2006 se estima que há aproximadamente 500.000 casos de 

DACD por ano em hospitais nos EUA e casas de cuidados de longa duração (RUPNIK; 

WILCOX; GERDING, 2009). Na América do Sul, principalmente no Brasil e alguns países 

da Europa ainda não tem sistema de notificação para medir a incidência e os óbitos associados 

ao DACD (BALASSIANO et al., 2009; RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2009). 

 Na Saxônia, Alemanha, a incidência de DACD cresceu do intervalo de 1,7-3,8 

casos por 100.000 pessoas em 2002 para 14,8 casos por 100.000 pessoas em 2006 

(BURCKHARDT et al., 2008). Na Inglaterra e em Gales houve 975 óbitos associados à 

DACD em 1999, 6480 em 2006, e 8324 em 2007, um aumento de 750% em sete anos (UK 

NATIONAL STATISTICS, 2007).  

Em 2005, a análise molecular levou à identificação da cepa C. difficile 

NAP1/BI/027 que foi responsável por um grande número de infecções durante um aumento 

nas taxas de DACD em hospitais em toda a América do Norte (RUPNIK; WILCOX; 

GERDING, 2009).  Esta cepa foi encontrada em hospitais em 40 estados nos Estados Unidos, 

em todas as províncias do Canadá e na maioria dos países europeus (KUIJPER et al., 2008; 

LOO et al., 2005; PEPIN et al., 2004).  Outras cepas do C. difficile como: 001, 053, 106 e 078 

também podem causar surtos e casos graves (BORGMANN et al., 2008). Na Holanda, os 

pacientes infectados com ribotipo 078 eram mais jovens e tinha a doença associada à 

comunidade com maior freqüência (17,5% versus 6,7%) do que os pacientes infectados com 

ribotipo 027, sendo o ribotipo 078, mas prevalente em alimentos (RUPNIK, 2007; RUPNIK; 

WILCOX; GERDING, 2009; SONGER et al. 2009). Porém, segundo Rupnix, Wilcox e 
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Gerding (2009), não há evidências significativas que alimentos contaminados por C. difficile 

possam gerar DACD em humanos.  

 Em relação ao Brasil temos poucos dados de detecção do C. difficile, pois não 

temos um sistema de notificação. O estudo realizado por Ferreira et al. (2003) mostrou que o 

C. difficile foi isolado em 5,5% das crianças internadas com diarréia aguda em São Paulo e 

que as crianças saudáveis não eram hospedeiras deste bacilo. Pinto et al. (2003) investigou a 

presença de cepas de C. difficile em crianças que estavam internadas ou em tratamento 

ambulatorial com diarréia ou não, e isolou C. difficile em 6,7% das amostras de fezes. Em 

estudo realizado por Balassiano et al. (2009) durante o período de um ano, 28,5% dos 

pacientes internados em um hospital do Rio de Janeiro apresentaram DACD ativa, tiveram 

bactérias isoladas de 66,7% de suas amostras de fezes. A análise através de PCR revelou que 

os isolados foram distribuídos entre dois ribotipos respectivamente, 014 (cepas 1575 e 1598) e 

106 (cepas 1599 e 1602).  A análise também revelou que as cepas encontradas neste estudo 

não estavam relacionadas com a cepa hipervirulenta NAP1/027. 

No Ceará, Lima et al. (1993) mostrou em estudo realizado no Hospital 

Universitário Walter Cantídio da Universidade Federal do Ceará, que o C. difficile é o 

principal agente causador de diarréia hospitalar neste estabelecimento. Desta forma, 

numerosas pesquisas laboratoriais e clínicas indicam que o C. difficile é o principal agente 

causador de doenças intestinais associado ao uso de antimicrobianos, que, além do mais, tem 

contribuído para o aumento dos índices de mortalidade por doenças diarréicas causadas por 

esse microrganismo (POTHOULAKIS; LAMONT, 2001). 

 

 

1.1.2  Doença associada ao Clostridium difficile (DACD) 

 

 

 Segundo González- Garcia, Gómez- Pavón e Martínez- Porras (2005), a 

seqüência para o aparecimento da diarréia causada pelo C.difficile ocorre da seguinte forma: 

uso de antibiótico de amplo espectro, alteração da flora intestinal (Figura 2), exposição e 

colonização pelo C. difficile e por fim a produção de toxinas que induzem a resposta 

inflamatória aguda, podendo variar de uma simples diarréia até uma colite 

pseudomembranosa (Figura 3). A infecção causada pelo C. difficile pode causar na sua forma 

mais grave uma colite necrosante no qual por vezes se torna necessário tratamento radical 
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como a colectomia a fim de evitar a morte do paciente (MUTO et al., 2005), mas também 

pode causar outras complicações como: desidratação, alterações hidroeletrolíticas, acidose, 

choque séptico, anasarca e hipoalbuminemia grave (FEKETY, 1997). A alta mortalidade está 

relacionada principalmente com grupos de risco como: imunodeprimidos e idosos a partir de 

65 anos (DALLAL et al., 2002).  A colite fulminante acomete 1 a 3% dos pacientes com 

sintomas de toxicidade grave, febre, dor e distensão abdominal (KELLY; LAMONT, 1998).  

 

 
 
 
Figura 2 - O efeito do uso de antibióticos sobre a floral intestinal e a sua relação com a infecção pelo C. 
difficile. A. Pacientes resistentes à  Doença Associada ao Clostridium difficile (DACD), pois sua floral intestinal 
está normal, sem uso de antibióticos B. O inicio no uso de antibiótico altera a floral intestinal e pode levar há 
uma provável infecção pelo C. difficile C. Apesar da suspensão do antibiótico a floral intestinal continua alterada 
por um período de tempo variável que depende do antibiótico utilizado D. neste período o paciente pode estar 
infectado pelo C. difficile, mas com a recuperação da microflora a resistência à colonização pelo C. difficile é 
restaurada. Adaptada de Rupnix, Wilcox e Gerding (2009). 

 

 

O diagnóstico definitivo da DACD é obtido através da detecção das toxinas em 

amostras de fezes, sendo considerado o padrão ouro o teste de citoxicidade e crescimento de 

C. difficile em cultivo de fezes, pois tem alta sensibilidade e especificidade (KELLY; LA 

MONT, 1998). Outros testes também são utilizados enzimoimunoanálises para detecção de 

TcdA e TcdB, resultado por volta de 4h e teste de citoxidade, porém este detecta 

principalmente a presença de TcdB (POUNTANEN; SIMOR, 2004).  O grupo europeu de 

estudo sobre o C. difficile propôs alguns critérios para ser considerado positivo o diagnostico 
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de DACD, o paciente deve apresentar de forma combinada algumas das seguintes situações: 

(a) fezes diarréicas ou megacolón toxico e uma técnica de laboratório positiva para toxina A 

(TcdA) e/ou toxina B (TcdB) nas fezes, (b) colite pseudomembranosa observada através da 

endoscopia gastrointestinal baixa, (c) amostra colônica com características histopatológicas de 

DACD obtida por endoscopia, colectomia ou autopsia associada a dois episódios de DACD 

no mesmo paciente que se consideraram eventos distintos entre si por ocorrerem com 

diferença mínima de dois meses entre um e outro (ARTEAGA et al., 2009). Segundo este 

mesmo autor não será considerado caso de DACD pacientes que apresentarem testes positivos 

para TcdA e/ou TcdB do C. difficile, mas que sejam assintomáticos.  

 

 

 

 

Figura 3 - Aspecto do cólon normal (esquerda) e do cólon de indivíduo com doença associada ao 
Clostridium difficile (DACD)(direita).  Colonoscopia do intestino normal e em seguida a imagem das 
pseudomembranas formadas por placas amareladas e confluentes Adaptada de Rupnik; Wilcox e Gerding, 2009. 

 

 

No tratamento da DACD, o primeiro passo (Figura 4) deve ser suspender o 

antibiótico que promoveu a infecção pelo C. difficile se for possível (FEKETY, 1997; 

CIMOLAI, 2011).  Os fármacos de primeira linha para o tratamento da DACD são 

metronidazol e vancomicina via oral já que o C. difficile fica restrito a luz colônica, sendo que 

estes têm taxas de resposta em torno de 90 a 97% (BRICKER et al., 2005; GONZÁLEZ- 

GARCIA; GÓMEZ- PAVÓN;  MARTÍNEZ- PORRAS, 2005).   
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Figura 4- Esquema de tratamento com metronidazol e vancomicina para infecção causada pelo 
Clostridium difficile.  Adaptado de LaMont, 2008, Johnson 2009 e Kelly e Cimolai 2011. 
 
 

Segundo Cimolai (2011) a terapia com metronidazol é utilizada por causa do seu 

baixo custo, tem taxa de eficiência de 90% em caso de DACD leve e moderada além de não 

promover o aumento da resistência bacteriana, no entanto as taxas de resposta ao 

metronidazol podem estar mudando sugerindo uma eficácia reduzida.  A vancomina tem seu 

uso preferencial em casos mais graves onde sua eficiência é 10-15% maior que o 

metronidazol, porém tem custo elevado e pode ocasionar reações de aumento de resistência 

bacteriana (CIMOLAI, 2011; GONZÁLEZ- GARCIA; GÓMEZ- PAVÓN; MARTÍNEZ- 

PORRAS, 2005; GERDING, 2009). Algumas terapias alternativas estão sendo estudadas 

segundo Gerding (2009) para o tratamento do DACD como o uso de probióticos, produção de 

vacinas e nosso grupo de pesquisa têm estudado o papel de micronutrientes como a glutamina 

Suspender o antibiótico se possível 

Caso a doença continue 

Doença grave Doença de leve a moderada 

Uso preferencial de vancomicina ou metronidazol Uso de metronidazol 

Se ocorrer reincidiva 

Repita o metronidazol ou vancomicina (verificar o cumprimento, via de administração, 
dose e duração do tratamento) 

Use vancomicina se inicialmente foi utilizado metronidazol 

Se ocorrer reincidiva 

Considerar tratamentos alternativos 

Se ocorrer reincidiva 
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e alanil-glutamina na lesão induzida pela toxina A do C. difficile (NASCIMENTO et al., 

2005; BRITO et al., 2005; CARNEIRO-FILHO et al., 2006). 

Na transmissão do DACD, o esporo bacteriano é o agente contaminante. Esses 

esporos são resistentes à dessecação, produtos químicos e temperaturas extremas, também 

freqüentemente contaminam o meio ambiente em torno dos pacientes com DACD 

(VISWANATHAN; MALLOZZI; VEDANTAM, 2010). Segundo Fawley et al. (2007) a cepa 

epidêmica do C. difficile tem maior capacidade de esporulação in vitro que as outras cepas. 

Conforme pesquisa realizada por Baines et al. (2008) em modelo intestinal in vitro, a 

vancomicina não teve uma resposta positiva em relação ao crescimento de esporos de C. 

difficile, porém um lipoglicopeptídeo denominado Oritavancin impediu este processo. 

Estudos aprofundados sobre a esporulação e germinação do C. difficile podem gerar novos 

conhecimentos sobre fatores de risco e opções de tratamento (RUPNIK; WILCOX; 

GERDING, 2009). 

A habilidade de formação de esporos faz com que o C. difficile seja resistente ao 

ambiente hospitalar (BAINES et al.; 2008). Estes bacilos possuem proteínas superficiais que 

estão associadas à virulência, sendo estas proteínas de grande relevância para aderência do 

mesmo à mucosa intestinal, além de poderem induzir a resposta de anticorpos e inflamatória 

no hospedeiro (AUSIELLO et al., 2006; DRUDY et al., 2004; WRIGHT et al., 2005). 

Conforme Merrigan, Gerding e Vedantam (2006) existem uma variabilidade considerável 

entre as proteínas de superfície de diferentes cepas, principalmente nas proteínas A da camada 

superficial  (SlpA) e as cepas consideradas mais virulentas como BI/NAP1/027 apresentam 

uma SlpA alterada que é responsável pelo aumento da aderência nas células epiteliais 

humanas de acordo com a indicação de estudos preliminares. No entanto, os principais fatores 

de virulência do C. difficile são as toxinas A e B. 

 

 

1.1.3 Toxinas do Clostridium difficile 

 

 

O C. difficile produz a enterotoxina toxina A, a citotoxina toxina B e a toxina 

binária (CDT), isolada de cepa NAP1/B1/027. Grande parte da sintomatologia da DACD, 

como diarréia secretória e inflamação da mucosa intestinal (figura 3) provavelmente é 

induzida por essas toxinas (JANK; GIESEMANN; AKTORIES, 2007; RUPNIK; JUST, 
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2006; THELESTAM; CHAVES-OLARTE, 2000). Essas toxinas são citotóxicas, promovendo 

alterações no citoesqueleto de F-actina e nas junções oclusivas resultando na diminuição da 

resistência transepitelial, acumulo de fluídos e destruição do epitélio intestinal, sendo esta 

lesão ao epitélio capaz de suscitar a liberação de mediadores inflamatórios: mastócitos e 

macrófagos (POTHOULAKIS, 2000; RIEGLER et al., 1995; RUPNIK; JUST, 2006; 

THELESTAM; CHAVES-OLARTE, 2000). Estudo realizado por nosso grupo de pesquisa, 

Brito et al., (2002a) mostra que a TcdA também altera a forma e a função dos leucócitos 

polimorfonucleares, o que pode está relacionado com a formação de pseudomembranas.  

Além disso, a TcdA modifica o funcionamento dos nervos entéricos e neurônios sensoriais 

resultando no influxo de células inflamatórias, aumentando a secreção de fluidos, inflamação 

intestinal e a transmigração de neutrófilos (POTHOULAKIS, 2000).  

 A manipulação genética de C. difficile permitiu um maior conhecimento do papel 

destas toxinas em sua patogênese através da comparação de mutantes como no estudo 

publicado por Lyras et al. (2009) no qual se demonstrou que o mutante TcdA-TcdB+ teve a 

capacidade de levar hamsters a óbito, enquanto o mutante TcdA+TcdB- não foi virulenta. 

Estes resultados estão compatíveis com dados clínicos nos quais a cepa TcdA-TcdB+ causa 

toda a sintomatologia da DACD, além de experimentos realizados em tecido do colón 

humano com TcdB e TcdA, que revelaram a primeira mais devastadora na diminuição da 

função da barreira intestinal e na necrose tecidual (RIEGLER et al., 1995). No entanto 

Kuehne et al., (2010) mostrou que a TcdA pode causar DACD na ausência de TcdB. Estes 

pesquisadores usaram um modelo de mutantes isogênicos do C. difficile produzindo apenas 

TcdA ou TcdB e constataram que estas podem causar DACD fulminante em modelos de 

infecção em hamster, através de um de gene “knockout” inativando permanentemente os 

genes da toxina, observou-se que o C. difficile produzindo uma ou ambas as toxinas teve uma 

atividade citotóxica in vitro, restabelecendo a importância da TcdA e TcdB para DACD 

(Kuehne et al., 2010). 

As TcdA e TcdB compõem um grande grupo das toxinas clostridiais (LCTs), nas 

quais estão incluídas o TcsL e TcsH do Clostridium sordellii, TcnA de Clostridium novyi e  

TcpL de Clostridium perfringens tipos B e C, que tem por característica glicosilar proteínas 

da família GTPases de células do paciente infectado promovendo alterações do citoesqueleto 

(JANK; GIESEMANN; AKTORIES, 2007; THELESTAM; CHAVES-OLARTE, 2000).   

As cepas toxicogênicas abrigam uma ilha genômica 19,6 Kb chamado Locus 

patogenicidade (PaLoc) (figura 5), contendo cinco genes; alguns raros isolados abrigam seis 
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genes (RUPNIK, 2009), dois genes do PaLoc codificam a toxinas TcdA (309 kDa) e TcdB 

(267 kDa), que são glicosiltransferases, que têm como alvo as proteínas Rho, Rac e Cdc42 da 

célula hospedeira (POTHOULAKIS, 2000).  

PaLoc traz também genes para outras proteínas TcdC, TcdR e TcdE, com as 

seguintes características/função respectivamente, ser um regular negativo além de modular a 

expressão gênica da toxina, a segunda é um ativador, fator sigma, necessário para expressão 

de TcdA e TcdB e a terceira é uma proteína lítica, semelhante à proteína “holins”, que pode 

facilitar a liberação da TcdA e TcdB ao ambiente extracelular. (DUPUY et al., 2008; 

MATAMOUROS; ENGLAND; DUPUY, 2007; TAN; WEE; SONG, 2001).  A toxina binária 

(CDT) é codificada fora do PaLoc pelos genes cdtA e cdtB (O’CONNOR; JOHNSON; 

GERDING, 2009). Em cepas não toxicogênicas o PaLoc é substituído em 115bp de seqüência 

não codificante. 

 

 
 
Figura 5- Locus de patogenicidade das toxinas produzidas pelo Clostridium difficile. a. A toxina A do 
Clostridium difficile (TcdA)  e a toxina B do Clostridium difficile (TcdB) são codificadas no locus de 
patogenicidade (PaLoc), que é composta de cinco genes. Cepas não toxicogênicas, esta região é substituída por 
uma curta seqüência de 115bp. Ambas as toxinas são proteínas de cadeia simples. b. A toxina binária do 
Clostridium difficile (CDT) compreende três genes, codificado em uma região separada do  
cromossomo (CdtLoc), é composta de duas proteínas desvinculadas, sendo cdtB que tem uma função de ligação 
e o cdtA é o componente enzimático. Adaptada de Rupnix, Wilcox e Gerding (2009). 
 
 

 

TcdA e TcdB são produzidos durante o final da fase de crescimento logarítmico e 

a fase estacionária. Sua produção depende de fatores como os níveis de nutrientes, 

temperatura e presença de antibióticos em níveis subinibitórios (DUPUY et al., 2008; 

SAXTON et al., 2009). A síntese das toxinas são reguladas pelas TcdC, TcdR e agentes 

externos ao PaLoc, incluindo CodY (DINEEN et al., 2007).  A CDT é composta por duas 

proteínas cdtA e cdtB (figura 4), a cdtB se liga as células hospedeiras e transloca cdtA no 

citosol, que é o componente catalítico (RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2009). Os genes que 
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codificam cdtA e cdtB estão localizados no lócus da toxina binária (Cdtloc), juntamente com 

outro gene regulador cdtR (CARTER et al., 2007).  Mesmo com essas informações o papel do 

CDT na DACD não é bem esclarecido. Geric et al. (2006) mostrou que tipos selvagens de 

cepas que produzem CDT mas não produzem TcdA e TcdB podem colonizar hamsters, mas 

não matar. Torna-se portanto necessários mais estudos a fim de esclarecer o papel da CDT na 

doença associada ao C.difficile  

Jank e Aktories (2008) mostraram que a TcdA e a TcdB tem uma estrutura de 

domínio multi-modular (figura 6), como o modelo ABCD, que compreende: (A) domínio N-

terminal biologicamente ativo, sendo este responsável pela glicosilação da proteína Rho 

(DAVIES et al. 2011); (B) domínio C-terminal, que interage com estruturas de carboidratos 

como o Gal-α(1,3)-Galβ- (1,4)-GlcNAc sobre as células epiteliais do hospedeiro, embora 

ainda precise ser identificado o receptor de carboidratos em humanos (JANK; GIESEMAN; 

AKTORIES, 2007; NA et al., 2008); (C) domínio cisteína protease, faz parte da região 

hidrofóbica e desempenha um papel na clivagem proteolítica da toxina, pois TcdA e TcdB 

sofrem um processo auto-catalítico de clivagem, na presença de InsP6; (D) domínio 

hidrofóbico, que é pensando está envolvido na formação de poros antes da translocação do 

domínio (A) para o citosol (BARTH et al., 2001; QA’DAN et al. 2000).  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6 – Domínio das toxinas do Clostridium difficile. A  toxina A do Clostridium difficile (TcdA)  e a 
toxina B do Clostridium difficile (TcdB) são compostas por quatro domínios respectivamente: A. domínio N-
terminal (azul escuro); C. domínio cisteína protease (verde); D. domínio hidrofóbico (amarelo) e B. domínio C-
terminal (vermelho). Adaptada de Davies et al., (2011). 
 

 

Segundo Davies et al. (2011) o mecanismo de absorção das toxinas (figura 7) não 

é claro, porém existem evidências que mostram um procedimento em quatro etapas. Sendo a 

primeira etapa: a ligação do domínio C-terminal aos receptores na superfície celular seguida 

da endocitose da toxina para o compartimento endossomal. A segunda etapa consiste na 
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diminuição do pH no compartimento endossomal, causando uma mudança conformacional 

nas proteínas da toxina, permitindo a formação de poros e a translocação de parte da toxina 

para o citosol, que foi demonstrado através do uso de íons de Rb86 (BARTH et al., 2001; 

QA’DAN et al. 2000).  A terceira fase é caracterizada pela autoproteólise das toxinas fazendo 

com que somente o domínio N-terminal seja lançado no citosol. Acredita-se que o domínio 

cisteína protease esteja envolvido neste processo que requer a presença de InsP6. A última 

etapa mostra que as proteínas da família Rho são glicosiladas pelo domínio N-terminal no 

citosol (DAVIES et al., 2011; GENTH et al., 2008).   

 

  

 
 

Figura 7 – Mecanismo de absorção das toxinas do Clostridium difficile.  As toxinas se ligam a célula-alvo 
através do domínio B sendo captados por endocitose mediada pelo receptor, após uma mudança no pH 
endossomal ocasionando mudanças conformacionais da toxina, o domínio D forma um poro na membrana 
endossomal permitindo translocação do domínio A para o citosol. Este sofre então a clivagem autocatalítica 
através do domínio C na ligação InsP6, sendo o domínio A liberado para o citosol onde glicosila Rho GTPases. 
Adaptada de Davies et al., (2011). 
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1.1.3.1 Toxina A do Clostridium difficile 

 

 

O nosso grupo de pesquisa tem se dedicado ao estudo da toxina A do Clostridium 

difficile. A TcdA é uma proteína de alto peso molecular (308 kDa) e o seu uso purificado no 

lúmen intestinal in vivo causa alterações no epitélio intestinal, secreção intestinal, intensa 

inflamação da mucosa e colite hemorrágica (LYERLY et al., 1988). A monoglicosilação da 

proteína Rho é considerado o principal efeito da TcdA e esta modificação está relacionada 

com as alterações no citoesqueleto de F-actina, retração celular, perda de adesão celular e o 

arredondamento das células em cultura (JUST et al., 1995; HALL, 1998). A TcdA estimula a 

liberação de mediadores endógenos da inflamação como: fator de necrose tumoral α, 

interleucina 1, 6 e 8, leucotrieno B4 e fator ativador plaquetário (FANG et al. 1994). 

Através de um modelo de alça intestinal isoladas de coelho, Lima e colaboradores 

(1989) mostraram que após 2h de inoculação dessas alças com TcdA havia infiltrado 

neutrofílico na lâmina própria e na superfície epitelial juntamente com a destruição da 

mucosa. O nosso grupo utilizou a fucoidina, que é um inibidor de moléculas de adesão 

essenciais para migração leucocitária, em um modelo de alça isolada de camundongo injetada 

com TcdA tendo como resultado uma redução na secreção e infiltração celular inflamatória e 

do dano de mucosa (BARRETO et al. 2008). Nas alças ileais de camundongos injetadas com 

TcdA também observamos um aumento nos níveis de adenosina deaminase (ADA), que é 

uma enzima responsável pela degradação da adenosina e desempenha um importante papel 

nas reações inflamatórias. A utilização de um agonista do receptor A2A de adenosina 

observou-se uma redução na secreção, lesão tecidual e infiltração de células inflamatórias 

induzidas pela TcdA, revelando outra via relevante para a fisiopatologia da colite causada 

pela TcdA (CAVALCANTE et al., 2006). Ao ser utilizado o EHNA, o inibidor da enzima 

adenosina desaminase, neste mesmo modelo, observou-se que ocorre uma redução da 

destruição da mucosa intestinal, infiltração neutrofílica e secreção (JUNQUEIRA, 2011). 

Conforme Lyerly e colaboradores (1988) a lesão causada pela TcdA do C.difficile 

está associada ao influxo de neutrófilos para dentro da mucosa colônica, inclusive 

polimorfonucleares característicos da colite pseudomembranosa. O nosso grupo de pesquisa 

publicou em 2002, um estudo sobre o efeito da TcdA purificada in vitro na forma e na 

função de leucócitos polimorfonucleares (PMNL). A TcdA induziu mudanças na forma, 

que foi acompanhada pelo rearranjo do citoesqueleto de F-actina. PMNL que receberam 
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TcdA mostraram maior aderência a componentes de matriz extracelular e expressaram 

menos L-selectina e mais Mac-1, em comparação ao grupo não tratados, sendo este efeitos 

ocasionados possivelmente pela a capacidade da TcdA glicosilar Rho GTPases em neutrófilos 

humanos (BRITO et al., 2002b). Neste mesmo ano o grupo também mostrou alguns 

mecanismos através dos quais a TcdA pode induzir a apoptose em células epiteliais intestinais 

colônicas humanas (T-84), verificamos que o processo de apoptose era dependente do tempo 

de incubação e da dose de TcdA utilizada, que o processo de apoptose era completamente 

inibido pelo bloqueio da atividade enzimática da toxina na Rho GTPases com uridina-5-

difosfato-2,3- dialdeído e parcialmente inibida quando se utilizava inibidores de caspases 1, 3, 

6,8 e 9. Portanto, a TcdA induzia a apoptose pelo mecanismo dependente da inativação de 

Rho, ativação das caspases 3, 6, 8 e 9, Bid e por lesão mitocondrial (BRITO et al., 2002a). 

Estudo realizado por Kim e colaboradores (2007) mostrou que a TcdA também induz a 

liberação de prostagladina E2 que promove a ativação do fator NF-κB e do sistema Fas/FasL 

causando apoptose e inflamação de forma conjunta com os outros fatores anteriormente 

mostrados. 

Outros estudos do nosso grupo (BRITO et al., 2005; CARNEIRO-FILHO et al., 

2006; NASCIMENTO et al., 2005) mostram o efeito de micronutrientes como: glutamina e 

alanil-glutamina na lesão induzida pela TcdA, como veremos adiante.   

 

 

1.1.4 Proteínas Rho 

 

 

Segundo Etienne-Maneville e Hall (2002) e Jaffe e Hall (2005), as proteínas Rho, 

pertencem a um subgrupo de superfamília das proteínas Ras que se caracterizam por serem 

proteínas de 20-30kDa e se apresentarem ligadas à guanina trifosfato (GTP), são sinalizadores 

moleculares envolvidos em diversos processos de sinalização, incluindo a regulação da actina 

no citoesqueleto, o ciclo celular, transcrição de genes, controle de atividade enzimática de 

lipídeos quinases, fosfolipases e dinucleotídeo adenina nicotanimida oxidase.  A proteína Rho 

participa também de funções barreira epitelial e contato célula-célula, na migração de células 

imunes, fagocitose, produção de citocinas, o reparo de feridas, a sinalização das células 

imunológicas e produção de ânion superóxido (Figura 8) (JANK; GIESEMANN; 

AKTORIES, 2007).   
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As proteínas Rho agem como interruptores moleculares alternando entre o estado 

inativo ligado a guaninadifosfato (GDP) e ativo ligado a guaninatrifosfato (GTP), na forma 

ativa as Rho GTPases interagem com cascatas de ativação específicas iniciando o processo de 

ativação, sendo esse processo regulado pelos fatores de troca de guanina (GEFs), que 

catalisam o estado inativo do Rho ao estado ativo e proteínas ativadores de GTPases (GAPs), 

que aumentam a taxa intrínseca de hidrólise de GTP para GDP (JAFFE; HALL, 2005; JANK; 

GIESEMANN; AKTORIES, 2007).  Os mesmos autores relataram que também participam 

dessa regulação o GDIs, que são inibidores de dissociação de GDP, e GAP, os quais regulam 

a ativação de Rho GTPases por meio do processo de captura do ligante do Rho em ambos 

estados ligado a GTP e GDP permitindo o processo de transporte entre membrana e o citosol 

dessa proteína (Figura 8). 

O alvo das toxinas do C.difficile no citosol são as proteínas Rho, sendo os 

substratos preferenciais RhoA, C, Rac1-3, RhoG, Cdc42 e TC10 (JANK; GIESEMANN; 

AKTORIES, 2007). Dentro das células as toxinas utilizam a glicose-uridina difosfato (UDP-

glicose) como substrato e a transfere para um receptor do aminoácido treonina (Thr) em quase 

todas as subfamílias das GTPases (Rho, Rac e Cdc42), inativando-as. O resíduo aceptor da 

treonina está na posição 37 da Rho e na posição equivalente (Thr – 35) da Rac e da Cdc42 

(JUST et al.  1995; SELZER et al., 1996; POPORFF et al., 1996).  Thr37/35 são altamente 

conservadas dentro da pequena família GTPases, essenciais para a ligação de nucleotídeos e 

coordenação do cátion bivalente de magnésio, além de estar na região que é responsável pelas 

principais mudanças conformacionais que ocorrem após a ativação do GDP/GTP (VETTER; 

WITTINGHOFER, 2001). As mudanças ocasionadas pela toxina na proteínas Rho e Ras 

produz várias conseqüências funcionais (Figura 8). 

Após a glicosilação das proteínas Rho / Ras, as mesmas não são capazes de 

interagir com seus efetores. Além da glicosilação, ocorre a inibição de GTPases pequenas por 

GEFs e dificultar o transporte membrana citosol, pois a Rho glicosilada está associada à 

membrana celular (GENTH; AKTORIES; JUST, 1999; HENEWER et al., 2005; 

HERRMANN et al., 1998; SEHR et al., 1998). Outra conseqüência estrutural relevante que 

foi mostrada por Vetter et al.(2000) e Geyer et al.(2003), em proteínas Ras glicosilada é, 

provavelmente, a inibição da mudança na conformação ativa da GTPase.  

A monoglicolisação da Rho GTPases não é a única atividade enzimática descrita 

para a toxina A. Na ausência de uma proteína aceptora, a TcdA pode hidrolisar a UDP-glicose 

em UDP e glicose. Essa atividade é similar aquela de certas ADP-ribosiltransferases 
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microbianas, tais como a toxina da cólera que ribosila ADP nas proteínas alvo, assim como 

hidrolisa NAD em nicotinamida e ADP-ribose na ausência da proteína aceptora (VAUGHAN; 

MOSS, 1997).  

 

 
Figura 8- Regulação de Rho GTPases.  Rho GTPases são regulados por um ciclo de GTPase.  Estão inativos 
na forma de Rho-GDP e ativos Rho –GTP. Fatores de  nucleotídeo guanina (GEFs) causam a ativação de Rho 
GTPases. GAPs facilita a inativação de proteínas Rho, estimulando sua atividade GTP hidrólise. GDIs mantem a 
forma inativa de Rho  no citoplasma. Rho-GTP interage com múltiplos efetores, incluindo proteínas e lipídeos 
quinases, fosfolipases, controla funções imunes e de defesa das células-alvo, incluindo função de barreira 
epitelial, sinalização imunológica, fagocitose e a cicatrização de feridas. TcdA e TcdB do  C. difficile glicosilam 
Rho GTPases na Thr35/37 inibindo: as ações  interações efetoras, a ativação por GEFs e impede o transporte do 
Rho da membrana.  Rho GTPases glucosilada não são capazes de se transformar em sua conformação 
ativa. Além disso, as toxinas induzem aumento da expressão de RhoB. Adaptada de  Jank, Giesemann e Aktories 
, 2007. 

 

 

Em estudo publicado por Gerhard et al. (2008) mostrou-se os efeitos citopáticos e 

citotóxicos da TcdA, sendo considerado o efeito citopáticos a glicosilação do Rho GTPase 

induzindo a reorganização do citoesqueleto de actina, além de mostrar que a glicosilação da 

Rho também resultando na ativação da Caspase-3 que leva a apoptose como efeito citotóxico. 

Conforme Gerhard et al. (2005) as toxinas aumentam a expressão de Rho B em 

células-alvo, esse efeito depende da atividade das glicosiltransferases das toxinas, portanto 

essa descoberta pode explicar alguns efeitos inflamatórios das toxinas. Rho B que não é 
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glicosilada pela TcdA e/ou TcdB está relacionada com a morte celular programada 

(HUELSENBECK et al., 2007).  

 A TcdA e a TcdB induzem apoptose (ativação de caspases, condensação de 

cromatina ou exposição de fosfatidilserina) ou necrose (definida pela depleção de ATP, 

geração de espécies reativas de oxigênio, perda da integridade da membrana, ou ativação 

calpaína / catepsina) (VOTH; BALLARD, 2005; KIM et al., 2007; HUELSENBECK et al., 

2007).  Em relação à patologia de DACD, deve-se assumir que a necrose pode ser mais 

importante do que a apoptose, já que esta é acompanhada por uma liberação do conteúdo 

citoplasmático, que alerta o sistema imunológico, levando a inflamação local (GENTH et al., 

2008).  

 

 

1.2 GLUTAMINA  

 

 

A glutamina é um aminoácido livre, sendo classificado nutricionalmente como um 

aminoácido condicionalmente essencial já que pode ser sintetizado pelo organismo a partir de 

outros aminoácidos, mas em situações de desequilíbrio seu aporte na dieta pode ser requerido. 

A glutamina está envolvida em diversas funções do organismo como: proliferação e 

desenvolvimento celular, participação do sistema antioxidante, transporte de amônia entre 

tecidos, fonte de energia para enterócitos e sistema imune entre outras (CRUZAT; PETRY; 

TIRAPEGUI, 2009; FRANCISCO et al. 2002; HISCOCK; PEDERSEN, 2002). 

 A concentração plasmática de glutamina, em humanos, varia entre 0,5 a 0,9 mM, 

sendo que isto representa aproximadamente 20% do total de aminoácidos livres do plasma. 

Como a glutamina é um dos aminoácidos constituintes das proteínas, está presente em maior 

nível no plasma, nos tecidos e principalmente no tecido muscular (FRANCISCO et al., 2002; 

HISCOCK; PEDERSEN, 2002). A concentração intracelular deste aminoácido vária de 

acordo com o tipo de célula, entre 2 e 20 mM e extracelular em torno de 0,7mM (CURI et al., 

2005). 

Alguns estudos mostram que em situações de elevado catabolismo, a 

concentração de glutamina pode ficar reduzida levando a possível diminuição da resistência 

das células às lesões, podendo ocorrer processos de apoptose, além de ativar as vias de 

estresse. Por esses motivos, a suplementação com glutamina e seus derivados estáveis vem 
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sendo pesquisada (CRUZAT; PETRY; TIRAPEGUI, 2009; CURI et al., 2005; FRANCISCO 

et al., 2002; LARSON et al. 2007; RHOADS; WU, 2009). 

 

 

1.2.1 Aspectos históricos 

 

 

Segundo Hiscock e Pedersen (2002), Hlasiwetz e Haberman em 1873 foram os 

primeiros a observar a glutamina como sendo uma molécula com propriedades biológicas 

importantes, por fazerem parte de componentes estruturais das proteínas. Em 1935, Krebs 

mostrou que as células possuem capacidade de sintetizar e degradar a glutamina. Já em Eagle 

(1955) mostrou que a glutamina era essencial para o crescimento e manutenção das células 

em cultura. 

O desenvolvimento de novas técnicas científicas possibilitou a observação de 

diversos mecanismos e efeitos moleculares nos quais a glutamina está envolvida. Os 

processos metabólicos dependentes deste aminoácido são conhecidos como vias 

glutaminolíticas (CRUZAT; PETRY; TIRAPEGUI, 2009; CURI et al., 2005) 

Na década de 70 estudos desenvolvidos por Windmueller e Spaeth mostraram que 

glutamina é o principal combustível metabólico das células intestinais superando glicose e 

ácidos graxos (CURI et al., 2005; RHOADS; WU, 2009). 

Em trabalhos realizados nos últimos trinta anos, observou-se que a glutamina não 

possui apenas a função de síntese protéica, mas atua como um relevante intermediário em 

diferentes processos metabólicos em diferentes tipos celulares. Este aminoácido atua como 

precursor de peptídeos, purinas e piramidinas, além de participar da síntese de nucleotídeos e 

ácidos nucléicos (CRUZAT; PETRY; TIRAPEGUI, 2009; CURI et al., 2005; FRANCISCO 

et al., 2002). 

Nos anos 90 foi muito questionado o papel da glutamina em relação a doenças 

nutricionais como: doença inflamatória intestinal, síndrome do intestino curto, diarréia 

crônica e falência múltipla dos órgãos (WANG; QIAO; LI, 2008). Este aminoácido foi ideal 

para estudar o tratamento de doenças diarréicas, pois o transporte foi acoplado ao sódio e o 

seu efeito sobre a absorção de sódio foi aditivo ao de glicose, mesmo em condições 

associadas com lesão intestinal, como no caso da enterite causada por rotavírus (RHOADS et 

al. 1991). 
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Estudos com tipo celulares como: linfócitos, macrófagos, enterócitos, adipócitos, 

neutrófilos, células β- pancreática demonstram que nos meios de cultura que contem 

glutamina a proliferação celular pode ser aumentada e as estruturas e funções celulares podem 

ser mantidas (CRUZAT; PETRY; TIRAPEGUI, 2009; CURI et al., 2005; HISCOCK; 

PEDERSEN, 2002). 

Em trabalho realizado por Rhoads et al.(1997), o mesmo encontrou que glutamina 

na concentração de 10 mM sinaliza para o núcleo o início do processo mitogênese das células 

intestinais. Este aminoácido também foi o primeiro descoberto que tem capacidade de ativar a 

sinalização celular relacionado à quinases. Os processos de sinalização melhores pesquisados 

para glutamina foram: o sinal para proliferação intestinal através dos mitogen-activated 

protein kinase (MAPKs), a melhora da sobrevivência das células intestinais e de outros órgãos 

vitais pelas heat shock proteins (HSP), e o sinal para bloquear a apoptose do enterócito 

(RHOADS; WU, 2009). 

Os artigos científicos relacionados à glutamina publicados nos últimos 20 anos 

são por vezes controversos em relação aos efeitos em seres humanos. Os estudos que 

mostraram eficácia deste aminoácido foram realizados com: modelos de estresse, incluindo 

falência múltipla de órgão, endotoxemia, queimaduras na pele e câncer (RHODS; WU, 2009). 

Alguns médicos e nutricionistas em sua prática clínica utilizam a glutamina em pacientes com 

diarréia, quimioterapia, queimaduras cutâneas extensas e atletas. Talvez a falta de eficácia em 

alguns ensaios clínicos de tratamento humano e para a suplementação de atletas diz respeito á 

dose estudada ou á heterogeneidade das condições clínicas (CRUZAT; PETRY; 

TIRAPEGUI; 2009, RHOADS; WU, 2009). 

A importância da glutamina para função celular foi reconhecida primeiramente 

por Krebs, entretanto o pressuposto inicial de que este aminoácido era uma fonte de 

combustível respiratório e de nitrogênio para reações de biossíntese foi redimensionado para 

uma percepção na qual a glutamina desempenha uma variedade de funções regulatórias em 

diversas células do organismo, inclusive através dos mecanismos de sinalização celular 

(CURI et al., 2005; RHOADS; WU, 2009). Sendo que os seus mecanismos de ação ainda 

estão sendo elucidados. 
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1.2.2 Considerações sobre o metabolismo e a bioquímica da glutamina  

 

 

A glutamina (C5H10N2O3) é um L-α- aminoácido sintetizado por todos os tecidos 

do organismo, com peso molecular de 146,15 kDa e é uma molécula polar, portanto possui 

uma característica hidrofílica, sendo facilmente hidrolisada por ácidos ou bases (CRUZAT; 

PETRY; TIRAPEGUI, 2009; ROGERO; TIRAPEGUI, 2003). Apesar de a glutamina ser 

classificada como um aminoácido não essencial, esta classificação tem sido questionada, pois 

em situações críticas, a sua síntese não atende a demanda do organismo (WRAY; MAMMEN; 

HASSELGREN, 2002).  

As enzimas responsáveis diretamente pela síntese da glutamina a partir de 

glutamato ou por sua degradação são: a glutamina sintetase e a glutaminase (FRANCISCO et 

al., 2002; NEWSHOLME et al., 2003).  A glutamina sintetase é uma aminotransferase, sendo 

considerada uma enzima chave para síntese de glutamina e regulação do metabolismo celular 

de nitrogênio. Faz sua ação na forma de catálise que converte glutamato em glutamina, 

consumindo amônia com fonte de nitrogênio e consome trifosfato de adenosina (ATP) 

(FRANCISCO et al., 2002). Glicocorticóides, hormônios tireoidianos, hormônios do 

crescimento e insulina regulam a atividade da glutamina sintetase (ARDAWI, 1990; 

SANTOS; CAPERUTO; COSTA ROSA, 2007).  Diversas funções são atribuídas à glutamina 

sintetase: no cérebro atua na redução da amônia e na síntese de glutamina (ROWBOTTON; 

KEAST; MORTON, 1996), nos rins age na manutenção do pH e regulação do metabolismo 

de nitrogênio (LABOW; SOUBA; ABCOUWER, 2001), no pulmão e no músculo esquelético 

é responsável pelo controle dos níveis plasmáticos de glutamina (PINEL et al., 2006), sendo 

todos estes órgãos considerados tecidos sintetizadores de glutamina (NEWSHOLME et al., 

2003; CRUZAT et al., 2007). 

 Segundo Francisco et al. (2002), o primeiro a descrever uma enzima capaz de 

hidrolisar a glutamina em glutamato e amônio foi Krebs em 1935, essa enzima é chamada de 

glutaminase. Sendo essa hidrólise o primeiro passo na sua utilização a partir da síntese de 

glutamato, permitindo que ocorram outras reações como o consumo deste aminoácido no 

ciclo do ácido tricarboxilico (RENNIE et al., 2001). Existem duas isoformas desta enzima, 

sendo que a sua forma mais ativa se encontra nas mitocôndrias (LABOW; SOUBA; 

ABCOUWER, 2001). Os tecidos que apresentam elevada atividade de glutaminase são 
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considerados consumidores de glutamina e esses tecidos são: rins, intestino e células do 

sistema imune. 

O músculo esquelético é o local onde ocorre a maior síntese, estoque e liberação 

de glutamina, porém em situações de estresse o consumo de glutamina excede a capacidade 

de síntese corporal. Fibras musculares oxidativas ou tipo 1 apresentam maior estoque de 

glutamina por causa da quantidade de ATP disponível (ROWBOTTON; KEAST; MORTON, 

1996).  No período pós-absortivo a captação de glutamato, disponível na corrente sanguínea, 

pelo músculo esquelético promove a síntese de glutamina (NEWSHOLME et al., 2003). 

A glutamina necessita de transporte ativo para dentro célula, por um sistema 

dependente de sódio (Na+), para qual se faz necessário o gasto de ATP. Ao ser absorvido este 

aminoácido promove simultaneamente a absorção de água e a liberação de potássio (K+), o 

que aumenta o estado de hidratação e influencia no volume celular (CRUZAT et al., 2007). O 

aumento do volume celular é considerado um sinal anabólico, pois pode estimular a síntese 

protéica (MEIJER, 2003). 

A regulação da quantidade de glutamina na corrente sanguínea se realiza através 

dos glicocorticóides que estimulam a liberação de glutamina para o meio extracelular e a 

insulina e os fatores de crescimento (IGF) favorecem a captação de glutamina pelo meio 

intracelular (ROGERO; TIRAPEGUI, 2003). 

Segundo Curi et al. (2005) e Francisco et al. (2002), a glutamina pode ser oxidada 

completamente até formar gás carbônico ou ser convertida em numerosos intermediários 

metabólicos, doando um grupo amina em uma variedade de reações de transaminação. 

Portanto, é principal substrato energético para células de divisão rápida como enterócitos e 

linfócitos. 

Em situações de jejum prolongado há um aumento na liberação de glutamina, a 

fim de prevenir o efeito tóxico da amônia originada da proteólise muscular. Este aminoácido 

serve como sistema de transporte de amônia até o fígado para formar uréia e o seu esqueleto 

carbono é utilizado no processo de neoglicogênese, contribuindo desta forma para 

manutenção da glicemia (ARDAWI, 1990; FRANCISCO et al., 2002; SANTOS; APERUTO; 

COSTA ROSA, 2007). 

No processo infeccioso existem alterações relevantes no metabolismo dos 

leucócitos, isso acarreta um aumento no consumo de glutamina por essas células, gerando 

uma maior demanda de produção deste aminoácido pelos músculos esqueléticos. Quando esta 

condição se prolonga, a proteólise reduz os estoques e massa muscular provocando perda de 
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peso, caquexia, diminuição no metabolismo de gorduras e por fim há uma redução 

significativa na disponibilidade de glutamina, alterando o metabolismo de vários órgãos 

(CURI et al., 2005; FRANCISCO et al., 2002). 

 

 

1.2.3 Aspectos moleculares da ação da glutamina 

 

 

A modulação da expressão de genes relacionados com a síntese e degradação de 

proteínas, a proliferação celular e a modulação de vias envolvidas com apoptose celular estão 

entre os papéis exercidos pela glutamina (NEWSHOLME et al., 2003; ROGERO; 

TIRAPEGUI, 2003; SINGLETON; BECKEY; WISCHMEYER, 2005; SINGLETON; 

WISCHMEYER, 2007). Uma das principais vias de sinalização que contribui para a 

sobrevivência da célula e para as alterações na sua homeostasia é a ativação da HSP, que tem 

sua ação modulada pela glutamina (GABAI; SHERMAN, 2002). 

Segundo Wischmeyer (2002), durante o ciclo celular, as HSPs são encontradas em 

baixas concentrações e em diferentes compartimentos celulares, quando estas células são 

submetidas a situações de injúria ocorre o desencadeamento de respostas intracelulares com o 

objetivo de proteger a célula de uma possível lesão. O inicio dessa reposta acontece com a 

redução temporária da síntese de proteínas consideradas não vitais, seguida por um aumento 

na transcrição, tradução e expressão de genes específicos que levam ao aumento da 

concentração das HPSs. Esses polipeptídios contribuem para o reparo de estruturas na 

molécula protéica, na identificação e remodelamento das proteínas danificadas durante 

períodos de estresse e na síntese de novas proteínas a fim de manter a sua forma estrutural 

(BURG; FERRARIS; DMITRIEVA, 2007). Sandres e Kon (1991) mostram que em 

evidências experimentais quando ocorre o aumento da disponibilidade de glutamina, as 

células podem aumentar a expressão de HSPs e por conseqüência a capacidade da célula 

resistir a lesões.  

Estudos investigaram os mecanismos pelos quais glutamina induz HSP  

expressão em linhagens de células intestinais, eles descobriram que doses fisiológicas 

luminais de glutamina (1-5 mM) quando aplicada a células, que estavam sem a presença deste 

aminoácido, ocorre o aumento da sua resistência a oxidação que leva a morte celular sendo 
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que esta citoproteção foi associada com a indução da HSP 70 (PHANVIJHITSIRI et al., 

2006; ROPELESKI et al., 2005; WISCHMEYER et al. 1997). 

Naka et al. (1996) mostrou o efeito de uma administração intravenosa de 

dipeptídeo de glutamina em ratos sépticos e constatou que a mortalidade foi 

significativamente menor no grupo tratado com glutamina através de nutrição parenteral do 

que no grupo controle que recebeu dieta convencional. Estudos em humanos relataram que 

pacientes tratados com glutamina apresentaram menos infecções clínicas e menor tempo de 

internação (HOUDIJK et al., 1998; MORLION et al., 1998). Portanto, alguns pesquisadores 

têm sugerido que a glutamina pode ser útil no tratamento de infecções estabelecidas ou 

inflamação (WILMORE; SHABERT, 1998). Estudo publicado pelo nosso grupo de pesquisa 

mostrou que ratos tratados com l-methionine-sulphoximine (MSO), com o objetivo de inibir a 

síntese endógena de glutamina, ao serem submetidos há um processo inflamatório causado 

por carragenina ou pela toxina A do C.difficile tiverem um aumento no edema de pata, 

aumento da atividade da mieloperoxidase no tecido, aumento do fator de necrose tumoral α e 

da interleucina - 1β, alterações que não ocorreram no grupo no qual os ratos foram tratados 

simultaneamente com MSO e glutamina, portanto concluiu-se que a depleção de glutamina 

potencializa a inflamação aguda, possivelmente pelo aumento da migração de neutrófilos 

através da ativação de células residentes e produção de IL-1β e TNF-α e a suplementação 

deste micronutriente inverte estes efeitos e pode ser útil durante o estresse catabólico 

inflamatório (NASCIMENTO et al., 2005). 

O efeito da glutamina no aumento da expressão das HSPs ocorre de maneira dose 

dependente, pois maiores concentrações são necessárias de acordo com a intensidade do 

processo (SINGLETON; WISCHMEYER, 2007). As pesquisas in vitro e in vivo revelam a 

importância metabólica da glutamina na expressão das HSPs, principalmente no aumento da 

proteção da integridade celular, porém o mecanismo deste processo de modulação ainda 

precisa de maiores esclarecimentos (BURG; FERRARIS; DMITRIEVA, 2007). 

Um dos mecanismos reguladores da capacidade da célula em ativar os HSPs é a 

expressão do fator transcricional de choque térmico -1 (HSF-1) encontrado na forma inativa, a 

sua ativação se dá através de vários estímulos de estresse que desencadeiam a fosforilação de 

monômeros latentes inativos deste composto encontrado no citoplasma (AHN; THIELE, 

2003; ATALAY et al., 2004; GABAI; SHERMAN, 2002).  Ao serem fosforilados esses 

monômeros se combinam e se convertem em um oligômero homotrímero do HSF-1, no qual 

ativado se transloca para o núcleo da célula e se liga a locais específicos da região promotora 
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de genes das HSPs, denominados elementos de choque térmico (HSEs) permitindo o inicio do 

processo de síntese, transcrição e tradução do RNAm das HPSs (AHN; THIELE, 2003; 

ATALAY et al., 2004). 

Segundo Rhoads e Wu (2009) resultados mostrados por Ropeleski et al. (2005) 

indicam que glutamina não afeta a via clássica de ativação do HSF-1, mas que a ligação do 

transfator dependente de glutamina pode estar em outro lugar no promotor HSP 72 ou um 

coativador pode aumentar a transcrição de HSP 72.  Segundo o mesmo autor o tratamento de 

células epiteliais intestinais e outros epitélios com glutamina aumentam os níveis de proteínas 

HSP 72 e HSP 27. 

 Em vários modelos de doenças, o efeito protetor da glutamina requer a indução 

de um fator de proteção heme oxigenase-1 (HO-1) regulador da resposta hipóxica (BILBAN 

et al. 2008). Giris et al. (2006) através de um modelo de radiação induzida  

que causava dano intestinal mostrou que inibição da HO-1 com zinco protoporfirina  

bloqueou o efeito protetor da glutamina. Achados semelhantes foram observados em ratos 

injetados com endotoxina, sugerindo que a HO-1 medeia a citoproteção (UEHARA et al., 

2005).   

O nosso grupo de pesquisa investigou o papel da HO-1 e da via do monóxido de 

carbono (CO) na enterite induzida pela TcdA do C. difficile em camundongos. O tratamento 

de camundongos infectados pela TcdA com substrato para HO (haemin) ou com um doador 

de carbono (DMDC) impediu edema,  a ruptura da mucosa e a infiltração de neutrófilos, 

observados através da análise histológica. E também diminuiu a atividade de mieloperoxidase 

e a produção de fator de necrose tumoral α e interleucina-1β. Em contraste, ao ser utilizado o 

ZnPP IX, inibidor específico de HO-1, exacerbou todos esses parâmetros avaliados. O 

experimento de imunohistoquímica mostrou que a TcdA promove o aumento da expressão de 

HO-1. Portanto, a via HO-1/CO exerce um efeito protetor quando há a enterite causada pela 

TcdA do C.difficile (MEDEIROS et al. 2011). 

A glutamina também está relacionada com a inibição da apoptose em células 

intestinais. Ko et al. (1993) mostraram que células de linhagem intestinal de ratos (RIE-1) 

quando semeadas sem qualquer fornecimento de glutamina por 24 h ocorreu a apoptose.  

Estes resultados sugerem que a glutamina atua como um fator de sobrevida para enterócitos. 

Evans et al. (2003), demonstram que o fator de necrose tumoral α está relacionado com o 

ligante indutor de apoptose (TRAIL), que em células colônicas epiteliais, HT-29 a indução da 

apoptose foi caracterizada pela condensação nuclear e ativação de caspase-8 e caspase-3. O 
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pré-tratamento com glutamina inibiu a apoptose induzida pela TRAIL, mas outros 

aminoácidos como a glutationa (GSH) não teve este capacidade. O nosso grupo de pesquisa 

em 2006 estudou a apoptose in vivo e in vitro induzida pela TcdA do C. difficile e o efeito da 

glutamina e do seu derivado estável alanil-glutamina, sendo demonstrado que em células 

epiteliais intestinais T-84 e em alças ileais de coelho a TcdA induziu caspases 6, 8 e 9 antes 

de ativar a caspase 3 em células T84 e induziu também a clivagem Bid por um mecanismo 

de caspase-independente. Gln ou alanil-glutamina reduziu significativamente a apoptose 

induzida pela TcdA e inibiu a ativação da caspase 8, além de reduzir a secreção e a ruptura do 

epitélio intestinal ( CARNEIRO-FILHO et al., 2006). 

Larson e colaboradores (2007) pesquisaram a apoptose e sua relação com a via de 

sinalização extracelular relacionada a quinase (ERK). É proposto que a ativação da 

fosfatidilinositol quinase 3 (PI3K) / proteína fosforilada quinase B (Akt) durante os períodos 

de privação de glutamina acontece provavelmente como forma de mecanismo de proteção 

para limitar a apoptose relacionada ao estresse celular (RHOADS; WU, 2009).  

 Em um estudo relacionado às junções oclusivas, Li et al. (2004) demonstrou que 

a privação de glutamina em monocamadas de células Caco-2 através da utilização de um 

inibidor de glutamina sintetase leva à dissolução de componentes da junção oclusiva, 

incluindo claudina-1 e proteínas de zônula de oclusão-1, este efeito pode ser revertido com a 

adição de 0,6 mM de glutamina ao meio anteriormente livre deste aminoácido.  

  A glutamina também atua com sinal de proliferação para células intestinais. 

Segundo estudos publicados por Rhoads et al. (1997 e 2000) células que estavam sem 

glutamina e depois foram submetidas à concentração de 2,5mM deste aminoácido, 

apresentaram um aumento de 20 vezes na incorporação de timidina ao DNA, o que caracteriza 

uma resposta proliferativa. Os aumentos foram associados com a ativação do ERKs 1 e 2 via 

MAPK quinase (MEK) (Rhoads et al. 2000) e fosforilação de fatores de transcrição nuclear 

Elk-1 e c-Jun, concomitante com a ativação da proteína ativadora-1 (AP-1) de transcrição 

gene dependente (Rhoads et al. 1997).  

Larson et al. (2007) nesse estudo da RIE-1, fez a inibição da ERK com UO126 ou 

PD98059 bloqueando sua capacidade de prevenir apoptose, sendo que a ativação da ERK pela 

glutamina é essencial para a sobrevivência das células intestinais.  Contrariamente, os achados 

de Rhoads et al. (2000) mostrou que a inibição de ERK na presença de glutamina não 

bloqueou o estimulo deste aminoácido no aumento do número de células. Esta discrepância 

pode está relacionada ao uso da glutamina em níveis séricos de 1 mM como foi utilizado por 
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Larson et al. (2007) em contraste com a dose farmacológica de 10 mM utilizada por Rhoads 

et al. (2000). Outras explicações possíveis incluem o uso de diferentes linhagens celulares e 

um índice diferente de proliferação (RHOADS; WU, 2009). 

 Nosso grupo de pesquisa publicou em 2005 um estudo que teve por objetivo 

investigar o efeito da toxina A do C. difficile na migração de células epiteliais intestinais, 

apoptose e resistência transepitelial além de avaliar o efeito da glutamina e alanil-glutamina. 

TcdA reduziu de forma dose-dependente a migração e também causou a apoptose em células 

epiteliais intestinais. Gln e Gln-Aln reforçaram significativamente a migração e proliferação 

celular. Gln e Ala-Gln também previniram a inibição da migração, apoptose, e a queda inicial 

na resistência transepitelial induzida pela TcdA (BRITO et al., 2005). 

Esses efeitos mitogênicos e anti-apoptótico da glutamina também são observados 

em animais. Em estudos realizados em ratos com ressecção intestinal maciça são os que 

mostram melhores evidências que a glutamina pode promover o crescimento da vilosidade 

intestinal. Segundo Ziegler et al. (1996) ratos com síndrome do intestino curto resultantes de  

uma ressecção intestinal de 80%, a suplementação de Gln (2,2 g/kg em dieta enteral, em 

comparação a 0,4 g/kg na dieta controle) gerando um aumento de 40% do conteúdo de DNA 

da mucosa intestinal.  Nosso grupo demonstrou em um estudo realizado em ratos que a 

glutamina modula o processo inflamatório e a sua depleção in vivo pode aumentar a produção 

de citocinas e a migração de neutrófilos em resposta da TcdA do C. difficile (NASCIMENTO 

et al., 2005). 

 

 

1.2.4 Alanil-glutamina  

 

 

Segundo Rhoads e Wu (2009) a glutamina é atualmente disponível para uso 

parenteral, mas raramente é adicionado às soluções de nutrição parenteral, em grande parte 

devido à preocupação com a estabilidade deste aminoácido em temperatura ambiente. As 

características da glutamina que dificultam seu uso rotineiro na prática clínica são: a 

instabilidade ao calor de esterilização e ao armazenamento prolongado, solubilidade limitada 

(aproximadamente 3g/100mL a 20oC), velocidade de hidrólise e decomposição gerando ácido 

piroglutâmico e amônia (LIMA, 2006). 
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Essas limitações ao uso da glutamina favoreceram o desenvolvimento de 

dipeptídeos com resíduos de glutamina, nas posições N- ou C- terminal sendo estes: a L-

alanil-L-glutamina e o Glicil-L-glutamina, que dispõe das seguintes características: altamente 

solúveis em água, estáveis a altas temperaturas, capacidade de armazenamento por até 2 anos 

o que permite o seu uso em soluções nutricionais enterais e parenterais (FURST; POGAN; 

STHELE, 1997). 

Estudos do nosso grupo mostram que a alanil-glutamina tem o mesmo efeito que a 

glutamina na reparação da mucosa intestinal in vitro (BRITO et al., 2005; CARNEIRO- 

FILHO et al., 2006) e in vivo (CARNEIRO-FILHO et al., 2006), quando o agente causador da 

lesão intestinal é a TcdA do C. difficile. Já em outro trabalho publicado pelo nosso grupo em 

2004 no qual foi utilizado como modelo experimental a mucosite induzida por 5-fluorouacil 

(5-FU) em camundongos e administração da glutamina e alanil-glutamina foi realizada via 

oral, tivemos como resultado que somente a alanil-glutamina acelerou a recuperação 

intestinal, caracterizada predominantemente pela atividade mitótica aumentando o 

comprimento da cripta (CARNEIRO-FILHO et al., 2004). 

 

 

1.2.5 Suplementação 

 

 

Wischmeyer et al. (2001) e Ziegler et al. (2005) demonstraram que a 

suplementação nutricional de glutamina reduz as complicações clínicas dos pacientes.  

Estudos nos quais a L- glutamina foi administrada de forma parenteral revelaram que a maior 

oferta desse aminoácido as células pode atenuar a sua depleção no plasma e no meio 

intracelular na presença de situações de estresse (HISCOCK; PEDERSEN, 2002). 

Flaring et al. (2003) mostrou que indivíduos submetidos à cirurgia na região 

abdominal que foram suplementados de forma parenteral, durante três dias com L-glutamina 

apresentaram uma atenuação da depleção muscular da GSH e com isso houve melhora a 

recuperação dos pacientes. 

Em uma meta-análise sobre a suplementação de glutamina para lactentes se 

chegou à conclusão que a eficiência do tratamento é modesta, com amplos intervalos de 

confiança por causa da heterogenicidade dos estudos (OLIVEIRA et al., 2010). Já Grover et 
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al. (2007) mostrou que a suplementação de glutamina não tem efeito significativo em bebês 

com doença gastrointestinal severa. 

Conforme Rogero et al. (2002) a suplementação oral com L-alanil-L-glutamina 

em ratos sedentários foi mais eficiente em promover o aumento da concentração plasmática 

de glutamina, após 30 minutos da intervenção,  do que quando este aminoácido foi utilizado 

na forma livre. Outro estudo também realizado por Rogero et al. (2004) mostrou que a 

suplementação crônica em ratos com L-glutamina livre ou dipeptídeo não provocou mudanças 

na glutaminemia, entretanto o grupo suplementado com o dipeptídeo melhorou as 

concentrações de glutamina muscular e hepática.  Por isso a utilização da alanil-glutamina 

surge como uma alternativa para aumentar à disponibilidade de glutamina as células. 

Estudos controlados mostram que a suplementação com glutamina tem efeitos 

benéficos na condição clínica de pacientes críticos. E esse resultado é explicado pela 

influência da glutamina na resposta inflamatória, na regulação do processo de apoptose, na 

sinalização da proliferação intestinal, na manutenção das junções oclusivas e estresse 

oxidativo.  O uso da glutamina em altas doses (> 0,5g/kg/dia) e por via parenteral se mostrou 

benéfica em pacientes gravemente enfermos (OLIVEIRA et al., 2010). Porém ainda são 

necessários maiores esclarecimentos sob a forma de administração se enteral ou parenteral e 

na forma de utilização da glutamina se aminoácido livre ou dipeptídeo alanil-glutamina bem 

como os mecanismos de ação protetores da glutamina. 

 

 

1.3   JUSTIFICATIVA 

 

 

O Clostridium difficile, um bacilo gram positivo, é considerado a causa mais 

importante de diarréia nasocomial, especialmente após o uso de antibióticos de largo espectro 

(BLOSSOM; MCDONALD, 2007). A doença induzida por esta bactéria pode variar desde 

uma leve diarréia até a colite pseudomembranosa com risco de morte.  A mudança da 

epidemiologia da DACD está marcada pelo aumento no número de casos e aumento da 

gravidade nos últimos dez anos, que tem sido atribuído ao surgimento de uma cepa 

hipervirulenta NAP1/BI/027 que produz quantidades aumentadas das toxinas A e B, bem 

como uma toxina chamada toxina binária (POPOFF et al., 1988; ARTEAGA et al., 2009).  
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Recentemente tem sido também relatado um aumento do número de casos críticos 

nos quais tratamentos radicais como colectomia foram utilizados para evitar a morte (MUTO 

et al., 2005; LOO et al., 2005). O surgimento dessa nova cepa tem coincidido com o uso 

aumentado de fluoroquinolonas (MUTO et al., 2005). Nos anos 1990s, estudos mostravam 

um índice de mortalidade relativamente baixo, em torno de 2%, para a doença induzida pelo 

C. difficile. Entretanto, dados mais recentes apontam para um aumento de mais de três vezes 

neste índice, que hoje chega a 6,9% (LOO et al., 2005). Na Inglaterra e em Gales houve 975 

óbitos associados à infecção causada pela TcdA do C. difficile em 1999, 6480 em 2006, e 

8324 em 2007, um aumento de 750% em sete anos (UK NATIONAL STATISTICS, 2007).  

Estudo de Dial et al., 2005 que demonstra o surgimento de casos na comunidade sem está 

relacionado ao uso prévio de antibióticos. Sugere-se sobre esses casos que alimentos possam 

estar envolvidos na transmissão do Clostridium difficile de animais para humanos.  

 Apesar da escassez de informações sobre a incidência da doença no Brasil, 

trabalho realizado na cidade do Rio de Janeiro revelou que espécies de C. difficile foram 

detectadas em 6,7% de amostras de fezes de crianças hospitalizadas ou não (PINTO et al., 

2003), sugerindo que investigação para C. difficile deve ser considerada na diarréia pediátrica 

em pacientes hospitalizados ou não nos países em desenvolvimento. O estudo realizado por 

Ferreira et al., (2003) mostrou que o C. difficile foi isolado em 5,5% das crianças internadas 

com diarréia aguda em São Paulo e que as crianças saudáveis não eram hospedeiras deste 

bacilo. Em estudo realizado por Balassiano et al., (2009) durante o período de um ano, 28,5% 

dos pacientes internados em um hospital do Rio de Janeiro apresentaram DACD ativa, 

tiveram bactérias isoladas de 66,7% de suas amostras de fezes.   

Nosso grupo de pesquisa vem a alguns anos se dedicando ao estudo do papel da 

toxina A na patogênese da doença induzida pelo C. difficile, bem como sua possível 

modulação farmacológica, tendo publicado vários trabalhos nesta área (MEDEIROS et al., 

2011; JUNQUEIRA et al., 2011; BARRETO et al. 2008; MACIEL et al. 2007; CARNEIRO-

FILHO et al., 2006; BRITO et al., 2005; NASCIMENTO et al., 2005; BRITO et al., 2002a; 

BRITO et al. 2002b).  

Tendo em vista alguns estudos anteriores desenvolvidos por: Brito et al. (2005) e 

Carneiro et al. (2006) e as características do metabolismo da glutamina, despertou-nos o 

interesse de estudar o papel da glutamina e do seu derivado mais estável a alanil-glutamina no 

restabelecimento das alterações morfológicas pela toxina A do Clostridium difficile usando 

técnicas avançadas de microscopia. Este projeto, portanto, dá continuidade a nossa pesquisa 



45 

 

 

 

na área citada e espera contribuir para o esclarecimento da patogênese e controle dessa 

condição de importância epidemiológica crescente mundialmente e em particular no nordeste 

do Brasil onde existe uma incidência elevada de doenças diarréicas. 
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2 OBJETIVO 

 

 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 

Estudar as alterações morfológicas induzidas pela TcdA do Clostridium difficile e 

o efeito protetor da glutamina e alanil-glutamina através de técnicas avançadas de 

microscopia, proliferação celular e estresse oxidativo. 

 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 

• Analisar as alterações morfológicas induzidas pela TcdA do C.difficile, 

incluindo as alterações do citoesqueleto em células epiteliais intestinais através da 

microscopia de força atômica, microscopia eletrônica de varredura, microscopia confocal e 

imunofluorescência. 

• Investigar o efeito da glutamina e da alanil-glutamina nas alterações 

morfológicas induzidas pela TcdA do C.difficile. 

• Estudar o efeito da TcdA do C.difficile e da glutamina e alanil-glutamina na 

expressão de proteína RhoA e na organização do citoesqueleto.  

• Avaliar a proliferação celular mediante o tratamento com a TcdA do C.difficile 

e quando houver a associação da toxina com glutamina e alanil-glutamina. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

3.1 Drogas e reagentes 

 

 

Tripsina 0,05% na concentração de 10x, meio DMEM com glutamina, meio 

DMEM sem glutamina, soro fetal bovino (FBS), meio RPMI, penicilina-estreptomicina (100 

U/100µg), piruvato de sódio (100 mM–100x) e solução antibiótica antimicótica foram 

adquiridas da Gibco BRL (Grand Island, NY) ou Invitrogen (Carlsbad, CA). Glutamina, 

Alanil-Glutamina, TcdA do C. difficile (c3977), WST-1 (4-[3-(4-iodophenyl)-2H-5-

tetrazolio]-1-3-benzene disulfonate) e insulina bovina foram obtidas da Sigma (St. Louis, 

MO). Os anticorpos utilizados foram: monoclonal RhoA feito em camundongo (SC-418), 

FITC- faloidina, DAPI, Rhodamine – faloidina e anticorpo secundário anti-camundongo 

FITC. 

 

 

3.2 Cultura de células 

 

 

Foram utilizadas células epiteliais intestinais de rato (IEC-6) e células epiteliais de 

adenocarcinoma colorretal humano (HTC-8) adquiridas de American Type Culture Collection 

(Rockville, MD), mantidas em estufa a 37ºC e 5% CO2 respectivamente. As células HCT-8 

foram utilizadas nos experimentos realizados nos Estados Unidos. E as células IEC-6 foram 

utilizadas nos demais experimentos por conveniência e facilidade de manutenção.  

O meio de cultura para a manutenção da IEC-6 é composto de DMEM com 

glutamina acrescido de FBS 5%, insulina bovina 0,1U/mL, piruvato de sódio com 

concentração final de 1mM e penicilina/estreptomicina 50µg/mL. As células foram cultivadas 

em frascos de 75cm2, sendo o meio de cultura trocado 3x/ semana e/ou sempre que 

necessário. 

O meio de cultura para a manutenção da HCT-8 é composto por RPMI com 

glutamina acrescido de FBS 10%, piruvato de sódio com concentração final de 1mM e 
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penicilina/estreptomicina 50µg/mL. As células também foram cultivadas em frascos de 

75cm2, sendo o meio de cultura trocado 2 a 3x/ semana e/ou sempre que necessário. 

 

 

3.3 Tripsinização das células 

 

 

 Este processo foi utilizado para as duas linhagens celulares utilizadas nos 

experimentos. Para iniciar o processo de tripsinização, verifica-se inicialmente se as células 

estão confluentes com a utilização do Microscópio Invertido. Em seguida, o frasco é 

devolvido à incubadora até o momento do uso.  É feito, então, o processo de limpeza no fluxo 

laminar, colocando-se no fluxo todo o material a ser utilizado com exceção das células, dos 

meios de cultura, tripsina e toxina e ligando-se a luz ultravioleta por 30 minutos. Após esse 

período coloca-se o restante do material no fluxo. 

Adicionou-se 1mL de tripsina ao frasco com as células a fim de desprendê-las e 

levou-se de volta a estufa, por mais 5 minutos. Após esse tempo, observou-se o total 

deslocamento das células. As células já tripsinizadas foram adicionadas 3mL de meio com a 

finalidade de removê-las para um tubo Falcon de 15mL, que foi para centrifugação à 1500rpm 

por 5 minutos sob refrigeração a 4oC. No fluxo removeu-se cuidadosamente o sobrenadante 

do tubo Falcon e adicionou-se ao pellet 5mL de meio com glutamina, seguido pela 

homogeneização. Depois 100µL desta solução foi colocada em um eppendorf e 900µL de 

meio foi adicionado, fazendo uma diluição das células de 1:10 para ser contada na câmara de 

Neubauer. 

A leitura foi realizada ao microscópio óptico na objetiva de 10x, sendo contados 

os quatro quadrantes e feito a média para obtenção do resultado. As células sobre as linhas 

inferiores e da direita ou superiores e da esquerda era excluídas para haver padronização. A 

concentração total de células na suspensão original era calculada da seguinte forma: 

 

   A= No total de células contadas x 104 x fator de diluição (10) 

                                No de quadrados contados 

 

Sendo a seguinte fórmula utilizada para o plaqueamento das células: 
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 A x 105 x V1 = C x V2 

                                                        

A- concentração contada na câmera de Neubauer 

V1-  volume a ser retirado das células 

C - concentração de células desejadas para o experimento 

V2- volume total para preenchimento das placas  

 

Após o preparo da nova solução, os poços foram plaqueados para o experimento. 

Foi verificada ao microscópio invertido a quantidade de células adicionadas aos poços e em 

seguida levados a incubadora de CO2. 

 

 

3.4 Microscopia de força atômica (AFM)  

 

 

As células IEC-6 foram cultivadas na concentração de 6,25x104 células/orifício 

dentro dos orifícios de placas de 12 furos com meios de cultura DMEM com glutamina  à 

temperatura de 37°C e na concentração de 5% de CO2. Antes de ser acrescentado o meio de 

cultura contendo as células IEC-6  foi adicionado previamente aos poços da placa de cultura, 

lamínulas redondas de vidro com diâmetro de 13mm. Essas serviram como superfície para a 

fixação das células.  

Vinte quatro horas após a semeadura das células nas placas, o meio de cultura foi 

trocado e as células foram incubadas de acordo com os grupos: Controle (DMEM sem 

glutamina); TcdA (DMEM sem glutamina e TcdA na concentração de 100ng/mL) por 1h.  Em 

um segundo experimento, os seguintes grupos foram feitos: Controle; TcdA e para testar os 

micronutrientes: glutamina e alanil-glutamina, que em estudos anteriores mostraram proteger 

parcialmente os efeitos danosos da TcdA: TcdA+Ala-Gln (DMEM sem glutamina, TcdA 

(10ng/mL) e Ala-Gln na concentração de 10mM); TcdA+Gln (DMEM sem glutamina, TcdA 

(10ng/mL) e Gln na concentração de 10mM). A concentração 10 mM de Gln e da Ala-Gln foi 

baseada em resultados de um trabalho publicado por Brito et al., 2005. O tempo em que as 

células permaneceram incubadas com ou sem a TcdA foi de 24h (JANK et al., 2007; 

McDONALD et al., 2005; RHOADS; WU, 2009). Após o período de incubação, o meio foi 

descartado, as lamínulas contendo as células foram coletadas e lavadas com PBS. Em seguida, 
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as células foram fixadas por meio de uma solução de formaldeído 4% por um período de 14 

horas. 

As imagens foram realizadas no ar e todas as imagens topográficas foram 

adquiridas usando modo tapping e cantilevers de silício cristalino (Veeco) com uma força 

constante de aproximadamente 40 N/m.  As imagens foram capturadas com um número finito 

de pixels (512 x 512 scan size) (FUNG et al., 2010).  Para o cálculo aproximado do volume 

das células foi utilizado como ferramenta o software nanoscope 5.30 R3.SR3 (copyright 

2005). Este mesmo software foi utilizado para determinação da altura e área celular. Os dados 

foram calculados de 50 células diferentes em cada situação. (JANDT, 1998; QUIRINO et al, 

2009).  

 

 

3.5 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

 

As células IEC-6 foram cultivadas na concentração de 6, 25 x104 células/poço, em 

placa de 12 poços com meios de cultura DMEM com glutamina  à temperatura de 37°C e na 

concentração de 5% de CO2. Antes de ser acrescentado o meio de cultura contendo as células 

IEC-6  foi adicionado previamente aos poços da placa de cultura, lamínulas redondas de vidro 

com diâmetro de 13mm. Essas serviram como superfície para a fixação das células.  

 Após 24h da semeadura das células nas placas, o meio de cultura foi trocado e as 

células foram incubadas de acordo com os grupos: Controle (DMEM sem glutamina); TcdA 

(DMEM sem glutamina e TcdA na concentração de 10ng/mL); TcdA+Ala-Gln (DMEM sem 

glutamina, TcdA na concentração de 10ng/mL e Ala-Gln na concentração de 10mM) e 

TcdA+Gln (DMEM sem glutamina, TcdA na concentração de 10ng/mL e Gln na 

concentração de 10mM). O tempo em que as células permaneceram incubadas com a TcdA e 

os micronutrientes foi de 24h (BRITO et al., 2005; JANK et al., 2007; McDONALD et al., 

2005; RHOADS; WU, 2009). Após o período de incubação, o meio foi descartado, as 

lamínulas contendo as células foram coletadas e lavadas com PBS. Em seguida, as células 

foram fixadas por meio de uma solução de formaldeído 4% por um período de 14 h. 

Em seguida para que as imagens pudessem ser geradas pelo MEV foi necessário 

fixar as amostras em porta-amostra com fitas de carbono e recobrir as mesmas com uma 

camada de ouro de 15nm (sistema de revestimento BALTEC MED 020), processo conhecido 
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por metalização da amostra a fim de que houvesse a passagem de elétrons.  Após este 

processo as amostras foram levadas para o MEV (TESCAN VEGA-XMU), onde as imagens 

foram confeccionadas. 

 

 

3.6 Proliferação celular 

 

 

A proliferação celular foi medida indiretamente usando o kit de proliferação 

celular, sal tetrazólio WST -1 adquirido da ROCHE (Mannheim, Germany) de acordo com as 

instruções do fabricante. As células HCT-8 foram cultivadas em placa contendo 96 poços em 

uma concentração de 4 x 103 células\mL em 100uL de meio padrão (meio com glutamina) na 

incubadora a 370C em 5% de CO2. Após 48h as células foram lavadas e incubadas com meio 

RPMI sem glutamina de acordo com os seguintes grupos: Controle (só o RPMI); TcdA 

(RPMI e TcdA na concentração de 10ng/mL); TcdA+Ala-Gln (RPMI, TcdA (10ng/mL) e 

Ala-Gln na concentração de 10mM); TcdA+Gln (RPMI, TcdA (10ng/mL) e Gln na 

concentração de 10mM); Ala-Gln (RPMI e Ala-Gln na concentração de 10mM); Gln (RPMI e 

Gln na concentração de 10mM). O tempo em que as células permaneceram incubadas com a 

TcdA e os micronutrientes: glutamina e alanil-glutamina foi de 24h ou 48h. 

 Após 24h ou 48h, as células foram incubadas a 37oC em CO2 a 5% por 4h com 10µL 

do sal tetrazólio WST-1. A absorbância foi medida pelo ELISA com filtro de 450nm. O 

WST-1 é reduzido a formazan, que é um marcador solúvel para água, por células 

metabolicamente ativas sob ação de uma desidrogenase. A produção de formazan é 

proporcional ao número de células viáveis na cultura, portanto é uma medida indireta da 

proliferação celular, sendo observada 4h após a adição dos reagentes com o auxílio do ELISA 

(CARNEIRO-FILHO et al., 2006; MACIEL et al., 2007). 

 

 

3.7 Imunoblotting 

 

 

As células IEC-6 foram cultivadas na concentração de 6 x105 células/poço, em 

placa de 6 poços com meios de cultura DMEM com glutamina  à temperatura de 37°C e na 
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concentração de 5% de CO2. Após 48h da semeadura das células nas placas, o meio de cultura 

foi trocado e as células foram incubadas de acordo com os grupos: Controle (DMEM sem 

glutamina); TcdA (DMEM sem glutamina e TcdA na concentração de 10ng/mL); TcdA+Ala-

Gln (DMEM sem glutamina, TcdA na concentração de 10ng/mL e Ala-Gln na concentração 

de 10mM); TcdA+Gln (DMEM sem glutamina, TcdA na concentração de 10ng/mL e Gln na 

concentração de 10mM); Ala-Gln (DMEM sem glutamina e Ala-Gln na concentração de 

10mM); Gln (DMEM sem glutamina e Gln na concentração de 10mM). Para cada grupo 

foram utilizados 3 poços. O tempo em que as células permaneceram incubadas com a TcdA e 

os micronutrientes foi de 24h (BRITO et al., 2005; JANK et al., 2007; McDONALD et al., 

2005; RHOADS; WU, 2009). Depois o meio de cultura foi descartado e realizou-se 3 

lavagens com PBS concentrado 1x sob agitação. 

Colocou-se 100 µl do tampão de amostras concentrado 2x (Tris-HCl, SDS, 

Glicerol, 2-mercaptoetanol e azul de bromofenol) em cada poço da placa de cultura e com um 

raspador de células se raspou o fundo procurando atingir toda a sua extensão, então as células 

foram recolhidas misturadas com o tampão para eppendorfs devidamente identificados. E em 

seguida, as amostras foram levadas para aquecimento em banho-maria por 5min. 

 E as amostras foram aplicadas no gel de poliacrilamida a 12%, já na cuba de 

eletroforese, que estava ajustada com a corrente inicial de 10mA e a voltagem em torno de 

110V. Após o início da corrida a corrente foi aumentada para 25 a 30 mA.  Após a 

eletroforese gel foi posto em um pote contendo tampão de transferência. 

A membrana de PVDF foi cortada do mesmo tamanho do gel em seguida, sendo 

colocada em um recipiente contendo metanol por 10 minutos em agitação para ativá-la. Em 

seguida lavou-se a membrana com água destilada por 5 minutos e, por último, lavou-se 

novamente a membrana com o tampão de transferência. Então se montou o sanduíche, que foi 

colocado na cuba de transferência à 50V overnight. 

Foi feita a coloração na solução de vermelho de ponceau por 10 segundos e em 

seguida a membrana foi lavada em água destilada.  Incubou-se a membrana com anticorpo 

primário anti-Rho A na diluição de 1:1000 overnight. Na manhã seguinte, foram feitas 3 

lavagens com TBS-T por 10 minutos e depois a membrana foi incubada com o anticorpo 

secundário por 1h.  Por fim, a membrana foi ativada com o kit de revelação de Amershan e 

revelada em câmara escura (POSSIDONIO et al., 2011). 
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3.8 Dosagem de Malonildialdeído (MDA) 

 

 

As células IEC-6 foram cultivadas na concentração de 5x104 células/poços em 

placas de 12 poços com meios de cultura DMEM com glutamina  à temperatura de 37°C e na 

concentração de 5% de CO2. Após 48h da semeadura das células nas placas, o meio de cultura 

foi trocado e as células foram incubadas de acordo com os grupos: Controle (DMEM sem 

glutamina); TcdA (DMEM sem glutamina e TcdA na concentração de 10ng/mL); TcdA+Ala-

Gln (DMEM sem glutamina, TcdA na concentração de 10ng/mL e Ala-Gln na concentração 

de 10mM); TcdA+Gln (DMEM sem glutamina, TcdA na concentração de 10ng/mL e Gln na 

concentração de 10mM); Ala-Gln (DMEM sem glutamina e Ala-Gln na concentração de 

10mM); Gln (DMEM sem glutamina e Gln na concentração de 10mM) (BRITO et al., 2005; 

JANK et al., 2007; McDONALD et al., 2005; RHOADS; WU, 2009). O tempo em que as 

células permaneceram incubadas com a TcdA e os micronutrientes foi de 24h. Para cada 

grupo foram utilizados 3 poços. Depois o meio de cultura foi descartado e realizou-se, então, 

uma raspagem dos poços com rodos apropriados e as amostras foram coletadas com 200µL de 

meio. 

Homogenato a 10% foi feito com 150µL do concentrado de células de cada 

amostra e o foi completado para 250µL com KCl a 15M, colocado em um tubo de ensaio. Foi 

adicionado 1,5mL do H3PO4 à 1% e 500µL de solução do ácido tiobarbitúrico à 0,6%. Os 

tubos com essa mistura foram colocados em banho-maria a 100oC por 45 minutos e em 

seguida resfriados em água corrente. A essa mistura foi adicionado 2mL de N-butanol e em 

seguida agitada no vortex por 1min cada tubo. Depois esses tubos foram centrifugados a 

1200rpm durante 15 min e o sobrenadante, que corresponde à fase butanólica, foi retirado e 

levado para fazer a leitura no espectrofotômetro nos seguintes comprimentos de onda 520nm 

e 535nm. A dosagem de MDA é calculada através da diferença entre as duas medidas 

(LOWRY et al., 1951). 

 

3.9 Dosagem de Glutationa (GSH) 

                 

                        

As células IEC-6 foram cultivadas na concentração de 5x104 células/poços em 

placas de 12 poços com meios de cultura DMEM com glutamina  à temperatura de 37°C e na 



54 

 

 

 

concentração de 5% de CO2. Após 48h da semeadura das células nas placas, o meio de cultura 

foi trocado e as células foram incubadas de acordo com os grupos: Controle (DMEM sem 

glutamina); TcdA (DMEM sem glutamina e TcdA na concentração de 10ng/mL); TcdA+Ala-

Gln (DMEM sem glutamina, TcdA na concentração de 10ng/mL e Ala-Gln na concentração 

de 10mM); TcdA+Gln (DMEM sem glutamina, TcdA na concentração de 10ng/mL e Gln na 

concentração de 10mM); Ala-Gln (DMEM sem glutamina e Ala-Gln na concentração de 

10mM); Gln (DMEM sem glutamina e Gln na concentração de 10mM) (BRITO et al., 2005; 

JANK et al., 2007; McDONALD et al., 2005; RHOADS; WU, 2009). O tempo em que as 

células permaneceram incubadas com a TcdA e os micronutrientes foi de 24h. Para cada 

grupo foram utilizados 3 poços. Depois o meio de cultura foi descartado então se realizou 

uma raspagem dos poços com rodos apropriados e as amostras foram coletadas com 400µL de 

meio. 

O homogenato foi composto por 200µL do concentrado de células e 200µL de 

EDTA 0,02M. A esse homogenato foi adicionado 320µL de água destilada e 80µL do ácido 

tricloroacético. Essa mistura foi centrifugada à 3000rpm por 15 min., na temperatura de 4oC. 

Foram retirados 400µL do sobrenadante, no qual foi acrescentado 800µL de tampão TRIS 

0,4M e 20µL de DTNB 0,01M. E em seguida as amostras foram lidas no espectrofotômetro 

no comprimento de onda de 412nm (SEDLAK; LINDSAY, 1968) 

 

 

3.10 Microscopia confocal 

 

 

Quatro câmaras de slides foram semeadas com células HCT-8 na concentração de 

4 x 104 células/poço em meio RPMI padrão. Após 48h os poços foram incubados de acordo 

com os grupos: Controle (DMEM sem glutamina); TcdA (DMEM sem glutamina e TcdA na 

concentração de 10ng/mL); TcdA+Ala-Gln (DMEM sem glutamina, TcdA na concentração 

de 10ng/mL e Ala-Gln na concentração de 10mM) e TcdA+Gln (DMEM sem glutamina, na 

concentração de TcdA 10ng/mL e Gln na concentração de 10mM) (BRITO et al., 2005; 

JANK et al., 2007; McDONALD et al., 2005; RHOADS; WU, 2009).  Após 24h de 

exposição, HCT-8 monocamadas de células foram cuidadosamente lavados duas vezes em 

PBS, fixadas por 20 min em paraformaldeído 4,0% e novamente lavados em PBS, então 

foram permeabilizados com 0,1% Triton X-100 à temperatura ambiente por 10 minutos e em 
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seguida lavado novamente em PBS. Posteriormente, os poços foram incubados com faloidina 

– FITC na concentração de 5µg/mL por 30min em câmara escura, lavados em PBS e 

incubadas com DAPI, 5 mg / ml por 5 min. Monocamadas foram então lavadas novamente 

em PBS e pós-fixadas com paraformaldeído 4% e montadas. Microscopia de fluorescência foi 

realizada utilizando um microscópio confocal invertido Zeiss LSM 510 UV com objetiva 40x, 

disponível na Universidade da Virginia (HENEWEER et al, 2005;. SCHWAN et al, 2009). 

 

 

3.11 Imunofluorescência para F-actina e RhoA 

 

 

As células IEC-6 foram cultivadas na concentração de 6 x105 células/poços em 

placas de 6 poços com meios de cultura DMEM com glutamina  à temperatura de 37°C e na 

concentração de 5% de CO2. Placas de aclar  que serviram como superfície para a fixação das 

células, haviam sido previamente colocados na placa de cultura. 

Quarenta e oito horas após a semeadura das células nas placas, o meio de cultura 

foi trocado e as células foram incubadas de acordo com os grupos: Controle (DMEM sem 

glutamina); TcdA (DMEM sem glutamina e TcdA na concentração de 10ng/mL); TcdA+Ala-

Gln (DMEM sem glutamina, TcdA na concentração de 10ng/mL e Ala-Gln na concentração 

de 10mM); TcdA+Gln (DMEM sem glutamina, TcdA na concentração de 10ng/mL e Gln na 

concentração de 10mM); Ala-Gln (DMEM sem glutamina e Ala-Gln na concentração de 

10mM); Gln (DMEM sem glutamina e Gln na concentração de 10mM) (BRITO et al., 2005; 

JANK et al., 2007; McDONALD et al., 2005; RHOADS; WU, 2009). O tempo em que as 

células permaneceram incubadas com a TcdA e os micronutrientes foi de 24h. 

Após esse período as células foram lavadas com PBS na concentração de 1x por 5 

minutos, sob leve agitação (com o agitador na velocidade 40), em seguida o mesmo foi 

retirado e se realizou a fixação com 2 mL de PFA a 4% em cada placa de cultura por 10 

minutos, sob leve agitação (com o agitador na velocidade 40).  Retirou-se o PFA e foi 

iniciado o processo de permeabilização utilizando PBS/Triton em três lavagens de 10 minutos 

cada, também sob agitação. Em seguida se encubou o aclar com o anticorpo primário RhoA 

na concentração 1:50 por 1h em câmara escura na estufa a 37oC. 

Após esse período retirou-se o aclar de cada grupo, que foram lavados três vezes 

com PBS/Triton durante 10 minutos cada, com leve agitação e em seguidas foram novamente 
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incubadas em câmara úmida na estufa a 37oC com o anticorpo secundário anti-camundongo 

marcado com FITC por 1 h na concentração de 1:200. Depois se lavou por 3x com 

PBS/Triton durante 10 minutos cada com leve agitação, em seguida se incubou as células com 

faloidina marcada com rodamina na diluição de 1:50, durante 30 minutos em câmara escura 

na estufa a 37oC. 

Então se lavou as células com PBS/Triton por 3x com duração de 10 minutos 

cada, sob agitação. Em seguida lavaram-se novamente as células com NaCl 0,9% por 5 

minutos sob agitação, por fim se corou com DAPI (1µL/2mL de NaCl 0,9%) na diluição de 

1:1000 e lavou-se com NaCl 0,9% por 5 minutos. Após esse processo as lamínulas foram 

montadas com solução de montagem (glicerol, N-propil galato- 5%, DABCO 0,25% e PPD 0, 

0025% pH 7,5). Os preparados foram observados no microscópio ótico de fluorescência 

Axiovert 100 (Carl Zeiss, Germany), usando filtros seletivos para cada fluorocromos, as 

imagens foram capturadas com a câmera integrada C2400i (Hamamatsu, Photonics, Shizuoka, 

Japan) e processador de imagem Argus 20 (Hamamatsu) (POSSIDONIO et al., 2011). 

 

 

3.12 Analise Estatística  

 

 

Os resultados foram expressos como média + desvio padrão da média. As médias 

dos vários procedimentos experimentais foram comparadas utilizando a análise de variância 

(ANOVA), e a significância entre os grupos estabelecida pelo teste Bonferroni. O numero (N) 

de poços por grupo experimental foi no mínimo 3.  A significância mínima aceita foi de 

P<0,05. O programa utilizado para as análises estatísticas foi Graph Pad Prism 4. 
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4 RESULTADOS 

 

 

 

4.1 Análise do efeito da TcdA do C. difficile em células epiteliais intestinais de rato 

(IEC-6) através da AFM. 

 

 

As células IEC-6 quando cultivadas em condições normais tiveram a sua 

morfologia preservada apresentando-se com o citoesqueleto organizado, núcleo e nucléolos 

bem definidos como pode ser visto nas figuras 9A e 9B com altura máxima de 2000nm. As 

células tratadas com TcdA do C.difficile por 1h mostraram-se com uma morfologia 

consideravelmente alterada (figura 9C e 9D) apresentando encolhimento e compactação de 

material citoplasmático em torno do núcleo e embaçamento da membrana nuclear. São 

observadas também múltiplas extensões filamentosas vestigiais em torno da célula. Na 

presença de TcdA, a altura máxima de uma célula representativa teve um aumento para 

4000nm (Figura 9C e 9D), comparado a 2000nm no grupo controle (Figura 9A e 9B). 

Ao ser visualizado o núcleo das células IEC-6 em maior aumento pode ser 

percebido com nitidez um bem definido envelope nuclear e nucléolos proeminentes (figura 

10A e 10B) já a célula tratada com TcdA se observa interrupção completa do envelope 

nuclear,  além da condensação irregular da cromatina e perda do aparelho nucleolar, portanto 

a TcdA causou uma total desorganização da estrutura nuclear (Figura 10C e 10D).  
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Figura 9: Análise das alterações morfológicas causadas pela TcdA do C.difficile em células epiteliais de 
rato (IEC-6). As células IEC-6 foram tratadas com TcdA (100ng/mL) por 1h. As imagens foram confeccionadas 
com o AFM no modo tapping. A. Célula controle, esta imagem tem escala de altura medida através de barra de 
cores: 2000nm. C. Célula tratada com TcdA, esta imagem tem escala de altura medida através de barra de cores: 
4000nm. As imagens B e D são as figuras A e C na vista 3D (scan size 50 x 50 µm2). 
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Figura 10: Análise das alterações morfológicas causadas pela TcdA do C.difficile ao nível de núcleo 
celular. As células IEC-6 foram tratadas com TcdA (100ng/mL) por 1h. As imagens foram confeccionadas com 
o AFM no modo tapping, 15 x 15 µm2 e tem escala de altura medida através de barra de cores: 1000nm. A. 
Núcleo da célula controle. C. Núcleo da célula tratada com TcdA. As imagens B e D são as figuras A e C na 
vista 3D. 
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4.2 Análise do efeito da TcdA do C. difficile associada ou não à glutamina ou alanil-

glutamina em células epiteliais intestinais de rato (IEC-6) através da AFM. 

 

 

Como pode ser observado nas imagens anteriores a TcdA causa danos severos à 

célula. Como a glutamina é principal substrato das células epiteliais intestinais (CRUZAT; 

PETRY; TIRAPEGUI, 2009; FRANCISCO et al., 2002; HISCOCK; PEDERSEN, 2002) e 

pelo fato do nosso grupo de pesquisa (BRITO et al., 2005; CARNEIRO et al., 2006; 

NASCIMENTO et al., 2005) já terem mostrado alguns efeitos benéficos desse nutriente a 

nível tecidual na enterite induzida pela TcdA, a partir deste momento mostraremos o que 

ocorre quando utilizamos esse micronutriente e seu derivado estável, alanil-glutamina, a nível 

celular. 

Em uma análise em menor aumento se observa na figura 11, que as células 

tratadas com TcdA e glutamina (figura 11D) ou TcdA e alanil-glutamina (figura 11C) 

apresentam morfologia semelhante às células normais (figura 11A) enquanto as células 

tratadas somente com a TcdA mostram uma retração do citoplasma (figura 11B), sendo este 

fato reafirmado pelas medidas das dimensões celulares. Estas revelaram que IEC-6 tratadas 

com TcdA tem um aumento de 58,9% na altura da célula em relação ao controle (figura 12), o 

que pode indicar deposição de material citoplasmático na região perinuclear. No entanto, 

quando se analisou a área e volume celular, foi detectado que havia uma diminuição em 

66,2% e 79% no grupo TcdA, respectivamente, comparado ao grupo controle (figuras 13 e 

14) (P <0,05).  

As medidas celulares demonstraram que a suplementação com 10mM de Gln nas 

células também incubadas com TcdA causou uma redução de 46,3% na altura da célula em 

relação ao grupo tratado com TcdA e um aumento de 67,6% e 46,3% na área e no volume das 

células, respectivamente, quando comparado ao grupo infectado com TcdA (p <0,05; figuras 

12, 13 e 14). Já o grupo tratado com TcdA e 10mM de Ala-Gln ao ser comparado ao grupo 

tratado somente com TcdA aumentou significativamente a área e o volume celular de 65,4% e 

92,9%, respectivamente, e diminuição da altura da célula de 16,9% (p <0,05) e sem diferença 

estatística ao ser comparada ao grupo controle. Comparando com a célula epitelial intestinal 

normal as células incubadas com TcdA na presença de suplementação de Gln e Ala-Gln, 

respectivamente mostraram em relação à altura celular o aumento foi de 10,3 % e 49,9%, 
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sendo apenas último significativo e uma redução significativa da área 31,1 % e 31,4% e do 

volume 50,6% e 34,8%. (p <0,05; figuras 12, 13 e 14). 

 

 
 
Figura 11: Análise macroscópica do efeito da glutamina e da alanil-glutamina na lesão induzida pela 
TcdA do C.difficile.  As células IEC-6 foram divididas em quatro grupos: Controle; TcdA- células tratadas com 
TcdA (10ng/mL) por 24h; TcdA+ Gln- células tratadas com TcdA (10ng/mL) e glutamina (10mM) por 24h e 
TcdA + Ala-Gln – células tratadas com TcdA (10ng/mL) e alanil-glutamina (10mM) por 24h. As imagens foram 
confeccionadas através do AFM, no modo tapping e com área de 150 x 150 µm2. A. Controle; B. TcdA; C. TcdA 
+ Ala-Gln e D. TcdA + Gln.  

A

> 
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Figura 12: Efeito da TcdA do C. difficile sozinha ou associada à glutamina ou alanil-glutamina sobre a 
altura celular. As células IEC-6 foram divididas em quatro grupos: Controle; TcdA- células tratadas com TcdA 
(10ng/mL) por 24h; TcdA+ Gln- células tratadas com TcdA (10ng/mL) e glutamina (10mM) por 24 h e TcdA + 
Ala-Gln – células tratadas com TcdA (10ng/mL) e alanil-glutamina (10mM) por 24h. A altura foi calculada 
através do software nanoscope 5.30R3. SR3. * P<0,05 comparada com controle. # P<0,05 comparada com 
TcdA. 
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Figura 13: Efeito da TcdA do C. difficile sozinha ou associada à glutamina ou alanil-glutamina sobre a 
área celular. As células IEC-6 foram divididas em quatro grupos: Controle; TcdA- células tratadas com TcdA 
(10ng/mL) por 24h; TcdA+ Gln- células tratadas com TcdA (10ng/mL) e glutamina (10mM) por 24h e TcdA + 
Ala-Gln – células tratadas com TcdA (10ng/mL) e alanil-glutamina (10mM) por 24h. A área foi calculada 
através do software nanoscope 5.30R3. SR3. * P<0,05 comparada com controle. # P<0,05 comparada com 
TcdA. 
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Figura 14: Efeito da TcdA do C. difficile sozinha ou associada à glutamina ou alanil-glutamina sobre 
volume celular. As células IEC-6 foram divididas em quatro grupos: Controle; TcdA- células tratadas com 
TcdA (10ng/mL) por 24h; TcdA+ Gln- células tratadas com TcdA (10ng/mL) e glutamina (10mM) por 24h e 
TcdA + Ala-Gln – células tratadas com TcdA (10ng/mL) e alanil-glutamina (10mM) por 24h. O volume foi 
calculado através do software nanoscope 5.30R3. SR3. * P<0,05 comparada com controle. # P<0,05 comparada 
com TcdA. 

 

 

4.3 Efeito da Gln e da Ala-Gln em células epiteliais intestinais de ratos (IEC-6) 

incubadas com TcdA do C. difficile através da MEV. 

 

 

Em corroboração com dados encontrados através da microscopia de força 

atômica, a microscopia eletrônica de varredura (figura 15) também demonstrou a retração 

citoplasmática das células IEC-6 na presença da TcdA do C. difficile. A figura 15B pode ser 

observada de forma detalhada finas extensões do citoplasma, como se fossem uma rede de 

ramificações, ou projeções em torno do corpo picnótico em comparação com a aparência 

estendida, uniforme e circular das células saudáveis sem tratamento com TcdA (figura 15A). 

Enquanto as células tratadas com Ala-Gln e TcdA (figura 15D) foi observado uma morfologia 

intermediária, sedo que o formato da célula está mais alongado e uniforme, porém, ainda 

apresenta de forma leve algumas estreitas extensões citoplasmáticas. Já as células 

suplementadas com Gln e TcdA (figura 15C) apresentam características morfológicas 

semelhantes à forma de “panqueca”, sendo similar a forma das células controle, 

principalmente em relação às medidas de altura celular (figura 12) além de se tornar 
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praticamente imperceptível as ramificações citoplasmáticas características das lesões causadas 

pela TcdA.  

 

 

 

Figura 15: Análise do efeito da glutamina e da alanil-glutamina na alteração morfológica induzida pela 
TcdA do C.difficile em células epiteliais intestinais através do MEV. As células IEC-6 foram divididas em 
quatro grupos: A. Controle; B. TcdA (células tratadas com TcdA na concentração de 10ng/mL); C. TcdA+ Gln 
(células tratadas com TcdA na concentração de 10ng/mL e glutamina na concentração de 10mM) e D. TcdA + 
Ala-Gln (células tratadas com TcdA na concentração de 10ng/mL e alanil-glutamina na concentração de 10mM). 
Todos os tratamentos foram realizados por 24h. As imagens foram confeccionadas através do MEV, com 
magnificação de 9,45x e barra de escala de 5 µm. 

 B 

C D 
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4.4 Efeito da TcdA do C. difficile,  da Gln e da Ala-Gln na proliferação celular. 

 

 

Nesse experimento a reação que converte o sal tetrazólico WST-1 em formazan 

mediu direitamente a viabilidade celular, portanto uma medida indireta da proliferação 

celular. Ao tratar as células com TcdA na concentração de 10ng/mL por 24h foi observado 

que houve uma possível redução da proliferação celular em 6,8% (p =0,06). Quando se faz o 

tratamento mais prolongado por 48h observa-se um maior efeito da TcdA e por conseqüência 

uma redução significativa de 8,4% (p = 0,01, comparado ao grupo controle) (figura 16). A 

Gln na presença de TcdA  mostra uma tendência ao aumento da proliferação celular em 24h, 

aumento de 9,3% (p = 0,07), porém o tratamento foi mais efetivo em 48h, aumento de 12,7% 

em relação ao grupo TcdA (p <0,05) enquanto no grupo TcdA+Ala-Gln o aumento da 

viabilidade celular foi significante nos dois períodos de incubação às 24h e 48h, aumento de 

14,4% e 13,2%, respectivamente, quando comparado ao grupo TcdA (p <0,05, figura 16). 
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Figura 16: Efeito da TcdA do C. difficile, da glutamina e da alanil-glutamina na proliferação celular. As 
células HCT-8 foram divididas em seis grupos: Controle; TcdA- células tratadas com TcdA (10ng/mL); TcdA+ 
Gln- células tratadas com TcdA (10ng/mL) e glutamina (10mM); TcdA + Ala-Gln – células tratadas com TcdA 
(10ng/mL) e alanil-glutamina (10mM); Gln – células tratadas com glutamina (10 mM) e Ala-Gln – células 
tratadas com alanil-glutamina (10 mM). Todos os tratamentos foram realizados por 24h e 48h.  A absorbância foi 
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medida usando uma microplaca de ELISA a 450nm (referência 420-480nm) * P<0,05 comparada com controle. 
# P<0,05 comparada com TcdA. 
 

 

Em relação ao experimento de proliferação celular, resolvermos analisar o 

comportamento da glutamina e do seu derivado estável, a alanil-glutamina, sem a injúria 

causada pela TcdA. A suplementação das células epiteliais com Gln e Ala-Gln mostraram um 

crescimento significativo da proliferação nos dois períodos de 24 e 48h, sendo 

respectivamente um aumento de 18,9% e 18,3% em 24h e de 6,0% e 5,3% em 48h em relação 

ao controle (p<0,05) (figura 16).  Ao analisarmos os resultados de forma comparativa 

podemos concluir que em situações normais o pico da proliferação celular mediante a 

suplementação com Gln e Ala-Gln ocorre em 24h, já quando as células são incubadas com a 

TcdA e suplementadas a recuperação da proliferação ocorre por volta das 48h. 

 

 

4.5 Efeito da TcdA do C. difficile, da Gln e da Ala-Gln sobre a F-actina analisado da 

perspectiva da microscopia confocal. 

 

 

Conforme demonstrado na Figura 17, a incubação das células HCT-8 com TcdA 

por 24h causa uma mudança na distribuição do citoesqueleto de F-actina da monocamada de 

células e mostram também a diminuição da densidade de filamentos de actina. A 

monocamada de células incubadas em meio sem glutamina apresentou uma distribuição mais 

homogênea de actina e com feixes ligados à membrana plasmática. A outra coloração 

utilizada, o DAPI mostrou que a TcdA causou algumas picnose nucleares. Ao se comparar as 

redes de actina da monocamada normal de HCT-8 e da monocamada de HCT-8 tratadas com 

TcdA é visto que há diminuição da coloração que marca a actina, existindo ainda a presença 

de lacunas com ausência de fibras de actina, sugerindo colapso do citoesqueleto celular.  

Como mostrado nos dados anteriores à suplementação com Gln e Ala-Gln 

revertem parcialmente às alterações descritas em células tratadas somente com TcdA, 

podendo ser observada uma preservação do citoesqueleto de actina, além de uma rede 

intracelular de actina mais organizada. Além disso, em ambas as situações TcdA+Gln e 

TcdA+Ala-Gln mostram células em mitose que estão em concordância com os dados da 

proliferação celular. 
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Figura 17: Efeito da TcdA do C. difficile na distribuição das fibras de F-actina através da microscopia 
confocal. As células HCT-8 foram divididas em quatro grupos: Controle; TcdA- células tratadas com TcdA 
(10ng/mL); TcdA+ Gln- células tratadas com TcdA (10ng/mL) e glutamina (10mM) e TcdA + Ala-Gln – células 
tratadas com TcdA (10ng/mL) e alanil-glutamina (10mM).  Todos os tratamentos foram realizados por 24h. As 
células foram incubadas com FITC- faloidina e DAPI. 
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4.6 Efeito da TcdA do C. difficile e da Gln e da Ala-Gln analisado sobre a perspectiva 

do estresse oxidativo. 

 

 

A dosagem de malonildialdeíldo (MDA) foi utilizada para avaliar o processo de 

lipoperoxidação da membrana plasmática, sendo percebido que essa peroxidação está 

significativamente aumentada apenas nas células que foram incubadas com TcdA sem 

nenhum tipo de suplementação. Já nos grupos tratados com TcdA e suplementados com Gln e 

Ala-Gln foi observado concentrações intermediárias entre o grupo controle e o grupo TcdA, 

mas sem diferenças significativas, conforme indica a figura 18.   
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Figura 18: Efeito da TcdA do C. difficile, da glutamina e da alanil-glutamina no processo de 
lipoperoxidação lipídica. As células IEC-6 foram divididas em seis grupos: Controle; TcdA- células tratadas 
com TcdA (10ng/mL) por 24h; TcdA+ Gln- células tratadas com TcdA (10ng/mL) e glutamina (10 mM) por 
24h; TcdA + Ala-Gln – células tratadas com TcdA (10ng/mL) e alanil-glutamina (10mM) por 24h; Gln – células 
tratadas com glutamina (10 mM) por 24h e Ala-Gln – células tratadas com alanil-glutamina (10 mM) por 24h.   
A avaliação do processo lipoperoxidação foi realizada através da dosagem de MDA. * P<0,05 comparada com 
controle. 

 

 

A dosagem de glutationa (GSH) mostrada na figura 19, demonstrou que as células 

tratadas com TcdA apresentam níveis reduzidos de GSH, enquanto os grupos TcdA+Gln e 

TcdA+Ala-Gln indicam um aumento desses níveis, tendo um crescimento significativo em 

relação ao grupo TcdA porém ainda se encontram significativamente abaixo das células 

epiteliais não lesionadas. Por último, ao serem comparadas as células suplementadas apenas 



69 

 

 

 

com glutamina e alanil-glutamina com o grupo controle não foi visto diferença significativa 

entre os níveis de glutationa, portanto a TcdA induz as células ao dano oxidativo, revertido 

pela administração de Gln e Ala-Gln. 
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Figura 19: Efeito da TcdA do C. difficile e da glutamina e da alanil-glutamina nos níveis de GSH. As 
células IEC-6 foram divididas em seis grupos: Controle; TcdA- células tratadas com TcdA (10ng/mL) por 24h; 
TcdA+ Gln- células tratadas com TcdA (10ng/mL) e glutamina (10mM) por 24h; TcdA + Ala-Gln – células 
tratadas com TcdA (10ng/mL) e alanil-glutamina (10mM) por 24h; Gln – células tratadas com glutamina (10 
mM) por 24h e Ala-Gln – células tratadas com alanil-glutamina (10 mM) por 24h.   A avaliação do processo 
oxidativo foi realizada através da dosagem de GSH. * P<0,05 comparada com controle. # P<0,05 comparada 
com TcdA.  

 

 

4.7 Efeito da TcdA do C. difficile, da Gln e da Ala-Gln sobre F-actina e proteína 

RhoA. 

 

 

Nas figuras 20, 21 e 22 analisaremos de forma conjunta a ação da TcdA do C. 

difficile sobre a F-actina que foi marcada com faloidina- rhodamina, a proteína RhoA que foi 

marcada com  anticorpo secundário FITC e o núcleo que foi marcado com DAPI em azul, 

através da técnica de imunofluorescência no aumento de 100x.  Nas imagens do grupo 

controle, nos quais as células IEC-6 não receberam nenhum tipo de tratamento, observou-se 

que a proteína RhoA está localizada principalmente no citoplasma na região periférica ao 



70 

 

 

 

núcleo (figuras 20A e 22A), as células apresentam morfologia normal sem fibras de estresse, 

aderidas em forma de monocamada (figura 21A). Enquanto o grupo incubado somente com 

TcdA por 24h mostrou uma grande retração citoplasmática, sendo que as células perdem 

grande parte do contato com as vizinhas, restando formação de finas extensõses 

citoplasmáticas que por vezes mantém este contato (figura 21B e 22B). Observa-se também  

deposição de material celular em cima do núcleo dificultando sua visualização (figura 22B) e 

a proteína RhoA marcada em  focos  sobre o núcleo, suspeita-se de invólucro nuclear, 

citoplasma e membrana celular (figura 20B). 

As células tratadas com TcdA e alanil- glutamina mostraram um formato 

alongado, com algumas junções preservadas (figura 22D e 21D), sendo que as células se 

encontram  afastadas e também  há a presença de lamelipódios (figura 21D) além da proteína 

RhoA apresentar-se espalhada por toda a extensão da células (figura 20D). E  as células 

suplementadas com alanil-glutamina e sem tratamento com TcdA apresentam a proteína 

RhoA localizada na periferia do núcleo (figura 20C), enquanto a membrana celular não 

apresenta nenhuma alteração (figura 21C e 22C), de forma semelhante ao grupo controle. 

No grupo TcdA+Gln as células se mostraram com formato arredondado, com 

preservação parcial das junções, presença de lamelipódios e algumas fibras de estresse (figura 

21F e 22F), as células se apresentam menores que as células tratadas com TcdA+ Ala-Gln, 

além de mostrar também núcleos em mitose (figura 22F) e a proteína RhoA foi marcada na 

região periférica ao núcleo e também em pontos em cima no núcleo (figura 20F). No grupo 

Gln  se encontram também a proteína Rho A marcada em pontos na região do núcleo e no 

citoplasma na região periférica ao núcleo (figura 20E). 

A quantificação da proteína RhoA  foi realizada através de imunoblotting, usando 

como padrão a α- tubulina. A concentração da proteína RhoA apresentou um aumento de 71 

% e 29%, respectivamente nos grupos Ala-Gln e Gln comparado ao controle. Outro dado 

bastante interessante foi que a concentração de proteína RhoA também ficaram elevados  em 

10% quando se utilizou somente TcdA ao ser comparada ao controle. As células tratadas com 

TcdA+Ala-Gln e TcdA+Gln que apresentaram um aumento na concentração de RhoA de 75% 

e 102% respectivamente em relação ao controle. Entretanto, com essa quantificação 

aumentada da RhoA, não se sabe se está proteína estava na sua forma  ativa ou já teria sido 

inativada pela toxina A do C.difficile. 
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Figura 20: Efeito da TcdA do C. difficile, da glutamina e da alanil-glutamina na distribuição da proteína 
RhoA através da microscopia de imunofluorescência. As células IEC-6 foram divididas em seis grupos: 
Controle (A); TcdA- células tratadas com TcdA (10ng/mL) (B); Alanil- glutamina – células tratadas com alanil-
glutamina (10mM) (C); TcdA + Ala-Gln – células tratadas com TcdA (10ng/mL) e alanil-glutamina (10mM) 
(D); Glutamina – células tratadas com glutamina (10mM) (E); TcdA+ Gln- células tratadas com TcdA 
(10ng/mL) e glutamina (10mM) (F). Todos os tratamentos foram de 24h. As células foram incubadas com 
anticorpo primário para RhoA e anticorpo secundário FITC. Aumento 100x. 
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Figura 21: Efeito da TcdA do C. difficile, da glutamina e da alanil-glutamina na distribuição das fibras de 
F-actina através da microscopia de imunofluorescência. As células IEC-6 foram divididas em seis grupos: 
Controle (A); TcdA- células tratadas com TcdA (10ng/mL) por 24h (B); Alanil- glutamina – células tratadas 
com alanil-glutamina (10mM) (C); TcdA + Ala-Gln – células tratadas com TcdA (10ng/mL) e alanil-glutamina 
(10mM) (D); Glutamina – células tratadas com glutamina (10mM) (E); TcdA+ Gln- células tratadas com TcdA 
(10ng/mL) e glutamina (10mM) (F). As células foram incubadas com Rhodamina- faloidina para marcação das 
fibras de f-actina. Aumento 100x. O quadro destaca as junções oclusivas. Setas indicam lamelipódios.  
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Figura 22: Efeito da TcdA do C. difficile na distribuição das fibras de F-actina e proteína RhoA através da 
microscopia de imunofluorescência. As células IEC-6 foram divididas em seis grupos: Controle (A); TcdA- 
células tratadas com TcdA (10ng/mL) por 24h (B); Alanil- glutamina – células tratadas com alanil-glutamina 
(10mM) (C); TcdA + Ala-Gln – células tratadas com TcdA (10ng/mL) e alanil-glutamina (10mM) (D); 
Glutamina – células tratadas com glutamina (10mM) (E); TcdA+ Gln- células tratadas com TcdA (10ng/mL) e 
glutamina (10mM) (F). As células foram incubadas com Rhodamina- faloidina, RhoA marcada em verde e 
DAPI. Aumento 100x. As setas indicam células em mitose.  
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Figura 23: Efeito da TcdA do C. difficile, da glutamina e da alanil-glutamina na concentração de proteína 
RhoA através de imunoblotting. As células IEC-6 foram divididas em seis grupos: Controle; TcdA- células 
tratadas com TcdA (10ng/mL); Alanil- glutamina – células tratadas com alanil-glutamina (10mM); TcdA + Ala-
Gln – células tratadas com TcdA (10ng/mL) e alanil-glutamina (10mM); Glutamina – células tratadas com 
glutamina (10mM); TcdA+ Gln- células tratadas com TcdA (10ng/mL) e glutamina (10mM). Todos os 
tratamentos foram de 24h. A quantificação foi feita de forma comparativa usando como padrão a proteína α-
tubulina. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

 

Através dos resultados dos nossos experimentos mostramos que a toxina A do 

C.difficile provoca alterações relevantes na morfologia das células epiteliais intestinais tanto 

nas IEC-6 como nas HCT-8, avaliadas por diferentes abordagens microscópicas. 

 A microscopia de força atômica foi capaz de demonstrar visualmente e 

quantitativamente a diminuição do volume e da área celular juntamente com o aumento de 

altura, o que sugere contração da célula associada a uma possível agregação de material 

celular em torno do núcleo, sendo este aspecto também observado através da 

imunofluorescência, pois é constatada a marcação de actina em cima do DAPI utilizado para 

marcar o núcleo. Além disso, TcdA causou ruptura do envelope nuclear e condensação da 

cromatina após 1h de incubação na concentração de 100ng/mL. A maioria destas alterações 

morfológicas foram confirmados pela microscopia eletrônica de varredura, pela microscopia 

confocal e imunofluorescência. 

O levantamento bibliográfico revelou uma estreita relação entre a morfologia das 

células e a sua função. A organização do citoesqueleto tem um papel importante na orientação 

da motilidade e adesão célula- célula (DOCHEVA et al., 2008). Conforme Kim et al, (2005; 

2007) as células epiteliais do cólon estão envolvidas na manutenção da função da barreira 

intestinal e a desorganização do citoesqueleto pode danificar as junções oclusivas, com 

conseqüente contato focal inadequado, levando possivelmente à exposição em larga escala 

das células do sistema imunológico na lâmina própria aos patógenos. As junções oclusivas 

apresentam como funções principais: determinar a polaridade das células epiteliais separando 

o domínio apical e o domínio basolateral e impedir a livre passagem de substâncias ativas 

através da camada de células epiteliais, essas junções ocorrem através da união de membranas 

plasmáticas de células adjacentes em intervalos regulares com a finalidade de selar o espaço 

intracelular apical, essas áreas de íntimo contato se continuam ao redor de todo o perímetro 

apical como um cinturão, formando faixas anastomosadas de proteínas transmembranares, 

ocludinas e claudinas (KIERSZENBAUM, 2008). Rupnik, Wilcox e Gerding (2009) 

mostraram que apesar do processo de patogênese da TcdA, a produção do biofilme e adesão 

serem desconhecidos o mesmo leva a ruptura das junções oclusivas,  apoptose e a produção 

de mediadores que atraem neutrófilos. Os dados morfológicos demonstrados neste trabalho 
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sugerem a morte celular por apoptose, como relatado anteriormente por Brito et al., (2002b e 

2005) e Carneiro-Filho et al., (2006), o que poderia contribuir para o rompimento da barreira 

epitelial intestinal levando à resposta inflamatória grave devido à infecção por C. difficile. Em 

2008, estudo publicado afirmou que em relação à patologia da DACD, deve-se assumir 

necrose de forma mais importante do que a apoptose, já que esta é acompanhada por uma 

liberação do conteúdo citoplasmático, que alerta o sistema imunológico, levando a inflamação 

local (GENTH et al., 2008). No entanto sabe-se que, dependendo da intensidade e da duração 

do estímulo, o dano pode começar por apoptose e evoluir para necrose.  

 É conhecido que TcdA induz monoglicosilação de Rho em treorina 37, Rac e 

Cdc42 em treorina 37/35 proteínas da família Rho impedindo-as de participar na formação e 

na organização dos filamentos de actina (JUST et al., 1995; SELZER et al. 1996). Acredita-se 

que este mecanismo é a principal causa para as alterações morfológicas celulares induzidas 

por TcdA, tendo como conseqüência o colapso do citoesqueleto, como visto por microscopia 

confocal e imunofluorescência.  Os resultados produzidos pela inativação da proteína RhoA 

são:  diminuição da migração celular, alterações no processo de fagocitose, ausência de 

produção de citocinas, desorganização do complexo focal, desaparecimento de cabos de 

actina e extensões filopodiais, ausência de lamelipódios, que são filamentos de actina 

localizados na borda de condução e estão envolvidos na motilidade e interação com outros 

tipos celulares,  resultando na perda completa da forma da célula, ou seja, o arredondamento 

das células (BRITO et al., 2005; CASTAGLIUOLO et al., 1998; JANK; GIESEMANN; 

AKTORIES, 2007; FERNANDEZ et al., 2009).  

Em nossos resultados podemos observar o aumento discreto da quantidade da 

proteína RhoA nas células tratadas com TcdA em relação ao controle, nos levando à hipótese 

de que haja um estimulo na produção de Rho GTPase, em à inativação causada pela TcdA. 

Em estudo realizado por Heneweer et al. (2005) mostrou-se que em células epiteliais uterinas 

infectadas com TcdA, a maior concentração de RhoA encontrada foi na fração correspondente 

à membrana, corroborando com a nossa analise morfológica da distribuição de proteína RhoA 

no grupo TcdA. Segundo Herrmann et al.(1998) e Sehr et al.(1998) a proteína RhoA, quando 

glicosilada, fica associada à membrana celular. 

Nam et al. (2010) trouxe uma nova visão para os mecanismos envolvidos no 

arredondamento celular rápido induzida por TcdA. Seu grupo demonstrou que, além do papel 

conhecido da TcdA na inativação de proteínas da família Rho relacionado à desagregação da 

actina, a toxina também induz desacetilação da tubulina e despolimerização dos microtúbulos 
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através da ativação HDAC6 deacetilase tubulina citosólica, levando ao remodelamento do 

citoesqueleto. Instabilidade dos microtúbulos é crucial para a forma da célula (POPOVA et 

al., 2003), o movimento de células (GAO et al., 2008), transporte intracelular de organelas 

(BICEK et al., 2009), e a separação dos cromossomos durante a mitose (FERNANDEZ et al., 

2009) que poderia explicar, conjuntamente com a inativação da Rho, a diminuição da 

proliferação induzida por TcdA encontrado nesta pesquisa. 

A alta resolução das avançadas técnicas de microscopia como a microscopia de 

fluorescência confocal a laser, microscopia de força atômica, microscopia eletrônica de 

varredura e imunofluorescência são capazes de fornecer detalhadas características 

morfológicas e informações do citoesqueleto. Em particular, AFM, o qual além de suas 

capacidades de alta resolução oferece vantagem sobre as tradicionais técnicas microscópicas, 

porque não é restrita a morfologia das células e/ou elementos do citoesqueleto, organelas, mas 

também fornece informações quantitativas sobre o volume celular e altura, o que possibilitou 

não só a demonstração da citotoxicidade grave de TcdA em células epiteliais intestinais de 

ratos e humanos, mas também o efeito protetor da glutamina e alanil-glutamina.  

O presente estudo também forneceu evidências de que a suplementação de Gln e 

Ala-Gln reverteram parcialmente alterações morfológicas induzidas por TcdA em células 

epiteliais intestinais. Estes resultados estão em conformidade com estudos anteriores do nosso 

grupo que mostraram que Gln e Ala-Gln preveniram a inibição da migração celular, apoptose 

e da queda inicial na resistência transepitelial induzida por TcdA (BRITO et al., 2005). Em 

estudo realizado por Li et al. (2004) as junções oclusivas de células Caco-2 são rompidas 

quando há uma depleção de glutamina, induzida pelo inibidor de glutamina sintetase. Essa 

inibição leva à dissolução de componentes das junções oclusivas, incluindo claudina-1 e 

proteínas de zônulas de oclusão-1 sendo este efeito revertido com adição de glutamina ao 

meio anteriormente livre deste aminoácido. 

 As alterações em relação às medidas de volume e área celular onde a glutamina e 

o seu derivado estável alanil-glutamina, revertem, em parte, a lesão causada pela TcdA, 

podem estar ligadas ao fato deste aminoácido necessitar de transporte ativo para penetrar na 

célula, por um sistema dependente de sódio, que ao ser absorvido promove também a 

absorção de água, aumentando o estado de hidratação, que influência no volume celular sendo 

considerado um sinal anabólico podendo estimular a síntese protéica (CRUZAT et al., 2007; 

MEIJER, 2003). 
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Além disso, nosso grupo demonstrou previamente que glutamina e alanil-

glutamina inibem a apoptose de células T84, impedindo a ativação da caspase 8, reduzindo 

também in vivo a morte celular detectado pelo método de TUNEL mostrando a preservação 

da mucosa e reduzindo a secreção em alça ileal de coelho (CARNEIRO-FILHO et al., 2006). 

Desde que o citoesqueleto e os microtúbulos estão envolvidos na separação dos cromossomos 

durante o processo de mitose, não é de estranhar que a preservação, mesmo que parcial do 

citoesqueleto, pelos micronutrientes leve à proliferação celular aumentada, mesmo na 

presença de TcdA. Conforme pesquisas publicadas por Rhoads et al.(1997 e 2000) células que 

estavam em meio ausente de glutamina quando foram suplementados com este aminoácido na 

concentração de 2,5mM apresentaram um aumento de 20X na incorporação de timidina ao 

DNA caracterizando uma resposta proliferativa. Sendo esta resposta associada à ativação do 

ERKs 1 e 2 via MAPK quinase, fosforilação de fatores de transcrição nuclear Elk-1 e c-Jun, 

juntamente com a ativação da proteína ativadora de transcrição gene dependente. Por isso a 

glutamina é considerada como um combustível de proliferação para células intestinais. 

 Giesemann et al. (2006) mostrou que a TcdA provoca o efeito de formação de 

poros, principalmente em tipos celulares específicos como Caco-2 dependente da presença de 

colesterol, já a TcdB forma poros na ausência de colesterol. O malonildialdeído é utilizado 

como indicador de peroxidação lipídica. A TcdA aumenta a concentração deste produto 

citotóxico que leva a um aumento da permeabilidade da membrana celular causando também 

alterações estruturais podendo ocasionar a morte celular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). 

Possivelmente essa dosagem de MDA elevada está relacionada com o processo oxidativo, já o 

tratamento com glutamina e alanil-glutamina reverteu, em parte, esses dados. A glutationa 

desempenha papel central em danos oxidativos e vias de sinalização, sendo a sua 

concentração indicadora de funcionalidade celular e proteção contra o estresse oxidativo 

(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). A TcdA induz a célula ao dano oxidativo, apesar da 

glicosilação da Rho diminuir a produção do radical superóxido (JANK; GIESEMANN; 

AKTORIES, 2007) enquanto as células infectadas com TcdA e tratadas com glutamina e/ou 

alanil-glutamina mostram uma redução nos níveis de MDA e um aumento significativo na 

concentração de GSH indicando uma maior proteção ao dano oxidativo e redução no processo 

de peroxidação lipídica.  Segundo Oliveira et al. (2010) a suplementação com glutamina é 

eficaz no combate ao estresse oxidativo. O aumento na concentração de glutamina intracelular 

eleva a produção de GSH, pois a Gln é um de seus precursores. O GSH é considerado o 

principal antioxidante celular não-enzimático e também está relacionado à via apoptótica, pois 
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a HSP preveni a apoptose fazendo a inibição da via de sinalização celular da NF-κB que 

dependente do estado redox celular, sendo que este se relaciona com a concentração de GSH 

(CRUZAT; PETRY; TIRAPEGUI, 2009).  

Gabai e Sherman (2002) mostraram que a principal via de sinalização para 

sobrevivência das células as alterações em sua homeostasia é ativação das HSPs que tem sua 

ação regulada pela glutamina. Segundo Bilban e colaboradores (2008), em alguns modelos de 

doença, o efeito protetor da glutamina requer a indução do fator HO-1. Nosso grupo de 

pesquisa sugeriu que a via HO/CO tem um importante efeito protetor quando há injúria 

causada pela TcdA do C. difficile, inclusive na diminuição do infiltrado neutrofílico na 

mucosa. Estudos realizados por diversos autores mostraram que Gln e seu derivado estável 

Ala-Gln têm ações efetivas sobre proliferação celular, apoptose e síntese de proteínas 

(NEWSHOLME et al., 2003; ROGERO; TIRAPEGUI, 2003; SINGLETON; BECKEY; 

WISCHMEYER, 2005; SINGLETON; WISCHMEYER, 2007). Como foi demonstrado neste 

trabalho, para todas as situações na quais as células sofreram a ação deletéria da TcdA houve 

uma melhora nas características apresentadas pelas células ao serem tratadas com Gln, apesar 

dos estudos não mostrarem ainda uma relação direta entre o metabolismo da proteína Rho e a 

glutamina. Neste trabalho podemos constatar que a concentração de proteína RhoA se 

encontrou relevantemente elevada na presença dos micronutrientes quando utilizados na 

ausência e/ou presença de TcdA. O aumento de expressão de RhoA pode ser uma das 

explicações à atividade protetora de glutamina e alanil-glutamina na citotoxicidade induzida 

pela toxina A. 

Este é o primeiro estudo realizado com a finalidade de avaliar morfologicamente o 

efeito da toxina A do C. difficile e do tratamento Ala-Gln e Gln utilizando AFM. Estas 

imagens obtidas através da microscopia de força atômica fundamentaram o estudo confocal, 

utilizando marcadores imunofluorescentes necessários para compreender o efeito da TcdA em 

linhagens de células epiteliais intestinais. Além disso, a alterações morfológicas das células 

epiteliais intestinais e desorganização dos filamentos de actina mediada pela TcdA pode 

inicialmente ser responsabilizada pela indução de lesões graves na mucosa intestinal em 

decorrência da infecção pelo C.difficile.  A glutamina e alanil-glutamina revertem o dano 

causado pelo TcdA, reduzindo alterações na morfologia celular e aumentando a proliferação 

celular, que reforçam o potencial destes nutrientes como intervenção terapêutica adjuvante em 

enterite C. difficile. Os mecanismos precisos por trás desses efeitos benéficos da glutamina e 

alanil-glutamina necessitam de uma investigação mais aprofundada. 
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Neste estudo também demonstramos que a análise de características morfológicas 

por avançadas técnicas de microscopia, juntamente com moléculas de sinalização intracelular 

pode fornecer a plataforma adicional para avaliar o efeito de toxinas C. difficile ou outras 

toxinas e possíveis tratamentos em células epiteliais intestinais. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

 

• A TcdA induz alterações morfológicas associadas à desagregação de actina do 

citoesqueleto em células epiteliais intestinais, diminui a proliferação das células 

epiteliais intestinais e induz estas células ao estresse oxidativo. As alterações 

morfológicas mostradas neste trabalho independem da ativação do sistema imune. 

 

•   A glutamina e alanil-glutamina revertem o dano causado pelo TcdA, reduzindo as 

alterações na morfologia celular, aumentando a proliferação celular e a concentração 

da proteína RhoA, que o que reforça o potencial destes nutrientes como na 

terapêutica adjuvante da DACD.  

 

•  O uso de avançadas técnicas de microscopia para o estudo de alterações 

morfológicas fornece dados relevantes para avaliar o efeito de toxinas C. difficile ou 

outras toxinas e seu tratamento em células epiteliais intestinais.  
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ABSTRACT 

Background: Clostridium difficile is the major cause of antibiotic-associated colitis, a 

disease with significant morbidity and mortality. Glutamine (Gln), a non-essential aminoacid, 

is a major fuel for the dynamic intestinal cell population. Alanyl-glutamine (Ala-gln) is a 

dipeptide that is highly soluble and well tolerated. Aim: Analyze the changes induced by 

Clostridium difficile toxin A (TcdA) in intestinal epithelial cell morphology and cytoskeletal 

element and the effect of Gln and Ala-Gln treatment, using advanced microscopic 

techniques. Methods: We used two intestinal cell lines: IEC-6, undifferentiated rat intestinal 

epithelial cells, and HCT-8, differentiated human colon adenocarcinoma cells. We evaluated 

cell morphology using Atomic Force Microscopy (AFM) and Scanning Electron Microscopy 

(SEM). Cell proliferation was assessed using WST-1 colorimetric assay. Cytoskeleton, was 

evaluated by Confocal Microscopy for F-actin. Results:  As observed by AFM and SEM, 

TcdA caused intense cell shrinkage with multiple extensions. This change in shape was 

associated with collapse of the F-actin cytoskeleton demonstrated by confocal microscopy. 

The AFM, showed complete disruption of nucleus, decreased cell volume and area and 

increased cell height by 79%, 66.2% and 58.9%, respectively, compared to control group. 

Both Gln and Ala-Gln partially prevented cell shrinkage, changes in cell volume, area and 

height and cytoskeleton disorganization. TcdA caused a reduction of 6.8% and 8.4% on cell 

proliferation at 24 and 48h, respectively. Ala-Gln and Gln supplementation significantly 

increased cell proliferation. Conclusion: We demonstrated that TcdA dramatically altered 

the intestinal cell morphology and cytoskeleton organization and that Ala-Gln and Gln 

supplementation consistently prevented the intestinal epithelial cell damage induced by 

TcdA. Our findings provide rationale for the potential use of Ala-Gln and Gln as adjuvant 

therapy in Clostridium difficile enteritis. Investigation of morphological and cytoskeletal 
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changes using advanced microscopic techniques may aid in the evaluation of the  protective 

or therapeutic activity of drugs against TcdA effects. 

1. Background 

The gram-positive bacillus, Clostridium difficile (C. difficile), is considered the most 

frequent cause of diarrhea associated with the use of antibiotics in industrialized countries. 

The infection caused by C. difficile is considered a major problem among hospitalized 

patients exposed to long-term antibiotic treatment (more recently related to fluoroquinolone 

exposure) resulting in increased morbidity, mortality and length of hospitalization [1,4]. 

Since 2000, reported cases of Clostridium difficile infection (CDI) in US hospitalized 

patients have steadily increased [5]. Other countries, notably Canada and European Union 

members, have experienced similar increases [6]. Compounding these alarming increases in 

reported disease incidence is a parallel increase in disease severity and, hence, case-fatality 

rates [6,10].   

The clinical manifestations of CDI range from asymptomatic colonization to severe 

diarrhea, pseudomembranous colitis, toxic megacolon and death. These complications were 

associated with an age over 65 years, renal failure and severe immunosuppression. In 

Canada, the proportion of patients dying within 30 days after diagnosis increased from 4.7% 

in 1991 to 1992 to 13,8% in 2003 [11]. The increase in incidence and severity of CDI has 

been related to the emergence of a more virulent strain-NAP1/B1/027, which produces 

elevated quantities of A toxin (TcdA) and B Toxin (TcdB), and carries as well a Binary Toxin 

(CDT)[12].   

TcdA and TcdB have glucuronyltransferase activity and lead to disaggregation of 

actin by inactivation of Rho [13,14]. Cell rounding caused by TcdA can be explained by the 

monoglucosylation of Rho, Cdc42 and Rac, which inhibits the Rho family proteins role in the 

formation of actin filaments, leading to cellular restrain, loss of adhesion and cell rounding 

[15-18]. Nam et al (2010) demonstrated that TcdA causes microtubule depolymerization by 

tubulin deacetylation through activation of HDA6, which is involved in cytokine production, 

alpha-tubulin deacetylation and mucosal damage[19]. TcdA also causes intestinal secretion, 

intense destruction of the mucosa, hemorrhage, and accentuated inflammation with 

neutrophil infiltration and production of inflammatory cytokines such as  TNF- α e IL1- β 

[20,21]. Additionally, TcdA induces cellular rearrangement of actin cytoskeleton into 

aggregates and increases secondary adhesion, by inducing Mac-1 expression in human 
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neutrophils. Such events could be associated with the formation of pseudomembranes 

[22,23].   

Glutamine (Gln) is the major respiratory fuel for the intestinal epithelium, since it is a 

precursor for nucleotide biosynthesis and, therefore, a critical requirement for the dynamic 

proliferating intestinal cell population. However, glutamine has limited solubility and a 

tendency to hydrolyze to potentially toxic glutamate. It has been demonstrated that alanyl-

glutamine is stable, highly soluble, well tolerated, and at least as effective in driving sodium 

cotransport and intestinal injury repair in vitro [23-26] in animals [27] and in patients[28]. 

Glutamine supplementation influences inflammatory response, oxidative stress, apoptosis 

modulation and the integrity of gut barrier [28]. Carneiro et al. (2006), demonstrated that Gln 

and Ala-Gln significantly reduced the intestinal damage caused by TcdA in rabbit ileal loops 

and the amount of intestinal epithelial cell apoptosis [25]. Similarly, Gln and Ala-Gln have 

also been shown to repair intestinal mucosal injury from 5-FU[26]. 

In this study we evaluated the effects of glutamine or alanyl-glutamine 

supplementation on intestinal epithelial cell injury induced by TcdA using a morphological 

approach. 

2. Methods 

 

2.1 Reagents, drugs and toxin 

 

Trypsin, Dulbecco´s modified Eagle media (DMEM), fetal bovine serum (FBS), RPMI 

media, penicillin-streptomycin, sodium pyruvate and antibiotic antimyotic solution were 

obtained from either Gibco BRL (Grand Island, NY) or Invitrogen (Carlsbad, CA). Gln, Ala-

Gln, TcdA of C. difficile (c3977), tetrazolium salt WST-1 (4-[3-(4-iodophenyl)-2H-5-tetrazolio]-

1-3-benzene disulfonate) and bovine insulin were obtained from Sigma (St. Louis, MO). 

 

2.2 Cell  culture 

 

Rat intestinal jejunal crypt cells (IEC-6, passages 10-24) and the human colonic 

adenocarcinoma cells (HCT-8) were purchased from American Type Culture Collection 

(Rockville, MD) and cultured at 37ºC in a 5% CO2 incubator. For the HCT8 cells, the 

maintenance cell media was RPMI media (Gibco BRL, Grand Island, NY) supplemented with 

10% FBS and 50µg/ml of penicillin-streptomycin (Gibco BRL, Grand Island, NY) and a final 

concentration of 1mM of sodium pyruvate. When 90-95% confluency, cells were trypsinized 
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with 0.25% EDTA trypsin. Cells were cultivated in 75cm2 flasks and media was changed 

twice a week. For IEC-6 cells, the maintenance cell medium was DMEM (Gibco BRL, Grand 

Island, NY) supplemented 5% FBS, 5mg bovine insulin, 50 µg/mL of penicillin/streptomycin 

(Gibco BRL, Grand Island, NY) and a final concentration of 1mM of sodium pyruvate. The 

medium was changed thrice a week, according to standard culture protocols [25,30]. 

 

2.3 Atomic force microscopy 

For atomic force microscopy (AFM), 12 well cell culture plates, with 13 mm diameter 

glass coverslips, were seeded with 6.25 x 104 IEC-6 cells and grown for 24 h in standard 

DMEM media (which contains Gln). Wells were washed and incubated for 24h with TcdA 

(10ng/mL) in DMEM without Gln or supplemented with 10mM of Ala-Gln or 10mM of Gln. 

Afterwards, cells were fixed to glass coverslips in 4% formaldehyde solution for 14 h. For the 

imaging process, the samples were air-dried for 5 min, placed on steel sample disks covered 

with doublesided adhesive tape and carried off to Multimode Atomic Force Microscope 

(Digital Instruments – Santa Barbara, CA) equipped with a Nanoscope IIIa controller [31]. 

Scans were performed in air and all topography images were acquired by tapping mode 

using silicon crystal cantilevers (Veeco-probes) with a spring constant of approximately 40 

N/m and tip radius of 15 nm. The AFM height data was represented as a distinct height value 

of the sample in a finite number of pixels (512 x 512 point scan) [32]. The clearest regions 

indicate the highest area, which in the control cell indicates the localization of the nucleus. All 

topography images were performed with a Nanoscope IIIa controller and Nanoscope 

software, (Digital Instruments – California, USA) at room temperature. The area, height and 

volume of the cells were calculated using Nanoscope 5.30 R3.SR3 [33,34].  

2.4 Scanning electron microscopy 

 

 Twelve well cell culture plates, with 13 mm diameter glass coverslips, were seeded 

with 6.25 x 104 IEC-6 cells and grown for 24 h in standard DMEM media (which contains 

4mM of Gln). Afterwards, the wells were washed and incubated for 24h with TcdA (10ng/mL) 

in DMEM without Gln or supplemented with 10mM of Ala-Gln or 10mM of Gln. Cells were 

than fixed in 4% formaldehyde for 14 h. For imaging, the samples were fixed to samples 

holders with carbon adhesive tape and sputtered with a 15 nm gold-layer (BALTEC MED 020 

coating system) and transferred into the scanning electron microscope (TESCAN VEGA-

XMU) [35,36].  

 

2.5 Confocal microscopy 
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Four well slide chambers were seeded with HCT-8 cells at 4 x 104 cells/well in 

standard RPMI medium. After 48h, approximately 50-70% confluency was reached and wells 

were incubated in Gln-free RPMI media containing C. difficile TcdA at 10ng/mL, with or 

without 10mM of Ala-Gln or 10mM of Gln. As control groups, wells were incubated in Gln-

free RPMI media with or without 10mM of Ala-Gln or 10mM of Gln. After 24h of exposure, 

HCT-8 cell monolayers were carefully washed twice in PBS, fixed for 20 min in 4.0% 

ultrapure paraformaldehyde, again washed in PBS and permeabilized for 10 min in 0.1% 

Triton X-100 at room temperature, and washed in PBS. Afterwards, wells were incubated 

with fluorescein isothiocyanate (FITC)-phalloidin at 5µg/mL for 30min in a dark chamber, 

washed in PBS, and incubated with 4,969-diamidino-2-phenylindole dilactatem (DAPI) at 5 

mg/ml for 5 min.  Monolayers were then washed again in PBS and postfixed with 4% 

ultrapure paraformaldehyde and mounted using an anti-fading mounting media. Flourescent 

microscopy was performed using an inverted ZEISS LSM 510 UV confocal microscope with 

a ZEISS Plan Neofluor 40x/1.3 objective, available at the University of Virginia Advanced 

Microscopy Facility [35,36]. Cytoplasm elements were examined in a blinded fashion for 

overall disruption, morphology and orientation [37]. We evaluated as actin integrity in HCT8 

cells several criteria as follows: disruption of actin cortex, fragmentation, kinking, or 

detachment from membrane areas.    

 

2.6 WST-1 cell proliferation assay 

 

Intestinal cell proliferation was evaluated using the tetrazolium salt WST-1 (4-[3-(4-

iodophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1-3-benzene disulfonate), which measures proliferation 

indirectly, according to the manufacturer recommendations. HCT8 cells were seeded in 96-

well plates at 4 x 103 cells/well in 100 µL of RPMI media and allowed to attach for 48 hours. 

Afterwards, wells were washed with RPMI media without Gln and incubated for 24 and 48h 

with TcdA 10ng/mL, diluted in RPMI media without Gln, supplemented or not with 10mM Gln 

or 10mM Ala-Gln. As for controls, wells were incubated with RPMI media without Gln or 

supplemented with 10mM of Gln or Ala-Gln. After 24 or 48 hours, wells were incubated for 4 

h with 10uL of the tetrazolium salt and the absorbance was measured using an ELISA 

microplate reader at 450nm (reference range 420-480 nm). Mitochondrial enzymes in viable 

cells cleave tetrazolium salts to formazan, changing the media’s color. An increase in cell 

proliferation, and therefore of viable cells will result in an increase of the concentration of 

formazan dye that is detected using an ELISA reader [25,30]. 
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3. Results 

 

3.1 Effect of Tcd A on IEC-6 morphology and the effect of Gln and Ala-Gln treatment on 

cellular dimensions as evaluated through AFM 

IEC-6 cells grown in normal media alone displayed well-preserved cytoplasm, 

nucleus and nucleoli (Figure 1 A and B). Treatment with the TcdA caused shrinking and 

compression of cytoplasmic material around the nucleus, blurring of the nuclear membrane 

and condensation of nuclear elements (Figure 1 C and D). Multiple vestigial filamentous 

extensions around the pyknotic cell were observed.  In the presence of TcdA, the nucleus 

height of a representative IEC-6 cell was increased to 4000nm (Figure 1 C and D), compared 

to 2000nm in the control group (Figure 1 A and B).  Visualization of the nucleus by AFM at 

higher magnification showed unchallenged IEC-6 cell nucleus to have well defined nuclear 

envelope and prominent nucleoli (Figure 2 A and B).  The TcdA challenged cell had complete 

disruption of the nuclear envelope, condensation of chromatin and loss of the nucleolar 

apparatus (Figure 2 C and D).  Measurement of cellular dimensions revealed TcdA-

challenged IEC6 cells to have a 58.9% increase in cell height (Figure 3 E), which may 

indicate deposition of cytoplasmic material on the nuclear region.  However, cell area and 

cell volume were noted to be decreased by 66.2% and 79%, respectively, compared to 

control (Figure 3 Fand G)(P<0.05). Supplementation with 10mM of Gln caused an increase 

of 46.3% and 67.6% in cell volume and area, respectively, and a reduction of 46.3% in the 

cell height in relation to the group treated with TcdA (p<0.05; Figure 3). Supplementation with 

10mM of Ala-Gln significantly increased cell volume and area by 92.9% and 65.4%, 

respectively, and decreased cell height by 16.9% (p<0.05 compared to TcdA-treated group).  

3.2 Effect of TcdA on rat intestinal epithelial cell (IEC-6) morphology and the prevention 

of injury by Gln and Ala-Gln through SEM 

Consistent with AFM findings, SEM also demonstrated shrinkage of IEC-6 cells in the 

presence of TcdA.  Again, only few thin cytoplasmic extensions or projections around the 

pyknotic body are left compared to the plump appearance of healthy cells in the absence of 

TcdA (Figure 4 B). The cells treated with TcdA in medium contain 10mM of Ala-Gln, (Figure 

4 C) or Gln (Figure 4 D) showed partial preservation of cell morphology displaying a 

“pancake like” shape similar to control cell incubated in medium without TcdA (Figure 4 A).  

3.3 Effect of TcdA, Gln and Ala-Gln on cell proliferation.  
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Treatment with TcdA at 10ng/mL reduced cell proliferation by 6.8% after 24h (p= 

0.06, compared to control group) and by 8.4% after 48h (p=0.01, compared to control group). 

Supplementation with 10mM of Gln significantly increased cell proliferation at 48h (increase 

of 12.7% compared to TcdA group; P<0.05) but not at 24h (increase of 9.3%; P=0.07). 

Supplementation with 10mM of Ala-Gln significantly increased cell proliferation at both 24h 

and 48h (increase of 14.4% and 13.2%, respectively, compared to TcdA group; P<0.05). 

Supplementation with 10mM Gln alone (without TcdA treatment) significantly increased cell 

proliferation at both 24 and 48h (increase of 18.9% and of 6.02%, compared to control group; 

P<0.05, by student’s unpaired t test). Supplementation with 10mM Ala-Gln alone significantly 

increased cell proliferation at both 24 and 48h (increase of 18.3% and of 5.3%, compared to 

control group; P<0.05, by student’s unpaired t test) 

3.4  Effect of Gln, Ala-Gln and TcdA on the distribution of F-actin fibers as evaluated 

through confocal microscopy. 

 

As demonstrated in Figure 6, incubation with TcdA for 24h caused change in F-actin 

distribution causing cytoskeleton collapse seen as clearing around the nucleus of the IEC6 

cells in the monolayer. In addition, TcdA treated cells show decreased staining of actin 

filaments beyond the plasma membrane. The control cell monolayer (incubated in media 

without Gln) showed more homogeneous actin distribution with actin bundles attached to the 

plasma membrane. Additionally, as seen with DAPI staining, TcdA caused some nuclear 

fading and some nuclear pyknosis. Supplementation with both Gln and Ala-Gln 

partiallyreverted the changes described in cells treated with TcdA alone, showing 

preservation of F-actin cytoskeleton and a more organized intracellular actin network. In 

addition, in both Ala-Gln and Gln treated cells mitosis was observed as indication of 

increased proliferation. In cells not treated with TcdA, supplementation with 10mM of Ala-Gln 

and Gln showed robust and organized intracellular actin network (images not shown). 

 

4. Discussion 

We have shown that TcdA causes significant cell changes in intestinal epithelial cell 

morphology as assessed by different microscopic approaches. AFM was able to demonstrate 

quantitative decreases in cell volume and area together with increases in height, suggesting 

shrinkage of the cell associated with a possible aggregation of cellular material at polar 

aspects of the nucleus. In addition, TcdA caused disruption of the nuclear envelope and 

chromatin condensation as early as after 1h of incubation. Most of these morphological 

changes were confirmed by SEM. Likewise, demonstrated disruption of cytoskeleton, 
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observed by confocal microscopy, and reduction of cell proliferation were confirmed in this 

study. 

Review of literature has revealed a close relationship between cell morphology and 

function. The organization of the cytoskeleton with its rapid assembly and disassembly has 

important role in motility, guidance and adhesion of cells [38]. In colonic epithelial cells 

involved in maintaining the barrier function, cytoskeletal disruption may damage tight 

junctions and cause failure of focal contact formation, possibly leading to large scale 

exposure of luminal pathogens to immune cells in the lamina propria [39,40]. In addition, the 

morphological feature showed here suggest cell death by apoptosis, as reported previously 

[23-25], which could contribute to the disruption of intestinal epithelial barrier leading to the 

severe inflammatory response seen in response to C. difficile infection.  

It is well known that TcdA induces monoglucosylation of Rho, Rac, and Cdc42 at 

threonine 37 preventing Rho family proteins from participating in the formation of actin 

filaments [41].This mechanism is believed to be the main cause for the cell morphological 

changes induced by TcdA, which can be a consequence of the cytoskeleton collapse as 

seen by confocal microscopy. Rho glucosylation results in the disappearance of actin cables, 

peripheral membrane ruffling, filopodial extensions, and the disorganization of focal 

complexes, and ultimately resulting in complete loss of cell shape, i.e. cell rounding [42,43].  

Nam et al. (2010) gave new insight to the mechanisms involved in the rapid cell 

rounding induced by TcdA [19]. Their group demonstrated that in addition to the known role 

of inactivation of Rho family proteins in actin disaggregation, TcdA induces tubulin 

deacetylation and microtubule depolymerization through HDAC6 cytosolic tubulin 

deacetylase. Microtubule instability is critical to cell shape [44], cell movement [45], 

intracellular transport of organelles [46], and the separation of chromosomes during mitosis 

[42] which could explain the decreased proliferation induced by TcdA showed here. 

Altogether, high resolution advanced microscopic techniques such as confocal laser 

fluorescence microscopy, atomic force microscopy and scanning electron microscopy are 

capable of providing detailed morphological features and cytoskeletal information. In 

particular, AFM, besides its high resolution capabilities, provides advantage over traditional 

microscopic techniques because it is not restricted to cell morphology, cytoskeletal elements, 

or organelles, but also provides quantitative information on cell volume and height, which 

made possible not only the demonstration of the severe cytotoxicity of TcdA in rat and 

human intestinal epithelial cells, but also the protective effect of Gln and Aln-Gln. 
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In the present study we also provided evidence that Gln and Ala-Gln supplementation 

partially reversed intestinal epithelial morphological changes induced by TcdA. These finding 

are in accordance with previous studies which showed that Gln and Ala-Gln prevented the 

inhibition of cell migration, apoptosis and the initial drop in transepithelial resistance induced 

by TcdA [23]. These effects may be explained by the partial preservation of the cytoskeleton 

as visualized here by confocal microscopy. Furthermore, Gln and Ala-Gln have been 

reported previously to inhibit the apoptosis of T84 cells by preventing caspase 8 activation 

and to reduce TcdA-induced intestinal secretion and epithelial disruption [25]. Since 

cytoskeleton is involve in separation of chromosomes during mitosis it is not surprising that 

its preservation by the micronutrients leads to increased proliferation even in the presence of 

TcdA.  

To the best of our knowledge this is the first study conducted evaluating the effect of 

C.difficile toxins and Ala-Gln and Gln treatment on cell morphology using AFM. These AFM 

images substantiate the confocal study of the effect of TcdA on intestinal epithelial cell lines. 

Moreover, the aberration in intestinal epithelial cell morphology and actin filament 

organization mediated by TcdA may, at least, partially account for the severe intestinal 

mucosal disruption found in C. diffcile induced disease. 

 

5. Conclusion 

In summary, the present study showed that TcdA induced morphological alterations 

through disaggregation of actin cytoskeleton in intestinal epithelial cells. Gln and Ala-Gln 

reversed the injury caused by TcdA, reducing changes in cell morphology and increasing cell 

proliferation which reinforcing the potential of these nutrients as adjuvant therapeutic 

intervention in C.difficile enteritis. Analysis of morphological features by advanced 

microscopic techniques along with intracellular signaling molecules can provide additional 

platform for evaluating the effect of C. difficile toxins or other toxins and their treatment on 

intestinal epithelial cells. However, the precise mechanisms behind these effects need further 

investigation. 
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Figures 

 

Figure 1:  Analysis of the morphological changes caused by TcdA in IEC6 cells. IEC6 

cells in the test group were treated with TcdA (100ng/mL) for 1 h. The images were 

confected with AFM in the contact mode. Control group cell (A) with height scale (color bar): 

2000nm. Cell treated with TcdA (B) with height scale (color bar): 4000nm. Images A and B in 

3D view (C and D) (scan size 50 x 50µm2). 
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Figure 2:  Analysis of the morphological changes caused by TcdA in the cell nucleus. 

IEC cells in the test group were treated with TcdA (100ng/mL) for 1 h. The images were 

confected with AFM in the contact mode. Nucleus of a cell from control group (A).  Nucleus 

of a cell treated with TcdA (B). Images A and B in 3D view (C and D) The images were 

scanned at 15 x 15 µm2 and height scale (color bar): 1000 nm.  
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Figure 3: Effect of glutamine and alanyl-glutamine on the altered cell dimensions 

induced by TcdA. The IEC-6 cells were divided in 4 groups: Control, TcdA (treated with 

TcdA 10ng/mL for 24h), TcdA + Gln (treated with TcdA 10ng/mL and Gln 10mM for 24h) and 

TcdA + Ala-Gln (treated with TcdA 10ng/mL and Ala- Gln 10mM for 24h). The images were 



117 

 

 

 

confected with AFM in the contact mode. Images were scanned at 150 x 150µm2. The 

volume, height and area were calculated with the nanoscope 5.30R3.SR3 software. The 

height of the IEC-6 cells treated or not with TcdA, supplemented or not with Gln and Ala-Gln 

(E). The area of the IEC-6 cells treated or not with TcdA, supplemented or not with Gln and 

Ala- Gln (F). The volume of the IEC-6 cells treated or not with TcdA, supplemented or not 

with Gln and Ala-Gln (G). * P<0.05 compared to control. # P<0.05 compared to TcdA. 

 

Figure 4: Effect of glutamine and alanyl-glutamine in the morphological damage in 

IEC6 cells induced by TcdA. The IEC-6 cells were divided in 4 groups: Control (A), TcdA 
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(treated with TcdA 10ng/mL for 24h) (B), TcdA+Ala-Gln (treated with TcdA 10ng/mL and Ala-

Gln 10mM for 24h) (C)  and TcdA+Gln (treated with TcdA 10ng/mL and Gln10mM for 24h) 

(D). The images were confected with SEM, magnification 9.45x and scale bar 5 µm. 

 

Figure 5:  Effect of TcdA, glutamine and alanyl-glutamine on human intestinal cell 

proliferation. The HCT-8 cells were divided in 6 groups: Control, TcdA (treated with TcdA 

10ng/mL), TcdA + Gln (treated with TcdA 10ng/mL and Gln10mM), TcdA + Ala-Gln (treated 

with TcdA 10ng/mL and Ala-Gln 10mM), Gln 10mM and Ala-Gln 10mM.  The cells treated 

with TcdA and/or Gln or Ala-Gln for 24h and 48h. The WST absorbance was measured using 

an ELISA microplate reader at 450nm (reference range 420-480 nm). * P<0.05 compared to 

control. # P<0.05 compared to TcdA.  
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Figure 6:  Effect of TcdA on the distribution of f-actin fibers as assessed through 

confocal microscopy. The HCT-8 cells were divided in 6 groups: Control , TcdA (treated 

with TcdA 10ng/mL), TcdA + Gln (treated with TcdA 10ng/mL and Gln10mM), TcdA + Ala-

Gln (treated with TcdA 10ng/mL and Ala-Gln 10mM),  Gln 10mM or Ala-Gln 10mM.  The cells 
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were treated with TcdA, Gln or Aln-Gln for 24h. The cells were incubated with FITC- 

phalloidin and DAPI. 

 

 

 
 


