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RESUMO

Introdugao: A doenca celiaca € uma desordem autoimune de desenvolvimento
intestinal e desdobramentos sistémicos com interagdo entre componente genético e
ambiental em sua etiologia. A exposicdo ao peptideo gliadina € considerada o
evento-gatilho ambiental para o desenvolvimento dessa doenga nos individuos que
desenvolvem essa desordem. A gliadina é um peptideo presente em grandes
quantidades no gluten, sendo esse peptideo e outros de estrutura assemelhada
presentes em cereais como trigo, cevada, centeio e alguns tipos de aveia. A
gliadina, quando digerida e absorvida por pacientes celiacos, leva a um quadro de
estresse oxidativo no lumen intestinal, acompanhado de inflamacdo e resposta
imunologica com alteragdo de mediadores quimicos, hiperplasia de cripta,
achatamento microvilositario e infiltracdo de macréfagos. Pode evoluir com grave
morbidade e, em casos extremos, com oObito. Trata-se de doenga sem cura, cujo
unico tratamento é a nado ingestdo de gluten. Objetivo: Tendo em vista a doenga
celiaca estar relacionada com o desenvolvimento de quadro oxidativo e inflamatorio
no lumen intestinal, e posto que os modelos experimentais in vivo sdo de dificil
acesso e apresentam limitagcdes, sendo as células de adenocarcinoma intestinal
humano (Caco-2) o modelo in vifro que melhor mimetiza células intestinais, o
objetivo deste estudo é avaliar os efeitos da silimarina em células Caco-2 expostas
ao peptideo gliadina. Método: O presente estudo avaliou o comportamento das
células Caco-2 expostas a gliadina e tratadas com silimarina, sendo avaliadas a
expressado dos genes GAPDH, IL-6, IL-8, IL-15, IL-15RA, iINOS, NFkB, a liberagao
de o6xido nitrico no sobrenadantes dessas células e, também, a presenca da
prostaglandina E2 no meio celular apds exposi¢ao por 6 h, 24 h e 48 h. Resultados:
Foi observada redugdo na expressado de todos os genes relacionados a resposta
inflamatdria avaliados neste estudo nas células que foram tratadas com silimarina
apos exposicao a gliadina por 6 h, 24 h e 48 h. Foi verificada redugao na liberagao
de 6xido nitrico no sobrenadante das células tratadas com silimarina apds exposicao
a gliadina por 6 h, 24 h e 48 h bem como foi verificada reducéo significativa na
presencga da prostaglandina E; nas células tratadas com silimarina apos exposigao
por 48 h a gliadina. Conclusao: Foi possivel concluir que, apds o tratamento com
silimarina, houve uma redugdo na expressdo dos genes relacionados com a
resposta inflamatoria presente na doenca celiaca, foi possivel observar reducao dos
niveis de oxido nitrico e de prostaglandina E», o que sugere que a silimarina pode
contribuir para a redugado do estresse oxidativo e consequente na reducido da
inflamacéo.

Palavras-chave: Doenga celiaca; Estresse oxidativo; Inflamagao; Silimarina.



ABSTRACT

Introduction: Celiac disease is an intestinal autoimmune disorder with systemic
development, characterized by strong interplay between genetic and environmental
background. Exposure to gliadin peptide is the start-event for the pathology
development in major cases of celiac patients. Gliadin is a peptide vastly present in
gluten and gluten-like proteins that can be found in wheat, barley, rye and some
kinds of oat. When ingested by celiac patients it leads to a severed oxidative stress,
followed by inflammatory and immunological response in the intestinal lumen,
resulting in chemical mediators alterations, enteric crypts hyperplasia, lowering of the
enteric microvilosity and macrophages infiltration in this tissue. This disorder can
cause to severe morbidity and, in extreme cases, death. Celiac disease is a disorder
with no cure and the only treatment possibly is a gluten-free diet. Objectives: Due to
the fact that this pathology has no cure and pointed that its development is related to
overrated intestinal oxidative and inflammatory stress gliadin-depended response,
and knowing that in vivo experimental models are still very limited to study celiac
disease, the objective of this work is evaluate the Caco-2 (human epithelial colorectal
adenocarcinoma cells, one of the best cellular model available to study intestinal
events, mimicking celiac intestinal cells) response to silymarin (an anti-oxidative
substance) in gliadin presence. Methodology: This study evaluated Caco-2
performance, analyzing the gene expression of GAPDH, NFkB, IL-6, IL-8, IL-15, IL-
15RA and iNOS, also the nitric oxide production and the prostaglandin E; liberated
by the Caco-2 treated with silymarin after 6 h, 24 h and 48 h of gliadin exposition.
Results: It was observed a statistical relevant reduction for all the genes expression
for the periods of time analyzed. It was observed a statistical relevant decrease of the
nitric oxide levels in 6 h, 24 h and 48 h, and in prostaglandin E; liberated after 48 h of
exposition to gliadin before or after treatment with silymarin. Conclusion: It is
possible to conclude that silymarin was able to reduce inflammation-related gene
expression related to celiac disease, as like the nitric oxide and prostaglandin levels,
suggesting that silymarin can contribute to the reduction of oxidative stress an the
consequently inflammatory response.

Keywords: Celiac disease; Oxidative stress; Inflammation; Silymarin.
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1 INTRODUGAO

1.1 DOENGA CELIACA

A Doenga Celiaca (DC) €& caracterizada como uma desordem autoimune
intestinal com manifestagdes sistémicas, iniciada principalmente pela exposicao a
estimulo ambiental por meio de consumo de prolaminas do gluten presentes no trigo
e pela exposicdo a peptideos com estruturas similares presentes em cereais como
cevada e centeio, e em alguns cultivares de aveia por individuos geneticamente pré-
dispostos a desenvolver essa doenga (1, 2). A DC envolve a alteracdo da morfologia
dos enterdcitos, causando prejuizo na capacidade funcional dessas células,
processo inflamatério persistente, aumento da expressdo e consequente
deslocamento de anticorpos diversos para os tecidos intestinais, bem como uma
maior infiltragdo de células do sistema imunitario na lamina propria (3, 4).

Na maioria dos casos, a DC manifesta-se na infancia, por meio de sintomas
como diarreia e ma absor¢gao alimentar, o que ndo impede a doenca de se
manifestar mais tardiamente, quando entdo se desenvolve acompanhada de quadro
sintomatico mais diversificado. Quando n&o diagnosticada e nao tratada
adequadamente pode evoluir com alta morbidade e reduzida, porém nao inexistente,
mortalidade (5-8). A DC pode evoluir com inflamag&o crénica no intestino delgado,
principalmente duodeno e jejuno, hiperplasia de criptas e infiltragdo de macrofagos,
resultando em atrofia de vilosidades e achatamento da mucosa epitelial (9).

Esses mudangas na morfologia celular e o prejuizo a funcionalidade dos
enterocitos e tecidos associados da lamina propria e do tecido conjuntivo local
contribuem para a formacdo de um quadro clinico muito frequente que envolve
perda de peso, dor abdominal recorrente, distensdo abdominal, esteatorreia,
constipacdo, baixa absor¢do de nutrientes e fadiga (1, 2, 6, 9). Além dessas
manifestagdes gastrointestinais, a DC pode desencadear anemia em decorréncia a
baixa absorcdo de ferro, baixa absor¢do de calcio culminando em osteopenia e
osteoporose, depressao e problemas neurolégicos como convulsdes de repeticado e

cefaleia persistente, dentre outras manifestacdes (6, 7).
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E possivel verificar que as manifestacdes extragastrointestinais decorrentes
da DC s&o relacionadas a baixa absor¢cdo de nutrientes no intestino delgado, mas
cabe ressaltar que o proprio processo inflamatério contribui para deplecao de
nutrientes, principalmente o calcio. Verifica-se ainda que, durante a manifestagcéo da
DC, ocorre uma maior ativagdo de osteoclastos que atuam no processo de aumentar
a degradacgdo das estruturas Osseas, contribuindo assim para o agravamento das

manifestagdes extragastrointestinais (9).

1.1.1 Histérico e prevaléncia

A descricdo de quadros clinicos similares ao que se observa atualmente para
a DC remonta o século Il depois de Cristo (11, 12). Em 1888 a DC foi parcialmente
elucidada, com descricdo mais acurada da sintomatologia classica da doencga,
recebendo a denominacao “afeccéo celiaca” em referéncia ao termo koiliakos que,
em grego, significa sofrimento intestinal (13, 14). Apenas em 1949, apds iniciar
estudo sobre a DC em 1944, portanto durante a segunda guerra mundial, foi
observado que, com a auséncia forcada de cereais da dieta de pacientes que viviam
em regides de conflito, verificou-se uma melhora no quadro clinico desse individuos,
0 que apontava para um efeito deletério causado por alguma substancia presente
nesses alimentos (14, 15).

Atualmente, estudos apontam para uma prevaléncia de cerca de 1 % da
doenca celiaca na populagdo mundial, sendo verificada predominantemente em
individuos com ancestralidade europeia (16). A doenga celiaca apresenta
prevaléncia estimada em cerca de 3 % na populacdo da Suécia (17),
aproximadamente 2,4 % na Finlandia, 0,7 % na lItalia e 0,3 % na Alemanha (18). No
Brasil, estudos demonstram que a prevaléncia da DC é observada entre 0,15 e 0,84
% (19-23), sendo esta variabilidade de prevaléncia explicada pelas diferentes
metodologias de diagndstico utilizadas nesses estudos, pela variabilidade genética
dos diferentes grupos analisados, pela regido geografica dos estudos em questao,
dentre outras razdes. No Distrito Federal (DF), foi verificada uma prevaléncia de 0,34
% da doenga celiaca na populagdo geral e de 0,54 % de prevaléncia em criangas
(22).
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Em estudo divulgado em 2016, foi avaliado que o risco de desenvolvimento
da DC em grupo amostral do DF pode ser de até 1 para 7, quando considerados
individuos que apresentam genotipagem favoravel aos desenvolvimento da DC e
possuem parentesco com paciente ja diagnosticado, em circunstancia de exposigao

prévia a fatores ambientais relacionados com a DC (24).

1.1.2 Caracterizagao da Doenga Celiaca

Sob a perspectiva da predisposi¢cao genética, os principais fatores envolvidos
com o desenvolvimento da DC s&o os genes dos Antigenos Leucocitarios Humano
(HLA) dos tipos DQ2 e DQ8, que codificam as moléculas do Complexo de
Histocompatibilidade Principal de classe 2 (MHC IlI), responsaveis pela apresentagao
antigénica (3, 6, 9). Todavia, é possivel encontrar individuos que apresentam
predisposi¢cdo genética e ndo desenvolvem a DC, bem como individuos que nao
possuem tais variagdes genéticas e que, no entanto, desenvolvem a doencga (25,
26).

Essas situagcdes podem ser explicadas pelo fato de 40 % do risco de
desenvolvimento da doenga estar relacionada a estes genes do HLA, 15 % de
susceptibilidade estar relacionada a outros loci ndo integrantes do sistema HLA,
restando ainda cerca de 45 % de casos provavelmente relacionados a fatores
fenotipicos e/ou genéticos relacionados a outros genes ou fatores regulatérios ainda
desconhecidos (5). Dentre estas outras condigdes genéticas ja conhecidas, estao
descritos genes ndo HLA identificados por meio de estudos amplos de associagao
genbmica (do inglés, GWAS), com destaque para genes como CTLA4, CCRI1,
CCR3, CCR2 e CCR5 (27, 28).

Em relagdo ao estimulo ambiental, a presengca do gluten na dieta é
considerada situagao determinante para o desenvolvimento da DC. Gluten é definido
como o termo utilizado para classificar a maioria das proteinas que compde o
endosperma dos graos dos cereais em geral. S&o as gliadinas e gluteninas do trigo,
as secalinas do centeio, as hordeinas da cevada, e as avelinas da aveia (2, 29). No
trigo, o gluten € composto por duas proteinas distintas e de classes diferentes, a

gliadina e a glutenina, sendo a gliadina a proteina envolvida na patogénese da DC.
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O gluten € um componente predominante nos alimentos elaborados a partir
de cereais, sendo necessario a fisiologia dessas plantas como molécula de
armazenamento, estando localizado no endosperma tecidual vegetal, representando
até 80 % da massa seca do gréo, conferindo elasticidade e maleabilidade para os

alimentos produzidos a partir desse componente (29, 30).

1.2  GLIADINA

A gliadina é um peptideo de 30 kDa, soluvel em alcool, rico em residuos de
prolina (P) e glutamina (Q), com sequéncias poliglutaminicas localizadas em seu
dominio C-terminal. Os peptideos de gliadina sao resistentes a digestdo e sua alta
concentragéo de prolina (cerca de 15 %) dificulta a hidrélise com enzimas presentes
no lumen e na borda em escova intestinal. Verifica-se ainda que a gliadina é
formada em mais de 40 % por peptideos de glutamina, o que ajuda a conferir carga
residual neutra para esse peptideo (2). Os peptideos de gliadina oriundos desse
digestao sao altamente imunogénicos e se ligam fortemente aos linfocitos T (30, 31).

A presencga da gliadina no intestino de individuos geneticamente propensos
ao desenvolvimento da DC é o fator desencadeador da resposta imunitaria nessa
doenca. Portanto, a entrada dessa molécula através da epitélio intestinal e sua
presencga na lamina propria € indispensavel na DC (2, 29, 30).

S&o conhecidos trés mecanismos pelos quais ocorre a entrada da gliadina
pelas células até alcangar a lamina propria; 1) pela via transcelular, onde o gluten é
endocitado em lisossomos, que o degradam em pequenos peptideos nao
imunogénicos (32); 2) pela via paracelular, através da regulagdo das juncdes
intimas, responsaveis pela unido das células epiteliais, promovendo uma alteragao
da permeabilidade celular (32, 33) e 3) por transporte transepitelial, quando ocorre o
aumento da expressao celular de receptores de transferrina (CD71). Esse receptor
reconhece as imunoglobulinas de classe A (IgA) complexadas com gliadina e libera
essa associagdo sem processamento na lamina prépria (34, 35).

Verifica-se uma grande concentragéo de residuos de glutamina (representado

pela letra Q) e de residuos de prolina (representado por P) na gliadina (2, 36, 37).



A figura 1 dispde representacdo do peptideo gliadina, com énfase na
sequéncia de residuos de aminoacidos que o constitui.
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Figura 1: Representagédo da gliadina: Por¢gdo em vermelho associada a efeitos citotdxicos,
porcdo em verde claro associada a efeitos imunomodulatérios, porgées em azul associadas

ao trénsito tecidual da gliadina e porgdo em verde escuro associada a ativagdo da
expressao de interleucina-8 em pacientes

Fonte: Adaptado de Fasano, 2011 (33)

1.2.1 Imunopatologia

A gliadina e os peptideos oriundos de sua digestdo no trato gastrointestinal
perpassam por processo quimico de desamidacdo provocada pela enzima
transglutaminase tecidual (tTG), principalmente a do tipo 2. A tTG-2 é uma enzima y-
glutamil transferase, calcio-dependente, que converte residuos de glutamina em
acido glutamico, o que confere carga residual negativa para esses residuos de
aminoacidos. Para esses processo, a presenca de residuos de prolina auxilia a
atividade das tTG-2 por meio do direcionamento dessas para acao mais eficaz e
orientada sobre os residuos de glutamina (32, 38). A figura 2 dispde como os

residuos de glutamina e prolina sdo convertidos em acido glutadmico.
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Figura 2: Conversdo de glutamina em acido glutdmico por desamidacgao realizada pela
enzima tTG-2 na presenca de calcio, com énfase nos grupos amida e acido carboxilico
Fonte: Adaptado de Abadie et al, 2011 (3)

Apo6s as modificagdes realizadas pela agao das tTG-2, os residuos de gliadina
carregados negativamente tém sua afinidade de ligacdo aumentada com as
moléculas de MHC de classe Il HLA-DQ2 e/ou HLA-DQ8 presentes nas células
apresentadoras de antigenos (APC). Esses peptideos sao processados e
apresentados pelas APC como antigenos para os linfécitos T CD4 localizados nos
linfonodos mesentéricos da lamina propria intestinal, com sua consequente ativacao
para linfécitos T CD4" (39, 40).

Tendo em vista a forte interagdo entre residuos de gliadina modificados e as
fendas P1, P4, P6, P7 e P9 das moléculas de HLA-DQ2 e HLA-DQ8 das APC, bem
como a presenga de residuos ainda complexados com as tTG-2, essas
macroestruturas sao apresentadas para o reconhecimento pelo organismo como se
fossem estimulos imunogénicos externos. Assim, verifica-se que a resposta
imunoldgica acentua a resposta inflamatoria em desenvolvimento, como acentua
também o desenvolvimento da resposta autoimune (3, 38). A figura 3 representa
como as moléculas de HLA-DQ2 e HLA-DQ8 ligam-se aos residuos de gliadina para

sua posterior apresentacao para as células T CD4.



Residuos de gliadina

A) HLA DQ2

Residuos de gliadina

B) HLA DQ8

DQa

Células T CD4

DQb

C)

Figura 3: Fragmentos de gliadina modificados ligados as fendas P1, P4 e P9 por meio de A)
HLA-DQZ2 e B) HLA-DQ8. C) Modelo de apresentagao as células T CD4
Fonte: Adaptado de Abadie et al, 2011 (3) e Qiao et al, 2009 (40).

—

Em individuos geneticamente pré-dispostos a DC, esse evento estimula a
secrecao de anticorpos IgA, cuja atuagao esta relacionada, dentre outras coisas, ao
transporte de residuos de gliadina modificados para a lamina propria intestinal (32,
33). Também se verifica o estimulo para a expresséo da citocina interferon alfa (IFN-
a), de carater pré-inflamatério, por parte das APC, na presenga dos antigenos.
Essas citocinas induzem outras APC a também desenvolverem perfil proé-
inflamatorio, ampliando a resposta inflamatéria exponencialmente e mantendo os
linfécitos T CD4 ativos (2).
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Os linfocitos T CD4" passam entdo a reconhecer os antigenos oriundos da
gliadina modificada, o que leva a indugdo da produgédo e secregcdo de citocinas
inflamatorias como IFN-q, interleucina 21 (IL-21), dentre outras (39, 41, 42). Essas
citocinas atuam na ativagédo de linfocitos T CD4" do tipo auxiliares 1 (TH1) que,
juntamente com a secrecdo de metaloproteinases de matriz por fibroblastos, iniciam
um processo de destruicdo celular, com consequente atrofia das vilosidades,
hiperplasia e inflamacg&o das criptas e apoptose. Essas células TH1 migram para os
linfonodos mesentéricos e amplificam o processo inflamatoério pela ativagcdo de
novas células T CD4 (1, 5).

Além da secregdo das IgA, durante a DC, verifica-se a secregcdo das
imunoglobulinas de classe G (IgG) contra residuos de gliadina modificados, bem
como contra as tTG-2 que eventualmente ainda estiverem complexadas com estes
peptideos. Concomitantemente, os linfécitos T CD4" produzem citocinas que ativam
as células B e provocam sua multiplicacdo. Essas células se diferenciam em
plasmocitos e passam a produzir anticorpos contra todos os tecidos biologicamente
processados durante a destruigdo celular anteriormente iniciada. Tecidos
conjuntivos, gliadina complexada com tTG-2, gliadina residual isolada, tTG-2 isolado,
todos estes elementos se tornam alvo da resposta imunologica mediada por
anticorpos, agravando o quadro de lesédo epitelial (2, 3, 4). Verifica-se ainda a
secrecdo de interleucina 15 (IL-15) pelos enterécitos, que induz o aumento da
apoptose e maior permeabilidade para APC transpassarem a camada celular e

sustentar o quadro de dano (3, 5).

1.2.2 Ativacgao das vias inflamatérias nos enterécitos

Além dos efeitos imunogénicos provocados pela gliadina, efeitos diretos de
seus peptideos digeridos também estdo envolvidos na patogénese da DC (43). A
gliadina e seus peptideos conduzem a um aumento nos niveis de radicais livres
intracelular, principalmente espécies oxigénio-reativas (ROS) e espécies nitrogénio-
reativas (RNS), por meio da ativacdo da expressdo do gene 6xido nitrico sintetase
induzivel (iINOS). Esses radicais podem induzir modificagbes na morfologia dos

enterocitos, hiperplasia de cripta e apoptose (39).



O acumulo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio contribuem para o
aumento na atividade das tTG-2, retroalimentando positivamente o processo
inflamatdrio e o estresse oxidativo. O estresse oxidativo corrobora com o processo
de hiperpolarizagdo das membranas mitocondriais, 0 que colabora com a ativagao
da apoptose celular observada na DC (39, 44). Todos esses eventos ocorrem de
maneira concomitante e se retroestimulam positivamente, potencializando os danos
ao epitélio intestinal.

Os niveis elevados de ROS, decorrentes da maior concentracdo de tTG-2,
estdo relacionados a uma maior degradacdo proteica, incluindo degradacgédo de
fatores mediadores anti-inflamatérios e proé-inflamatoérios (45, 46). Essas alteragdes
contribuem com o aumento na expressao de interleucinas (IL), proteinas expressas
pelo epitélio intestinal relacionadas a ativagcdo de mecanismos que desencadeiam
resposta inflamatodria. Estas IL, dentre elas IL-6, IL-8 e IL-15, geram mais
perturbacdo oxidativa intracelular, provocando a ativagdo da via do fator nuclear
kappa B (NFkB), o que proporciona um aumento da resposta inflamatéria. Também
verifica-se uma ativagdo da ciclooxigenase (COX), com posterior expressao de
prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos (47-49). A figura 4 apresenta um

modelo de ativagao das vias iNOS, citocinas inflamatdorias e COX.

Peptideos de Gliadina

) 0

Condigoes inflamatdrias e oxidativas <
Ativacao ks
de NFkB
g Ativacdo de iNOS ROS, RNS BN
NFKB + + " Citocinas inflamatérias
>IL-6, IL-8, IL-15 |—>{ +
+
DNA
\Ndcleo celular Ativagdo COX > Prostaglandinas .
+

wplasma celular /

Figura 4: Representacio da ativagdo de iNOS, COX e expresséao de citocinas inflamatorias
Simbolo (+) representa ativagao da via
Fonte: Adaptado de Ferretti et al, 2012 (39) e Coleman, 2001 (51)
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1.2.2.1 Via NFkB

O NFkB ativado modula a expressdao de genes essenciais no processo
inflamatério e na defesa contra parasitos, atuando também na sobrevivéncia e
proliferagdo celular, apoptose e no funcionamento do sistema nervoso central (45).
Duas sdo as vias mais estudadas para a ativacdo do NFkB; a via classica e a via
alternativa. A via classica esta associada a expressdo de genes relacionados a
inflamacgéao, a resposta imunoldgica inata, a antiapoptose e a sobrevivéncia celular,
sendo essa via a mais comum (45). A via alternativa esta associada a expresséo de
genes que atuam no desenvolvimento e manutencdo de orgaos linfoides
secundarios (50).

Por meio da via classica, NFKB pode-se ligar em regidao promotora do DNA e
iniciar a transcricdo de inumeros genes-alvo relacionados a atividade pro-
inflamatoria, dentre eles IL-6, IL-8, IL-15, gene da iINOS e de COX, bem como genes
relacionados a expressao de receptores como o IL-15RA, dentre outros genes (45,
46). Assim, verifica-se que a ativagado por meio de NFkB pode contribuir com o
aumento da resposta inflamatéria, bem como com a exacerbagdo do estresse

oxidativo intra e extracelular (47).

1.2.2.2 Estresse oxidativo

As espécies oxigénio-reativas (ROS) e espécies nitrogénio-reativas (RNS)
podem ser geradas a partir de varias reagdes intracelulares, bem como podem atuar
como segundos-mensageiros participando da homeostase dos tecidos organicos.
Quando na presenca de estimulos inflamatorios € possivel verificar um aumento nas
concentragbes desses moléculas reativas (48, 49, 51). Com a elevacdo dos niveis
desses espécies reativas e com a reducdo da capacidade de enzimas
citoplasmaticas de neutralizar esses evento, o processo de estresse oxidativo

instala-se.
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Durante esse processo, ROS e RNS passam a atuar de maneira deletéria,
com comportamento citotdxico, reagindo inespecificamente com proteinas, lipideos e
acidos nucleicos com potencial de causar danos irreversiveis. Além disso, iniciam ou
intensificam a resposta inflamatéria através da ativacédo de NFkB (49, 52).

O oxido nitrico (NO) € a molécula mais importante produzida no processo de
estresse oxidativo. O NO esta envolvido na regulacdo de diversos mecanismos
fisiopatoldgicos e € sintetizado pela enzima 6xido nitrico sintetase (NOS). Dentre
suas funcionalidades, atua como mediador biolégico com agdo semelhante a de
alguns neurotransmissores e pode regular o tbnus de vasos sanguineos. Todavia,
quando em grandes concentragdes, pode se comportar como radical livre e gerar
efeitos citotoxicos, principalmente durante o desenvolvimento de processos
inflamatorios (53).

A enzima NOS possui trés isoformas; NOS neural (nNOS ou NOS-1), NOS
induzivel (INOS ou NOS-2) e NOS endotelial (eNOS ou NOS-3). A iNOS é a
isoforma que responde a estimulos inflamatérios diversos, desencadeando a
producdo de NO (54). A inibicdo da produgdo de NO esta associada a uma
diminuicdo na exacerbacdo da resposta inflamatéria, de maneira que essa
caracteristica posiciona a iINOS como alvo para estudo de novas substancias anti-

inflamatorias de interesse farmacologico (39, 54).

1.2.2.3 Via ciclooxigenase

Durante a resposta inflamatéria acionada via NFkB, tdo importante quanto a
ativagcao por iNOS ¢é a ativagao pela ciclooxigenase (COX), que podem corregularem
entre si (55, 56). As COX sdo enzimas que, juntamente com lipooxigenases e
epoxigenases, produzem os mediadores lipidicos prostaglandinas, leucotrienos e
endoperoxidos (respectivamente) a partir do metabolismo do acido araquidénico.

Esses mediadores atuam como sinalizadores intra e extracelulares em
processos biolégicos de homeostase e inflamagédo, sendo utilizados como
marcadores da resposta inflamatoria em testes ex vivo (57). As prostaglandinas séo
organizadas em dez subclasses, das quais D, E, F, G, H e | sdo as mais importantes

durante o processo inflamatorio.
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Essas prostaglandinas s&o formadas pela agdo da COX de atividade
constitutiva (COX-1) e pela COX de atividade relacionada ao processo inflamatorio,
portanto, induzidas (COX-2). A prostaglandina da subclasse E, (PGE;) é gerada via
prostaglandina sintetase E em leucdcitos e a sua desregulagdo ou a degradacgéao da
acao da PGE, tém sido observadas em varias condigdes patoldgicas. Durante o
processo inflamatorio, a PGE, desempenha papel central por estar relacionada a
todos os eventos celulares que conduzem ao aumento dos sinais classicos da
inflamagéao (58).

Portanto, é possivel verificar que importantes eventos relacionados a
instalagdo inicial do quadro inflamatério da DC estdo também relacionados ao
desequilibrio oxidativo intra e extracelular disparado pela exposig¢édo a gliadina e aos
peptideos oriundos de sua digestdo. Um tratamento que envolva a redugédo de
intensidade nos eventos inflamatorios, bem como nos eventos de estresse oxidativo
observados, poderia reduzir os danos celulares desencadeados pela DC, auxiliando
o tratamento usual que é a dieta livre de gluten.

O tratamento da DC esta limitado a dieta completamente livre de gluten e
peptideos relacionados (5, 11) o que do ponto de vista da convivéncia social dificulta
a adesao dos pacientes. (9). Esse baixa ades&o pode ser em parte explicada tendo-
se em vista que ndo basta o alimento estar livre de gluten, é preciso ter certeza de
que a producgao e elaboragao do alimento se deu com utensilios totalmente isentos
de gluten. Assim, o desenvolvimento de estratégias que possam auxiliar no controle
da resposta imune-inflamatéria da DC pode contribuir para uma melhora na

qualidade de vida desses individuos.

1.3  SILIMARINA

A planta Silybum marianum (L.) Gaertn de onde se extrai a silimarina é
conhecida popularmente como blessed thistle, Marian thistle, Thistle Variegated,
cardo-leiteiro, cardo-Maria, cardo-de-Santa-Maria, cardo-branco, cardo-santo,
serralha-de-folhas-pintadas, cardo-mariano (dentre outras variagdes) e pertence a
familia Asteraceae. Essa planta possui folhas longas, escuras e espinhosas, cardo

robusto, é caducifélia e apresenta floracdo anual ou bianual. Cresce em solos
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preferencialmente rochosos, podendo atingir até trés metros de altura, constituindo-
se como planta herbacea, com flores arroxeadas e folhas com nervuras de aspecto
leitoso (59).

E originaria da regido sul da Europa, bem como das regides fronteiricas com a
Asia e, atualmente, esta distribuida por todo o planeta, desenvolvendo-se bem em
regides de clima tropical e subtropical (60). Seu crescimento total e produgédo de
substancias de interesse farmacoldgico podem variar conforme as caracteristicas
climaticas da regido em que se desenvolve (61). Possui flores hermafroditas e
desenvolvem inflorescéncias constituidas por capitulos isolados, localizados no
apice da planta, regido em que se encontram as sementes (62).

As sementes de Silybum marianum sao utilizadas em aplica¢gdes da medicina
tradicional ha mais de 2.000 anos, sendo preparadas maceradas para uso no
tratamento de hepatites, cirroses, como agente protetor contra venenos de cobra e
toxinas de insetos e contra a intoxicagdo por cogumelos ou por alcool (63). A
composicao de substancias dessa planta se da em maior concentragdo nas
sementes, que contém de 70 a 80 % de silibina em sua estrutura, sendo esse o
principal componente de interesse farmacoldgico da silimarina (64).

A silibina pertence ao grupo das flavolignanas, portanto sao flavonoides, que
na fisiologia da planta atuam como metabdlitos secundarios responsaveis pela
pigmentacdo amarela, vermelha e/ou azul nas flores da planta (65). Em sua
estrutura molecular, a silibina é constituida de grupamentos polifendlicos e, tendo-se
em vista essa natureza fortemente fendlica, possui atividade antioxidante por quelar
radicais livres, dentre eles o radical hidroxila, contribuindo para a formacédo de
compostos quimicos mais estaveis e menos reativos (66). Esta agao contribui para a
reducdo de danos pela peroxidagao lipidica de acidos graxos da membrana celular,
relacionada a lesdo de membranas lipidicas e de estruturas intracelulares (67).

A figura 5 apresenta a flor da planta de onde se extrai a silimarina presente

em suas sementes.
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Figura 5: Flor da Silimarina

Fonte: Joaquim Alves Gaspar, Lisboa, Portugal. Acesso por meio do endereco eletrbnico
[https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/31/Thistle_April_2010-2.jpg]. Acesso em
outubro de 2016

O mecanismo farmacologico de agéo da silimarina esta relacionado a inibicao
do fator de transcricdo NFkB, que regula e coordena a expressédo de varios genes
envolvidos no processo inflamatoério, além de estar sujeito a regulagéo redox, o que
reforca seu papel antioxidante (63). Verifica-se ainda que a supressao da atividade
de NFkB pode estar relacionada a inibicdo das vias inflamatodrias super expressas
por acao direta deste fator de ativacado nuclear, contribuindo para a modulacédo de
interleucinas importantes durante o processo inflamatério (64). Dentre estas
interleucinas, verifica-se a inibicdo da interleucina 6, que esta envolvida com a
ativagao de células B e células T, importantes durante a resposta imunoldgica (65).

Também ja foi demonstrada a capacidade da silimarina de inibir a expressao
de iNOS, por atuagdo direta sobre a enzima, contribuindo para seus efeitos
antioxidantes (68). As atividades mais estudadas das substancias presentes na
silimarina sdo seus efeitos hepatoprotetores, atividade anticancer e atividade

antioxidante (69).
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1.4  CELULAS CACO-2: UM MODELO CELULAR PARA DOENGCA CELIACA

A doenca celiaca vem sendo estudada ha muito tempo e, tdo complexo
gquanto ampliar os conhecimentos sobre esta doenca € o desafio de se produzir
modelo experimental que viabilize o estudo da DC in vivo e/ou in vitro. A tentativa de
gerar camundongos que produzam de maneira constante niveis altos de linfécitos T
CD4", situagédo observada na DC, nio foi suficiente para gerar o quadro de dano
tecidual observado em pacientes com DC, mesmo adicionando artificialmente
grandes concentracdes de tTG-2 (70).

Tendo em vista a dificuldade de gerar animais geneticamente modificados
para mimetizar caracteristicas especificas da DC observadas em seres humanos,
alguns estudos buscaram provocar dano celular em animais por meio de intoxicagao
alimentar com gliadina associada a toxinas, exposicdo a alimentagdo radioativa,
dentre outras medidas de dano fisico direto, com posterior alimentagcdo desses
animais por meio de gavagem (71). Embora esses estudos em modelos animais
possuam suas vantagens, a inespecificidade dos danos provocados e a resposta a
essas lesbes nao necessariamente reproduzem O que se observa na doenca
celiaca, o que levanta incertezas quanto a esses modelos experimentais.

Abordagens in vitro tém sido aventadas com a utilizagdo de células de biopsia
de intestino de pacientes celiacos. Do ponto de vista da reprodutibilidade do que se
observaria in vivo, trata-se de modelo altamente fidedigno, posto que sao células de
pacientes celiacos (72). Contudo, tendo em vista a dificuldade de se obter essas
células de biopsias, os Obices éticos relacionados a sua obtencdo, a dificuldade de
se manter a cultura viavel por tempo prolongado e a necessidade de se renovar
essa cultura, pois ndo sdo células imortalizadas, sugerem que manter seu manejo
torna-se excessivamente desafiador e, em alguns casos, contraproducente (70).

Com o objetivo de trabalhar com modelo experimental de origem humana e
de fendtipo intestinal, de aquisicdo segura, confiavel e perene, e principalmente de
manutengdo descomplicada, um modelo que se enquadra nessas caracteristicas
sdo as células de adenocarcinoma colorretal humano (Caco-2). A morfologia das

Caco-2 em baixa e alta confluéncia pode ser observada na figura 6.
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Figura 6: Células Caco-2 com confluéncia de crescimento de 40 % e 80 %, respectivamente
Fonte ATCC®, 2014 (73)

As Caco-2 sao obtidas originalmente de células diferenciadas de carcinoma
de colon humano. Quando atingem confluéncia, essas células diferenciam-se
espontaneamente (73, 74). Em cultura, as Caco-2 sédo polarizadas e possuem
morfologia de enterdcitos com a superficie apical coberta por microvilos (75).
Organizadas em monocamada, as Caco-2 sdo unidas por jungdes apicais
complexas que incluem jungdes intimas e desmossomos. Culturas em pos-
confluéncia expressam sucrase, isomaltase, fosfatase alcalina e aminopeptidase N,
e enzimas tipicas de enterdcitos diferenciados (76).

Verifica-se ainda que as células Caco-2, embora sejam células de origem
tumoral, sdo competentes na expressdo de todos os genes observados em
enterécitos normais e celiacos, bem como respondem adequadamente a estresse
oxidativo, sendo verificado todos os segundos-mensageiros necessarios para estes
procedimentos (73, 74). Assim, as Caco-2 se destacam como uma das linhagens
celulares mais utilizadas para o estudo de eventos que requerem modelos
experimentais que mimetizem a barreira epitelial intestinal, bem como se

apresentam como uma das linhagens mais descritas em estudos de DC (70).
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2 OBJETIVOS

O presente estudo tem por objetivo geral avaliar os efeitos da silimarina em
células Caco-2 previamente expostas ao peptideo gliadina apds intervalos de 6 h, 24
h e 48 h.

Os objetivos especificos do presente estudo séo:

* Analisar o perfil de expressdo génica de NFkB, IL-6, IL-8, IL-15, IL-15RA e
iINOS das células expostas aos estimulos avaliados apos intervalos de 6 h, 24
h e 48 h;

* Dosar o 6xido nitrico presente no meio celular das células expostas aos
estimulos avaliados apods intervalos de 6 h, 24 h e 48 h;

* Dosar as concentragdes de prostaglandina E; liberadas pelas Caco-2 apés

exposicao aos estimulos avaliados por 48 h no meio celular.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado no Laboratério de Pesquisas em Doenca Celiaca
(coordenado pelo professor Riccardo Pratesi) e no Laboratorio de Pesquisas em
Doengas Imunogenéticas e Crénico-Degenerativas (coordenado pela professora
Yanna Karla de Medeiros Nobrega), localizados na Faculdade de Ciéncias da Saude

e Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia.

3.1 OBTENGCAO E CULTURA DAS CELULAS CACO-2

As Caco-2 (HTB-37®) constituem uma linhagem de células aderentes
epiteliais originadas de adenocarcinoma colorretal humano e possui certificado para
utilizagdo em pesquisa pela American Type Culture Collection (ATCC®) (73). Essas
células sao consideradas o modelo in vitro mais fidedigno e de melhor uso
padronizado para epitélio intestinal humano reconhecido pela Food and Drug
Administration (FDA) (77).

As células Caco-2 utilizadas neste estudo foram adquiridas do banco de
células do Instituto Adolfo Lutz (IAL - S&o Paulo/SP, Brasil) e foram recuperadas
conforme orientagdes e protocolos da ATCC®. A recuperagdo e o cultivo dessas
células foram realizados de maneira a manter padrdes normais de crescimento
celular, confluéncia, subcultivo e morfologia adequados para a manutencdo da
cultura celular e para uso durante os ensaios laboratoriais.

ApoOs adquiridas, as células Caco-2 foram mantidas em nitrogénio liquido,
para criopreservagao, imersas em solugdo de congelamento contendo 5 % de
dimetilsulféxido (DMSO) e 22 % de Soro Bovino Fetal (SFB). Para os experimentos
deste estudo as células foram descongeladas em banho-maria a 37 °C por 2
minutos e foram transferidas para frascos de 75 cm? contendo meio de cultura Eagle
Modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com SFB.

Posteriormente, essas células foram mantidas em frascos de cultura celular
de 75 cm? contendo meio DMEM suplementado com 4.5 g/L de glicose, 2 mM L-

glutamina, sem piruvato de sdédio (cédigo 11965-092, Life Technologies, GIBCO);
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aditivado com 200 mM de piruvato de soédio (SIGMA-Aldrich); 100 U/mL de
penicilina-estreptomicina (SIGMA-Aldrich); 1 % aminoacidos n&do essenciais; 25 mM
de acido etanosulfénico 4-2-Hidroetil Piperazina-1 (HEPES, SIGMA-Aldrich) e 20 %
de soro fetal bovino (SFB) (Life Technologies, GIBCO) inativado a 56°C por 1h,
sendo esse meio denominado ao final como DMEM completo.

As culturas de Caco-2 foram mantidas em incubadora a 37 °C com 5 % de
CO2 e 95 % de umidade com trocas regulares do meio de cultura 8-10 mL a cada 3
ou 4 dias para frascos de 75 cm?. O subcultivo foi realizado quando as culturas
atingiam taxa de confluéncia de 80 %, quando entdo as células foram descoladas da
superficie inferior do frasco utilizando tripsina a 0,05 % contendo 0,53 mM EDTA
(Life Technologies, GIBCO) por um periodo de 10 minutos. Posteriormente as
células foram semeadas a uma concentracéo de 5 x 10° células para um novo frasco
de 75 cm?, sendo a tripsina residual neutralizada com meio DMEM completo em um
volume correspondente ao dobro do volume de células tripsinizadas.

Para a realizagao dos experimentos in vitro, as células foram transferidas para
placas de cultura de 6 pogcos de 35 mm de diametro, contendo 3 mL de meio DMEM
completo e mantidas em cultura por 3 dias, até atingirem 80% de confluéncia, com
trocas regulares de meio. Uma vez atingida a confluéncia desejada, foi realizada
troca para meio DMEM com SFB a 5 %, no intuito de se controlar a taxa de
crescimento celular. As culturas celulares foram mantidas em incubadora a 37 °C
com 5 % de CO; e 95 % de umidade por mais 24 h para a realizagdo dos
experimentos. E importante salientar que para a realizagdo dos experimentos os
meios DMEM utilizados ndo possuiam as 100 U/mL de penicilina-estreptomicina, no
intuito de que esses antibidticos ndo causassem qualquer interferéncia nos

resultados dos experimentos.

3.2 PREPARO DOS REAGENTES DE ESTIMULO

A gliadina utilizada no presente estudo foi a de codigo G5004 adquirida junto
a Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). A identidade do peptideo foi confirmada
pela empresa por meio de espectrometria de massas (EM) e cromatografia liquida

de alta performance de fase reversa (HPLC), sendo atestada uma pureza = 95 %.
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A preparacédo da gliadina para estudo envolveu a utilizagdo de 1 g de gliadina
em 50 mL de etanol 60 %, resultando em uma concentragdo de 20 mg/mL para a
solucao estoque. Essa solugao foi aquecida a 37 °C por 8 h, 2 mL dessa solucéo foi
diluida em 4 mL de etanol 60 % e, ao fim, foram adicionados mais 4 ml de PBS 1 X,
para a obtengdo de um volume final de 10 mL. Foram geradas solugdes de gliadina
nas concentracdes de 80 pg/mL, 120 ug/mL e 160 pg/mL em meio DMEM completo
para a verificagdo e selegdo da melhor concentragdo de gliadina para estudo, bem
como para analise de viabilidade celular apos exposicao a esse estimulo.

A silimarina utilizada neste estudo foi a de cédigo S0292, adquirida junto a
Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). A pureza das flavolignanas presentes na
silimarina foi confirmada pela empresa que utilizou metodologia de HPLC, sendo
verificada uma pureza de = 30 % do componente silibina. A preparagao da silimarina
para os experimentos envolveu inicialmente a diluigdo de 50 mg em 5 mL de DMSO
95 % para a formagao da solucao estoque. Posteriormente, parte desta solugao foi
diluida em meio DMEM completo para a obtencado de silimarina nas concentragdes
de 0,01 mg/pocgo, 0,14 mg/pogo e 1,45 mg/pogo para a verificagdo e selegdo da
melhor concentracdo de silimarina para estudo, bem como para a avaliagdo da
viabilidade celular apdés exposicdo a esse estimulo. Essas concentragdes sao
relativas as quantidades de 10 uM, 100 uM e 1.000 yM de silimarina por poco de
células Caco-2 acrescidos de DMEM. Essa quantificagao, por sua vez, foi calculada
de acordo com o peso molecular apresentado pelo fabricante para o produto
silimarina em estudo.

O lipopolissacarideo (LPS) utilizado neste estudo foi o de codigo 2880,
adquirido junto a Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). O LPS é uma endotoxina
que compde constitutivamente as membranas celulares de bactérias gram-
negativas, e estdo associadas ao disparo de resposta inflamatoria quando em
contato com células de origens diversas (o que inclui células Caco-2) (78). A
exposicdo a esses lipopolissacarideos contribuem para desencadeamento da
producdo de varios metabdlicos, dentre eles o oxido nitrico (NO), e regulando a
expressdo da enzima oxido nitrico sintetase induzivel (iINOS) por meio da ativagao
de vias de sinalizagdo sensiveis a acdo de MAPK e NFkB (50). O LPS utilizado
neste estudo foi diluido em &gua ultrapura para obtencdo de solugbes nas

concentragdes de 1 uyg/mL, 2 yg/mL e 3 pg/mL.
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3.3 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

Para avaliar a citotoxicidade das solugbes de gliadina, silimarina e LPS nas
analises in vitro, foi utilizado o método colorimétrico de captacdo do corante
Tetrazolio WST-8.

Esse ensaio consiste na capacidade da enzima mitocondrial desidrogenase
succinica, presente somente em células vivas e com suas membranas internas
intactas, em clivar o sal monossdédico de tetrazélio WST-8 [2-(2-metoxi-4-nitrofenil)-
3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-dissulfofenil) 2H-tetrazolio]. Essa clivagem resulta na produgéo
de cristais de formazan violeta que se depositam nas membranas mitocondriais. O
numero de células vivas é quantificado proporcionalmente a quantidade de formazan
aferida em espectrofotometria.

Para a realizacdo do ensaio de citotoxicidade foi utilizado o sistema comercial
Cell Couting kit-8° (Sigma-Aldrich, Saint Louis - EUA) seguindo as instrugdes do
fabricante. As células foram cultivadas em DMEM completo numa concentragao de 1
x 10° células por pogo em placas de cultura de 96 pogos, contendo 200 uL de meio
DMEM completo até atingirem taxa de confluéncia de 80 %, por um periodo de 24
horas. Em seguida, o meio de cultura foi trocado por 100 uL de meio DMEM incolor
suplementado com 5 % de SFB e 100 pL de solug¢des de gliadina, silimarina e LPS
nas concentragdes avaliadas, totalizando um volume final de 200 uyL por pogo.
Todas as amostras foram submetidas a testes em triplicata bioldgica.

ApoOs a adigcdo dos estimulos, as culturas celulares foram homogeneizadas e
a placa foi novamente incubada nas mesmas condicbes descritas para o
crescimento celular. Apds 24h, o meio foi descartado e foi acrescentado em cada
poco 100 uL de meio DMEM incolor suplementado com 5% de SFB, em seguida, foi
adicionado 10 yL de WST-8 em cada pog¢o. Como referéncia de controle positivo de
crescimento celular foram utilizadas pogos em que as células ndo foram submetidas
a qualquer tratamento especifico (NT). Para o controle de morte celular foram
avaliados os pocos em que as células receberam tratamento com solugdo DMSO a
95 %. Por fim, para leitura do material sem qualquer célula (branco), foi adicionado
meio DMEM incolor em pogos sem células. Para a obtengdo da viabilidade celular foi
calculada a diferenga entre o valor da leitura das células do tratamento em avaliagao

pelo valor da leitura dos pogos que ndo possuiam células (branco).
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Esse resultado foi multiplicado por 100 e dividido pela diferenca da leitura das
células que nao receberam tratamento pela leitura do branco. O produto obtido foi
apresentado em porcentagem e definido como viabilidade celular. A formula aplicada

nas células da planilha eletronica para obtencao desse resultado foi:

o (absorbancia da amostra - absorbancia do branco) X 100
Viabilidade celular =

(absorbancia das células nao tratadas — absorbancia do branco)

Para avaliar a auséncia de interacdo quimica entre os estimulos estudados e
o reagente do kit WST-8, foram colocados em pogos sem células as mesmas
concentragbes dos estimulos e foi adicionado o reagente WST-8. Apds 6 horas de
incubagdo com o WST-8, foi aferida a absorbancia das amostras em

espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 450 nm.

3.4 INTERACAO DAS CELULAS CACO-2 COM ESTIMULOS

Os experimentos foram realizados utilizando-se placas de 6 pogos contendo
células Caco-2 e DMEM para cada estimulo, sendo que cada placa foi reservada
posteriormente para avaliagdo da interacdo das células com esses estimulos de

interesse, dispostos como representado na tabela 1.

Tabela 1 — Organizagédo esquematica das células Caco-2 nas placas de 6 pogos

Poco Estimulo

1 Nao tratadas (NT)
2 Lipopolissacarideo (LPS)

3 Gliadina (GLI)

4 Silimarina (SIL)

S Exposigéo prévia a gliadina e tratamento com silimarina (GLI+SIL)
6 Tratamento prévio com silimarina e exposicao a gliadina (SIL+GLI)
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O delineamento do estudo envolveu a utilizagdo de placas em triplicata
bioldgica, reservadas para a avaliagdo em separado de eventos verificaveis no meio
celular e no material celular, apos exposicao das células aos estimulos em analise

por intervalos de 6 h, 24 h e 48 h, como apresentado na figura 7.

Frasco 75cm?

I
[ I |

Placa de 6 pogos, 6 h Placa de 6 pogos, 24 h Placa de 6 pogos, 48 h
[—Iﬁ I I
[ 1 [ 1
Meio Material Meio Material Meio Material
celular celular celular celular celular celular
L . Dosagem L Expressao L . Dosagem L Expressao . Dosagem L Expressao
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PGE,

Fig

ura 7 — Delineamento experimental das triplicatas biolégicas

A exposicao prévia a gliadina e o tratamento prévio com silimarina consistiram
em expor as células a esses estimulos 6 horas antes do inicio efetivo do
experimento. Feito isso, as culturas celulares receberam a adicdo dos demais
estimulos no tempo 0, a partir de quando se aguardou os intervalos de 6 h, 24 h e 48
h de interagao dos estimulos com as células.

Esse tempos foram escolhidos visto que a partir de 6 h de exposicdo a
estimulos imunogénicos é possivel verificar resposta inflamatéria nesse modelo
celular, bem como apds 48h da exposicao as células ndo apresentam resposta
inflamatdria relevante quando comparado com o periodo anterior. Ao fim de cada
tempo pré-estabelecido, os sobrenadantes dessas culturas foram coletados e
mantidos a - 20 °C para posterior dosagem de 6xido nitrico e prostaglandina E,.

Por fim, foi adicionado 1 mL de Trizol® (Ambion, Life Technologies) as células
aderidas ao fundo dos pogos e esses produtos foram coletados e transferidos para

microtubos e guardados a - 20 °C para realizagdo de extragao e purificagdo de RNA.
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3.5 EXTRAGCAO E PURIFICACAO DE RNA

Para a extracdo e purificacdo do RNA foi utilizado o produto comercial Kit
Direct-zof° RNA Miniprep® (codigo R2051, Zymo Research®, Irvine, EUA), seguindo
as instrucdes do fabricante.

As células com o Trizol® foram descongeladas a temperatura ambiente para
permitir a completa dissociagdo dos complexos de nucleoproteinas. Apods
descongeladas, foi adicionado 1 mL de etanol a 95 %, sendo esse conteudo
homogeneizado por 15 segundos em agitador elétrico. Apds esse procedimento, 700
ML do conteudo foram transferidos para uma coluna de silica do kit comercial e
centrifugado a 11.000 g por 1 min, sendo o filtrado descartado. Esse passo foi
repetido até que todo o conteudo fosse filtrado pela coluna de silica. Em seguida, a
coluna foi transferida para um novo tubo onde foram adicionados 400 pL de solugéo
de lavagem, e uma nova centrifugagéo foi realizada a 11.000 g por 1 min. A coluna
foi entdo transferida para novo tubo a fim de dar inicio a purificagcdo do RNA.

Para o processo de purificagdo do RNA, foram adicionados a coluna 80 uL de
enzima DNAse (com intuito de eliminar eventuais tragos de DNA presentes) aplicado
diretamente no filtro e, em seguida, o tubo e coluna foram incubados a 37 °C por 15
min com posterior realizagdo de centrifugacédo a 12.000 g por 30 segundos. No
passo seguinte, foram adicionados 400 uL de solugéo pré-lavagem as colunas e foi
realizada nova centrifugacdo a 12.000 g por 1 min. O filtrado foi descartado e esse
passo foi repetido novamente, para entdo serem adicionados a coluna 700 pL de
solugéo de lavagem e nova centrifugagao a 12.000 g ser realizada por 2 minutos. O
filtrado foi descartado e em seguida a coluna foi centrifugada na mesma velocidade
e por mesmo tempo do passo anterior. A coluna foi posicionada em novo microtubo
livre de RNAse e recebeu a adi¢gado de 20 yL de agua ultrapura diretamente sobre a
coluna de silica. Para a liberagdo do RNA purificado da coluna de silica, uma nova
centrifugacéo a 14.000 g foi realizada por 2 min. O filtrado final contendo RNA foi
coletado do fundo do tubo e transferido para novo tubo de 1,5 mL livre de DNAse e
RNAse, devidamente identificado para verificar pureza, integridade e quantificagao
do RNA.
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3.6  ANALISE DA QUALIDADE DO RNA EXTRAIDO

A quantificagdo do RNA extraido foi determinada por meio de
espectrofotdmetro NanoDrop 2000 Spectrophotometer® (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, EUA) que utiliza a leitura espectrofotométrica nos comprimentos de
onda de 260 nm e 280 nm. Para avaliagdo do grau de pureza das amostras foi
considerada a razdo da absorbancia em dois comprimentos de onda nas densidades
opticas (DO) Azeso280 NM (que avalia contaminagdo com proteinas) e Azeo2zo NM (Que
avalia contaminagdo por compostos orgénicos). Quando a razdo entre as
absorbancias desses dois comprimentos de onda (Azeso/azs0 € Aze0/a230) ficou entre 1,8
e 2,0, o grau de pureza do RNA foi considerado adequado para a realizagdo das
analises. As amostras de RNA foram armazenadas a - 80 °C para posterior sintese
de DNA complementar (cDNA).

3.7 SINTESE DE cDNA

A sintese de cDNA foi realizada utilizando o produto Highcapacity cDNA
Reverse Transcription Kit® (Applied Biosystems, Carlsbad, EUA). Apés a sintese de
cDNA, as amostras foram diluidas para a concentracéo final de 15 ng/pL. Essa
concentracao foi estabelecida para padronizar o volume de 2 uL de cDNA para cada
amostra a ser pipetada, com o objetivo de cada reagédo de g-PCR ter concentragao
final de 30 ng/uL por reagcdo. Os microtubos com o RNA e reagentes foram
colocados em termociclador BioNeer — My Genie 96 Thermal Block® e submetidos a
programacao de transcricdo reversa (RT). Por fim, os microtubos contendo o cDNA

foram armazenados em temperatura de - 20 °C para futuras analises.

3.8 DEFINICAO DOS GENES DE INTERESSE PARA O ESTUDO
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Nessa etapa foram selecionados genes de expressdo notoriamente
associadas a atividade inflamatoria. O gene GAPDH foi selecionado por se tratar de
controle endégeno, ou seja, por ser um gene constitutivo que n&o altera seu padrao
de expressdao mesmo quando submetido a diferentes estimulos imunogénicos (27,
28, 40, 79, 80). Os genes interleucina-8 (/IL-8) e interleucina-15 (/L-15) foram
selecionados com base em estudos relacionados a resposta imune na DC (13). Ja
0s genes da interleucina-6 (/L-6), receptor A da interleucina-15 (IL-15RA), NFkB e
iINOS foram selecionados a partir de GWAS, tendo em vista o destaque desses
genes em estudos relacionados a DC (27, 28, 79, 80). A tabela 2 descreve as
sequéncias dos iniciadores utilizados nas reagdes de g-PCR, bem como suas
origens. Esses iniciadores foram elaborados no programa Primer Express® (Applied

Biosystems®) e sintetizados pela Integrated DNA Technologies® (IDT®).

Tabela 2 — Sequéncia de iniciadores utilizadas

GENE Iniciador direto Iniciador reverso RefﬁéeBnlma Fonte
5 TGT AGT TGA GGT 5 ACA TCG CTC AGA Hs.PT.392.22214836
GAPDH " A TGA AGG G 3° CAC CAT G 3° NM_002046 8
5 ATT CGTTCTGAA  5° CCT TCC CTG CCC HS.PT.58.40139476.
IL-6 GAG GTG AGT G 3’ CAGTA 3’ NM_000600 »
5 CAT CTT CAC TGA 5 TGT CTG GAC CCC Hs.PT.58.38869678.g
L8 11CTTG GATACC 3’ AAG GAA 3’ NM_000584.3 .
5" AGC CCT GCACTG  5° CCA CAT TTG AGA .
IL-15 PYVRIve s ahsalit) iy NR_037840 HS.PT.58.21299580
5 TTCCAAGTC TTC 5 CTG GCA TGC TAC ,
w1sra S LG CAACICTT e oRIss, NM_001243539  Hs.PT.58.20517823
5 AAA CAC TGT GAG  5° CGA AGC CGA CCA
NFkB S AR CAC TOT OAS A XM_006714229.1 81)
5" CCT ACG AGG ,
) 5 CAG TTT GAG AGA
INOS  CGA AGA 3A§G acag 5 GACTIT RS S NM_000625 82)

* Iniciadores pré-desenhados para expressao génica obtidos da PrimerTime® IDT-DNA.

3.9 PADRONIZACAO DOS EXPERIMENTOS DE gPCR

Os experimentos de g-PCR foram realizados no equipamento StepOne®
(Applied BioSystems — Life Technologies®, Carlsbad, EUA). A otimizacdo do
protocolo de reacgao foi realizada para determinar o desempenho da reacdo de PCR

gquando comparada com diferentes reacdes e condi¢oes.
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Para uma rigorosa avaliagdo, diversos fatores sdo levados em consideragao
para se obter maior precisdo e confianca nos resultados: 1 - Precisdo: Realizagao da
reac&o no alvo objeto do estudo. E determinada e passivel de ser corrigida quando a
reacao é feita em triplicata; 2 - Eficiéncia: Estimada por meio do valor de R2, obtido
ap6s diluicdo seriada e indica o quao corretamente um valor esta para ser possivel
predizer outro valor, dando uma boa confianga na correlacido de dois valores; 3 -
Sensibilidade da analise estatistica: Quando um grande numero de replicatas é
necessario para prover significancia estatistica e ndo permitir distribuicdo enviesada.

Para otimizar o protocolo de reacdo de g-PCR e a quantificagcéo relativa pelo
método AACt foram necessarios dois experimentos. O primeiro experimento € a
matriz dos iniciadores, ou titulagdo. Nesse procedimento diferentes concentracdes
dos iniciadores sdo usadas com a mesma amostra de cDNA, sempre em ftriplicata. A
concentragéo ideal € aquela que apresenta um maior rendimento, ou seja, menor
valor de threshold cycle (Ct) e maior ARN. Ainda com a titulagdo, é possivel
identificar a presenga ou auséncia de dimeros de iniciadores e a especificidade da
reacao, apresentando uma unica curva de dissociagao.

O segundo experimento é o ensaio de eficiéncia da reagédo, onde € possivel
determinar se o protocolo de reacdo esta bem otimizado em relacdo as
concentracbes dos componentes e também se os iniciadores foram bem
desenhados. Amplitude de variabilidade muito acentuada para esses elementos
indicam problemas no experimento ou que os iniciadores ndo sao eficientes. A
eficiéncia da reagédo garante que os resultados gerados seréo precisos e confiaveis

guando comparados a outros experimentos.

3.9.1 Titulagao dos iniciadores

Foram utilizadas quantidades de 0,1 pM, 1 pM, 10 pM, 20 pM e 30 pM por
reacdo em ftriplicata para cada gene e o método de Quantification — Relative
Standard Curve. Dessa forma, utilizando a mesma quantidade de amostras foram
feitas reagdes com a combinacéo de trés diferentes concentragcdes de cada iniciador

(direto e reverso).
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A concentragao 6tima foi aquela em que o gene de interesse obteve o menor
valor de Ct e ARN maior que 1 e que nao apresentasse formacdo de dimeros. A
melhor quantidade de iniciador por reagao para os genes aqui em estudo foi de 20
pM.

3.9.2 Ensaio de eficiéncia

O ensaio de eficiéncia necessita de grandes quantidade de cDNA de uma
mesma amostra para ser diluida de 1:2 em 6 pontos para ser realizado. No presente
estudo, foram selecionadas as seguintes quantidades: 100 ng; 50 ng; 25 ng; 12,5 ng;
6,25 ng e 3;125 ng. Todas as reagdes foram feitas em triplicata por gene e o método
utilizado foi Quantification — Relative Standard Curve.

A tabela 3 apresenta os valores obtidos dos testes de eficiéncia dos
iniciadores deste estudo. Os valores relacionados a inclinagdo da curva padrao
(Slope) devem ficar entre -3,1 e -3,6 para serem considerados adequados, ao passo
que o valor de R? deve ser o mais préximo possivel de 1. Ja o valor de eficiéncia é
dado em porcentagem, sendo que uma eficiéncia ideal para o conjunto de

iniciadores deve ficar em torno de 90-110 %.

Tabela 3 — Parametros de eficiéncia dos iniciadores

GENE Slope R? Eficiéncia (%)
GAPDH -3,224 0,999 104
IL-6 -3,174 0,994 106
IL-8 -3,196 0,991 105
IL-15 -3,185 0,992 106
IL15RA -3,184 0,993 106
NFkB -3,356 0,996 98
iNOS -3,407 0,990 96

3.10 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE QUALITATIVA EM TEMPO REAL
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Os ensaios de amplificagcdo foram realizados em placas de 96 pog¢os e reagao
utilizando SYBR Green Maxima SYBR Green/Rox q-PCR mastermix® (Thermo
scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) que contém molécula fluorescente que se
intercala a fita dupla de cDNA. A deteccdo da expressao génica por gq-PCR foi feita
pelo sistema StepOne® Real-Time PCR System (Applied BioSystems — Life
Technologies™, Carlsbad, EUA) que detecta em cada ciclo de amplificagdo a
fluorescéncia da molécula SYBR Green.

Por reacgdo de g-PCR foi utilizado 10 uL de SYBR Master Mix® (2x); 2 L de
iniciador direto; 2 yL de iniciador reverso; 2 yL de cDNA (30 ng/reagao) e quantidade
suficiente de agua (q.s.p.) ultrapura (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad,
Califérnia, EUA) para completar 20 pL de reagdo. A amplificacdo constituiu de
estagio a 95 °C por 10 min para ativagdo da enzima, seguido de ciclos de
aquecimento a 95 °C por 15 seg, 60 °C por 1 min e 72 °C por 30 seg, repetidos por
40 ciclos.

As reacdes foram realizadas em triplicata para cada gene, sendo que o gene
GAPDH foi utilizado como controle endégeno (gene normalizador) e como controle
negativo foram utilizados pogos com agua substituindo o cDNA. A quantidade
relativa de cada gene foi calculada utilizando o método Delta-Delta Ct (AACt). A
curva de dissociacdo foi analisada como controle de qualidade dos produtos da
amplificagao.

Para a validacdo do método 222! de quantificacdo relativa é necessario
realizar o ensaio de eficiéncia da reagdo que garante que os resultados gerados sao
precisos e confiaveis quando comparados a outros experimentos. A eficiéncia de
amplificacdo € expressa em porcentagem gerada a partir da amplificagcdo de uma
diluicdo seriada de cDNA. Se um amplicon dobra em quantidade durante a fase
geomeétrica de amplificagao, entdo a eficiéncia dessa reacéo é de 100 %.

Uma eficiéncia de 100 % garante o aumento em 10-fold change de amplicon a
cada 3.32 ciclos, durante fase exponencial de amplificagdo (log2 10 = 3.3219). Para
um experimento de quantificagao relativa ser valido, a eficiéncia de amplificagdo do
gene alvo e do gene de referéncia (enddgeno) precisam ser aproximadamente
iguais, apresentando valores de eficiéncia entre 90 e 110 % o que indica o qudo bom
um valor € em predizer outro valor, conferindo uma boa confianga na correlagao de

dois valores.
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Os valores de Ct foram determinados a partir do estabelecimento do Base line
e threshold para cada gene a fim de calcular a quantificagao relativa pelo método 2°
A4¢ onde AACt = (ACtrratamento Avo — ACHNT Ao) tempo x-

Uma vez realizado o experimento, o aparelho ira produzir um valor de Ct para
cada replicata (s&o trés replicatas por amostra). Dessa forma € preciso calcular a
meédia e o desvio padréao (Sd) dos Cts (valores gerados pelo aparelho), entdo ACt =

(med|a CtTratamento gene Alvo — media CtTratamento gene Endc’)geno)tempo x € desvio padréo

AACESY)  Egse método foi

Sd=./Sd Alvo? + Sd Endbgeno?, para entdo calcular 27
calculado usando programa GraphPad Prism® 7 for Mac OS X (GraphPad Software,

San Diego, Califérnia, USA).

3.11 DOSAGEM DE OXIDO NiTRICO

O 6xido nitrico (NO) decompde-se em nitritos (NOz") e nitratos (NO3’) no meio
de cultura e, tendo em vista que a produgcao de NO;" pelas células pode ser dosada
por ensaio colorimétrico baseado na reagdo de Griess®, é possivel inferir a dosagem
de Oxido nitrico a partir das concentragdes NO; verificadas. Para esse teste foram
preparadas duas solugdes: dicloridrato de N-1(1-naftil) etilenodiamina (NEED) a 0,2
% em agua e Sulfanilamida a 2 % em H3PO4 a 5 %, que quando misturadas em
proporgdes v/v para serem utilizadas no ensaio, formam o reagente de Griess® (83).

A curva de referéncia foi preparada, fazendo uma diluicdo seriada de nitrito de
sédio nas seguintes concentragdes: 100 uM; 50 yM; 25 uM; 12,5 uM; 6,25 pM; 3,13
MM e 1,56 uM. Foram colocados em todos os pogos 50 uL de meio DMEM com 5 %
de SFB incolor. Aos pocos da curva de referéncia foram adicionados, em triplicata,
100 uL da diluicdo de nitrito de sédio em cada uma das concentragcbes. Aos pogos
restantes foram adicionados 100 yL do sobrenadante de cada amostra com seus
respectivos tratamentos.

Para se chegar a concentragdo de NO; produzido, e posterior inferéncia das
concentracbes de NO secretados pelas células, foram adicionados a cada
sobrenadante da cultura 100 pL do reagente de Griess®. Para o controle negativo,
foram separados pogos contendo apenas meio DMEM com 5 % de SFB, sem

amostra. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro empregando filtro de 450 nm.
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Os resultados foram expressos em umol/L de NO, comparando a densidade

optica (DO) obtida com a DO da curva padrao de NO;™ por meio de regressao linear.

3.12 DOSAGEM DE PROSTAGLANDINA E2

A dosagem da prostaglandina E, (PGE;) foi realizada por meio do ensaio
imunoenzimatico de competicdo, seguindo as recomendagbes do fabricante
(Cayman Chemical Company®, cédigo 514010, Ann Arbor, Michigan, EUA). Nesse
ensaio, foram utilizados os sobrenadantes das células Caco-2 apds os tratamentos
em estudo.

A placa contida no produto para deteccdo de PGE; veio com o tratamento de
anticorpos policlonais anti-IgG aderidos a sua superficie interna inferior bloqueados
com uma formulacao propria de proteinas, para evitar reagdes inespecificas. Apds o
preparo de todos os reagentes, 100 yL do EIA buffer foi adicionado nos pogos com
NSB (ligante ndo especifico) e 50 yL nos pogos By (ligante maximo), em seguida 50
ML da curva padrao foi adicionada de acordo com cada concentragdo (padrdes 1-8,
cuja concentragao varia de 25.000 a 39 pg/mL) em duplicata e em seguida 50 uL de
cada amostra foram adicionados em triplicata nos respectivos pogos, de acordo com
cada tratamento avaliado, seja o tratamento anterior ou posterior a exposicéo a
gliadina, iniciando pelos controles negativo (célula ndo tratadas) e, em seguida, pelo
positivo (células estimuladas com gliadina).

Na sequéncia, 50 pL da enzima acetilcolinesterase ligada a prostaglandina
(tracer) foi adicionada aos pogos com a unica excegéo dos TA (atividade total) e do
Blk (branco) e, por ultimo, 50 yL do anticorpo monoclonal de prostaglandina E; foi
adicionado aos pogos com excecdo do TA, NSB e Blk. A placa foi coberta por
material plastico do tipo parafilme e incubada por 18 horas a temperatura de 4 °C.
Apos esse periodo, foi retirado o plastico parafiime e a placa foi entdo direcionada
para o equipamento BEST 2000® para o realizagéo do processamento automatizado
do ensaio. A placa foi inicialmente aspirada para remoc¢ao da solucéo de preparagao
inicial e, em seguida, foi lavada, por 5 vezes com o Wash Buffer.

ApoOs este processo, foram pipetados 200 yL do reagente de Ellman’s em

todos os pocos e 5 pL de tracer no TA. Posteriormente, a placa foi incubada sob
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agitacao orbital com cobertura plana e auséncia de luz, por 90 minutos. Finalmente,
a leitura da placa foi realizada empregando um comprimento de onda de 405 nm.

O ensaio de PGE; é baseado na competicdo entre PGE; e a PGE, conjugada
a acetilcolinesterase, a uma quantidade limitada de anticorpo monoclonal de PGE:.
Como a concentragdo de PGE; conjugada é constante, e a da amostra de PGE;
varia, a quantidade de PGE, conjugada é capaz de se ligar ao anticorpo monoclonal
de PGE;, o qual é inversamente proporcional a concentragdo de PGE; na amostra
pesquisada. Esse complexo entre o anticorpo-PGE; se liga ao anticorpo policlonal
anti-lgG que previamente revestia a superficie inferior interna da placa. A placa
entdo passa pelo processo de lavagem para remogao dos compostos nao ligados,
quando entdo é adicionado novamente o reagente de Ellman’s aos pogos.

O produto final dessa reagao enzimatica apresenta uma coloragdo amarelada,
conforme descrito na bula do produto. A analise da intensidade dessa coloragéao é
determinada por espectrofotometria e os resultados sao avaliados de forma inversa
a intensidade do sinal da absorbancia obtido, ou seja, quao maior for a concentragao
de PGE; na amostra testada, menor sera a ligacdo de PGE, conjugada a

acetilcolinesterase e menor sera a absorbancia, e vice-versa.

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Para os testes estatisticos realizados neste estudo foi utilizado o programa
computacional GraphPad Prism® versdes 7.0 para Windows e 4.0 para Mac
(GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA).

O teste de analise de variancia (ANOVA) de uma via (one-way ANOVA) com
poOs-teste de Dunnett foi aplicado para visualizar a variagado da expressao génica nas
células desafiadas pelos estimulos em estudo para cada um dos grupos testados e
nos trés tempos em analise, tendo-se por objetivo a comparagao do observado nas
células expostas ao peptideo gliadina com o que se observa nos demais grupos
experimentais expostos a silimarina, exposigédo prévia a gliadina e tratamento com

silimarina e exposi¢éo prévia a silimarina e tratamento com gliadina.
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Também foi utilizado o teste ANOVA de duas vias (two-way ANOVA) com
poOs-teste de Bonferroni em cada grupo em estudo com o objetivo de avaliar se o
tempo de interacdo com peptideo gliadina influenciava ou ndo na expressao do fold-
change observado.

Assim, buscou-se comparar o observado entre si em todos os grupos
experimentais avaliados neste estudo. Por fim, foram consideradas diferengas

estatisticamente significantes quando p valor calculado foi menor do que 0,05.
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4 RESULTADOS

41 SELEGCAO DA CONCENTRAGCAO CELULAR

Para a realizagdo do estudo, foi necessario padronizar a quantidade de
células por poco para o melhor desempenho das analises que seriam realizadas a
posteriori. Neste sentido, foram selecionadas duas concentra¢gdes de células Caco-2
para avaliagdo de desempenho e selecdo para estudo: 5 x 10°e 5 x 10° por poco.

O primeiro experimento consistiu em expor as células Caco-2 aos estimulos
gliadina e LPS nas concentragbes de 80 pg/mL de meio e 1 yg/mL de meio,
respectivamente. Foi utilizada a metodologia de espectrofotometria para a dosagem
de oxido nitrico, tendo sido as células expostas aos estimulos e acompanhados por
6h,24he48h.

Os resultados apresentados na figura 8 mostram que as células na
concentragdo de 5 x 10° por poco responderam de maneira mais previsivel aos
estimulos. As células em concentracdo de 5 x 10 por poco cresceram acima das
taxas de confluéncia normais (verificado em microscopia), ao ponto de se

desprenderem do fundo dos pogos.
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Figura 8 — Dosagem de oOxido nitrico em sobrenadante de cultura de células Caco-2 nas
concentracdes celulares de 5 x 10°e 5 x 10° células por poco nos tempos de 6 h, 24 h e 48
h, apds estimulo com gliadina (GLI) e lipopolissacarideo (LPS)
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Os niveis de 6xido nitrico produzidos pelas células na concentracdo 5 x 10°
por pogo apos receberem estimulos de gliadina (80 pg/mL) e LPS (1 pg/mL),
revelaram que a gliadina apresenta comportamento inflamatorio semelhante ao
produzido pelo LPS durante a cinética de tempo, ao passo que em 5 x 10° por poco
os resultados verificados demonstraram comportamento erratico das células,
também verificado pela leitura de niveis variaveis de 6xido nitrico ou mesmo com a
leitura de valores nulos para os tempos de 48 h.

Posteriormente, com a finalidade de confirmar a concentragao de células para
estudo foi realizada a extragdo de RNA das mesmas. A figura 9 mostra que o grupo
de células nas concentracdes de 5 x 10° por pogo apresentou boa quantidade de
RNA final, ao passo que as células em concentracdo de 5 x 10° por poco apresentou
menor quantidade de RNA, tendo inclusive ndo apresentado qualquer quantidade de
RNA para os pogos de 48 h. Assim, para todo o estudo foi utilizada a concentragao

celular de 5 x 10° por pogo.
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Figura 9 — Concentragédo de RNA extraido de células Caco-2 nas concentragdes celulares
de 5 x 10°e 5 x 10° células por poco nos tempos de 6 h, 24 h e 48 h
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4.2 SELEGCAO DA CONCENTRAGCAO DE LPS

Para certificacdo de que a concentracdo de LPS nao influenciava a produgao
de 6xido nitrico pelas células Caco-2 na concentragdo 5 x 10°, portanto ndo seria
dose-dependente com variagdes nos tempos de estudo indesejadas, foi realizado
experimento para comprovagao.

Na selecado da concentracédo de LPS foram escolhidas as concentragdes de 1
pug/mL (58), 2 ug/mL e 3 pg/mL. A figura 10 apresenta que o LPS em concentracéo
de 1 uyg/mL de meio foi a mais eficaz em causar aumento relevante na dosagem de
oxido nitrico nos tempos avaliados, sendo esta a concentracido utilizada para os
experimentos posteriores. Entretanto, quando empregamos o dobro ou o triplo da
concentragdo de LPS, observamos uma redugédo progressiva nos niveis de oxido
nitrico produzido ao longo da cinética de tempo do estudo, o que torna o estimulo

inadequado para produgédo de inflamacéao, que é o objetivo do experimento.
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Figura 10 — Dosagem de 6xido nitrico em células Caco-2 na concentragdo 5 x 10° células
por pogo expostas a 1 ug/mL, 2 yg/mL e 3 pg/mL de lipopolissacarideo (LPS) nos tempos de
6h,24hed48h
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4.3 SELECAO DA CONCENTRAGCAO DE GLIADINA

Selecionada a concentragcdo de células para estudo, foi realizada a avaliacéo
da concentracdo de gliadina a ser utilizada. Inicialmente, foram escolhidas as
concentragbes de 80 pg/mL, 120 pg/mL e 160 pg/mL de gliadina (37). A figura 11
demonstra que a gliadina em concentragéo de 80 pg/mL foi a mais eficaz em causar
um aumento relevante na produgdo de o6xido nitrico nos tempos avaliados, sendo
esta a concentragao utilizada para os experimentos posteriores. As concentragdes
de 120 yg/mL e 160 pg/mL de gliadina reduziram a produ¢do de NO ao longo da
cinética de tempo, ndo sendo adequadas para causar um estimulo inflamatorio

desejado.
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Figura 11 — Dosagem de 6xido nitrico em células Caco-2 na concentragdo 5 x 10° células
por pogo estimuladas com 80 pg/mL, 120 ug/mL e 160 pg/mL de gliadina (GLI) nos tempos
de6h,24hed48h

4.4  SELEGCAO DA CONCENTRACAO DE SILIMARINA

Para definigdo da concentragdo ideal de silimarina a ser empregada no
tratamento das células, foram avaliadas as concentragées: 10 yM, 100 uM e 1.000

MM de silimarina (84) em comparagéo ao observado e células ndo tratadas.
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Para avaliar a capacidade anti-inflamatoria da silimarina, células Caco-2 na
concentragdo 5 x 10° foram previamente estimuladas com LPS na concentracéo de
1 pg/mL por 48 h e posteriormente foram tratadas com as concentragbes de
silimarina descritas acima, para avaliar em que concentragdo a silimarina
apresentava maior capacidade de reduzir a expressao do gene NFkB.

A figura 12 mostra que as concentragbes de 100 uyM e 1.000 puM
apresentaram capacidade estatisticamente similar de reduzir a expressdo de
transcritos de RNA do gene NFkB nas células estimuladas com LPS, por isso, dentre
essas duas concentragdes foi selecionada a dosagem de silimarina de menor

concentracgéo, ratificando o encontrado na literatura (84).

Quantificacio relativa NFxB
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Figura 12 — Quantificagdo relativa de transcritos do gene NFkB em células Caco-2 na
concentragdo 5 x 10° por pogo estimuladas com 1 pg/mL de lipopolissacarideo (LPS) h e
tratadas com 10 yM, 100 uM e 1.000 uM de silimarina (SIL) ap6s 48 h

Apoés definidas todas as concentragdes a serem empregadas dos reagentes
gliadina (80 pg/mL), LPS (1 pg/mL) e silimarina (100 pM), foram realizados
experimentos para certificar que essas concentracdes ndo eram capazes de, por si,
induzir morte celular na concentracdo de 5 x 10°de células Caco-2 por pogo, o que

foi confirmado pelo ensaio de WST-8 realizado.
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45 AVALIACAO DE INTERACAO QUIMICA ENTRE OS REAGENTES

Com o objetivo de comprovar a inexisténcia de interacdo quimica cruzada
entre os reagentes utilizados neste estudo e o reagente WST-8, foi realizado ensaio
prévio sem células e apenas na presenga de meio puro (branco) e em meio com
gliadina, LPS e silimarina nas concentragbes previamente estabelecidas e do
reagente WST-8. A figura 13 mostra que o0s meios expostos aos reagentes
apresentaram densidade 6ptica (DOasso) similar a observada no valor do branco. Por
essa razao, foi possivel inferir que ndo houve interagdo quimica relevante entre os

reagentes a ponto de gerar-se uma resposta inespecifica.

0.4

-

0.2

Absorbancia (450 nm)

0.0-

BRANCO Gl LPS s GLI+SIL

Figura 13 — Teste de interagdo quimica do reagente WST-8 com lipopolissacarideo (LPS),
gliadina (GLI) e silimarina (SIL), e gliadina + silimarina (GLI+SIL) nas concentragbes pré-
estabelecidas

4.6 VIABILIDADE CELULAR

Uma vez estabelecido que ndo houve interagdo dos reagentes em estudo e o
WST-8, para a avaliagdo da existéncia de possiveis efeitos citotdxicos causados
diretamente pela acdo de gliadina, LPS e silimarina nas células Caco-2 na

concentragdo 5 x 10° foi realizado ensaio de viabilidade celular.
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Para esse teste foram utilizadas as concentragbes de gliadina, LPS e
silimarina pré-estipuladas e calculada a viabilidade celular em porcentagem. Os
resultados apresentados na figura 14 sugerem que gliadina, LPS e silimarina nas
concentracdes selecionadas nao reduziram a viabilidade celular das Caco-2
tratadas, demostrando que ndo ha efeito citotdxico para as concentracdes

empregadas de gliadina, LPS e silimarina neste estudo.
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Figura 14 — Teste de viabilidade celular pelo método WST-8. Interacao entre células Caco-2
na concentragéo 5 x 10° por pogo apds 48 h, na presenga de 1ug/mL de lipopolissacarideo
(LPS), 80 ug/mL de gliadina (GLI), 100 uM silimarina (SIL) e 80 pg/mL de gliadina + 100 uM
silimarina (GLI + SIL)

4.7 EXPRESSAO GENICA

Com o objetivo de analisar a modulagcdo génica de fatores relacionados ao
processo inflamatoério das células Caco-2 na presenca dos estimulos em estudo, a
expressao génica foi avaliada por meio da quantificagao relativa dos transcritos de
RNA dos genes GAPDH, NFkB, IL-6, IL-8, IL-15, IL-15RA e iNOS.

4.7.1 Comparagao da expressao génica de transcritos de RNA apés estimulo

por gliadina e LPS

Inicialmente foi comparado se a expressédo génica estimulada por gliadina e
LPS induziram respostas inflamatdrias similares entre si. A figura 15 apresenta
quantificagcéo relativa de transcritos de RNA das células tratadas de acordo com o

descrito na tabela 1 e nas concentragdes determinadas nos itens 3.1, 3.2 e 3.3.
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Figura 15 — Modulagédo génica das células Caco-2 estimuladas com lipolissacarideo (LPS)
em concentracao de 1ug/mL e gliadina (GLI) em concentragdo de 80 ug/mL, comparados
com células nédo tratadas (NT). A) Quantificagao relativa dos genes em 6 h, B) Quantificagao
relativa dos genes em 24 h, C) Quantificagdo relativa dos genes em 48 h. Os valores
observados para as exposi¢des a lipopolissacarideo e gliadina ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa entre si nos tempos estudados. Contudo, para cada tempo em teste,
foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre os resultados das leituras
de gliadina e lipopolissacarideo quando comparados com as ceélulas ndo tratadas. A analise
de variancia ANOVA de uma via seguida de pés-teste de Dunnett’s apresentaram um * p <
0,0001 para todos os genes

4.7.2 Quantificagao relativa dos transcritos do gene NFkB

A quantificacédo relativa de transcritos de RNA do gene NFkB das células
expostas aos estimulos em estudo mostrou que, na presenca de GLI, foram obtidos

niveis significativamente maiores de transcritos comparados aos demais grupos.
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A figura 16 mostra que este comportamento se manteve nos tempos de 6 h,
24 h e 48 h e que houve diferenga estatistica entre os grupos comparados a GLI, o
gue demonstra redugcao da atividade inflamatéria apos os tratamentos SIL, GLI+SIL
e SIL+GLlI, e é crucial para o entendimento dos demais genes selecionados para o

estudo.

10- *
9_ pa—
©
2> 8-
‘(-U' * *
Ty
ex 81 I I
g2 °
£T 4
c 3-
S
8 i
14 ﬁ v
Onu[l]u.nu[!]-nuq].—
EoDddD EJJddD EJ2dd5
ZO0NONO SONHNVLO SO0ONHVNLO
¥ + ¥ + ¥
= = gd
on on on
6h 24h 48h

Figura 16 — Quantificagao relativa da modulagédo génica de transcritos do gene NFkB das
células Caco-2 nao tratadas (NT), expostas a 80 ug/mL de gliadina (GLI), tratadas com 100
MM silimarina (SIL), expostas a 80 pyg/mL de GLI e tratadas com 100 uyM de SIL (GLI+SIL) e
tratadas com 100 yM de SIL e expostas a 80 ug/mL de GLI (SIL+GLI), nos tempos de 6 h,
24 h e 48 h. Os valores observados apods estimulo com GLI foram estatisticamente
diferentes quando comparados com os valores dos demais grupos. A analise de variancia
ANOVA de uma via seguida de pos-teste de Dunnett’s apresentaram um * p < 0,0001

4.7.3 Quantificagao relativa dos transcritos do gene IL-6

Apds exposicdo aos estimulos em estudo, as células coletadas foram
submetidas a procedimento de extragao de RNA, produgao de cDNA e realizagao de
g-PCR. Por meio da metodologia de quantificagdo relativa, foi observado que na

presenca de gliadina os niveis de expressdo de transcritos de RNA de IL-6
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apresentaram aumento significativo quando comparado com os niveis observados
nas células nio tratadas.

Foi observado ainda que os niveis de expressao de transcritos desse gene
nos tratamentos com silimarina, gliadina + silimarina (GLI+SIL) e silimarina + gliadina
(SIL+GLI) ndo foram estatisticamente significativos quando comparados as células
nao tratadas, e nem quando comparados a silimarina.

E possivel observar ainda que o estimulo com gliadina seguida pelo
tratamento com a silimarina (GLI+SIL) apresentou melhor redu¢do no numero de
transcritos do RNA do gene IL-6 do que o tratamento preventivo quando as células
foram tratadas com silimarina e estimuladas com gliadina (SIL+GLlI), principalmente
nos tempos de 6 h e 24 h, indicando que o efeito anti-inflamatoério da silimarina
parece mais efetivo que seu efeito protetor.

Na figura 17 esse padrdo de expressdo ocorreu de maneira similar nas

células coletadas apos 6 h, 24 h e 48 h do tempo zero do experimento.
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Figura 17 — Quantificagao relativa da modulagdo génica de transcritos do gene IL-6 das
células Caco-2 nao tratadas (NT), expostas a 80 ug/mL de gliadina (GLI), tratadas com 100
MM silimarina (SIL), expostas a 80 uyg/mL de GLI e tratadas com 100 uyM de SIL (GLI+SIL) e
tratadas com 100 yM de SIL e expostas a 80 ug/mL de GLI (SIL+GLI), nos tempos de 6 h,
24 h e 48 h. Os valores observados apods estimulo com GLI foram estatisticamente
diferentes quando comparados com os valores de todos os grupos. A analise de variancia
ANOVA de uma via seguida de pdés-teste de Dunnett’s apresentaram um *p < 0,0001 para
todos os grupos avaliados em relagdo a GLI
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4.7.4 Quantificagao relativa dos transcritos do gene /IL-8

A quantificagdo relativa de transcritos de RNA do gene [L-8 apresentou
aumento significativo nas células estimuladas com gliadina quando comparado com
os demais tratamentos. A figura 18 apresenta que esse padrdo de expressédo se
repetiu nas células apos 6 h, 24 h e 48 h.

O tratamento realizado com silimarina, GLI+SIL e SIL+GLI foi capaz de
reduzir o numero de transcritos significativamente, quando comparados a gliadina,
evidenciando o papel anti-inflamatério exercido por esse composto.

Observa-se ainda na figura 18 que, exceto para o tempo de 6 h, todos os
grupos silimarina, GLI+SIL e SIL+GLI nos demais tempos 24 h e 48 h apresentaram
uma redugédo no numero de transcritos de RNA do gene de /L-8 abaixo dos niveis
das células nao tratadas, evidenciando novamente a atividade anti-inflamatoria.
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Figura 18 — Quantificagao relativa da modulagdo génica de transcritos do gene IL-8 das
células Caco-2 nao tratadas (NT), expostas a 80 ug/mL de gliadina (GLI), tratadas com 100
MM silimarina (SIL), expostas a 80 yg/mL de GLI e tratadas com 100 uM de SIL (GLI+SIL) e
tratadas com 100 yM de SIL e expostas a 80 ug/mL de GLI (SIL+GLI), nos tempos de 6 h,
24 h e 48 h. Os valores observados nas exposi¢des a GLI foram estatisticamente diferentes
quando comparados com os valores de todos os grupos. A analise de variancia ANOVA de
uma via seguida de poés-teste de Dunnett’s apresentaram um *p < 0,0001 para todos os
grupos comparados com a GLI
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4.7.5 Quantificagao relativa dos transcritos do gene IL-15

Em relagdo a quantificagcdo relativa de transcritos de RNA do gene IL-15, foi
verificado aumento nos grupos estimulados com GLI quando comparado com os
demais grupos. Na figura 19 esse padréo de expressao se repetiu apdés 6 h, 24 h e
48 h, e esse niveis de expressdo apresentaram relevancia estatistica quando
comparada as células estimuladas com GLI. A figura 19 apresenta ainda que o nivel
observado no tratamento SIL+GLI e GLI+SIL nos tempos de 6 h, 24 h e 48 h,
comparado as ceélulas que nao receberam tratamento (NT) n&o conseguiu reduzir o
numero de transcritos para os niveis proximos dos observados em NT ou em SIL

como havia ocorrido para os genes /L-6 e IL-8.
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Figura 19 — Quantificagéo relativa da modulagdo génica de transcritos do gene /L-15 das
células Caco-2 nao tratadas (NT), expostas a 80 ug/mL de gliadina (GLI), tratadas com 100
MM silimarina (SIL), expostas a 80 pyg/mL de GLI e tratadas com 100 uyM de SIL (GLI+SIL) e
tratadas com 100 yM de SIL e expostas a 80 ug/mL de GLI (SIL+GLI), nos tempos de 6 h,
24 h e 48 h. Os valores observados apods estimulo com GLI foram estatisticamente
diferentes quando comparados com todos os grupos. A analise de variancia ANOVA de uma
via seguida de pos-teste de Dunnett’s apresentaram um * < 0,0001 em comparagdo com a
GLI. ANOVA de duas vias seguida de pds-teste Bonferoni apresentou um valor **p < 0,0001
quando comparado NT com os grupos GLI+SIL, SIL+GLI dos tempos 6 h e 24 h e para 48 h
no grupo GLI+SIL comparado ao NT, e *** p < 0,01 para o grupo SIL+GLI comparado ao NT
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Ao invés disso os grupos GLI+SIL e SIL+GLI apresentaram um aumento nos
numeros de transcritos de RNA do gene /L-15 comparado ao observado para o NT
ou para a SIL. Entretanto, quando comparado ao NT, observa-se que GLI+SIL e
SIL+GLI apresentaram uma redug¢do nos niveis de transcritos do gene IL-15, com
diferenca estatisticamente significante, demonstrando que nas células Caco-2
estimuladas com GLI e tratadas com SIL houve uma reducdo no efeito anti-
inflamatorio, concomitantemente, o tratamento prévio com SIL seguido do estimulo

com GLI (SIL+GLI) também sugere uma redugéo no efeito protetor esperado.

4.7.6 Quantificagao relativa dos transcritos do gene IL-15RA

A quantificagdo de transcritos de RNA da subunidade A do receptor de IL-15
(IL-15RA) demonstrou aumento nos niveis de expressdo nas células estimuladas

com gliadina quando comparados com os demais tratamentos (figura 20).
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Figura 20 — Quantificagao relativa da modulagdo génica de transcritos do gene IL-15RA das
células Caco-2 nao tratadas (NT), expostas a 80 ug/mL de gliadina (GLI), tratadas com 100
MM silimarina (SIL), expostas a 80 yg/mL de GLI e tratadas com 100 uyM de SIL (GLI+SIL) e
tratadas com 100 yM de SIL e expostas a 80 ug/mL de GLI (SIL+GLI), nos tempos de 6 h,
24 h e 48 h. Os valores observados nas exposi¢des a GLI foram estatisticamente diferentes
quando comparados com os valores das células NT e tratadas com SIL. A analise de
variancia ANOVA de uma via com poés-teste de Dunnett’s apresentaram um *p < 0,0001
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Verifica-se ainda que ndo houve diferenga significativa de expressdo quando
comparadas as células ndo tratadas e as células submetidas aos demais

tratamentos.

4.7.7 Quantificagao relativa dos transcritos do gene iNOS

Foi observado que na presenga de gliadina os niveis de expressdo de
transcritos de RNA do gene que expressa a enzima oOxido nitrico sintetase induzivel
(INOS) aumentaram de maneira significativa quando comparados aos niveis
observados nas células n&o tratadas. Foi possivel verificar que os niveis de
expressdo desse gene nao apresentaram diferenga significativa nos demais

tratamentos apos exposigéo por 6 h, 24 h e 48 h (figura 21).
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Figura 21 — Quantificagao relativa da modulagéo génica de transcritos do gene iINOS das
células Caco-2 nao tratadas (NT), expostas a 80 ug/mL de gliadina (GLI), tratadas com 100
MM silimarina (SIL), expostas a 80 ug/mL de GLI e tratadas com 100 uM de SIL (GLI+SIL) e
tratadas com 100 uM de SIL e expostas a GLI 80 ug/mL (SIL+GLI), nos tempos de 6 h, 24 h
e48h

Os valores observados nas exposicoes a GLI foram estatisticamente diferentes quando
comparados com os valores das células NT e tratadas com SIL. A analise de variancia
ANOVA de uma via com pos-teste de Dunnett’s apresentaram um *p < 0,0001
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4.8 DOSAGEM DE OXIDO NiTRICO

A produgao de éxido nitrico no sobrenadante das células foi mensurada para
avaliar a atividade pro-inflamatéria e/ou anti-inflamatéria da silimarina em
comparagao ao observado com os estimulos de GLI e LPS e as células NT.

As células foram estimuladas com GLI 6 horas antes de serem tratadas com
SIL (GLI + SIL), bem como foram previamente tratadas com SIL 6 horas antes de
serem estimuladas com GLI (SIL+GLI). O sobrenadante foi coletado para a dosagem
de NO nos intervalos de 6, 24 e 48 horas. Os resultados apresentados na figura 22
demonstram que tanto o tratamento com SIL, o tratamento posterior ao estimulo
com GLI, bem como anterior ao estimulo com GLI foram capazes de reduzir a
produgcao NO a niveis inferiores a 2 ymol/L.
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Figura 22 — Dosagem de 6xido nitrico (NO) nas células Caco-2 nao tratadas (NT), expostas
a 1uyg/mL de lipopolissacarideo (LPS), expostas a 80 ug/mL de gliadina (GLI), tratadas com
100 uM silimarina (SIL), expostas a 80 pg/mL de GLI e tratadas com 100 pM de SIL
(GLI+SIL) e tratadas com 100 uyM de SIL e expostas a 80 yg/mL de GLI (SIL+GLI), nos
temposde 6 h,24 he48h

Os valores observados para as exposicoes a GLI e LPS ndo apresentaram diferenga
estatistica significativa entre si para cada tempo testado. Contudo, para cada tempo em
teste, foram observadas diferengas significativas entre os resultados das leituras de GLI e
LPS quando comparados aos tratamentos SIL, GLI+SIL e SIL+GLI. A analise de variancia
ANOVA de uma via com pos-teste de Dunnett’s apresentaram um * p < 0,0001
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Esses dados confirmam que os tratamentos com silimarina reduziram a
producdo de NO na presenca de GLI e reforcam a atividade anti-inflamatéria da
silimarina, confirmando os dados obtidos na expressdo génica do estudo. Os
resultados também sugerem uma atuacgéo da silimarina impedindo a translocagéo do

NFkB para o nucleo, embora esse mecanismo ainda nao esteja claro.

49 DOSAGEM DE PROSTAGLANDINA E;

A produgéo de prostaglandina do tipo E> (PGE->) foi verificada nas células que
nao receberam tratamento, nas células estimuladas com GLI, nas células tratadas
com SIL, nas células estimuladas com GLI e tratadas com SIL (GLI+SIL) e nas
células tratadas com SIL e estimuladas com GLI (SIL+GLI). Posteriormente, as
concentragdes de prostaglandinas foram mensurados nos sobrenadantes da cultura

de células apos o periodo de 48 horas (figura 23).
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Figura 23 — Dosagem de prostaglandina E, (PGE,) presente no sobrenadante das células
Caco-2 nao tratadas (NT), expostas a 80 pug/mL gliadina (GLI), tratadas com 100 uM de
silimarina (SIL), estimuladas com 80 ug/mL GLI e tratadas com 100 pM SIL (GLI+SIL) e
tratadas com 100 uM de SIL e estimuladas com 80 ug/mL de GLI (SIL+GLI), apés 48 h de
exposicao

Os valores observados nas exposicoes a GLI foram estatisticamente diferentes quando
comparados com os valores das células NT e demais tratamentos. A analise de variancia
ANOVA de uma via com pos-teste de Dunnett’'s apresentaram um * p < 0,0001. Os
resultados de PGE, foram expressos em pg/mL
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Foi demonstrado que os niveis de PGE; observados nas células estimuladas
com GLI foram significativamente maiores que os niveis observados nos grupos de
células n&o tratadas, células tratadas com SIL, células estimuladas com GLI e
tratadas com SIL (GLI+SIL), bem como nas células tratadas com SIL e estimuladas
com GLI (SIL+GLI).

A reducido dos niveis PGE2 reforca os dados encontrados na transcricao
génica e novamente apontam o efeito realgado pela silimarina no impedimento da
translocacado do gene NFkB para o nucleo com uma consequente redu¢ao dos niveis
de prostaglandina E2, o que reforga a atuagdo da silimarina por mais de uma via,

seja pela via das citocinas, do 6xido nitrico ou das prostaglandinas.
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5 DISCUSSAO

A doenga celiaca é uma desordem intestinal provocada pelo consumo de
gliadina por individuos geneticamente pré-dispostos, sendo caracterizada, dentre
outros fatores, por inflamagéo crénica no intestino delgado (85, 86). A inflamacgao
intestinal observada nos pacientes celiacos pode variar desde apenas alguns
linfocitos infiltrados entre os enterécitos até a grave destruicdo da camada
subepitelial de porgdes intestinais, com grave atrofia de vilosidades e hiperplasia de
criptas (87, 88).

A inflamagdo € um processo bioldgico complexo, finamente regulado, que se
apresenta como defesa do organismo frente a agressdes de natureza fisica, quimica
ou biolégica (89-91). Quando esse processo desenvolve-se em propor¢ao adequada
para a contencdo do dano que o provocou, a resposta inflamatéria transcorre de
maneira benigna, reestabelecendo a homeostase orgénica, com a recuperagao dos
tecidos afetados (92, 93). Contudo, ndo raro sdo observadas situagées em que a
resposta inflamatoria exacerbada contribui para a debilidade funcional do érgéo ou
tecido inicialmente afetado, tornando-se, per se, um evento nocivo (94).

Na doenca celiaca se observa uma exacerbacado da resposta inflamatéria do
organismo contra a presenga de peptideos do gluten, como a gliadina, no intestino
durante sua digestdo. Esta resposta desproporcional pode ser verificada quando
diferentes vias imune-inflamatorias se sobrepéem e, ao invés de controlarem o
estimulo lesivo, acabam por se retroalimentar positivamente, transformando a
resposta inflamataria inicial em inflamacéo crénica (92, 95).

Portanto, o presente estudo buscou avaliar em modelo experimental de
células intestinais humanas a agéo de produto antioxidante de origem vegetal, com o
intuito de verificar a sua capacidade de controlar mediadores quimicos envolvidos
com o processo inflamatorio na presenca do peptideo gliadina e comparado com
substancia de origem bacteriana ao potencial de produgédo de resposta inflamatdria
classica, este ultimo utilizado apenas como controle positivo inflamatorio

inespecifico.
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5.1  GLIADINA E LPS

Inicialmente, com o objetivo de analisar o comportamento proé-inflamatorio da
gliadina, sua capacidade de provocar expressdao de mediadores quimicos de
atividade inflamatéria foi comparada com a capacidade observada durante
exposicao ao lipopolissacarideo de E.coli (LPS). O LPS & uma endotoxina de origem
bacteriana que, uma vez apresentada a células humanas como a Caco-2, estimula o
desenvolvimento de processo inflamatorio inespecifico (96). A literatura apresenta
que o LPS estimula a produgdo de NO, bem como estd demonstrado que sua
inibicdo pode modular os niveis de mediadores inflamatérios para padrdes nao
inflamatorios (52, 97).

No presente estudo, foi verificado que os niveis de expressdo dos genes
associados ao processo inflamatério e avaliados neste estudo nas células expostas
a gliadina foram estatisticamente similares aos niveis observados nas células Caco-
2 expostas ao LPS, evento que se manteve constante em todos os tempos de
tratamento avaliados neste trabalho (figura 15). Desta maneira, e nas condi¢des de
estudo do presente trabalho, foi possivel verificar que a gliadina foi tdo competente
quanto o LPS em provocar aumento significativo nos niveis de expressao dos genes
NFkB, IL-6, IL-8, IL15, IL-15RA e iNOS.

No teste de dosagem de éxido nitrico, apos exposi¢ao celular a gliadina e ao
LPS, também foi verificada a capacidade da gliadina de provocar resposta
inflamatdria consideravel, tendo sido observado aumento nos niveis de producao de
oxido nitrico para niveis semelhantes aos observados apds exposi¢cao ao LPS (figura
22). Portanto, esse resultado reforga o potencial da gliadina em induzir processo

inflamatdrio semelhante ao induzido pelo LPS.

5.2 NFkB

O fator de transcrigdo nuclear kappa de tipo B (NFkB) foi descrito inicialmente
em linfocitos T como elemento regulador da transcricdo da cadeia leve k da

imunoglobulina (98). Esse fator de transcricdo se caracteriza estruturalmente pela
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presenca de uma por¢cao N-terminal bem conservada, que se subdivide em uma
regido que se liga ao DNA e outra regido de dominio de dimerizagéo. A regiao C-
terminal apresenta diferengas relativas a cada subunidade existente na familia do
NFkB, sendo possivel observar a presenga de cinco subunidades, quais sejam: p65,
cRel, RelB, p50 e p52 (99). Estas subunidades podem estar configuradas em
homodimeros ou heterodimeros, com atividade ativadora ou repressora do NFkB
(100).

Quando ndo estdo em formatagdo ativadora, o NFkB se encontra ligado a
proteinas inibitérias kappa B, (IkB) (101). Quando ativo, NFkB se desloca do
citoplasma para o nucleo celular, onde por meio de seu dominio de ligagdo ao DNA,
pode ativar vias distintas de resposta inflamatoria: ativa a expressédo de citocinas
inflamatorias (/IL-6, IL-8, IL-15, dentre outras), de genes envolvidos com mediadores
oxigénio-reativos como Oxido nitrico sintetase induzivel (INOS) e com genes
relacionados a mediadores lipidicos via ciclooxigenases (102).

Ja foi demonstrado que substancias com capacidade de ligar-se ao NFkB e
inibir sua translocagao para o nucleo ou que inibiam sua capacidade de ativacao
nuclear podem ser utilizadas como agentes anti-inflamatorios (103). Também foi
observado que um desbalanco entre as concentragdes intracelulares de NFkB e
suas proteinas inibidoras podem provocar disturbios, bem como podem ser
acompanhadas de uma menor capacidade de NFkB acionar vias inflamatdrias
quando em concentra¢cdes menores (104).

No presente trabalho ficou demonstrado que, na presenga de gliadina e apos
tratamento com silimarina, os niveis de expressdo dos transcritos de NFkB foram
reduzidos a patamares observados em células que ndo receberam estimulos
inflamatorios (figura 16). Foi possivel observar também que tanto o tratamento
prévio com silimarina quanto o tratamento posterior a exposicédo a gliadina foram
bem sucedidos no sentido de se restabelecer os niveis de expressao de transcritos
de NFkB aos verificados em células ndo tratadas com estimulos inflamatérios,
quadro confirmado em todos os tempos avaliados. Portanto, € possivel inferir que a
silimarina possui agéo anti-inflamatoéria quando na presenca de gliadina, embora ndo
esteja esclarecido com os dados demonstrados no presente estudo quais sao
especificamente os receptores ou as vias metabdlicas que iniciam ou impedem essa
translocacdo do NFkB para o nucleo, reduzindo a atividade inflamatodria dela

decorrente.
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5.3 INTERLEUCINA 6

A IL-6 € uma citocina com atividade pro-inflamatéria, sendo dosada em niveis
basais quando o individuo esta saudavel, ao passo que, na presenca de processos
patologicos, os niveis dessa interleucina aumentam significativamente. Foi descrito
gue na presencga de estimulos pro-inflamatérios como LPS, viroses, IL-1 e TNF-q, é
observado um aumento nos niveis de expressdo de RNA mensageiro da /L-6 (105).

Estudos in vivo descreveram que individuos portadores de DC ou sensiveis a
gluten apresentaram aumento significativo dos niveis de IL-6 quando expostos a
gliadina (106), sugerindo papel dessa citocina na DC. Estudos in vitro, utilizando
células Caco-2 como modelo experimental, demonstraram que quando Caco-2 sao
expostas a estimulos inflamatérios estas sao capazes de expressar IL-6 em
quantidades superiores as observadas em células ndo expostas a gliadina, em
concordancia com o que se observa in vivo (107, 108).

Também foi verificado que os niveis de IL-6 quantificados a partir de culturas
de células de bidpsia de pacientes celiacos estavam significativamente aumentados
gquando comparados com o0s observados em células oriundas de individuos nao
celiacos (109).

A atividade de flavonoides, grupo de substancias naturais de interesse
terapéutico em que a silimarina se enquadra, na modulacdo de citocinas
inflamatorias, dentre elas a IL-6, ja foi descrita em experimentos in vitro (110). A
acao da silimarina na diminuicdo dos niveis de expressdo de transcritos de IL-6
também foi demonstrada em células mononucleares de circulagdo periféricas em
comparagao com a acgao de floretina, hesperidina e resveratrol, sendo a silimarina a
substancia mais eficiente nesse processo (111).

O presente estudo demonstrou que, na presenca de silimarina, os niveis de
expressao de transcritos de IL-6 foram estatisticamente similares aos observados
nas células que nao receberam tratamento, niveis estes menores que os observados

para as células expostas a gliadina e ao LPS (figura 17).
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5.4 INTERLEUCINA 8

A interleucina 8 (também nomeada quimiocina 8, ou CXCL8) & produzida por
macréfagos, células epiteliais, células endoteliais, dentre outras. Sua atividade
biolégica esta relacionada com a sinalizagdo celular durante o processo de
quimiotaxia de granulocitos e neutrofilos para locais em que estejam se
desenvolvendo eventos de natureza inflamatoria (112).

A presenga da gliadina, bem como de seus fragmentos, foi descrita como
capaz de causar aumento nos niveis de expressao de transcritos do gene IL-8 em
monacitos de pacientes com doenga celiaca (113). Estudo in vitro demonstrou que
células expostas a LPS tiveram seus niveis de expressao de IL-8 aumentados (114).
Nesse sentido, verifica-se que células capazes de expressar |IL-8 sdo sensiveis a
estimulos inflamatérios como gliadina e LPS, circunstancias em se que observa
aumento desse gene.

No estudo em tela, foi observado que as células expostas a gliadina
obtiveram aumento nos niveis de expressao de IL-8. Foi verificado ainda que as
células expostas a gliadina e tratadas com silimarina tiveram um nivel de expressao
estatisticamente similar ao verificado nas células néo tratadas. As células tratadas
com silimarina e posteriormente expostas a gliadina também obtiveram redug¢ao dos
niveis de expressdo comparaveis aos observados nas células ndo tratadas. Esse
eventos foram observados nos testes realizados nas células reservadas para

extracdo de RNA no periodos de 6 h, 24 h e 48 h de avaliacao (figura 18).

5.5 INTERLEUCINA 15

A interleucina 15 desempenha varias fungbes durante o processo de
instalagdo da doenga celiaca, momento em que essa citocina € expressa em
abundancia tanto pelos enterdcitos quando pelas células da Iamina prépria (115). A
expressao da IL-15 nos enterdcitos esta associada a instalacdo da resposta imune
inata, estimulando a agdo de macrofagos e células dendriticas para deslocarem-se e

atuarem nas regides de inflamacé&o (116).
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Verifica-se que as células que secretam interleucina-15 estimulam linfécitos
citotdéxicos que induzem o aumento da apoptose e da permeabilidade epitelial para
as APC (117). Também é possivel verificar que IL-15 estimula células do tipo TH1 a
amplificarem os danos citotoxicos nos enterdcitos, atacando sua constituicdo
estrutural, gerando destruic&o celular (118).

Os resultados obtidos por este trabalho (figura 19) demonstraram que as
células expostas a gliadina tiveram um aumento significativo em seus niveis de
expressdo de IL-15. Os tratamentos com silimarina reduziram significativamente
essa expressao. Contudo, foi observado que as células tratadas previamente com
silimarina e expostas a gliadina por um periodo de 6 h tiveram uma redugdo menor
nos niveis de expressao da IL-15 quando comparado com as células submetidas
previamente a exposi¢cao a gliadina e tratadas com silimarina no mesmo periodo de
6 h.

E possivel que outros estimulos concomitantes ao processo inflamatério
ativem a expressao de transcritos de IL-15, principalmente durante o inicio da
inflamagéo, como por exemplo a instalagdo da resposta imune intra-epitelial inata
provocada por IL-15 em células T (119). Outro evento que pode contribuir para esse
quadro é capacidade da IL-15 de estimular positivamente o receptor IL-15RA, em
um processo de retroalimentagdo positiva, observado por meio da dosagem em
grandes concentragdes de IL-15 ligadas a IL-15RA nas células de pacientes celiacos
que se alimentaram com gluten e mesmo nas células de pacientes em dieta
completamente livre de gluten, o que sugere uma grande capacidade de
conservagao desse padrao de resposta biologica (35).

Os resultados do presente trabalho permitem concluir que a silimarina foi
capaz de reduzir os niveis de expressao de IL-15, com a atuacdo da substancia
apdés a exposicdo das Caco-2 sendo mais assertiva nesse processo do que o

tratamento prévio com silimarina.

5.6 RECEPTOR ALFA DA INTERLEUCINA 15 (IL-15RA)

Em estudo realizado com pacientes celiacos foi verificado que, independente

desses pacientes estarem em dieta completamente livre de gluten ou se
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alimentando com gluten, os niveis de expressdao da IL-15RA se apresentaram
aumentados quando comparados com os niveis verificados em individuos nao
celiacos (120). Em estudo com Caco-2 e com células de enterécitos de criptas de
bidépsias de pacientes celiacos foi observado que, na presenca de gliadina e seus
peptideos digeridos, os niveis de transcritos de IL-15RA foram consideravelmente
mais altos, com aumento verificado da presenca desse receptor na superficie dos
enterdcitos (121).

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram que os niveis de
expressao de IL-15RA se apresentaram mais elevados quando expostos a gliadina
do que quando comparados com os niveis das células n&o tratadas (figura 20). Ao
longo do tempo, esses niveis foram aumentando, sugerindo que o estimulo
provocado por gliadina manteve-se ao longo das 48 h avaliadas. Foi observado
ainda que na presencga da silimarina, tanto adicionada previamente a exposi¢ao de
gliadina, quando em tratamento posterior a gliadina, foi verificada uma redugao
significativa dos niveis de expressdo dos transcritos de IL-15RA, reforcando as

caracteristicas anti-inflamatoérias dessa substancia.

5.7 iNOS

A isoforma induzivel da o6xido nitrico sintetase (INOS) tem seus niveis de
expressdo aumentados na presenga de gliadina em mondcitos de camundongos,
bem como em mondcitos humanos (122-126). Proteinas relacionadas a homeostase
do trato gastrointestinal estdo presentes em niveis elevados em pacientes com
doenga celiaca, e esse aumento esta correlacionado ao aumento da expressao de
enzimas iINOS, bem como com ao aumento da produgéo de 6xido nitrico (127).

A utilizacao de anti-inflamatérios naturais como licopeno, quercetina e tirosol
em mondcitos de camundongo expostos a gliadina resultou na inibicdo da expressao
de iNOS, contribuindo para a redugdo do quadro inflamatério (128). O presente
estudo demonstrou que na presenga de gliadina durante a exposi¢céo 6 h, 24 h e 48
h as Caco-2 expressaram niveis maiores que o0s observados em ceélulas nao

tratadas de transcritos de iNOS.
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Foi observado também que a utilizacdo da silimarina foi eficiente em produzir
a reducao da expressao desses transcritos para niveis observados nas células-

controle que ndo receberam tratamento (figura 21).

5.8 OXIDO NIiTRICO

A sintese de 6xido nitrico e sua dosagem em niveis altos é reconhecidamente
um fator mediador de respostas inflamatorias (129). A produg¢do de éxido nitrico em
grandes propor¢des € observada em eventos inflamatérios, sendo que sua reducgao,
mesmo provocada farmacologicamente, pode contribuir para o controle da
inflamacgéao, contribuindo também para o reestabelecimento da homeostase original
(130). Niveis altos de 6xido nitrico vém sendo descritos em pacientes com doenga
celiaca quando ingerem alimentos com gluten (131), bem como niveis aumentados
desse marcador quimico podem ser dosados na urina desses pacientes (132).

A utilizacdo de produtos que demonstrem capacidade de diminuir a produgao
de Oxido nitrico representa alternativa para a elaboragdo de agentes anti-
inflamatorios, bem como se apresentam como agentes anti-oxidantes eficazes na
medida em que conseguem bloquear a produgdo e/ou acumulo das espécies
reativas de oxigénio (133). O presente estudo demonstrou que, assim como
observado para a expressao de iINOS, a silimarina foi competente em reduzir os
niveis de 6xido nitrico livres no sobrenadante das células Caco-2 expostas a gliadina
em todos os tempos estudados, ressaltando o efeito antioxidante da silimarina
(figura 22).

59 PROSTAGLANDINA

Durante o processo de inflamagao € possivel verificar a mobilizacdo de
eventos relacionados a producdo de mediadores como a ativagdo do sistema
complemento, quimiocinas, citocinas e eicosanoides, dentre estas ultimas as

prostaglandinas (134).
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As prostaglandinas sao produzidas por macrofagos, células dendriticas,
linfocitos, células endoteliais, fibroblastos e mastdocitos, em ressonancia a resposta
imune-inflamatdria disparada por eventos como os presentes na doenga celiaca
(135). A migracéo de células dendriticas no epitélio intestinal de individuos celiacos
quando estimulada por fragmentos de gliadina esta bem descrita na literatura como
fisiologicamente relacionada a preparagdo do organismo para resposta imune-
inflamatoria em formagédo (136). Também é possivel observar que em pacientes
celiacos que ingeriram gliadina ha aumento nos niveis de prostaglandina secretados
(137), demonstrando a importéncia desse mediador lipidico na resposta inflamatdria
de celiacos expostos a gliadina.

Nesse estudo, ficou demonstrado que na presenca de gliadina estimulando a
expressao de prostaglandinas por 48 horas os niveis dosados foram superiores a
300 mil pg/mL, valor similar ao observado em inflamagdes agudas. Assim, com a
utilizacdo de silimarina seja em tratamento prévio a gliadina, seja em tratamento
posterior a gliadina, foi observada uma reducdo drastica desses niveis para
dosagens de aproximadamente 4 pg/mL, o que demonstra a exceléncia da silimarina
em reduzir sintese de prostaglandina E; e, eventualmente, a resposta inflamatdria

em que possa estar envolvida essa sintese (figura 23).

5.10 VIABILIDADE DO USO DA SILIMARINA

A silimarina é extraida de uma tradicional erva medicinal de origem europeia,
a Silybum marianum, cujos efeitos hepatoprotetores e usos terapéuticos sao
conhecidos ha milénios. O extrato das sementes dessa planta € constituido em
maior escala por flavonoides, grupo de substéncias polifendlicas muitas vezes
presentes na dieta humana, com consumo diario verificado em aproximadamente
1g. E possivel encontrar flavonoides em frutas, verduras, extratos de plantas, dentre
outras preparagdes de origem vegetal (138). Portanto, a utilizagdo de flavonoides,
dentre eles os que compdem a silimarina, € considerada segura devido a sua baixa
interferéncia com a farmacocinética de outros farmacos quando utilizadas em doses
de até 5 g/dia (139).
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Em estudos farmacologicos prévios foi descrito que a silimarina, utilizada
isoladamente, ndo é toxica, mesmo quando utilizada em doses mais altas (140).
Desta maneira, é possivel concluir que a utilizacdo da silimarina ndo apresenta
riscos para a saude de quem ingere essa substancia com finalidades terapéuticas,
posto este uso ndo estar associado a eventos adversos graves. Verifica-se que a
substancia € segura para uso isolado ou associado com outros farmacos, sem que
isso implique interagdes medicamentosas cruzadas indesejadas. Os resultados
obtidos reforcam esse achados, tendo em vista a silimarina nao influenciar
negativamente na viabilidade das Caco-2 expostas a esse flavonoide (figura 14).

No entanto, € muito importante que seja compreendido que os resultados aqui
apresentados estdo associados tdo somente a experimento laboratorial de natureza
cientifico-académica, conduzido em condi¢des especificas e controladas. De maneia
alguma esses resultados devem incentivar a utilizagdo indiscriminada e/ou néo
supervisionada por profissional competente da silimarina com o objetivo de se
controlar a resposta inflamatéria em seres humanos com doenga celiaca. E preciso
asseverar que sao necessarios mais estudos pré-clinicos para que possa ser
aventada a possibilidade de realizacdo de pesquisas clinicas sobre a utilizacdo da
silimarina em seres humanos com doenca celiaca.

Alerta-se ainda para o fato de que todos os estudos sobre a utilizacdo de
substancias com efeitos farmacologicos candidatas a atuarem como medicamentos
comercializaveis devem ser submetidos a avaliagdo de érgéos de controle ético em
pesquisa com seres humanos, bem como érgéos reguladores da atividade industrial
farmacéutica. No Brasil, estes 6rgdos sao o sistema CEP-CONEP (Comisséo
Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP — que atua revisando a avaliacdo de
Comités de Etica em Pesquisa — CEP — préximos ao estudo) e a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (141, 142). Qualquer iniciativa de se avaliar os
efeitos da silimarina em seres humanos com a finalidade de tratamento da doenca
celiaca deve se submeter a avaliagdo e aprovacgao pelo sistema CEP/CONEP, bem
como qualquer interesse de comercializagdo para tal fim deve se submeter a
avaliacdo e autorizagdo da ANVISA.

Nao respeitados esses procedimentos, eventuais usuarios da silimarina para
controle da doenca celiaca podem estar se expondo ao risco de apresentarem

eventos adversos ainda n&o avaliados.
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Profissionais de saude que, eventualmente, prescrevam a silimarina para o
controle da doenga celiaca podem responder pela utilizagdo de farmaco em néo
conformidade com o previsto em bula, conduta esta ndo autorizada pela ANVISA.
Esse comportamento pode acarretar a responsabilizacdo desses profissionais, com
possibilidade de aplicagcdo de sancdes de natureza administrativa, civel e/ou penal
(143).
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados produzidos por este estudo foi possivel concluir que a
silimarina foi competente em reduzir todas as variaveis analisadas relativas ao
processo inflamatério em células Caco-2 expostas a gliadina, apds estimulo por 6 h,
24 h e 48 h de interacao.

Especificamente foi possivel verificar que a silimarina reduziu os niveis de
transcritos dos genes NFkB, IL-6, IL-8, IL-15, IL-15RA e iNOS apos intervalos de 6 h,
24 h e 48 h quando as células foram tratadas previamente com silimarina, bem como
quando foram tratadas, posteriormente, a exposigao a gliadina.

A dosagem de oxido nitrico do sobrenadante das células tratadas com
silimarina, nos periodos de 6 h, 24 h e 48 h de exposicdo, demonstrou que a
silimarina reduziu a produgdo desse mediador quimico nas células tratadas de
maneira protetiva a gliadina, assim como nas células tratadas com silimarina apos
exposicao a gliadina.

Por fim, foi verificado que os niveis de prostaglandina nas células expostas a
gliadina se apresentaram muito elevados, com niveis tipicos de processo
inflamatorio agudo, ao passo que nas células tratadas com silimarina apds estimulo
com gliadina, bem como nas células estimuladas com gliadina e tratadas
posteriormente com silimarina, esses niveis foram drasticamente reduzidos.

Desse modo, os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que a
silimarina reduz a expressdo dos transcritos de genes relacionados a resposta
inflamatoria provocada em células Caco-2 quando expostas a gliadina, bem como
reduz o oxido nitrico produzido e a prostaglandina do tipo E2. Esses dados sugerem
que essa substancia pode ser candidata a agente terapéutico no tratamento da
doenca celiaca. Contudo, para tal, sdo necessarios mais estudos pré-clinicos e
clinicos para eventual futura atualizagdo clinica segura, eficaz e eficiente da

silimarina em pacientes com doenga celiaca.
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