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RESUMO

A Doenca Celiaca (DC) é uma desordem sistémica, imunomediada, desencadeada pelo
consumo do glaten e suas prolaminas relacionadas (gliadina e glutenina) em individuos
geneticamente predispostos. A doenca combina fatores genéticos e ambientais para
promover inflamagao, dano na mucosa intestinal e o quadro clinico observado no doente
celiaco. Uma vez presente na dieta do doente celiaco, a gliadina e seus fragmentos
peptidicos entram em contato com as células da barreira epitelial intestinal e
desencadeiam a resposta inflamatdria antes mesmo que esses peptideos atinjam a lamina
propria para iniciarem a resposta mediada pelo reconhecimento via MHC de classe Il e
seus alelos predisponentes HLA-DQ2 e DQ8. O tratamento baseado na dieta livre de
gliten e o diagndstico da DC estdo bem estabelecidos. Entretanto o evento inicial da
resposta inflamatoria, a patogénese iniciada na barreira epitelial imediatamente apds a
interacdo com a gliadina e seus peptideos ainda precisam ser elucidadas. Na tentativa de
contribuir para a entendimento dos mecanismos de disparo da patogénese da DC, o
presente trabalho propde analisar a interacdo inicial da gliadina e seus peptideos em
células epiteliais Caco-2 e observar a modulacdo génica, a producdo de citocinas pro-
inflamatorias e o estresse oxidativo mediados por essa interacdo. Nesse sentido, células
Caco-2 foram cultivadas e estimuladas com LPS, gliadina e peptideos imunogénicos e
toxicos da gliadina p56-88, p57-68, p69-82, p31-49, p57-68Ees € p69-82E72 por 6, 24
48 horas. O produto dessa interacdo e a modulacdo génica produzida foram avaliados
por qPCR e por dosagens do 6xido nitrico e das citocinas pré-inflamatdrias produzidas
em cada tempo analisado. A gliadina e seus peptideos imunogénicos foram tdo
eficientes quanto LPS em produzir inflamacdo nas celulas Caco-2, modulando a
expressao de transcritos génicos das citocinas pro-inflamatérias, principalmente de IL-1,
IL-6, IL-8 e IL-15 especialmente nos tempos de 24 e 48 horas de interacdo, além de
modularem a expressdo do gene TLR-4. Para confirmar estes dados, a dosagem elevada
de Oxido nitrico e das citocinas IL-6, IL-21, IL-2, IL-8 e TNF-a evidenciou a presenca
de uma resposta inflamatodria induzida pelas interacdes estudadas. Apos analise dos
dados, podemos inferir que a gliadina intacta ou seus peptideos modularam a resposta
inflamatoria em células Caco-2, tal como observado in vivo no doente celiaco.
Observamos que o receptor TLR-4 pode apresentar um papel importante na patogénese
da DC, principalmente no reconhecimento da gliadina e seus peptideos no evento inicial
da resposta imunoldgica desencadeada pela célula epitelial intestinal. Os resultados
sugerem que TLR-4 podera representar uma nova rota de entrada da gliadina e seus
derivados para a lamina propria intestinal, contribuindo para o entendimento desta
lacuna na patogénese da doenca.

Palavras-chaves: Doenca celiaca, peptideos de gliadina, Caco-2, expressao génica, estresse
oxidativo, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-15, IL-21, TNF-a, TLR-4.



ABSTRACT

Celiac disease is a systemic, immunomomediated disorder, triggered by the ingestion of
gluten and its related prolamins (gliadin and glutenin) in genetically predisposed
individuals. In celiac disease, genetic and environmental factors are combined to
promote inflammation, damage of the intestinal mucosa and the characteristic clinical
manifestations of celiac patients. Once present in the celiac patient’s dietary gliadin and
its fragments interact with cells from the epithelial intestinal barrier, and initiate an
inflammatory response even before reaching the lamina propria. This process is
mediated by specific MHC-II molecules’ recognition, HLA-DQ2/DQ8. Both the
treatment, based on a gluten free diet, and the diagnosis of celiac disease are well
established. However, the initial inflammatory response which takes place in the
epithelial intestinal barrier immediately after the interaction between the intestinal cells,
gliadin, and its peptides, still need to be elucidated. To contribute to the understanding
of this mechanisms, this work intends to analyse the initial interaction between gliadin,
its immunogenic peptides, and Caco-2 cells, by studying the differences in gene
expression, inflammatory cytokines production and the oxidant stress. Caco-2 cells
were cultured and exposed to LPS, gliadin and its immunogenic peptides P56-88, P57-
68, P69-82, P31-49, P57-68E65 and P69-82E72 for 6, 24 and 48 hours. The products of
these interactions were evaluated using gPCR, to analyze the differential expression of
target MRNAs, and by dosing the production of Nitric oxide and pro-inflammatory
cytokines at the stipulated times. Our results showed that gliadin and its immunogenic
peptides were as efficient as LPS in activating an immune response in Caco-2 cells.
They all promoted oxidative stress, transcription of IL-1, IL-6, IL-8 e IL-15 and
production of the cytokines IL-6, 1L-21, IL-2 e IL-8, mainly after 24 and 48 hours of
challenge. We could also observe high levels of TNF- a cytokine and TLR4 transcripts.
After analyzing our data, we could infer that both gliadin and its peptides could
modulate the inflammatory response in Caco-2 cells, which is consistent with what is
observed in vivo in celiac patients. We noticed that TLR-4 receptor can have an
important role in the pathogenesis of celiac disease, mainly during the initial phase of
the inflammatory response when gliadin and its peptides are recognized after the
interaction with epithelial intestinal cells. This receptor could also be involved in the
interiorization of gliadin and its peptides, contributing to the understanding of this gap
in the pathogenesis of celiac disease.

Key Word: celiac disease, gliadin, peptides, Caco-2, gene expression, cytokines, IL-1,
IL-2, IL-6, IL-8, IL-15, IL-21, TNF-a, TLR-4.
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1 INTRODUCAO

1.1 Importéncia do trigo para a humanidade

Por mais de dez mil anos a humanidade tem desenvolvido o cultivo de cereais,
em especial a lavoura do trigo, o que permitiu sua fixacdo em territorios férteis. Isso
contribuiu para a formacéo de povoados e cidades, onde a seguranca de estocar 0s graos
e garantir a alimentacdo por longos periodos ndo sé possibilitou ao homem abandonar a
necessidade exclusiva de cacar e coletar, como também Ihe permitiu tempo para se
especializar em outras atividades laborais, desenvolver as artes e as ciéncias (CURTIS
et al., 2002).

O trigo é, ainda hoje, a base alimentar da maior parte das civilizacbes da
Europa, do Oeste Asiatico e do Norte da Africa e supera em producio e area plantada o
cultivo de outras espécies como arroz, milho e batata. O trigo € o componente alimentar
mais utilizado pela humanidade devido sua adaptabilidade agricola a diferentes climas,
a facilidade de ser estocado e de ter seus grdos convertidos em farinha, o que possibilita
a producdo de uma grande diversidade de alimentos (TOSI et al., 2011).

O gluten € a proteina que constitui a maior parte do grao do trigo, localizado
especificamente no endosperma, que quando triturado forma farinha. As fragdes
proteicas do gluten (gliadina e glutenina) formam uma rede continua de proteinas que,
qguando misturadas com agua, conferem elasticidade e viscosidade a massa, 0 que
permite a transformacdo da farinha do trigo em pées, massas, dentre outros alimentos
(TOSI et al., 2011). Embora amplamente consumido mundo a fora como a principal
fonte de carboidratos, uma das proteinas presentes no glaten, a gliadina, tem gerado
crescente intolerancia alimentar observada especialmente nos descendentes de
civilizagbes que historicamente desenvolveram a cultura do trigo e que construiram sua
base alimentar a partir desse cereal (LOSOWSKY et al., 2008).

A toxicidade desencadeada pelo consumo de alimentos elaborados a partir do
trigo pode ser observada desde o desenvolvimento de sensibilidade ao gluten, alergias e
até Doenca Celiaca (DC). A primeira descricdo da DC foi encontrada nos escritos do
fisiologista grego Arateus da Capaddcia no século 11 d.C. (LOSOWSKY et al., 2008).

Contudo, ainda hoje verifica-se que 0s conhecimentos sobre o desenvolvimento da DC



possuem lacunas a serem preenchidas quanto as respostas inflamatorias e o0s

mecanismos autoimunes desencadeados nos pacientes celiacos (SHAMIR et al., 2014).

1.2 Doenca Celiaca

A DC é wuma desordem sisttmica, imunomediada, desencadeada
necessariamente por meio do contato do gliten e suas prolaminas relacionadas com
individuos geneticamente predispostos. Essa doenca € caracterizada pela presenca da
combinacdo variavel de manifestacdes clinicas dependentes do gluten, em que na
auséncia dessa proteina se observa a melhora dos sinais e sintomas clinicos no doente
celiaco (HUSBY et al., 2012; ABADIE et al., 2011).

A DC pode manifestar-se em qualquer fase da vida, mas é mais frequentemente
diagnosticada na infancia pela presenca de quadro clinico de perda de peso, dor
abdominal recorrente, distensdo abdominal, esteatorréia, diarreia, constipacdo, baixa
absorcdo de nutrientes e fadiga (HUSBY et al.,, 2012). O doente celiaco pode
desencadear anemia em decorréncia a baixa absorcao de ferro, baixa absor¢ao de célcio
culminando em osteopenia e osteoporose, depressdo e problemas neurologicos como
convulsdes de repeticdo e cefaleia persistente, dentre outras manifestacdes (LEFFLER
etal., 2015).

Verifica-se também que a DC pode estar associada a eventos ndo
gastrointestinais como por exemplo déficit de crescimento, infertilidade, dermatites,
dentre outros. E possivel ainda a instalacdo da DC ocorra de maneira ndo acompanhada
de quaisquer sinais ou sintomas, situacdo em que a doenca € subdiagnosticada, o que
dificulta o tratamento e o reestabelecimento da satde do paciente celiaco. Também pode
ser caracterizada pela expressdo clinica de sinais e sintomas secundarios, como por
exemplo o comprometimento de o6rgdos e sistemas ndo necessariamente
gastrointestinais (HUSBY et al., 2012; ZEVIT & SHAMIR et al., 2014).

A presenca do gluten na dieta do doente celiaco leva ao desenvolvimento de
alteracbes morfologicas nos enterdcitos, causando prejuizo na capacidade funcional
dessas células, promovendo processo inflamatorio persistente com infiltracdo de células
do sistema imunitario na lamina propria, aumento da expressdo e deslocamento de

anticorpos diversos para 0s tecidos intestinais. Esses eventos contribuem para o



desencadeamento de resposta autoimune que levam a atrofia vilositaria intestinal e
manifestacdes dos sinais e sintomas (ABADIE et al., 2011; HUSBY et al., 2012).

1.3 Dignostico e Tratamento

O variavel grau de atrofia vilositaria associada a hiperplasia das criptas da
mucosa intestinal pode ser identificado por exame histopatologico, através da avaliagdo
de células obtidas por bidpsia de tecido duodenal ou jejunal. A infiltracdo de linfocitos
da mucosa do intestino delgado, causada pela resposta das células T ao auto antigeno
da transglutaminase tecidual do tipo 2 (tTG2), ao anti-endomisio (EMA) (Figura 1), e a
anticorpo contra peptideos desamidados de gliadina (DGP), podem ser detectados por
testes imunoenziméatico como o Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e de
imunofluorescéncia indireta (HUSBY et al., 2012; LUDVIGSSON et al., 2013).

Além do diagndstico baseado em testes soroldgicos para identificacdo desses
anticorpos, o diagnostico pode contar ainda com a utilizacdo de exames de genotipagem
com alta sensibilidade e especificidade. Esses exames identificam os alelos do Human
Leucocyte Antigen (HLA), HLA-DQ2 e HLA-DQ8, que sdo codificados pelos genes do
Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) de classe Il presentes na maioria
dos pacientes celiacos (90 % dos pacientes com DC possuem DQ2 e 10 % dos pacientes
possuem DQ8), o que confere uma forte base genética a DC e possibilita inferir o risco
de predisponibilidade a DC nos familiares (HUSBY et al., 2012; LUDVIGSSON et al.,
2013; MEGIORNI et al., 2009).
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Figura 1 — Organograma para diagnéstico da DC

DC (Doenca Celiaca); EMA (Anti Endomisio); GFD (gluten-free diet); HLA (human leukocyte
antigen); lgA(imunoglobulina A); lgG(imunoglobulina G); tTG2 (transglutaminase tecidual
tipo 2); OEGD (esofagogastroduedenoscopia)

Adaptado de HUSBY et al., 2012

Neste contexto, de acordo com a European Society for Paediatric
Gastroenterology Hepatology and Nutrition (ESPGHAN) (Figura 1), o diagnéstico da
DC precisa ter uma abordagem ampla que auxilie: 1) na identificacdo de todo o quadro
clinico menos ou mais evidente, que abrangem varios 6rgaos e sistemas; 2) na deteccao
de sorologia que confirme a presenca dos anticorpos especificos para DC; 3) na
avaliacdo da genética para definir o risco de desenvolvimento da DC e 4) na observacéao
da melhora do paciente apds iniciar dieta livre de gluten (Figura 1).

O Unico tratamento disponivel para DC é a dieta que exclui todos os alimentos
que contém gluten. Essa dieta devera ser mantida por toda a vida, 0 que propicia
melhora dos sintomas, remissdo do processo inflamatorio e restabelecimento da mucosa

intestinal em alguns meses (HUSBY et al., 2012; LUDVIGSSON et al., 2013).



Para um produto alimenticio ser considerado livre de gluten deve conter no
méaximo entre 100 e 20 mg/kg de tracos de gldten, e estudos tem indicado que esses
alimentos industrializados purificados e livres de glaten, sdo seguros quando inclusos na
dieta de um paciente celiaco. Observa-se que a mucosa intestinal é reestabelecida e
assim mantém-se morfologicamente normal por longos periodos. Nenhuma diferenca
foi observada quando comparado resultados clinicos de biopsias de pacientes celiacos
com pacientes ndo celiacos em dieta livre de glaten (HISCHENHUBER et al., 2006).

Mesmo depois de aderir a dieta livre de gluten 20 a 80 % dos pacientes
continuam sofrendo com os sintomas e com as lesdes na mucosa (Tuire et al., 2012).
Este fato € justificado pelo consumo ndo intencional de alimentos originalmente livres
de glaten, mas contaminados com tragos desta proteina. Geralmente esses alimentos séo
processados ou embalados em equipamentos contaminados com outros alimentos que
continham glaten (FARAGE et al., 2016).

Para promover a qualidade de vida e seguranca alimentar do paciente celiaco €
preciso alternativas terapéuticas além da dieta livre de glaten. A industria alimenticia
tem desenvolvido novas terapias para melhorar a dieta e até mesmo com objetivos de
suspender a dieta livre de gliten (MAKI et al., 2014). Dentre as alternativas, por
exemplo, estdo: o uso de glutenase ALVO003 para degradar o gluten ingerido e atenuar
os danos na mucosa de pacientes celiacos em dieta livre de gluten contaminada com
2000 mg gluten por dia (LAHDEAHO et al., 2014); uso de acetato de larazotide,
também conhecido como AT-1001, é regulador de juncGes epiteliais TJ e atualmente tal
estudo esta em fase 2 (KHALEGHI et al., 2016); o uso do polimero BL-7010, em
camundongos sensibilizados ao gluten, que liga-se ao gluten sequestrando-o para ser
eliminado nas fezes (MCCARVILLE et al., 2014); o desenvolvimento da vacina
Nexvax2 tem objetivo de ser usada como imunoterapia para induzir tolerdncia ao
gluten; entre outras abordagens, como inibidores de tTG-2 e ligantes de receptores
celulares entre outras em desenvolvimento (VEERARAGHAVAN et al.,, 2015;
FREEMAN et al.,, 2015). Atualmente, nenhuma droga ou novo tratamento esta

disponivel no mercado.



1.4 Patogénese da Doenca Celiaca

A patogénese da DC é iniciada quando o doente celiaco se alimenta de dieta
rica em glaten. Em individuos ndo celiacos o gluten é clivado, por acdo de enzimas
digestivas, em fragmentos muito pequenos para desencadearem resposta imunogénica e
sdo digeridos pelo sistema gastrointestinal sem causar danos ao individuo. Porém, em
doentes celiacos, a digestdo do gluten é incompleta e gera fragmentos de gliadina que
iniciam uma resposta imune inata e adaptativa. Essa resposta resulta em dano tecidual
da mucosa intestinal e manifestacdo dos sintomas clinicos da DC (FERRANTI et al.,
2007).

Estes fragmentos peptidicos de gliadina passam através da barreira epitelial do
intestino em direcdo a ldmina propria por varios mecanismos descritos na literatura: (1)
por via transcelular, onde o glaten é endocitado em lisossomos, que o degradam em
pequenos peptideos ndo imunogénicos (FASANO et al., 2011); (2) por via paracelular,
através da regulacdo das juncdes TJ responsaveis pela unido das células epiteliais,
promovendo uma alteragdo da permeabilidade celular e consequentemente a entrada de
peptideos da gliadina na mucosa, como por exemplo, a regulacdo através de zonulina
produzida pelas células epiteliais de pacientes celiacos que alteram a permeabilidade
entre as ceélulas epiteliais (HEYMAN & MENARD 2009); (3) por transporte
transepitelial, em células de pacientes celiacos, em que ha aumento na expressao de
CD71 (receptor de transferrina). Esse receptor reconhece o IgA complexada com
gliadina através da porcdo Fc da imunoglobulina, e libera essa associacdo sem
processamento na lamina prépria (MATYSIAK-BUDNIK et al., 2008).

Embora estes mecanismos de entrada e processamento pelas enzimas
digestivas estejam descritos na literatura acredita-se que estes peptideos interajam com
as células epiteliais intestinais e produzam resposta inflamatéria antes de se
apresentarem na lamina propria, promovendo alteracbes génicas nesta células por
mecanismos ainda ndo completamente elucidados (FERRANTI et al., 2007), que € o
propdsito deste estudo.

Uma vez presente na lamina propria, o peptideo € modificado pela agdo
enzimatica com a tTG2 e adquire uma carga residual negativa que aumenta a afinidade

do complexo gliadina-tTG2 e dos peptideos de gliadina com as moléculas do MHC de



classe Il HLA-DQ2/DQ8 (CAPUTO et al., 2012; SIMON-VECSEI et al., 2012;
RAUHAVIRTA et al., 2011).

Ainda na lamina propria, os peptideos da gliadina sdo reconhecidos e
processados pelas Células Apresentadoras de Antigeno (APC) via MHC de classe Il
HLA-DQ2/DQ8, e sdo apresentados a células T CD4, que se tornam ativas e passam a
produzir IFN-y e IL-15. Os linfocitos T-CD4, ativados pelas APC na lamina prépria,
diferenciam-se em linfécitos intraepiteliais (IELTs) e infiltram-se entre as células
epiteliais em resposta a estimulos da IL-15 produzida pelos enterdcitos (figura 2). Ainda
em resposta a IL-15, os IELTs passam a exibir na sua membrana celular receptores para
células Natural killers (NK), o que promove 0 recrutamento em cascata de novas
células NK, culminando em destruicdo da barreira epitelial, hiperplasia de criptas e
atrofia das vilosidades intestinais (ABADIE & JABRI, 2014; SOLLID & JABRI, 2013;
BARONE et al., 2011).

As APCs migram para o nddulo linfatico mesentérico e apresentam 0s
peptideos de gliadina complexado com tTG2 para células T CD4 imaturas. Nos nédulos
mesentéricos, as células T-CD4 diferenciam-se em células T-CD4 efetoras (T-CD4"), o
que amplia a proliferacdo de células B reativas ao complexo gliadina-tTG2. As células
B reativas diferenciam-se em plasmadcitos e passam a produzir anticorpos IgA e IgG,
ndo apenas contra residuos de gliadina modificados, como também contra as tTG2, que
eventualmente ainda estiverem complexadas com estes peptideos (MAIURI et al., 2003;
MERESSE et al., 2006).
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Figura 2 - Resposta inflamatdria e autoimune na DC

A ingestdo de fragmentos de glaten libera remodela as jungdes TJ que aumentam a
permeabilidade células. Antigenos do gliten ganham acesso a lamina prépria e ativa a expressao
de citocinas pré-inflamatdrias (2). tTG2 desamida os fragmentos da gliadina (3), aumentando
sua afinidade pelas moléculas HLA DQ2/DQ8 (4). APCs apresentam a gliadina para células T
(5). As células T ativam células NK para atacarem o enterdcito (6). Células inflamatdrias
ativadas migram para o epitélio intestinal causando inflamacéo e sintomas gastrointestinais e
extra intestinais (6)

O reconhecimento continuo pelas APC do complexo gliadina-tTG2 como
estimulo imunogénico acentua a resposta imunoldgica e pro-inflamatoria,
desencadeando a resposta autoimune observada na DC (HUSBY et al., 2012). No
entanto, em individuos saudaveis também se verifica o reconhecimento desses peptideos
quando apresentados pelo MHC de classe 11 originado do HLA DQ2/DQ8 (MOLBERG
etal., 1997).

A DC é uma das doencas autoimunes mais bem elucidadas e uma das
intolerancias alimentarem permanentes mais comum entre os humanos, chegando a
afetar pelo menos 1 % da populacdo ocidental (DUBE et al., 2005). Por vérios motivos,
a DC ¢é um excelente modelo para estudar os fatores genéticos que contribuem para o
desenvolvimento de desordens imunomediadas. Uma das razdes € ter um fator
ambiental desencadeador bem conhecido, o gluten. Outra, decorre do fato de ser uma

doenca autoimune com predisposi¢do genética bem descrita associada a alelos HLA-



DQ2/DQ8 do MHC, documentado hd mais de 40 anos em trabalho publicado por
Keuning e colaboradores em 1976. Outro motivo, é a existéncia do envolvimento de
outros genes, ndo MHC, compartilhados com outras doengas autoimunes e, a elevada
incidéncia de outras doencas imunoldgicas relatadas tanto em doentes celiacos quanto
em familiares, em que a resposta inata e adaptativa exercem papel fundamental
(ZHERNAKOVA et al., 2009).

A DC é considerada ainda, uma doenca multifatorial, causada pela interacdo de
diferentes fatores genéticos que atuam em consonancia com efeitos ndo-genéticos, uma
vez que individuos ndo celiacos também possuem tais alelos, sugerindo que
mecanismos complementares adicionais sdo necessarios para o desenvolvimento da
doenca (MAIURI et al., 2003).

Similarmente a outras doencas autoimunes, a DC é uma desordem poligénica e
0 gene do MHC ¢é o fator genético mais importante. A maioria dos doentes celiacos
carregam uma variancia genética especifica de HLA-DQ2 (DQA1*05:01, DQB1*02:01,
conhecida com DQ2.5) e, aqueles que ndo sdo HLA-DQ2.5 quase sempre carregam a
variancia HLA-DQ8 (DQA1*03, DQB1*03:02) ou, outra variancia de HLA-DQ2
(DQA1*02:01, DQB1*02:02), conhecida como DQ2.2 (Dubé et al., 2005). Uma vez
que todos os doentes celiacos carregam variacdes especificas de HLA, este fator pode
ser considerado necessario para o diagnostico da DC, mas ndo suficiente, para o
desenvolvimento da DC (SOLLID & JABRI, 2013).

Recentemente, estudos baseados em Genome Wide Association Studies
(GWAS) permitiram a identificacdo de Single-Nucleotide Polymorphisms (SNPs) em
cada gene do genoma humano associado a uma via metabolica celular ou a um fenétipo
especifico como, por exemplo, a DC. De modo geral, GWAS testa centenas de milhares
de SNPs ao longo de todo 0 genoma humano de pacientes e pareia com grupo étnico de
controle (CHANOCK et al., 2007).

Esses SNPs frequentemente afetam o reconhecimento de fatores de transcrigéo,
resultando em diferencas na expressdo de genes regulatérios compartilhados com outras
doencas autoimunes. Apos os estudos de GWAS, foi possivel verificar, por anélise de
immunochip, que varios genes ndo MHC tém sido relacionados como fatores de
susceptibilidade para DC. Até entdo, 39 loci com 57 sinais de associacoes
independentes foram descritas, contribuindo com 14 % da variancia genética para DC
(TRYNKA et al., 2012).
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Muitas dessas variancias genéticas sdo compartilhadas com outras doencas
autoimunes, tais como, Diabetes mellitus Tipo 1 e Artrite Reumatoide (GUTIERREZ-
ACHURY et al., 2016). Depois dos estudos de GWAS, uma vez evidenciadas
correlacdo com vias metabolicas e de resposta inflamatorias compartilhadas entre DC e
outras doencas autoimunes, novas estratégias que facam uso de diferentes modelos

celulares podem ser aplicadas paraa DC (KUMAR et al., 2012).

1.5 O Papel da gliadina na Doenca Celiaca

O gluten € a proteina de estoque energético encontrada em gréao do trigo,
centeio, cevada e aveia. O trigo é uma espécie hexaploide e alguns genes que codificam
o gluten séo originarios de loci duplicados, dessa forma, em uma Unica variedade de
trigo existem mais de uma centena de proteinas de gluten diferentes, o que justifica a
enorme quantidade de epitopos de células T-CD4 responsivos aos peptideos de gliadina
(VACCINO et al., 2009; BALAKIREVA & ZAMYATNIN 2016).

A proteina do glaten apresenta grande quantidade de residuos de aminoacido
de prolaminas (glutamina e prolina) em sua estrutura primaria. De acordo com a
solubilidade dessas prolaminas, a proteina do glaten pode ser dividida em dois grupos:
1) solGveis em alcool, conhecidas como gliadina e; 2) insoltveis em alcool, ou soltveis
em dilui¢bes &cidas e basicas, conhecidas como glutenina (WIESER, 2007).

A gliadina é uma proteina alcool-soltvel, de 30 kDa, particularmente rica em
residuos de glutamina e de prolina, que estdo contidos em sequéncias poliglutaminicas

(ANG et al., 2010). A gliadina é representada como uma cadeia Unica de polipetideos,

que podem ser divididos em quatro grupos distintos: a-, B-, y- € w-gliadina (WIESER,

2007). O dominio N-terminal da a-gliadina contém o fragmento mais caracterizado
como imunogénico, o fragmento 33-mer (figura 3). O fragmento peptidico 33-mer da a-
gliadina contém seis epitopos significativos para a patogénese da DC (OZUNA et al.,
2015).
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Figura 3 - Sequéncia proteica de a-gliadina

Fragmento a-gliadina contém a regido repetitiva de residuos de prolina e glutamina em sua
porcdo N-terminal onde estd contido os fragmentos imunogénicos p31-43 e 33-mer, resposivos
a epitopos ligantes dos heterodimeros HLA-DQ

Adaptado de BALAKIREVA & ZAMYATNIN, 2016

As sequéncias de prolina influenciam no direcionamento e especificidade da
acao da enzima tTG2, que reconhece os residuos de glutamina ao longo das sequéncias
polipeptidicas repetitivas (FLECKENSTEIN et al., 2002). Os residuos de glutaminas
sofrem processo de desamidacdo por meio da acdo catalizadora da enzima
transglutaminase tecidual do tipo 2 (tTG2) que, na presenca de calcio, converte 0s
residuos de glutamina em residuos de acido glutdmico, como verificado na figura 4
(ANG et al., 2010; FLECKENSTEIN et al., 2002). O fragmento 33-mer atinge a lamina
prépria e é desamidado pela tTG2 e apresentado por células dendriticas para as células
T, e junto com o fragmento p31-43 ativam a resposta imune inata e adaptativa da DC
(BARONE et al., 2011).
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Figura 4 - Desamidacgdo promovida pela enzima tTG2

tTG2 na presenca de célcio converte residuos de glutamina em &cido glutdmico. A carga
negativa do acido glutamico aumenta a afinidade da tTG2 pela gliadina e forma o complexo
gliadina + tTG2. A carga negativa do &cido glutdmico também aumenta a afinidade pela
molécula HLA-DQ

Adaptado de ABADIE et al., 2011

1.6 Efeito imunogénico e citotoxico gerado pela gliadina

Existe um consenso de que o fragmento 33mer é 0 mais imunogénico da
porcdo a-gliadina, por ser resistente a digestdo pelas enzimas gastricas, além de conter a
maioria dos epitopos reconhecidos pelas células T-CD4. Peptideos desamidados pela
enzima tTG2 sdo predominantemente reconhecidos por linfdcitos intraepiteliais. Os
peptideos p57-68 e p62-75 foram identificados como imunodominantes, ou seja,
capazes de ativar a resposta imune adaptativa via reconhecimento pelas células T-CDA4.
Os peptideos p31-49, p31-43, p44-55 e p62-75 também sdo reconhecidos e ativam a
resposta imune inata pela ativacdo de citocinas pré-inflamatérias (SHAN et al., 2002).

O dano na mucosa intestinal do doente celiaco é mediado pela inflamacéo
gerada tanto pela resposta imune adaptativa quanto pela resposta imune inata. Os
peptideos fragmentados de gliadina sdo altamente imunogénicos para 0s doentes
celiacos e a cascata imuno-inflamatéria desencadeada é disparada, principalmente, por
peptideos presentes no fragmento 33-mer da gliadina (ANG et al., 2010;
RAUHAVIRTA et al, 2011). Entretanto, é feita uma distincdo entre o efeito

imunogénico e o efeito toxico dos peptideos de gliadina (Figura 5).
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Figura 5 - Dano no tecido epitelial causado pelo efeito tdxico e imunogénico de peptideos de
gliadina na DC

Peptideos toxicos induzem a modulagdo génica de citocinas inflamatorias, estresse oxidativo e
remodelamento e apoptose da barreira epitelial intestinal. Esses efeitos sdo mediados pelo
aumento no estresse oxidativo induzido pela gliadina no enterdcito. Tais alteracdes levam a
despareamento das juncdes TJ da barreira epitelial intestinal e aumento da permeabilidade.
Como consequéncia direta mais peptideos de gliadina passam pela barreira epitelial, causando
maior ativagdo da resposta imune, contribuindo com o dano celular e atrofia das vilosidades
intestinais na DC

Peptideos imunogénicos contem sequéncias que estimulam o reconhecimento
via HLA-DQ2/DQ8, o que induz a resposta imune adaptativa derivada de clones de
células T-CD4. Por exemplo, foi observado que o peptideo p57-68 é parcialmente
degradado pelas peptidases presentes na borda em escova do epitélio intestinal, como
observado em bidpsias de individuos saudaveis, mas ndo em biopsias de doentes
celiacos, transpondo a barreira epitelial e iniciando a resposta imune adaptativa neste
ualtimo grupo (MOLBERG et al., 1997). Contudo, quando o peptideo p57-68 atravessa
as células epiteliais pela via transepitelial, ele é completamente degradado tanto em
cultura celular de bidpsias de individuos saudaveis quanto em cultura celular de
bidpsias de pacientes celiacos (MATYSIAK-BUDNIK et al., 2008).

Os peptideos toxicos de gliadina p31-43, p31-49 e p44-55 sdo resistentes
contra a degradacdo pelas peptidases da borda em escova em células epiteliais de
biopsias de doentes celiacos, mas ndo de individuos saudaveis. Ainda assim, esses
peptideos foram capazes de atravessar a barreira epitelial das células de biopsias de
pacientes celiacos e ndo das células de individuos saudaveis (MATYSIAK-BUDNIK et
al., 2008; GIOVANNINI et al., 2000).
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O p31-43 evoca uma resposta imune inata no enterocito, via IL-15, interferindo
na maturacdo das vesiculas endociticas, reduzindo, consequentemente, a degradacéo de
receptores do fator de crescimento epidermal (EGFR). Dessa forma o receptor EGFR é
mantido ativado por mais tempo, o que resulta no aumento do sinal para proliferacdo
celular e modificacdes na actina dos enterdcitos e de outras linhagens celulares, além de
induzir a apoptose celular em cultura de células de bidpsias intestinais de doentes
celiacos (BARONE et al., 2010).

Quando acumulado nos lisossomos das células epiteliais o peptideo p31-43
provoca um aumento nas condi¢Bes envolvidas no processo de estresse oxidativo
elevando os niveis de radicais livres presentes nas células, principalmente Espécies
Reativas do Oxigénio (ROS) e Espécies Reativas do Nitrogénio (RNS). O aumento do
estresse oxidativo pode induzir alteragdes na morfologia dos enterécitos e aumentar a
proliferacdo celular, e consequente apoptose celular (GIOVANNINI et al., 2000;
RIVABENE et al., 1999).

As espécies reativas do oxigénio (ROS) e espécies reativas do nitrogénio
(RNS) podem ser geradas a partir de vérias reacOes intracelulares, bem como podem
atuar como segundos-mensageiros participando da homeostase dos tecidos organicos.
Quando na presenca de estimulos inflamatérios, é possivel verificar um aumento nas
concentragdes destas moléculas (LAPARRA et al., 2008). Durante este processo, ROS e
RNS passam a atuar de maneira deletéria, com comportamento citotéxico, reagindo
inespecificamente com as proteinas, lipideos e &acidos nucleicos, com potencial de
causar danos irreversiveis. O processo de estresse oxidativo instala-se com a elevacgédo
dos niveis destas espécies reativas e com a reducdo da capacidade de enzimas
citoplasmaticas de neutralizar este evento (RODRIGUEZ-RAMIRO et al., 2011).

O O6xido nitrico (NO) produzido no processo de estresse oxidativo e esta
envolvido na regulacdo de diversos mecanismos fisiopatoldgicos e é sintetizado pela
enzima oxido nitrico sintetase (NOS) que possui trés isoformas; NOS neural (NOS-1 ou
nNOS), NOS induzivel (NOS-2 ou iNOS) e NOS endotelial (NOS-3 ou eNOS)
(KORHONEN et al.,, 2005). A INOS ¢é a isoforma que responde a estimulos
inflamatorios diversos, desencadeando a producdo de NO, e é observada diferentemente
expressa em diversos modelos celulares quando desafiados com peptideos de gliadina
(DE STEFANO et al., 2007). Quando em grandes concentracGes, pode se comportar
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como radical livre e gerar efeitos citotoxicos, principalmente durante o desenvolvimento
de processos inflamatdrios (KORHONEN et al., 2005).

Peptideos de Gliadina

\
Condigdes inflamatdrias e oxidativas

Ativagdo +
de NFkB
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Figura 6 - Representacdo da ativagdo da via NFKB

Desequilibrio na homeostase oxidativa do entererdcito causado pela presenca de gliadina e
producdo de transcritos génicos de estresse oxidativo e de expressdo de citocinas inflamatorias
pela ativacdo da via NFkB. Deslocamento de citocinas pro-inflamatorias e de ativadores de
estresse oxidativo para o citoplasma, reativando a via NFKB. Simbolo (+) representa ativagao da
via

A atividade citotoxica gerada pela gliadina na DC é desencadeada pela
expressdo de citocinas com atividade pro-inflamatérias, como por exemplo as
interleucinas: IL-1, IL-6, IL-8, IL-15 entre outras (figura 6). Essa citocinas sdo ativadas
pela via do NFkB. Os dimeros da familia de fatores de transcricio NFxB sao
mediadores da resposta inflamatéria celular (HOFFMANN & BALTIMORE 2006). A
ativacdo do NFkB ¢ associada a doencas inflamatdrias cronicas, como por exemplo,
artrite reumatoide, asma, cardiopatias e multiplas formas de canceres (BARNES &
KARIN 1997; LABERGE et al., 2005). Os mecanismos que levam a disfuncdo do
NF«kB e exacerbagdo da resposta inflamatoria nos enterdcitos podem ser alvos de
estudos para o desenvolvimento de novos farmacos com acdo anti-inflamatorias
(TERGAONKAR 2006).

O NF«B esta localizado no citoplasma celular, em sua forma latente, acoplado
ao seu inibidor IkB (BASAK et al., 2007). Sua ativacdo da-se por intermédio da acao de
respostas bioldgicas que envolvem a participacdo de receptores de membrana (receptor
de fatores de necrose tumoral — TNFR, superfamilia de receptores de Interleucina-1 do
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tipo toll-like -TLR e receptor de Interleucina-1 — IL-1R), sinais extracelulares
(metabdlitos, proteinas, bactérias) e por estresse oxidativo. Estes eventos intracelulares
ocasionam a fosforilagdo e degradagao dos inibidores kB, que possibilitam a ativacdo
do NFkB (YAMAMOTO & GAYNOR 2004). Uma vez livre de seu inibidor, NFxB
transloca-se livremente para o nicleo da célula, onde cada dimero, de forma
independente, acopla-se a elementos responsivos (RE) no DNA e ativa a expressao
génica de citocinas pro-inflamatérias (HOFFMANN et al., 2003). A ativagdo do NFkB
também promove a expressdo génica de seus dimeros e inibidores, propiciando seu
controle por feedback positivo e negativo (BASAK et al., 2007; MITCHELL et al.,
2016).

NF«B ¢ responsavel pela transcricdo de genes fundamentais que codificam
varias citocinas pro-inflamatorias. Estudos tem mostrado que NF«B ¢ mediador de IL-
15, que prejudica a acdo das juncdes TJ nas células epiteliais diminuindo a expressao de
ocludina e aumentando a expressdo de zonulina nessas células, fenbmeno comumente
relatado em doentes celiacos (SAPONE et al., 2011).

AlteracBes na homeostasia observada nos enterdcitos, induzidas pela gliadina,
iniciam e/ou intensificam a ativacdo do fator de transcricdo nuclear kappa B (NFxB).
Quando NFkB esta ativado promove a transcrigdo de genes pro-inflamatorios e a
ativacdo da ciclooxigenase (COX) com posterior expressdo de prostaglandinas,
tromboxanos e leucotrienos. Promove também a ativacdo da via de iNOS, com
consequente producdo de niveis elevados de metabdlitos de NO, que contribuem ainda
mais com o estresse oxidativo (DE STEFANO et al., 2007; MAIURI et al., 2003).

1.7 Células Caco-2 como modelo de estudo para Doenca Celiaca

A patogénese da DC inicia ap0s a digestdo incompleta dos peptideos derivados
da gliadina que entram em contato com as células da mucosa intestinal. Em pacientes
celiacos as células epiteliais proliferam-se rapidamente sem diferenciarem-se em
enterocitos, sua apoptose é aumentada, a integridade das juncdes epiteliais é
comprometida e os peptideos de gliadina ganham acesso a lamina préopria. Apesar de
numerosas tentativas de desenvolvimento de um modelo animal que reproduzisse todos
os aspectos morfolégicos e sorologicos da DC, tal alternativa ainda ndo foi

completamente estabelecida. Entretanto, o uso de diversas abordagens in vitro e cultivo
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de biopsias de doentes celiacos vem gerando grande conhecimento a respeito de sua
patogénese e tornado possivel diferentes abordagens de estudo para DC, porém seu uso
implica em questionamentos éticos quanto ao uso de seres humanos para a
experimentacdo cientifica, além de que tal cultura ndo se mantém vidvel por muito
tempo (MARIETTA et al., 2009) .

Dentre os modelos celulares in vitro para o estudo da DC, as células mais
utilizadas sdo do tipo T84, derivada de metastase pulmonar de cancer de célon, e células
Caco-2, obtidas de células bem diferenciadas de adenocarcinoma de co6lon humano
(LINDFORS et al., 2012). As células Caco-2 quando atingem confluéncia diferenciam-
se espontaneamente. Quando em cultura tais células sdo polarizadas e possuem
morfologia de enterdcitos com a superficie apical coberta por microvilosidades (BOLTE
et al., 1998). Em monocamada as células sdo unidas por juncdes apicais complexas que
incluem juncBes TJ e desmossomos. Culturas em pos-confluéncia expressam sucrase,
isomaltase, fosfatase alcalina e aminopeptidase N, e enzimas tipicas de enterdcitos
diferenciados (LINDFORS et al., 2012). Quando desafiadas com glaten, Caco-2
expressa IFN-y e TNF-q, citocinas relacionadas no aumento de expressdo de proteinas
das juncdes TJ, como por exemplo, zonulina e ocludina, aumentando a permeabilidade
celular (FASANO et al., 2011). Todas essas caracteristicas tornam as células Caco-2 a
linhagem mais utilizada para estudos de modelos de barreira epitelial intestinal e a mais
relatada em estudos de DC.
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2 JUSTIFICATIVA

O diagnostico e tratamento da DC estdo atualmente bem esclarecidos, a sua
patogénese ainda apresenta muitas lacunas a serem preenchidas. Na tentativa de
esclarecer de forma mais ampla a resposta imunolédgica na DC, humerosos estudos tém
lancado mao de novas estratégias, principalmente nos campos da genética e da biologia
molecular, enfocando os mecanismos de interagdo do antigeno com a célula intestinal.

O entendimento dessa interagdo génica e das suas bases moleculares tem sido
essencial para o melhor conhecimento dos mecanismos patogénicos das varias doencas
autoimunes, bem como na definicdo de alvos terapéuticos mais eficientes. Embora as
formas de entrada do peptideo no epitélio tenham sido elucidadas, 0 mecanismo pelos
quais os peptideos de gliadina modulam a biologia da célula e iniciam a resposta imune
e inflamatdria ndo estdo completamente esclarecidos. Ainda ndo se tem respostas de
quais sdo as alteracBes celulares decorrentes desse primeiro evento de interacdo
ocasionados pela gliadina.

Considerando que o evento inicial da resposta imunoldgica na DC, é a
interacdo entre a gliadina e seus peptideos e a célula epitelial intestinal, e que os eventos
decorrentes dessa interacdo ainda ndo estdo bem esclarecidos, o presente trabalho
propde observar os efeitos da interacdo, através do estudo da expressdo de genes
envolvidos neste mecanismo. Esta andlise podera, desta forma, auxiliar no melhor

entendimento da patogénese da doenca celiaca em seu estagio inicial de instalagéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal

Entender o evento inicial na patogénese da doenca celiaca em células Caco-2

modelo in vitro de barreira epitelial intestinal.

3.2 Objetivos secundarios

Analisar o impacto da gliadina e seus peptideos na modulacdo de transcritos

génicos mediadores da resposta imune e inflamatdria nas células Caco-2.

Dosar citocinas e oOxido nitrico secretados no sobrenadante da cultura de

células Caco-2 em resposta a presenca da gliadina e seus peptideos.
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4 MATERIAIS E METODOS

Todos os experimentos deste trabalho foram elaborados e conduzidos no
Laboratdrio Interdisciplinar de Biociéncias (LablBC), Laboratério de Pesquisas em
Doenca Celiaca (LABDC) e Laboratorio de Pesquisas em Doencgas Imunogenéticas e
Cronico-degenerativas (LADIC) da Faculdade de Medicina (FM), Universidade de
Brasilia (UnB), no periodo de janeiro de 2012 a outubro de 2016.

4.1 Fase Analitica |

Antes de iniciar os experimentos pretendidos para este estudo, foram
necessarios uma serie de ensaios iniciais, elaborados para estabelecer a concentracao
celular a ser empregada nos ensaios posteriormente, para definir as concentracdes ideais
de estimulos a serem utilizados, bem como ensaios para otimizacdo dos primers
escolhidos para o estudo da técnica de g-PCR. Todos estes ensaios foram incluidos

nesta etapa analitica.

4.1.1 Cultura in vitro das Células Caco-2

Caco-2 sdo células de linhagem epitelial obtidas a partir células de cancer de
colon e é o modelo in vitro mais aceito e padronizado para estudo de epitélio intestinal
humano com seu uso reconhecido pelo Food and Drug Administration (FDA). As
caracteristicas da linhagem celular e orientacbes de cultivo estdo descritas pela
American Type Culture Collection ATCC® HTB-37 ™ (ATCC, 2013).

As células Caco-2, também chamadas HTB-37, foram adquiridas do banco de
células do Instituto Adolfo Lutz, e foram recuperadas conforme orientagdes e protocolos
da ATCC, com padrdes normais de crescimento, de confluéncia e morfologia. Apds
crescimento adequado, quantidade suficiente de celulas Caco-2 permaneceram em
cultura de manutencdo para uso nos estudos previstos pelo laboratério.

A cultura celular foi mantida em garrafas de cultura de células de 75 cm?
contendo meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) com 4.5 g/L de glucose, 2
mM L-glutamina, sem piruvato de sdédio (DMEM high glucose ref 11965-092 GIBCO,
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Life Technologies); suplementado com piruvato de sédio 200 mM (SIGMA-Aldrich);
100 U/mL de penicilina-estreptomicina (SIGMA-Aldrich); 1 % aminoacidos nao
essenciais; 25 mM de HEPES (Acido Etanosulfonico 4-2-Hidroetil Piperazina-1,
SIGMA-Aldrich) e 20 % de Soro Fetal Bovino (SFB GIBCO, Life Technologies)
inativado a 56 °C por 1 hora, que foi denominado meio DMEM completo. A cultura foi
mantida em estufa a 37 °C com 5 % de CO- e 95 % de umidade com trocas regulares do
meio de cultura (8 — 10 mL), a cada 3 a 4 dias. O subcultivo foi realizado quando as
culturas atingiam taxa de confluéncia de 80 %, eram entdo descoladas da superficie do
frasco utilizando tripsina a 0,05 % contendo 0,53 mM EDTA (GIBCO, Life
Technologies) e semeadas na concentracdo 2 x 108 células para um novo frasco de 75

cm?.
4.1.2 Estimulos utilizados nos estudo

4.1.2.1 Lipopolissacarideo(LPS) de Escherichia coli

O lipopolissacarideo (LPS) utilizado neste estudo foi o extraido da Escherichia
coli, adquirido junto a Sigma-Aldrich codigo 2880 (St. Louis, Missouri, EUA). O LPS é
um componente constitutivo bacteriano que causa resposta inflamatdria quando em
contato com células de outras origens, desencadeando a producao de 6xido nitrico (NO)
e regulando a expressao da enzima Oxido nitrico sintetase induzivel (iNOS)
principalmente pelas vias de sinalizacdo MAPKSs e NFkB (MANCINO & LAWRENCE,
2010). O LPS foi diluido em agua ultra pura e utilizado na concentracdo de 1 pg/mL de

meio de cultura.

4.1.2.2 Gliadina intacta e peptideos de gliadina

A gliadina utilizada no presente estudo foi adquirida junto a Sigma-Aldrich
com codigo G5004 (St. Louis, Missouri, EUA), certificada e com grau de pureza
superior a 95 %. Uma vez que a gliadina é soltvel em alcool, 1 g de gliadina foi
ressuspendida em 50 mL de etanol 60 % e aquecida por 8 horas a 37 °C e submetida a
agitacdo mecanica até completa diluicdo, resultando em uma concentracdo de 20
mg/mL. Dessa solugéo foi transferido 2 mL para um novo tubo e diluido em 4 mL de

etanol 60 % e, ao fim, foram adicionados mais 4 ml de PBS 1 X, para a obtencéo de
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uma solucdo com concentracdo de 4 mg/mL. Dessa solucdo foi retirado 1 mL e
adicionado a 4 mL de PBS 1x (solucdo de uso).

Os peptideos derivados do fragmento 33-mer a-9-gliadina foram selecionados
a partir dos artigos publicados por Salky e colaboradores (SALKY et al., 2006) e
Rauhavirta e colaboradores (RAUHAVIRTA et al., 2011) e estdo divididos em: ndo-
desamidados (P56-88; P57-68; P69-82; P31-43) e desamidados (P57-68Ees e P69-
82E72), conforme Tabela 1. As sequéncias dos peptideos foram sintetizadas por
GeneScript (Piscataway, USA) que, de acordo com metodologia propria, que confirmou
a identidade de cada peptideo por espectrometria de massa, 0 grau de pureza > 95 %
para cada peptideo empregando reverse-phase High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). Ap6s obtencdo dos peptideos, os mesmos foram diluidos em
agua ultrapura, ph 7.0, conforme orientacdo do fabricante, para uma concentracédo final
de 25 uM ou 0,5 mg/mL de meio de cultura empregado nos experimentos (adaptado de
RAUHAVIRTA et al., 2011).

Tabela 1 - Sequéncia dos peptideos de gliadina sintetizados

PEPTIDEO FRAGMENTO SEQUENCIA REFERENCIA

33mer a-9-gliadin (56- LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYP

P1 88) QPQLPYPQPQPF (Sakly et al., 2006)
a-9-gliadin (57-68) N- (Rauhavirta et al.,

P2 terminal QLQPFPQPQLPY 2011)

P3 “’9'9"?;'2“?;'82) c- PQPQLPYPQPQLPY (Sakly et al., 2006)
a-9-gliadin (31-43) C- (Rauhavirta et al.,

P4 terminal LGQQRPFPPQQPY 2011)
a-9-gliadin (57-68Egs) (Raubhavirta et al.,

PS N-terminal Desamidado QLQPFPQPELPY 2011)

P6 0-9-gliadin (69-82E2) PQPELPYPQPQLPY (Sakly et al., 2006)

C-terminal Desamidado

4.1.3 Ensaio de viabilidade celular

Para avaliar a citotoxicidade das solucGes de LPS, gliadina e seus peptideos, nas
andlises in vitro, foi utilizado o método colorimétrico de captacdo do corante Tetrazélio
WST-8. Este ensaio consiste na capacidade da enzima mitocondrial desidrogenase
succinica, presente somente em células viaveis, em clivar o sal monossddico de
tetraz6lio WST-8 [2-(2-metoxi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-dissulfofenil) 2H-

tetrazolio]. Esta clivagem resulta na producédo de cristais de formazan violeta presentes
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nas membranas celulares. O numero de células viaveis € quantificado
proporcionalmente a quantidade de formazan medida por espectrofotometria
(JAFARAIN et al., 2014).

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 concentracao de 1 x
10° células por pogo em placas de cultura de 96 pogos, contendo 200 pL 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 solugdes de LPS, gliadina e seus peptideos
(P1 a P6) nas concentracOes avaliadas, totalizando um volume total de 200 uL por poco.
Todas as amostras foram testadas em triplicata técnica.

Apds a adicdo dos estimulos, as culturas celulares foram homogeneizadas e a
placa foi novamente incubada nas mesmas condi¢cdes descritas para o0 crescimento
celular. Apds 24h, o meio foi descartado e foi acrescentado em cada pogo 100 pL de
meio DMEM incolor suplementado com 5% de SFB, em seguida, foi adicionado 10 uL.
de WST-8 em cada poco. Como referéncia de controle positivo de crescimento celular
foram utilizados pocos em que as células ndo foram submetidas a qualquer tratamento
especifico. Para o controle de morte celular foram avaliados os pocos em que as células
receberam tratamento com solucdo DMSO a 95 % e etanol a 0,72 %. Por fim, 0 poco
considerado branco de reagente continha apenas meio DMEM incolor em pogos sem
celulas.

Para a obtencdo da viabilidade celular foi calculada a diferenca entre o valor da
leitura das células do tratamento em avaliacdo pelo valor da leitura dos pocos que ndo
possuiam células (branco). Este resultado foi multiplicado por 100 e dividido pela
diferenca da leitura das células que ndo receberam tratamento pela leitura do branco. O
produto obtido foi apresentado em porcentagem e definido como viabilidade celular. A
formula aplicada nas celulas da planilha eletronica para obtencao deste resultado foi:

(absorbancia da amostra - absorbancia do branco) X 100

Viabilidade celular=
(absorbancia das células ndo 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
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concentragdes dos estimulos e adicionado o reagente WST-8. Ap6s 6 horas de
incubacdo com o WST-8, foi medida a absorbancia das amostras em espectrofotdmetro

empregando comprimento de onda de 450 nm.

4.1.4 Ensaio de otimizacao da reacdo de g-PCR

A utilizacdo do SYBR Green demanda cuidadosa otimizacdo do protocolo de
reacdo de q-PCR para determinar o desempenho da reacdo a fim de permitir serem
comparada com outras diferentes reagdes e condic¢des de tratamentos. Para uma rigorosa
avaliacdo diversos fatores sdo levados em consideracdo e somados para se obter maior
precisdo e confianca nos resultados.

Para confirmar a especificidade da reacdo por SYBR, € preciso analisar a curva
de melting e a concentracdo ideal de primers utilizados. Para cumprir este requisito foi
realizado a padronizagdo por matriz dos primers, ou titulacdo. Nesse experimento a
matriz de primers forward e reverse combinaram trés concentracdes diferentes para
cada primer (300 uM, 600 uM e 900 uM) totalizando, nove diferentes combinacdes de
concentragdes dos primers forward e reverse (300/300, 300/600, 300/900, 600/300,
600/600, 600/900, 900/300, 900/600 e, 900/900 nM) A quantidade de primers presente
na reacdo € importante para determinar se o0s reagentes contidos sdo usados
uniformemente para que ndo falte e nem sobre reagentes, o que poderia gerar padrbes
inespecificos de leitura.

A concentracdo ideal é aquela que apresenta um maior rendimento, ou seja,
menor valor de threshold cycle (Ct) e maior ARN (LIVAK et al., 2001). Ainda com a
titulacdo, € possivel identificar a presenca ou ndo de dimeros de primers e a
especificidade da reacdo, apresentando uma Unica curva de melting. Na curva de melting
é analisada a fluorescéncia das amostras em relacdo ao aumento de temperatura que
permite a dissociacdo da fita dupla gerando uma temperatura de melting (Tm) onde cada
amplicon possui apenas um Tm especifico. Se a reagdo apresentar mais de um Tm €
considerada inespecifica.

Os ensaios de concentracdo e de eficiéncia dos primers foram realizados em
placas de 96 pocos utilizando SYBR Green Maxima SYBR Green/Rox g-PCR mastermix

(Thermo scientific, USA). A deteccdo da amplificacdo da fluorescéncia da molécula
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SYBR Green foi feita pelo sistema StepOne® Real-Time PCR System (Applied
BioSystems — Life Technologies™, Carlsbad, USA).

Para a validagdo do método 224t de quantificacio relativa é necessario
realizar o Ensaio de Eficiéncia da reacdo que garante que os resultados gerados serdo
precisos e confidveis quando comparados entre si. A eficiéncia de amplificacdo é
expressa em porcentagem gerada a partir da amplificacdo de uma diluicdo seriada de
cDNA para geracdo de curva de dissociacdo e padrdo. Para esse experimento foi
necessario preparar grandes quantidade de cDNA de uma mesma amostra para ser
diluida de forma seriada iniciando em 1:2 em 6 pontos de diluicdo, com concentracdes
de 100 ng, 50 ng, 25 ng, 12,5 ng, 6,25 ng e 3,125 ng por reacao de q-PCR.

Se um amplicon dobra em quantidade durante a fase geométrica de
amplificacdo, entdo a eficiéncia dessa reacdo 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 amplificacdo (log? 10 = 3.3219). Para um experimento de quantificacio
relativa ser valido, a eficiéncia de amplificacdo do gene alvo deve apresentar valores de
eficiéncia entre 90 e 110 % para ser eficiente na comparacdo entre valores e dizer o
qguanto um valor vai quantificar outro valor, conferindo uma boa confianca na
correlacdo de dois valores (LIVAK et al., 2001).

4.2 Fase analitica Il

Na fase analitica Il, depois de estabelecido os parametros de cultura de célula,
concentracdo dos reagentes e otimizacdo do ensaio de g-PCR, foram realizados os
experimentos de interacdo da cultura de células Caco-2 com os estimulos pretendidos

por este trabalho, além de todas as reacdes de qPCR.

4.2.1 Desenho experimental

Para o presente estudo, 5 x 10° células foram transferidas para placas de cultura
contendo 6 pogos de 962 mm? cada, com 3 mL de meio DMEM completo 20 % de soro
bovino fetal e mantidas em cultura até atingir 80 % de confluéncia aproximadamente,
com trocas regulares de meio. Atingida a confluéncia, foi entdo realizada troca para
meio DMEM completo com 5 % de soro bovino fetal, para controlar a taxa de

crescimento celular, em seguida, as células foram mantidas em cultura na estufa a 37 °C
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com 5 % de COz e 95 % de umidade por mais 24 horas. Apds este periodo a cultura
estava pronta para as condi¢des experimentais descritas a seguir.

Para avaliar o efeito da interacdo da gliadina e dos peptideos em células Caco-
2, dois experimentos idénticos e independentes (replicata bioldgica) foram realizados. O
tempo entre os experimentos foi de aproximadamente um més. Para cada experimento 5

x 10° células por pogo foram cultivadas em 9 grupos distintos, sendo eles:

Tabela 2- Grupos experimentais e seus respectivos estimulos.

Grupo Estimulo

[EEN

N&o Tratado (NT) — sem estimulo

Estimulado com com 1 pg/uL de LPS

Estimulado com 80 pg/mL de gliadina

Estimulados com 25 uM de P1 (p56-88)

Estimulados com 25 uM de Peptideo P2 (p57-68)

Estimulados com 25 pM de Peptideo P3 (p69-82)

Estimulados com 25 uM de Peptideo P4 (p31-49)

Estimulados com 25 uM de Peptideo P5 (p57-68Ess)

O N|O|OID|wWiN

Estimulados com 25 uM de Peptideo P6 (p69-82E7>)

Cada grupo foi cultivado em triplicada, sendo uma triplicata para cada tempo
de 6, 24 e 48 horas. Ao final de cada tempo os 3 mL de sobrenadante de cada pogo de
culturas foram coletados, identificados e mantidos a - 20 °C para posterior dosagem de
oxido nitrico e citocinas. Em seguida foi adicionado ao poco 1 mL de Trizol (Ambion,
Life Technologies) para lise das células até que todas se descolassem do frasco. O lisado
foi transferido para um microtubo de 2 mL identificados e guardados a - 20 °C para
posteriormente seguir com o protocolo de extracdo e purificacdo de RNA, como

representado na figura 7.
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Oxido Nitrico « . 3
doN Extracao RNA
Citocinas o

Figura 7 - Delineamento experimental da interacdo dos peptideos de gliadina em células Caco-2
NT (n&o tratado), LPS (lipopolissacarideo), GLI (gliadina), P1-P6 (peptideos de 1 a 6)

4.2.1.1 Extracao e purificacdo de RNA

Para a extracdo e purificagdo de RNA, foi utilizado o Kit Direct-zolITM RNA
Miniprep (R2051, Zymo Research, USA) seguindo as seguintes recomendacdes do
fabricante. Apds descongelar o microtubo contendo 1 mL de trizol com o lisado de
células, foi adicionado 1 mL de etanol 95 %. O contetdo foi homogeneizado e agitado
vigorosamente por 15 segundos e transferido para a coluna de silica para centrifugacao
a 11.000 g por 1 minuto. Apds centrifugacdo, o filtrado foi coletado e descartado. Nessa
etapa foi adicionada a coluna 400 pL da solugdo de lavagem (RNA wash buffer) e uma
nova centrifugacéo foi realizada a 12.000 g por 1 minuto. A coluna foi entdo transferida
para novo tubo para dar inicio a purificacdo do RNA.

Para o processo de purificacdo do RNA foi adicionado & coluna 80 pL de
DNAse, entdo o tubo e coluna foram incubados a 37 °C por 15 minutos e ap6s esse
tempo o tubo foi centrifugado a 12.000 g por 30 segundos. No passo seguinte, foi
adicionado a coluna 400 pL de solucéo pré-lavagem (RNA pre-wash buffer) e realizou-
se uma nova centrifugacdo a 12.000 g por 1 minuto. O filtrado foi ent&o descartado e

repetiu-se esse passo novamente, para entdo ser adicionado a coluna 700 pL de solugdo
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de lavagem (RNA wash buffer) e nova centrifugacdo a 12.000 g por 2 minutos. O
filtrado foi descartado e em seguida centrifugou-se a coluna vazia na mesma velocidade
e tempo. A coluna vazia foi transferida para novo microtubo livre de RNAse e recebeu a
adicdo de 20 uL de &gua ultra pura diretamente sobre a coluna de silica (Invitrogen, Life
technologies). Para a liberagdo do RNA purificado da coluna de silica, uma nova
centrifugacdo a 14.000 g por 2 minutos foi realizada. O filtrado contendo RNA foi
coletado do fundo do tubo e transferido para novo tubo de 1,5 mL livre de DNAses e
RNAses devidamente identificado para verificar pureza, integridade e quantificacdo do
RNA.

A guantificacdo do RNA extraido foi determinada através de espectrofotdmetro
NanoVue™ (GE, Heathcare life sciences), que utiliza a leitura espectrofotométrica nas
densidades opticas (D.O.) 260 e 280 nm. Quando a razdo dessas densidades Opticas
(A260/A280) foi superior a 1.9, o grau de pureza do RNA foi considerado adequado
para a realizacdo das analises posteriores. Depois de quantificado o RNA total foi

estocado a - 80 °C para posteriormente realizar a sintese do cDNA.

4.2.1.2 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada utilizando o Kit Highcapacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, USA) e as recomendacfes do fabricante
seguidas na integra. Nas amostras, quantidades iguais de RNA (2 pg) foram submetidas
a transcricdo reversa (RT). Uma vez sintetizado, a quantidade de RNA colocado na
reacao igual a quantidade de cDNA obtida apds a reacdo. Para a sintese do cDNA, foi
preparado mix contendo em cada reacdo: 10 pL de RT Buffer 2x; 1 puL de enzima 20x;
até 9 uL de RNA e &gua nuclease-free g.s.p. A reacdo foi incubada em termociclador
configurado a 37 °C por 1 hora seguida de aquecimento a 95 °C por 5 minutos e
posterior espera a 4 °C, apds esse periodo o cDNA estava pronto para ser usado em Q-
PCR ou estocado a -20 °C.

4.2.2 Definicdo dos genes de interesse para o estudo

Para analise da expressao génica, foram escolhidos genes baseados em estudos

de Genome wide association (GWAS) relacionados a Doenca Celiaca. Os transcritos
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dos genes selecionados exercem funcGes celulares diversas, entre elas a adesao celular e
resposta imune e inflamatoéria na DC. Séo eles: I1L-15; IL-15RA; IL-1; IL-1RA; IL-6; IL-
8; INOS; NFkB; TLR-2; TLR-4; Zonulina; Ocludina e, como controle enddgeno,
GAPDH (VAN HEEL, et al.,, 2007; HUNT, et al., 2008; DUBOIS, et al., 2010,
TRINKA 2011; WANG 2013). A Tabela 4, contém especificado a identidade dos genes

e as sequéncias do primers forward (F) e reverse (R) de cada gene.

Tabela 3 - Conjuntos dos genes escolhidos, identidade e sequéncia dos pares de primers
usados por g-PCR

Gene/Id Identidade Funcéo Primers

. Permeabilidade F:5 GAATGATGGTTGGTATGGTGCG3’
Zonulina XM_006725560.1 celular R:5 TCAGAAGTGTGTCTACTGTCCG3”

F:5 ATGAGACAGACTACACAACTGG3
R: 5 TTGTATTCATCAGCAGCAGC 3’

Ocludina XM_006726213.1 Permeabilidade

celular

Citocina F: 5 ATTCGTTCTGAAGAGGTGAGTG 3';
IL-6 NM_000600 inflamatéria R: 5 CCTTCCCTGCCCCAGTA 3

Citocina F: 5CATCTTCACTGATTCTTGGATACC 3';
IL-8 NM_000584.3 inflamatéria R: 5 TGTCTGGACCCCAAGGAA 3

Citocina F: 5 AGCCCTGCACTGAAACAG 3’;
IL-15 NR_037840 inflamatéria R: 5CCACATTTGAGAAGTATTTCCATCC 3

Citocina F: 5 TTCCAAGTCTTCATCTCTGCTG 3';
IL-15RA NM_001243539 inflamatéria R: 5"CTGGCATGCTACCTCAAGT 3

Citocina F: 5 AGTTCTTAGTGCCGTGAGTTT C3’;
IL-1 NM_000575 inflamatéria R: 5" GTGACTGCCCAAGATGAAGA 3

Citocina F: 5CACTGTTTTTCCAAGACCTCA3’;
IL-IRA  NM_000877 inflamatéria R: 5 TTCCTGCTATGATTTTCTCCCA 3

i i F: 5’ATGACCCCCAAGACCCA 3";
TLR-2  NM_003264 Citocina

inflamatéria R: 5CCATTGCTCTTTCACTGCTTTC 3
Receptor de F: 5ACCCCATTAATTCCAGACACA 3’
TLR-4 NM 003266 membrana R: 5 GAGTATACATTGCTGTTTCCTGTTG3’

Monomero de NFKB  F: 5 AAACACTGTGAGGATGGGATCTG 3;

NFkB1 XM _006714229.1 R: 5"CGAAGCCGACCACCATGT 3

Estresse oxidativo F: 5 CCTACGAGGCGAAGAAGGACAG 3;

iNOS NM_000625 R: 5CAGTTTGAGAGAGGAGGCTCCG 3

Controle end6geno F: 5 TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG 37,

GAPDH NM_002046 R: 5"ACATCGCTCAGACACCATG 3

Gene forward (F) e reverse (R)

4.2.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa em Tempo-Real (g-PCR)

Os ensaios de amplificacdo foram realizados em placas de 96 pogos e reacéo
utilizando SYBR Green Maxima SYBR Green/Rox g-PCR mastermix (Thermo scientific,

USA) que contém molécula fluorescente que se intercala em a fita dupla de cDNA. A
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deteccdo da expressdo génica por g-PCR foi feita pelo sistema StepOne® Real-Time
PCR System (Applied BioSystems — Life Technologies™, Carlsbad, USA) que detecta
em cada ciclo de amplificacdo a fluorescéncia da molécula SYBR Green.

Para a reagdo de q-PCR foi utilizado 10 pL de SYBR Master Mix (2x); 2 pL de
primer foward; 2 pL de primer reverse; 2 uL de cDNA (30 ng/reacdo) e quantidade
suficiente de agua ultrapura (Invitrogen, Life techologies) para completar 20 pL de
reacdo. A amplificacdo constituiu de estagio a 95 °C por 10 minutos para ativacdo da
enzima, seguidos de 40 ciclos de aquecimento a 95 °C por 15 seg, 60 °C por 1 min e 72
°C por 30 segundos. As reacdes foram realizadas em triplicata para cada amostra e 0
gene GAPDH foi usado como controle em todos 0s ensaios. Os valores estabelecidos do
Base line e threshold foram determinados a partir dos valores fixados nos ensaios de
eficiéncias para cada gene. Uma vez corrido o experimento, o aparelho ir&4 produzir um
valor de Ct para cada replicata técnica (séo trés replicatas por amostra), dessa forma é

preciso calcular a média e o desvio padréo (Sd -Standand Deviation) dos Cts, entdo:

ACt = (média CtTratamento — média CtTratamento gee endbgeno)Xtempo

Sd = /Sd Alvo? + Sd Endbégeno?

A normalizacdo da quantificacdo relativa se deu pelo método 2-AACtSd)  de

Livak e colaboradores, 2001, onde:

AACt = (ACtTratamento — ACtNT Alvo) Xtempo

Para calcular a quantificacdo relativa dos genes pelo método 244¢t | foi
utilizado DataAssist™ v3.01.

4.2.4 Dosagem de Oxido Nitrico

O Oxido Nitrico (NO) decompde-se em nitritos (NO2) e nitratos (NO3") no
meio de cultura e a producdo de NO2 pelas celulas pode ser dosada por ensaio

colorimétrico baseado na reacdo de Griess®. Para esse teste foram preparadas duas
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solugdes: N-1-naphthyl etilenodiamina hidrocloreto (NEED) 0,2 % em agua e
Sulfanilamida 2 % em HsPOs 5 %, que quando misturadas em proporcdes v/v para
serem utilizadas no ensaio formam o reagente de Griess® (DE STEFANO et al., 2007).
Para a dosagem do NO foi preparada curva de calibracdo com uma dilui¢éo seriada de
Nitrito de Sodio nas seguintes concentracfes: 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25
UM, 3,13 uM e 1,56 uM. Primeiramente 100 L de cada solucdo da curva de nitrito de
sodio foi pipetada em triplicada em placa de 96 pocos seguidas da pipetagem, também
em triplicata, de 100 pL dos sobrenadantes de cada grupo do experimento. Para o
controle negativo, foram separados po¢os contendo apenas meio DMEM com 5 % de
SFB, sem amostra. Para a dosagem do NO, foram adicionados a cada pogo 100 puL do
reagente de Griess®. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro empregando filtro de
450 nm e os resultados foram expressos em umol/L de NO>" comparando a densidade
optica (DO) obtida com a DO da curva padrdo de NO2™ construida através de regressdo

linear.

4.2.5 Dosagem das Citocinas

Uma vez coletado o sobrenadante de cada estimulo nos respectivos tempos de
6, 24 e 48 horas, os mesmos foram congelados a -20 °C. Para a dosagem das citocinas
o0s sobrenadantes foram descongelados a 8 °C e mantidos a temperatura ambiente por 30
minutos antes de iniciar com cada um dos protocolos de dosagens das citocinas.

Os Kits utilizados foram obtidos da IBL International GMHB™ (Hamburg,
Alemanha) para fins de pesquisa. Os Kits testados foram: Interleukin-21 (IL-21
REF:BE53211); Interleukin-2 (IL-2 REF:BE53021), Interleukin-6 high sensitivity (IL-6
REF:BE58061), Interleukin-8 (IL-8 REF:BE53081) e TNF-alpha (TNFa
REF:BE55001). Todas as dosagens foram feitas no sistema automatizado Best-2000®,
da INOVA Diagnostics Inc. (San Diego, CA, Estados Unidos).

Como pode ser observado na figura 8, a dosagem das citocinas, de um modo
geral, compartilham do mesmo principio Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA), seguindo as recomendagdes do fabricante, com algumas particularidades
especificas para cada citocina como por exemplo, diferentes tempos de incubacéo.
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Figura 8 - llustracéo do ensaio de ELISA para as citocinas dosadas

A placa para deteccdo da citocina marcada com anticorpos policlonais anti-1gG
e/ou anti-IgA aderidos a sua superficie interna inferior do poco foi bloqueada com uma
formulacdo prépria de proteinas, para evitar reacdes inespecificas (Figura 8a).
Inicialmente, o sobrenadante da amostra diluida 1:2 foi adicionada ao po¢o juntamente
com o conjugado e incubado para promover forte ligacdo entre a citocina da amostra e 0
anticorpo marcado do poco e o conjugado que se liga ao anticorpo anti-citocina
capturado pelo anticorpo do poco (Figura 8b).

Depois de incubado, o poco é lavado e é adicionado a enzima estreptavidina
conjugada com peroxidase de rabano (estreptavidina-HRP) que se ligou ao primeiro
complexo formado na primeira incubacdo e, novamente, a placa foi incubada e lavada
(Figura 8c). Para a terceira incubagéo, foi adicionado substrato da enzima que reage
com HRP (Figura 8d) e durante incubagcdo o meio produzira coloragdo proporcional a

quantidade de citocina presente na amostra (Figura 8e). A reacdo foi finalizada
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medindo-se a absorbancia a 450 nm e foi entdo determinada a concentracdo da citocina

presente no meio em comparacéo a curva padrdo de calibradores para cada citocina.

4.2.6 Andlise Estatistica

Para todos os testes estatisticos foi utilizado o software GraphPad Prism
version 7.00 para Windows ( La Jolla, Califérnia, Estados Unidos).

O teste ANOVA de uma via foi aplicado para visualizar a variacdo da
expressdo génica nas células desafiadas para cada um dos grupos nos trés tempos
abordados. O teste ANOVA de duas vias com pos-teste de Bonferroni foi utilizado em
cada grupo para determinar se o tempo de interacdo com peptideo influenciava ou nédo
na expressdo do fold-change ou dos niveis de citocinas quando comparada ao grupo
N&o Tratado (NT). Para visualizar a diferenca para cada interacdo avaliada, foram
construidas figuras em funcdo do tempo com a média e desvio padrdo para cada valor

observado.
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5 RESULTADOS

5.1 Resultados da Fase Analitica |

5.1.1 Selecdo da Concentracdo Celular

Neste estudo o primeiro experimento realizado foi a padronizagédo da quantidade
de células a serem utilizadas para obter o melhor desempenho dos ensaios que seriam
realizados posteriormente. Inicialmente foram selecionadas duas concentragdes
celulares para avaliar o desempenho das células Caco-2. As quantidades definidas
inicialmente foram: 5 x 10%e 5 x 108 por pogo de placa de cultura de 6 pogos.

Para o primeiro experimento cada uma das quantidades de células Caco-2 foram
transferidas para pogos de placa de cultura de 6 pocos. Apos atingirem confluéncia de
aproximadamente 80 % foram expostas aos estimulos LPS 1 pg/mL e gliadina 80
pg/mL por 6 horas, 24 horas e 48 horas. Apos receberem estes estimulos foi realizada a
dosagem de 6xido nitrico.

Os resultados apresentados na figura 9 demonstraram que as células na
concentragio de 5 x 10° responderam de maneira mais fidedigna aos estimulos. As
células em concentraco de 5 x 10° cresceram acima das taxas de confluéncia normais
(verificado em microscopia), ao ponto de desprenderem-se dos po¢os, 0 que originaram
concentracOes elevadas de 6xido nitrico, ou a impossibilidade de afericdo da resposta
nos tempos de 48 h.

Os niveis de 6xido nitrico produzidos pelas células na concentragdo 5 x 10° apds
receberem estimulos de LPS (1 pg/mL) e gliadina (80 pg/mL), revelaram que a gliadina
apresenta comportamento inflamatério semelhante ao produzido pelo LPS durante a
cinética de tempo.
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Figura 9 — Padronizacdo da quantidade de células Caco-2
Dosagem de 6xido nitrico em sobrenadante de cultura de células Caco-2 nas concentragGes
celulares de 5 x 10°e 5 x 10° nos tempos de 6 h, 24 h e 48 h, apds estimulo com LPS e gliadina

5.1.2 Ensaio para a Selecdo da Concentracdo de LPS e gliadina

Apos estabelecida a quantidade de 5 a 10° células Caco-2 por pogo a ser
utilizada, foi preciso certificar que a concentracdo de LPS néo influenciaria na producéo
de Oxido nitrico pelas células e, que a reacdo ndo seria dose-dependente. Para esta
finalidade, foram testadas concentra¢des de 1 pg/mL, 2 pg/mL e 3 pug/mL por mL de
meio de cultura.

Na figura 10 observamos que o LPS na concentracdo de 1 pg/mL de meio foi
mais eficiente em causar aumento relevante na dosagem de 6xido nitrico nos tempos
avaliados sendo, desta forma, a concentracdo escolhida para 0s experimentos
posteriores. Entretanto, quando empregamos o dobro ou o triplo da concentracdo de
LPS, observamos uma redugdo progressiva nos niveis de 6xido nitrico produzido ao
longo da cinética de tempo do estudo, o que demonstra que o estimulo ndo é dose

dependente na inducédo de inflamacao ou do aumento de 6xido nitrico.
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Figura 10 — Teste para estabelecer a concentracao de LPS
Dosagem de Oxido Nitrico (NO) em células Caco-2 na concentracdo 5 x 10°estimuladas com 1
pg/mL, 2 pg/mL e 3 pg/mL de LPS nos tempos de 6, 24 e 48 horas

O mesmo ensaio foi realizado para avaliar qual seria a melhor concentracédo de
gliadina a ser utilizada. Inicialmente foram escolhidas as concentracdes de 80 pg/mL,
120 pg/mL e 160 pg/mL de gliadina. O ensaio demonstrou que a gliadina em
concentracdo de 80 pug/mL foi a mais efetiva na producdo de éxido nitrico nos tempos
avaliados, sendo esta a concentracdo utilizada para os experimentos posteriores (Figura
11).
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Figura 11 — teste para estabelecer a concentracéo de gliadina
Dosagem de NO em células Caco-2 na concentragdo 5 x 10° estimuladas com 80 pg/mL, 120
pug/mL e 160 pg/mL de gliadina (GLI) nos tempos de 6, 24 e 48 horas
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5.1.3 Ensaio de Viabilidade Celular

Com o objetivo de avaliar a existéncia de interacdo quimica entre os reagentes
utilizados neste estudo e o reagente WST-8, foi realizado ensaio sem células apenas na
presenca do reagente WST-8 com meio DMEM puro (branco), com meio DMEM com
gliadina e com meio DMEM com LPS, nas concentracGes previamente estabelecidas
dos estimulos.

Na figura 12 observamos que 0S meios expostos aos reagentes apresentaram
densidade oOptica (DOaso) similar a observada no valor do branco. Por esta razéo, foi
possivel inferir que ndo houve interacdo quimica relevante entre 0s reagentes ao ponto

de se gerar uma resposta inespecifica.
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Figura 12 — Interacdo quimica entre reagentes
Teste de interagdo quimica entre os reagentes com WST-8 por 48 horas. Branco = WST-8 +
DMEM. GLI = WST-8 + gliadina. LPS = WST-8 + LPS

Apbs o ensaio de interacdo quimica entre os estimulos em meio DMEM e o
reagente WST-8, avaliamos se houve interacdo dos estimulos nas concentracdes
empregadas no estudo sobre a viabilidade das células Caco-2. Na figura 13 a viabilidade
celular na presenca dos estimulos ndo foi afetada, sendo proxima a 100 % para todos 0s

estimulos empregados e ndo provocando toxicidade as células.
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Figura 13 — Viabilidade celular
Teste de viabilidade celular pelo método WST-8 ap6s interagdo entre células Caco-2 na
concentracdo 5 x 10° por 48 h na presenca de LPS (1 pg/mL) e gliadina (80 pug/mL)

5.1.4 Otimizacao do ensaio de g-PCR

Para padronizagdo das concentracdes dos primers e forward, nove diferentes
combinagcbes de concentracdes foram testadas. Foram verificadas apenas uma
temperatura de melting (Tm) para cada conjunto de primers, e ndo foi detectada
presenca de dimeros de primers. Dessa forma, a reacdo foi considerada especifica para
cada conjunto de primers.

Os ensaios de otimizacdo da reacdo de gPCR geraram valores fixos de
concentracdo de primers, quantidade de cDNA e valores determinados de Cycle
treshold (Ct) e Temperature melting (Tm) correspondentes aos fixados nas eficiéncias
que atingiram valores entre 90 % e 110 %, cujas curvas foram calculadas a partir de
Slope e R2. A partir desses resultados, pode-se seguir com as reagdes de qPCR por

SYBR Green agora padronizadas.
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Tabela 4 - Otimizagdo dos primers empregados na reacio de g-PCR

Gene nM Ct Tm (°C)  Slope R2 Eficiéncia (%)
Zonulina 300/300 4,22 80,32 -3,35 0,99 98
Ocludina 300/300 2,51 86,74 -3,38 0,99 97
IL-6 600/600 4,42 80,05 -3,25 0,99 103
IL-8 300/300 1,70 76,00 -3,29 0,99 99
IL-15 300/300 3,91 76,48 -3,18 0,99 106
IL-15RA 300/300 2,03 83,33 -3,53 0,99 91
IL-1 300/300 1,90 79,79 -3,34 0,97 98
IL-1RA 300/300 1,39 92,71 -3,52 0,99 92
TLR-2 600/600 4,11 78,71 -3,28 0,99 101
TLR-4 600/600 1,77 76,02 -3,56 0,98 90
NFkB 300/300 2,48 78,72 -3,35 0,99 98
iNOS 300/300 2,88 84,53 -3,40 0,99 96
GAPDH 300/300 2,5 81,00 -3,35 0,99 98

Para que o amplicon dobre de quantidade a cada ciclo, a eficiéncia da reacdo precisa estar entre 90 % e
110 %, os valores de slope entre -3,1 e -3,6 e os valores de R? devem estar o mais préximo possivel de 1

5.2 Resultados da Fase Analitica Il

5.2.1 Analise do fold-change (log?) obtido por g-PCR

No presente estudo, para todos os testes estatisticos utilizados, os valores
lineares expressos de fold-change gerados pelo programa DataAssist™ (Life
Technologies Corporation, Estados Unidos) foram convertidos em valores logaritmicos
de base 2 (log?), o que significa que no eixo das ordenadas, os valores positivos
representam 0s genes superexpressos, onde o valor de 1 fold-change em log?
corresponde a 2 fold-change em valores lineares, que representam o quanto mais
expressos este gene esta em relacdo ao grupo néo tratado, o valor de 2 fold-change em
log?> corresponde a 4 fold-change em valores lineares mais expressos e assim
sucessivamente. O teste estatistico ANOVA de duas vias seguido de pods-teste
Bonferoni foi aplicado nos valores em log? do fold-change.

Ap0s a interacdo das celulas Caco-2 e realizado o ensaio de q-PCR para todos 0s
genes do estudo foi determinado o Cycle treshould (Ct) de cada gene individualmente,
que foram inicialmente avaliados quanto & presenca de amplificacdo antes de serem
normalizados em relacdo ao grupo NT. Para a realizagdo dessa analise, a média dos

valores de Ct obtidos no ensaio de g-PCR para cada gene, sem excluir outliers foram
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plotados em um grafico do tipo box-plot (Figura 14). De maneira geral, os resultados
demonstram que houve amplificacdo para todos os genes estudados e que os Cts obtidos

puderam ser normalizados apds esta anélise.
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Figura 14 - Variagdo dos valores de Ct dos genes antes de normalizados

Cada elemento individualmente representa a média de 50 % dos valores de Ct. A linha
horizontal e o ponto preto contém a mediana e a média dos valores de Ct, respectivamente. As
extremidades das linhas verticais (vermelhas) indicam os valores de Ct minimos e maximos
obtidos em todas as reac@es. Os pontos fora das linhas verticais sdo considerados outliers

Para visualizar a distribuicdo dos valores de fold-change (log?) para todas as
interacdes nos tempos de 6, 24 e 48 horas, depois de normalizados com o grupo NT, o
teste ANOVA de uma via foi aplicado para determinar se a variagcdo de fold-change
(log2) obtido para cada estimulo era diferentemente expresso ao longo do tempo quando
comparado a média do grupo néo tratado.

De todas as interagdes entre gliadina ou seus peptideos e LPS com as células
Caco-2, foram consideradas diferentemente expressas somente aquelas que
apresentaram uma diferenca maior que 1 fold-change (log?) para mais ou para menos,
ou seja, duas vezes mais expressos ou menos expressos, e valores ajustados de p < 0,05
em relacdo ao grupo néo tratado. Das 288 interacdes (8 grupos x 3 tempos X 12 genes)

163 foram entdo consideradas diferentemente expressas quando comparadas com do
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grupo ndo tratado. Dessas, 150 foram consideradas superexpressas (valores positivos) e
13 subexpressas (valores negativos) (tabela 5).

De forma muito clara, é possivel observar que a resposta as interagdes
propostas por este estudo foram tempo dependente. Ao final das 48h de estimulo
observamos que 0 nimero de interacdes significativas superexpressas S0 maiores que

as observadas no tempo inicial, depois de normalizadas com o grupo nao tratado.

Tabela 5- Distribuicdo dos fold-change (log?) dos genes superexpressos e subexpressos ao
longo do tempo

6 horas 24 horas 48 horas Total

Superexpressos 22 60 68 150
Subexpressos 10 2 1 13

Para analisar a expressdo génica para cada peptideo de gliadina testado, foi
gerado figuras mostrando o valor do fold-change (log?) (expresso como média e desvio
padrdo) ao longo dos tempos de 6, 24 e 48 horas de exposi¢cdo ao peptideo. Os
resultados descritivos dos testes estatisticos podem ser observados a seguir.

5.2.1.1 Andlise da expressdo génica apés estimulo com gliadina e LPS

Uma vez que o LPS é considerado um bom controle positivo para gerar uma
resposta inflamatéria ndo especifica, foi comparado o fold-change (log?) gerado pelo
LPS e pela gliadina a fim de observar se a resposta inflamatéria da gliadina poderia ser
td0 representativa quanto do LPS. A figura 15 ilustra a diferenca de fold-change (log?)
dos transcritos génicos de IL-15, IL-15RA, IL-1, IL-1RA, IL-6 e IL-8 observada apés
estimulo com LPS e gliadina nos tempos de 6, 24 e 48 horas quando comparado ao
grupo ndo tratado (NT).

Na figura 15a, nos valores de fold-change (log?) dos transcritos de IL-15
observa-se que os estimulos de LPS e gliadina apresentaram, respectivamente,
resultados em fold-change log? de 1,96 e 1,97, que correspondem a valores lineares
numéricos de expressdo de transcritos génicos de 2,93 e 2,94, e representam 0 numero
de vezes mais expressos que 0 NT com 24 horas de estimulo, e de 3,62 e 3,15 em log?

que correspondem a valores lineares de 11,35 e 7,90 de transcritos do gene, onde o0 gene
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estd mais expresso com 48h apds estimulo quando comparado a expressao do mesmo
gene no grupo NT.

Estes valores de fold-change (log?) foram estatisticamente significativos nos
tempos de 24 horas (p < 0,0001) e 48 horas (p < 0,0001) para LPS e nos tempos de 24
horas (p < 0,0001) e 48 horas (p < 0,0001) para gliadina, quando comparados ao NT. E
possivel entdo inferir que, tanto o LPS quanto a gliadina apresentaram aumento das
diferencas de fold-change (log?) ao longo do tempo em relagéo ao NT.

O mesmo ndo pode ser observado nas diferencas de fold-change (log?) dos
transcritos de IL-15RA (Figura 15b), onde nenhum dos transcritos do gene apresentou
valores de fold-change (log?) maiores que 1.

Para os transcritos de IL-1 na figura 15c, foi observado que o ndmero de
transcritos apds estimulo com LPS foram equivalentes a 1,83 (linear 2,56) e 1,77 (linear
2,40), enquanto que para gliadina os resultados obtidos foram 1,85 (linear 2,62) e 1,25
(linear 1,37) nos tempos de 24 horas e 48 horas respectivamente, que representam quéo
mais expresso 0s transcritos dos genes estdo apos estimulo com LPS em relagcdo ao ndo
tratado. Houve diferenca significativa para LPS e gliadina nos tempos de 24 e 48 horas,
apresentando valores de p < 0,0001 em ambos. Quanto a expressdo de transcritos do
gene IL-1RA (Figura 15d) ndo houve modulac&o de fold-change (log?) superior a 1.

Comparando os dados observados nos fold-change (log?) para IL-15 e IL-
15RA, IL-1 e IL-1RA, observamos comportamento semelhante. Os transcritos génicos
de IL-15 e IL-1 aumentam de expressdo em comparacdo ao ndo tratado, mas o mesmo
ndo ocorre com o0s seus receptores IL-15RA e IL-1RA, que ndo modificaram sua
expressao génica em relagdo ao NT.

As diferencas de fold-change (log?) para os transcritos de IL-6, na figura 15e,
para os tempos de 24 e 48h foram 3,70 e 4,09 (linear 12,04 e 16,12) para os estimulos
com LPS e 3,98 e 3,70 (linear 14,86 e 12,05) para os estimulos com gliadina,
respectivamente, os resultados refletem maior expressdo de transcritos do gene em
relacdo aos NT. As diferencas foram estatisticamente significativas (p < 0,0001) para
LPS e gliadina também nestes tempos. De maneira geral podemos afirmar que 0s
transcritos de IL-6 se modularam semelhantemente entre os estimulos de LPS e de
gliadina.

Para os transcritos de IL-8 (Figura 15f) houve aumento significativo de

expressdo do fold-change (log?) em relagio ao NT para os tempos de 6, 24 e 48 horas
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quando estimulados com LPS, sendo estes 1,4, 2,05 e 1,10 (linear 1,63, 3,16 e 1,15),
respectivamente, com valores de p < 0,001. Enquanto que para gliadina ndo houve
modulagéo dos transcritos do gene.

Em uma anélise preliminar, podemos sugerir que os estimulos de LPS e
gliadina modularam a expressao dos transcritos de IL-15, IL-1, IL-6 e IL-8,

principalmente nos tempos de 24 e 48 horas.
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Figura 15 — Modulagdo da expresséo de transcritos génicos em células Caco-2 estimuladas com

LPS e gliadina por 6 horas, 24 horas e 48 horas

Diferencas de fold-change (log?) para os transcritos de I1L-15 (a), IL-15RA (b), IL-1 (c), IL-1RA

(d), IL-6 (e) e IL-8 (f)

Os valores representam média e desvio padrdo dos fold-change (log?). Anélise estatistica *p <

0,000
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A figura 16 ilustra a diferenca de fold-change (log?) dos transcritos génicos de
TLR-2, TLR-4, iINOS, NFkB, Ocludina e Zonulina obsevada ap0s a interagdo com LPS e
gliadina nos tempos de 6, 24 e 48 horas comparadas ao grupo nao tratado (NT).

Na figura 16a, observamos que nos transcritos génicos de TLR-2 apresentaram
fold-change (log?) de 1,06 (linear 1,12) e p < 0,0001, apenas na presenca do LPS em 48
horas de estimulo.

As maiores diferencas de fold-change (log?) em relagdo ao NT apresentadas no
presente estudo apos estimulos com LPS e gliadina, foram observadas para os
transcritos génicos de TLR-4 (Figura 16b) com 24 e 48 horas de estimulo. Para LPS 24 e
48 horas, as diferencas de fold-change (log?) foram de 5,70 e 6,56 que representam um
aumento de expressdo em valores lineares de 51,22 e 93,52 em comparagdo com o
grupo NT, com ambos apresentando valores de p < 0,0001. O mesmo é observado para
gliadina com 24 e 48 horas de estimulo, onde fold-change representaram um aumento
de 5,83 e 5,79 (log?), que correspondem a valores lineares de 55,86 e 54,42 para os dois
tempos, respectivamente, com valores de p < 0,0001 comparado ao NT para ambos.

Para os transcritos de iNOS (Figura 16c), a diferencas de fold-change (log?) foi
estatisticamente significativa para LPS no tempo de 48 horas (p < 0,0001) com valores
logaritmicos observados 1,13, e valores lineares de 1,19 maiores que o NT. Para 0s
estimulos LPS e gliadina, nos transcritos de NFkB, ndo houve modulacéo dos transcritos
génicos em fold-change (log?) superiores a 1 (Figura 16d).

As diferencas de fold-change (log?) para os transcritos de Ocludina (Figura
16e), quando comparadas com o NT, foram significativas para os tempos de 24 e 48
horas tanto para LPS quanto para gliadina, apresentando valores em log? de 1,31 e 1,06
respectivamente, que correspondem a valores lineares de 1,49 e 1,09. Valores de p <
0,0001 foram encontrados para ambos os estimulos no tempo de 48h.

Para os transcritos de Zonulina, apenas no tempo de 48 horas apds estimulo
com LPS houve modulagdo do gene com valores logaritmicos de 1,03 que
correspondem a valores numeéricos lineares de 1,04 e representam quanto o gene foi
mais expresso que o NT.

Em uma analise preliminar, podemos sugerir que o estimulo LPS no tempo de
48h modulou a expressdo de forma semelhante para os genes TLR-2, iINOS, Ocludina e
Zonulina, e que ambos os estimulos gliadina e LPS nos tempos de 24 e 48h modularam

fortemente a expresséo de transcritos do gene TLR-4.
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Figura 16 - Modulagdo da expressdo de transcritos génicos em células Caco-2 estimuladas com

LPS e gliadina por 6 horas, 24 horas e 48 horas
Diferencas de fold-change (log?) para os transcritos de TLR-2 (a), TLR-4 (b), iNOS (c), NFkB

(d), Ocludina (e) e Zonulina (f)

Os valores representam média e desvio padrdo dos fold-change (log?). Anélise estatistica *p <

0,0001
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5.2.1.2  Analise da expressdo génica apds estimulo com p56-88 (P1)

Para fim de comparacdo, os valores de fold-change (log?) de cada peptideo
foram agrupados juntos aos valores obtidos da interacdo das células Caco-2 com
gliadina, uma vez que a interagcdo com gliadina se mostrou similar ao LPS.

Na figura 17a, estdo demonstrados as diferencas de fold-change (log?) dos
transcritos de demonstradaseracdo com p56-88 (P1). Para os tempos de 24 e 48 horas
apos estimulo com p56-88 (P1), as diferencas de fold-change (log?) foram de 2,16 para
24 horas (linear 3,48) e 3,62 (linear 11,38) para 48 horas em comparacdo com o NT,
diferencas estatisticas de p < 0,0001 foi encontrada para ambos os tempos. Quando o
estimulo avaliado foi a gliadina, os valores de fold-change (log?) encontrados foram
1,97 para 24 horas com valores lineares de 2,94 e de 3,15 para 48 horas com valores
lineares de 7,90 que em ambas os tempos representam o aumento do nimero de
transcritos do gene em relacdo ao NT, novamente valores de p < 0,0001 foram
encontrados para ambos.

Observa-se que tanto o0 p56-88 (P1) quanto a gliadina apresentaram aumento de
fold-change (log?) ao longo do tempo em relagdo ao NT, evidenciando a modulag&o nos
transcritos de IL-15. Porém, quando observamos a expressdo dos transcritos de seu
receptor, IL-15RA, ndo verificamos diferencas de fold-change (log?) superiores a 1
(Figura 17Db).

Para os transcritos génicos de IL-1, na figura 17c, foi observada modulagéo do
gene apoOs estimulo com p56-88 (P1) e gliadina nos tempos de 24 e 48 horas,
apresentando valores de fold-change (log?) de 2,08 e 1,53 para p56-88 (P1) e 1,85 e
1,25 para gliadina, que correspondem a valores lineares de 3,24 e 1,91 para p56-88 (P1),
e 2,62 e 1,37 para gliadina, respectivamente quando comparados ao NT. Em todas as
modulagdes valores ajustados de p < 0,0001 foram encontrados quando em comparagao
ao NT.

Para as células estimuladas com p56-88 (P1) e gliadina ndo houve modulagéo
dos transcritos génicos de IL-1RA (Figura 17d).

A diferenca de fold-change (log?) observada para os transcritos de IL-6 (Figura
17¢), foram valores de 3,58 e 3,21 (linear 11,0 e 8,39) ap0s 24 e 48 horas de estimulo

com p56-88 (P1), com valor de p < 0,0001 para ambos os tempos quando comparados
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ao NT. Os valores de fold-change (log?) 3,98 e 3,70 (linear 14,86 e 12,05) foi observado
para o estimulo com gliadina, novamente valores de p < 0,0001 foram encontrados nos
tempos de 24 e 48 horas em comparagdo com o NT.

Para os transcritos do gene IL-8 (Figura 17f) observa-se superexpressao apds
24 horas de estimulo com p56-88 (P1) (p < 0,0001), com valor de fold-change (log?)
1,57 e valor linear 1,96 maior que o NT.

Novamente os estimulos gliadina e p56-88 (P1) modularam a expressdo de
transcritos dos genes IL-15, IL-1 e IL-6 nos tempos de 24 e 48 horas.
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Figura 17 - Modulacdo da expressao de transcritos génicos em células Caco-2 estimuladas com
gliadina e p56-88 (P1) por 6 horas, 24 horas e 48 horas
Diferengas de fold-change (log?) para os transcritos de 1L-15 (a), IL-15RA (b), IL-1 (c), IL-1RA

(d), IL-6 (e) e IL-8 (f)
Os valores representam média e desvio padrdo dos fold-change (log?). Andlise estatistica *p <

0,0001
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A figura 18 ilustra a diferenca de fold-change (log?) dos transcritos génicos de
TLR-2, TLR-4, iNOS, NFkB, Ocludina e Zonulina obsevada apos tempos de 6, 24 e 48
horas de interacdo com gliadina e p56-88 (P1) comparadas ao grupo néo tratado (NT).

Os transcritos de TLR-2, INOS, NF«B e Zonulina (Figura 18a, c, d f), apds a
interacdo com os estimulos gliadina e p56-88 (P1), ndo apresentaram modulacdo dos
transcritos génicos em fold-change (log?), ndo sendo observado diferencas iguais ou
maiores que 1.

Para os transcritos de TLR-4 (Figura 18b) as diferencas de fold-change (log?)
em relacdo ao NT foram de 5,13 (linear 34,11) no tempo de 24 horas ( p < 0,0001), e
5,33 (linear 39,41) apo6s 48 horas de interacdo (p < 0,0001). As diferencas de fold-
change (log?) foram semelhantes para gliadina e p56-88 (P1) quando comparadas com o
grupo NT.

Para os transcritos de Ocludina (Figura 18e) apds 48 horas de interacdo com
gliadina e p56-88 (P1) mostraram-se modulados apresentando fold-change (log?) com
valores de 1,06 e 1,21 e valores lineares correspondentes de 1,09 e 1,32 (ambos com p <
0,0001).

A gliadina e o peptideo p56-88 (P1) modulou principalmente transcritos do
gene TLR-4 com 24 horas (5,83 e 5,13 em log? e, 55,86 e 34,11 lineares) e 48 horas de
interacdo (log? 5,79 e 5,33 e, lineares 54,42 e 39,41); e de forma pontual houve
modulacdo génica dos transcritos do gene Ocludina apenas no tempo de 48h,

modulacdo também observada apos estimulo com a gliadina para este mesmo gene.
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Figura 18 - Modulacdo da expresséo de transcritos génicos em células Caco-2 estimuladas com

gliadina e p56-88 (P1) por 6 horas, 24 horas e 48 horas
Diferencas de fold-change (log?) para os transcritos de TLR-2 (a), TLR-4 (b), iNOS (c), NFkB

(d), Ocludina (e) e Zonulina (f)
Os valores representam média e desvio padrédo dos fold-change (log?). Andlise estatistica *p <

0,0001
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5.2.1.3 Analise da expressdo génica apds estimulo com p57-68 (P2)

As diferencas de fold-change (log?) dos transcritos de IL-15, IL-15RA, IL-1, IL-
1RA, IL-6 e IL-8, resultados da interacdo das células Caco-2 com gliadina e o peptideo
de gliadina p57-68 (P2) estdo representadas na figura 19.

Observa-se que para o gene IL-15 a diferenca de fold-change (log?) na presenca
de gliadina foi de 1,97 e 3,15 com valores lineares de 2,94 e 7,90 para 24 e 48h,
respectivamente. Apds estimulo com p57-68 (P2) a diferenca de fold-change (log?) foi
de 2,12 (24 horas) e 3,30 (48 horas) com valores lineares correspondentes de 3,37 e 8,90
mais expresso que o ndo tratado. Em todos os tempos e estimulos, valores de p < 0,0001
foram obtidos na comparagdo com o NT (Figura 19a).

Em relagdo aos niveis de expressao de transcritos do gene IL-15RA (Figura
19b), bem como IL-1RA (Figura 19d) ndo houve modulacdo destes genes com fold-
change (log?) superior ou igual a 1.

Para IL-1, a diferenca de fold-change (log?) para a gliadina foi 1,85 e 1,25 para
24 e 48 horas respectivamente, com valores lineares de 2,62 e 1,37 mais expressos em
comparagdo ao NT, com p < 0,0001. Quando p57-68 (P2) foi o estimulo valores de fold-
change (log?) foram 2,92 e de 1,77 com valores lineares de 6,61 e 2,41 nos tempos de
24 e 48h (Figura 19c).

Para os transcritos de 1L-6 as diferencas de fold-change (log?) para gliadina
foram de 3,98 e 3,70 (valores lineares 14,86 e 12,05) quando comparadas com NT,
enquanto para p57-68 (P2) foram de 2,12 e de 3,06 para os tempos de 24 e 48 h (linear
de 3,36 e 7,40, respectivamente), quando comparados ao NT, com valores de p < 0,0001
(Figura 19e) para ambos.

A diferenca de fold-change (log?) para o transcrito de 1L-8 foi de 1,97 que
corresponde ao valor linear de 2,93 apds estimulo com p57-68 (P2) no tempo de 24h, e

representa quantas vezes o gene esta mais expresso que o NT (p < 0,0001) (Figura 19f).
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Figura 19 - Modulacdo da expressdo de transcritos génicos em células Caco-2 estimuladas com

gliadina e p57-68 (P2) por 6 horas, 24 horas e 48 horas
Diferengas de fold-change (log?) para os transcritos de IL-15 (a), IL-15RA (b), IL-1 (c), IL-1RA

(d), IL-6 (¢) e IL-8 (f)

Os valores representam média e desvio padrdo dos fold-change (log?). Andlise estatistica *p <

0,0001
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Na figura 20 estdo representadas as diferencas de fold-change (log?) dos
transcritos de TLR-2, TLR-4, iNOS, NFkB, Ocludina e Zonulina apds a interagdo das
células Caco-2 com gliadina e 0o p57-68 (P2), para os tempos de 6, 24 e 48 h de
estimulo.

N&o houve modulacdo dos genes TLR-2 (Figura 20a), iNOS (Figura 20c) ,
NFkB (Figura 20d), Zonulina (Figura 20e) e Ocludina (Figura 20f) para os transcritos
génicos da interagcdo com p57-68 (P2).

Para TLR-4, as diferencas de fold-change (log?) na presenca de gliadina foram
de 5,83 e 5,79 com valores lineares de 55,86 e 54,42 para 24 e 48 horas de interacao,
respectivamente (p < 0,0001), e apds estimulo com p57-68 (P2) o fold-change (log?)
obtido foi de 3,64 e 5,10 que representam 11,43 e 33, 32 em valores lineares,
demonstrando o0 aumento da expressdo dos transcritos do gene em comparagdo com o
NT (p <0,0001) (Figura 20b).
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Figura 20 - Modulagéo da expressdo de transcritos génicos em células Caco-2 estimuladas com
gliadina e p57-68 (P2) por 6 horas, 24 horas e 48 horas
Diferencas de fold-change (log?) para os transcritos de TLR-2 (a), TLR-4 (b), iNOS (c), NFkB

(d), Ocludina (e) e Zonulina (f)
Os valores representam média e desvio padrédo dos fold-change (log?). Anélise estatistica *p <

0,0001
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5.2.1.4 Analise da expressao génica apos estimulo com o p69-82 (P3)

A figura 21 ilustra a diferenca de fold-change (log?) dos transcritos génicos de
IL-15 (a), IL-15RA (b), IL-1 (c), IL-1RA (d), IL-6 (e) e IL-8 (f) observada apos interacao
de células Caco-2 com gliadina e p69-82 (P3) nos tempos de 6, 24 e 48 horas
comparadas ao grupo nao tratado (NT).

Da interacdo das células Caco-2 com gliadina para os transcritos do gene 1L-15
observamos que os valores de fold-change (log?) encontrados foram de 1,97 e 3,15 com
valores lineares de 2,94 e 7,90 e p < 0,0001 quando comparado ao grupo NT, nos
tempos de 24 e 48h. Ja ap0s a interacdo com o peptideo de p69-82 (P3) os valores de
fold-change (log?) variaram 3,43 e 3,56, que representam valores lineares de 9,84 e
10,87 mais expressos que 0 NT nos mesmos tempos com p < 0,0001 (Figura 21a). N&do
foi observada modulacéo dos genes IL-15RA (Figura 21b).

Os transcritos de IL-1 (Figura 21c) apresentaram variagdo de fold-change (log?)
de 1,85 e 1,25 ap6s estimulo com gliadina por 24 e 48 horas, os valores lineares
correspondentes obtidos foram 2,62 e 1,37 mais expresso que o NT. Apos o estimulo
com p69-82 (P3), a variacdo de fold-change (log?) obtida foi 3,09 para o tempo de 24
horas e 2,48 para o tempo de 48 horas, com valores lineares correspondentes a 7,57 e
2,48 respectivamente, mais expressos que o grupo NT e ambos apresentaram valores de
p < 0,0001. Para o receptor IL-1RA (Figura 21d) somente apds 24 horas interagdo com
p69-82 (P3) houve modulacdo dos transcritos, apresentando variacdo de fold-change
(log?) de 1,02 (linear 1,03). Nos demais tempos, ndo foi observada modulacio dos
transcritos de IL-1RA.

IL-6 (Figura 21e) os valores de fold-change (log?) ap6s 24 e 48 horas de
interacdo com gliadina modularam os transcritos deste gene com valores de 3,98 e 3,70
e seus correspondentes lineares de 14,86 e 12,05 com valores de p < 0,0001 quando
comparado com NT. No estimulo com p69-82 (P3) os valores de fold-change (log?)
foram iguais a 2,81 e 3,64 com valores nimericos lineares 6,07 e 11,49 para 24 e 48
horas respectivamente, representando o0 aumento no nimero de transcritos dos genes em
comparacdo com o NT (p <0,0001).

Para os transcritos de I1L-8 (Figura 21f), apenas no tempo de 24 horas obteve
fold-change (log?) 2,48 que corresponde a valor linear numérico de 4,61 e representam

0 aumento na expressdo de transcritos do gene comparado ao grupo NT (p < 0,0001).
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Figura 21 - Modulacédo da expressdo de transcritos génicos em células Caco-2 estimuladas com

gliadina e p69-82 (P3) por 6 horas, 24 horas e 48 horas
Diferengas de fold-change (log?) para os transcritos de I1L-15 (a), IL-15RA (b), IL-1 (c), IL-1RA

(d), IL-6 (¢) e IL-8 (f)

Os valores representam média e desvio padrao dos fold-change. Analise estatistica *p < 0,0001
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A figura 22 ilustra a diferenca de fold-change (log?) dos transcritos génicos de
TLR-2, TLR-4, iNOS, NFkB, Ocludina e Zonulina obsevada ap6s tempos de 6, 24 e 48
horas de interacdo com gliadina e p69-82 (P3) comparadas ao grupo ndo tratado (NT).

N&o houve modulagéo observada em relagdo ao grupo NT dos transcritos dos
genes TLR-2 (Figura 22a), INOS (Figura 22c) e NFkB (Figura 22d), apresentando todos
fold-change (log?) inferior a 1.

Os transcitos de TLR-4 (Figura 22b) apo6s tempos de 24 e 48 horas de estimulo
com gliadina, apresentaram valores de fold-change (log?) de 5,83 e 5,79 com valores
lineares numéricos correspondentes a 55,86 e 54,42 (p < 0,0001). Os valores de fold-
change (log?) obtidos dos transcritos de TLR-4 apds estimulo com p69-82 (P3) foram
4,66 e 5,42 (linear 24,28 e 42,01) para os tempos de 24 e 48 horas respectivamente,
evidenciando que este estimulo aumentou o nimero de transcritos em relagdo ao NT
apos os tempos de 24 e 48h (p < 0,0001).

Para os transcritos de Ocludina a gliadina apresentou fold-change (log?) de
1,06 e valor linear correspondente de 1,09 apenas ap0s 48h de estimulo. Quando o
estimulo foi p69-82 (P3) para Ocludina e Zonulina houve modulacdo na expressao
génica aumentando o numero de transcritos nos tempos de 24 e 48h (p < 0,0001). Os
valores respectivos de fold-change (log?) para Ocludina foram 1,73 e 1,18 (linear 2,32 e
1,27) e para Zonulina 1,41 e 1,16 (linear 2,33 e 1,27) em relacdo ao NT (p < 0,0001).
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Figura 22 - Modulagdo da expresséo de transcritos génicos em células Caco-2 estimuladas com
gliadina e p69-82 (P3) por 6 horas, 24 horas e 48 horas
Diferencas de fold-change (log?) para os transcritos de TLR-2 (a), TLR-4 (b), iNOS (c), NFkB

(d), Ocludina (e) e Zonulina (f)
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Os valores representam média e desvio padrdo dos fold-change (log?). Anélise estatistica *p <
0,0001

5.2.1.5 Analise da expressdo génica apos estimulo com p31-43 (P4)

A figura 23 representa a diferenca de fold-change (log?) dos transcritos dos
genes IL-15, IL-15RA, IL-1A, IL-1RA, IL-6 e IL-8 observados apds a interacdo de
células Caco-2 com gliadina e o peptideo p31-43 (P4) nos tempos de 6 h, 24 e 48 horas.

Para os transcritos de IL-15 (Figura 23a) observa-se que nos tempos de 24 e 48
horas apds estimulo com gliadina, os valores de fold-change (log?) obtidos foram de
1,97 e 3,15 com valores lineares de 2,94 e 7,90 (p < 0,0001). Enquanto a mesma
modulacdo de transcritos génicos foi observada ap6s 0 mesmo tempo com o estimulo
p31-43 (P4), apresentando diferenca de fold-change (log?) de 1,63 e 3,86, que
representam um aumento linear na expressao de transcritos de 2,19 e 13,6 (p < 0,0001)
em comparacdo com o NT.

Quanto aos niveis de transcritos do gene IL-15RA (Figura 23b) e IL-1RA
(Figura 23d), ndo foram observadas modula¢fes no nimero de transcritos destes genes
superiores 1 de fold-change (log?) quando comparados ao NT.

Os niveis de transcritos de IL-1 ap6s receberem estimulo de gliadina
apresentaram fold-change (log?) de 1,85 e 1,25 para os tempos de 24 e 48 horas, que
representam valores lineares de 2,62 e 1,37 (p < 0,0001). Quando o estimulo recebido
foi p31-43 (P4) os valores de fold-change (log?) obtidos para os tempos de 24 e 48
horas, foram 1,9 e 2,42 respectivamente, que correspondem a valores lineares de 2,96 e
4,37 e representam aumento no nimero de transcritos em relacdo ao NT (p < 0,0001)
(Figura 23d).

Os niveis dos transcritos de IL-6 apo6s estimulo de gliadina apresentaram fold-
change (log?) de 3,98 e 3,70 (valor linear numérico de 14,86 e 12,05) (p < 0,0001).
Quando o estimulo foi p31-43 (P4) os valores de fold-change (log?) foram de 1,49 e
3,46 com valores lineares de 1,83 e 10,09 mais expressos quando comparado com nédo
tratado para os tempos de 24 h e 48 horas (p < 0,0001), como apresentado na Figura
23e.

Para os transcritos do gene IL-8 apena o p31-43 (P4) apresentou fold-change
(log?) com valores de 1,02, 1,42 e 1,28 para os tempos de 6, 24 e 48 h respectivamente,

que representam valores lineares correspondentes de 1,03, 1,69 e 1,44 na expressdo dos
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transcritos deste gene em relacdo ao NT (Figura 23f), com p < 0,0001 em todos 0s

tempos avaliados.



62

IL-15 IL-15RA

*
T
-
»
!

w
1

Fold-change (log?)
° 3 »
Fold-change (log?)

e =
|

N
N

0
-

X & o & & 2 & a & & B o b
‘\‘\e \*“ v@Qb uh b‘s éé}b vq?‘ Y@qb b,‘y- hg,b
N & ™ Q S & " R
\>v. \v'o Q"o \}Y’ \V’o \V’O
() o o © o o
IL-1 IL-1RA
c) d)
4- 4-
& . $ %]
(1] e 1]
G s
3 3 -
g of—= S o e -ﬁ_-_
'1 L] L) T T L] L) T -1 T Ll T Ll T Ll L}
ARG GO SR SRR
SRR\ ™ < & ¥ & ™ <
& & & R
RN\ RN\ o RN SR\ o
() (‘)V N () 0\/ OV
IL-6 IL-8
e) f)
4
k) k)
[} o 24
g 2 . .
G G
3 3
g € o—T
S &P S @R
NPT i
O O
¥ P F

Figura 23 - Modulacéo da expresséo de transcritos génicos em células Caco-2 estimuladas com

gliadina e p31-43 (P4) por 6 horas, 24 horas e 48 horas
Diferencas de fold-change (log?) para os transcritos de 1L-15 (a), IL-15RA (b), IL-1 (c), IL-1RA

(d), IL-6 (e) e IL-8 (f)
Os valores representam média e desvio padrdo dos fold-change (log?). Andlise estatistica *p

0,0001
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Os transcritos de TLR-2, TLR-4, iNOS, NFxB, Ocludina e Zonulina estéo
representados na figura 24.

Em comparacdo ao observado nas células ndo tratadas, ndo houveram
modulagdes nos niveis dos transcritos dos genes TLR-2 (Figura 24a), iNOS (Figura 24c)
e NF«B (Figura 24d).

Ja para os transcritos do gene TLR-4 quando o estimulo foi gliadina os valores
de fold-change (log?) observados nos tempos de 24 e 48h foram 5,83 e 5,79 com valores
lineares de 55,86 e 54,42 (p < 0,0001). Quando o peptideo p31-43 (P4) foi usado como
estimulo, foram observados fold-change (log?) de 1,68 para 6 horas, 2,92 para 24 horas
e 5,76 para 48 horas, o que em valores lineares representa alteracdo de 2,12, 6,52 e
53,49 respectivamente, na expressdo do numero de transcritos em compara¢do com o
NT (Figura 24b).

Para os transcritos de Ocludina a gliadina apresentou fold-change (log?) de
1,06 e valor linear correspondente de 1,09 equanto que para o estimulo de p31-43 (P4) o
fold-change (log?) diferenciou 1,26 (linear 1,40) apds 48 horas de estimulo (Figura 24e).

Quando o estimulo foi p31-43 (P4) para Zonulina houve modulagdo na
expressao génica aumentando o numero de transcritos nos tempos de 48h (p < 0,0001),
os valores respectivos de fold-change (log?) foram 1,37 (linear 1,59) (p < 0,0001)
(Figura 24f).
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Figura 24 — Modulagao da expressao de transcritos génicos em células Caco-2 estimuladas com

gliadina e p31-43 (P4) por 6 horas, 24 horas e 48 horas
Diferencas de fold-change (log?) para os transcritos de TLR-2 (a), TLR-4 (b), iNOS (c), NFkB

(d), Ocludina (e) e Zonulina (f)
Os valores representam média e desvio padrao dos fold-change (log?). Anélise estatistica *p <

0,0001



65

5.2.1.6  Analise da expressao génica apos estimulo com o P57-68Ess (P5)

A figura 25 ilustra a variagdo de fold-change (log?) observada da interacdo de
células Caco-2 com gliadina e peptideo p57-68Ees (P5) apds 6, 24 e 48 horas de
interacdo.

As diferencas de fold-change (log?) observadas para os transcritos de 1L-15
(Figura 25a) que foram estimulados com gliadina nos tempos de 24 e 48 horas, geraram
valores de fold-change (log?) de 1,97 e 3,15 que representam valores lineares de 2,94 e
7,90 (p < 0,0001). Apoés a interagcdo com o peptideo p57-68Ees (P5), foram obtidos
valores de fold-change (log?) de 1,83 e 3,76 (linear 2,57 e 12,62) comparados ao grupo
ndo tratado (Figura 25a). Em ambos os estimulos se observa um aumento gradativo no
namero de transcritos ao longo do tempo. Ja para seu receptor, IL-15RA (Figura 25b), os
transcritos ndo apresentaram modulacdo em relacdo ao grupo NT.

Para os transcritos de IL-1 (Figura 25c), os valores de fold-change (log?) para
gliadina apos estimulo de 24 e 48 horas foram de 1,85 e 1,25 com valores lineares de
2,62 e 1,37. Apos estimulo com p57-68Ess (P5) para os tempos de 24 e de 48 horas (p <
0,0001) os valores de fold-change (log?) foram de 2,21 e 2,56, que representam valores
lineares 3,63 e 4,90 mais expressos que os valores observados no grupo nédo tratado.
Para o receptor IL-1RA (Figura 25d), os transcritos ndo apresentaram modulagédo em
relacdo ao grupo NT.

Para os transcritos do gene IL-6, as diferencas de fold-change (log?) geradas na
interacdo com o estimulo gliadina apresentaram valores de 3,98 e 3,7 nos tempos de 24
e 48h, que representam valores lineares de 14,86 e 12,05 (p < 0,0001) maiores que 0
NT. Apo6s estimulo com p57-68Ees (P5) nos tempos de 24 e 48 horas, os valores de fold-
change (log?) 1,66 e 2,95 com valores lineares 2,17 e 6,79 foram mais expressos em
relacdo ao NT, respectivamente (p < 0,0001) (Figura 25¢).

Para os transcritos de IL-8 (Figura 25f), as diferencas de fold-change (log?)
para p57-68Ees (P5) apos 6, 24 e 48 horas de interacdo apresentaram valores de 1,06,
1,33 e 1,02, que representam valores lineares 1,12, 1,76 e 1,04 mais expressos que 0

grupo NT para este gene.



66

IL-15 IL-15RA

[V
-
O
-

Fold-change (log?)
e g w
Fold-change (log?)

e
|

-1 T T T T T T T
S &R F SRS LR PRSP
» e?‘ e?' Q Q"-‘ Q" \év. \\" ‘\V Q Q‘D Q‘o
\Y‘o V’O\ ?’0\ Ng 0\ 0\
& oF & & oF &
IL-1 IL-1RA
c) d)
4- 4-
B ; G
o * k=)
- i 8
3 3 i -
L 2 01 =
-1 T T T T T T : -1 T ¢ T Ll  § T T
\i‘v&m&@‘?‘@&@ éve,‘y’-z‘%?‘b@b?‘@
SIS © & ¢
Q" o o & o o
IL-6 IL-8
e) f)

Fold-change (log?)
S &
.l
1

Fold-change (log?)

-1

Figura 25 - Modulacdo da expressdo de transcritos génicos em células Caco-2 estimuladas com

gliadina e p57-68Egs (P5) por 6 horas, 24 horas e 48 horas
Diferengas de fold-change (log?) para os transcritos de I1L-15 (a), IL-15RA (b), IL-1 (c), IL-1RA

(d), IL-6 () e IL-8 (f)
Os valores representam média e desvio padrdo dos fold-change (log?). Analise estatistica *p <

0,0001
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As diferencas de fold-change (log?) observadas para os transcritos de TLR-2,
TLR-4, INOS, NFkB, Ocludina e Zonulina gerados na interacdo com gliadina e p57-
68Ees (P5) estdo representados na figura 26.

Em comparagdo ao observado nas células ndo tratadas, ndo foram houveram
modulag¢bes nos niveis dos transcritos do gene TLR-2 (Figura 26a), iNOS (Figura 26c),
NFxB (Figura 26d), Ocludina (Figura 26e), e Zonulina (Figura 26f).

Nos transcritos génicos para TLR-4 (Figura 26b), as diferencas de fold-change
(log?) para gliadina foram 5,83 e 5,79 nos tempos de 24 e 48 horas, apresentando
valores numéricos lineares de 55,86 e 54,42 mais expressos que o grupo NT para este
gene. Apos a interagdo com o estimulo p57-68Ess (P5) nos tempos de 24 e 48 horas,
foram observados valores de fold-change (log?) de 3,59 e 4,84 com valores lineares
correspondentes de 10,69 e 27,63 mais expressos que os valores obtidos no grupo NT,
todos com p < 0,0001.
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Figura 26 - Modulacdo da expresséo de transcritos génicos em células Caco-2 estimuladas com

gliadina e p57-68Egs (P5) por 6 horas, 24 horas e 48 horas

Diferencas de fold-change (log?) para os transcritos de TLR-2 (a), TLR-4 (b), iNOS (c), NFkB

(d), Ocludina (e) e Zonulina (f)

Os valores representam média e desvio padrdo dos fold-change (log?). Andlise estatistica *p <

0,0001
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5.2.1.7 Analise da expressao génica apos estimulo com p69-82E72 (P6)

As diferencas de fold-change (log?) para os transcritos observadas na interacao
com gliadina e o peptideo p69-82E7> (P6) com células Caco-2 durante tempos de 6, 24 e
48 horas, estdo ilustradas na figura 27.

Para os transcritos de 1L-15 (Figura 27a) os tempos de 24 e de 48 horas foram
diferentemente expressos em relacdo so grupo NT sendo que ambos foram
estatisticamente significantativos apresentando valores ajustados de p < 0,0001. Apoés
estimulo com glaidina observamos valores de fold-change (log?) de 1,97 e 3,15 (lineares
2,94 e 7,9 respectivamente), enquanto que para a interagdo com p69-82E7> (P6) a
variagdo de fold-change (log?) foi de 2,10 e 3,61 com valores lineares correspondentes
de 3,31 e 11,26 aumentados em relacdo ao grupo NT.

Né&o foram observadas modulag¢fes nos niveis dos transcritos do gene IL-15RA
(Figura 27b) e IL-1RA (Figura 27c) para a interacdo de células Caco-2 com o peptideo
p69-82E72 (P6).

Para os transcritos da IL-1 os valores de fold-change (log?) para os tempos de
24 horas e 48 horas foram 1,85 e 1,25 com valores lineares de 2,62 e 1,37 ap0s estimulo
com gliadina. Quando o estimulo foi p69-82E7> (P6), os valores encontrados foram fold-
change (log?®) 1,87 e 2,24 (linear 2,66 e 3,72) mais expressos que 0 grupo NT.

Os transcritos de IL-6 (Figura 27¢) para o tempo de 24 e 48 horas apresentaram
valores de fold-change (log?) 3,98 e 3,70 com valores lineares de 14,86 e 12,05 para o
estimulo de glaidina. Quando estimulamos com p69-82E7, (P6) apenas o tempo de 48h
modulou o gene, com fold-change (log?) de 2,88 e valor linear 6,41, indicando quanto
mais expresso encontra-se o gene em relacdo ao grupo NT (p < 0,0001).

Para os transcritos de IL-8 (Figura 27f), a diferenca de fold-change (log?) foi de
1,03 com valor linear de 1,08 quando estimulado com p69-82E7, (P6) pontualmente em
48h de estimulo (p < 0,0001).
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Figura 27 - Modulacdo da expressdo de transcritos génicos em células Caco-2 estimuladas com
gliadina e p69-82E7, (P6) por 6 horas, 24 horas e 48 horas
Diferengas de fold-change (log?) para os transcritos de IL-15 (a), IL-15RA (b), IL-1 (c), IL-1RA

(d), IL-6 (¢) e IL-8 (f)
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Os valores representam média e desvio padrdo dos fold-change (log?). Anélise estatistica *p <
0,0001

As diferencas de fold-change (log?) observadas para os transcritos de TLR-2,
TLR-4, INOS, NFkB, Ocludina e Zonulina gerados na interacdo com gliadina e p69-
82E7, (P6) estdo representados na figura 28.

Os transcritos de TLR-4 (Figura 28b) apds a interagdo com gliadina
apresentaram valores de fold-change (log?) de 5,83 e 5,79 que correspondem a valores
lineares de 55,86 e 54,42 nos tempos de 24 e 48h (p < 0,0001). Apos a a interagcdo com
P69-82E7, nos tempos de 24 e 48 horas, os valores de fold-change (log?) observadas
foram de 1,88 e 5,40, com valores lineares de 2,83 e 41,51, que representam quantas
vezes mais expressos que o grupo NT esta este gene.

Nos transcritos de TLR-2 (Figura 28a) iINOS (Figura 28c), Ocludina (Figura
28e) e Zonulina (Figura 28f), quando estimulados com p68-82E72, os valores de fold-

change (log?) ndo apresentaram modulagdo génica em relagdo ao NT.



TLR-2
a)
4_
B
L]
&
2 -
3 -
0 . — i —
'1 Ll Ll T L) T .3 T
$ @ QS
ARG BT
\é \gd y < QQ’ QQ’
& & &
R
" ov o
iNOS
c)
4-
S
S
o 2
3
§1 -
3
S o | I S
-1 T T T T
S ER PSR
0\\\ \\;V' e?' ° L QL
F PP
S & o
) OCLUDINA
4-
S
o
o 24
% +*
§ 1 =
.6 -~
3 o _H mal
'1 L) T L} L) L) L) Ll
& & R & R
é‘\\;o N ngqe e"'u bgb
DI & Q
FPEP
Q" & o

72

TLR-4
b)
8-
74
NU! 6 = X *
S 5-
® 4
2 31 .
(1]
B 4
s 14
sl ]
1 L
‘2 T T L} 5 T L] L]
& veb K SRR
FFF e
¥ PP
& oF &
NFkB
d)
4-
G
S
@ 2-
g
ik
R =
,E 0 —_— == R
'1 T T T T T T T
S &R
F & & L P ®
oF V¥ < <
NI
e & o
f ZONULINA
4-
%9
L)
o 24
g
S
S = -
ol i N
'1 Ll Ll L) L} L} L) Ll
& 63‘ AP s
S el
NI
0 0\« 0\/

Figura 28 - Modulagdo da expresséo de transcritos génicos em células Caco-2 estimuladas com

gliadina e p69-82E7, (P6) por 6 horas, 24 horas e 48 horas

Diferencas de fold-change (log?) para os transcritos de TLR-2 (a), TLR-4 (b), iNOS (c), NFkB
(d), Ocludina (e) e Zonulina (f) ap6s interacdo de células Caco-2 com gliadina e p69-82E+, (P6)
Os valores representam média e desvio padrao dos fold-change. Analise estatistica *p < 0,0001
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5.2.2 Dosagem de Oxido Nitrico

5.1.1.1. Oxido Nitrico

Para a dosagem de oxido nitrico foi empregado o método de Griess para todos
0s sobrenadantes de cultura que receberam estimulo de LPS, gliadina ou um dos
peptideos (P1 a P6) apos tempo de 6, 24 e 48 horas de interacdo com células Caco-2. O
oxido nitrico foi quantificado em pmol/L, determinado por regressao linear em curva
padrdo de diluicdo seriada de nitrito de sodio.

Os resultados observados mostram que a dosagem de Oxido nitrico foi
compativel com o padrdo de expressdo de transcritos dos genes das citocinas
inflamatdrias IL-15, IL-1 e IL-6, para os tempos de 24 e 48 horas ap0ds estimulados com
LPS, gliadina e peptideos (P1-P6), demonstrando que essa modulacdo génica promoveu
a producdo de déxido nitrico pelas células Caco-2 ap0s a cinética de tempo.
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Figura 29 - Dosagem de Oxido Nitrico (NO) em sobrenadante de cultura de célulasCaco-2 apds
interacdo com LPS, gliadina e seus peptideos em 6, 24 e 48h
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5.1.2. Dosagem das Citocinas

5.1.2.1. Dosagem de IL-6

A dosagem da citocina IL-6 produzida durante a interacdo de células Caco-2
com LPS, gliadina e peptideos (P1-P6) ap6s 6, 24 e 48 horas, correspondem aos
resultados da expressdo génica realizada anteriormente. Como pode ser observado na
figura 30, a quantidade dosada de IL-6, tal qual a expressdo dos transcritos do gene da
IL-6, foram tempo dependente, evidenciando um aumento gradual da quantidade de IL-
6 observada ao longo dos tempos, quando comparadas ao NT.

A presenca desta citocina reflete o estado inflamatorio provocado pelos
estimulos nas células Caco-2 quando comparados aos niveis dessa interleucina nas
células ndo tratadas. Como era esperado, o estimulo inflamatério inespecifico LPS
apresentou resultados semelhante aos obtidos com a gliadina.

Quando comparamos 0s niveis de IL-6 presente nos sobrenadantes das células
estimuladas com os peptideos P1 e P2 com gliadina e LPS, observamos um
comportamento muito semelhante com presenca de resposta inflamatdria evidente.

Entretanto quando comparamos as formas desamidadas destes peptideos (P5 e
P6) com a gliadina, observamos que em 24 horas ap6s estimulo, a producgéo da citocina
IL-6 é inferior a gerada pela gliadina, mas que em 48 horas esses valores sdo mais
elevados que os gerados pela gliadina. O comportamento de P3 foi semelhante ao da
gliadina e de P1 e P2, e o peptideo P4 foi semelhante aos peptideos desamidados P5 e
P6.
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Figura 30 - Dosagem da citocina Interleucina 6 (IL-6) em sobrenadante de cultura de células
Caco-2 apos interagcdo com LPS, gliadina e seus peptideos em 6, 24 e 48h

5.2.3.2 Dosagem de IL-21

A Interleucina 21 (IL-21) é um membro da familia de citocinas tipo-I, e
estruturalmente mostra homologia coma as interleucinas IL-2, IL-4 e IL-15 ao
compartilhar a cadeia gama com estas citocinas. A producdo da citocina IL-21 foi
observada na interacdo das células Caco-2 com LPS, gliadina e peptideos, nos tempos
propostos por este estudo. Por homologia com a cadeia gama da IL-15, infere-se que a
quantidade dosada de citocina IL-21 foi tdo representativa quanto a expressao dos
transcritos génicos para IL-15 nos tempos de 6, 24 e 48 horas.

As interacdes propostas por este estudo, demonstraram ser potentes indutoras da
expressdo da citocina inflamatéria 1L-21 (Figura 31), especialmente nos tempos de 24 e
48 horas quando comparadas com o NT. Observa-se ainda, comportamento semelhante
de producdo de IL-21 nos peptideos P1, P4 e P6 quando comparados com LPS e
gliadina.

O peptideo desamidado P6 apresentou maior quantidade de IL-21 em 6 e 48
horas quando comparado ao seu peptideo homologo ndo desamidado P2. O peptideo P3
foi 0 que demonstrou maior quantidade de IL-21 no tempo de 24 horas quando
comparada aos demais peptideos no mesmo tempo. Em 48 horas de interacdo, 0s

peptideos P1, P4 e P6 presentaram os maiores niveis de 1L-21, quando comparados aos



76

demais peptideos no mesmo tempo. Em todas as interagcdes observa-se quantidade de

IL-21 crescente ao longo do tempo, quando comparada ao NT.
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Figura 31 - Dosagem da citocina Interleucina 21 (IL-21) em sobrenadante de cultura de células
Caco-2 apos interagcdo com LPS, gliadina e seus peptideos em 6, 24 e 48h

5.2.3.3 Dosagem de IL-2

A Interleucina 2 (IL-2) exerce papel fundamental na ativagdo e proliferagéo de
linfocitos, assim como na expansdo das células T, células NK e células B, durante a
resposta inflamatoria.

Assim como para IL-21, a IL-2 refletem a expressdo dos transcritos génicos
observados para IL-15. A inducdo da producdo de IL-2 pelas células Caco-2 durante a
interacdo com o LPS, gliadina e peptideos, mostrou-se ser elevada e tempo dependente
(Figura 32).

Quando comparado aos niveis de IL-2 das células que ndo receberam
tratamento, a inducéo de IL-2 atingiu maior quantidade dosada no tempo de 6 horas de
interacdo com o peptideo P6, seguido de seu homologo ndo desamidado P3. Porém, no

tempo de 24 e de 48 horas de interacdo, os niveis mais elevados foram observados para
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Figura 32 - Dosagem da citocina Interleucina 2 (IL-2) em sobrenadante de cultura de células
Caco-2 apos interacdo com LPS, gliadina e seus peptideos em 6, 24 e 48h

5.2.3.4 Dosagem de IL-8

A Interleucina 8 (IL-8) estimula seletivamente a habilidade dos neutrofilos e
linfocitos T de infiltrarem-se em tecido inflamado ou danificado. Quando na presenca
de estimulo exdgeno a IL-8 é secretada por tipos diferentes de células, como por
exemplo, epiteliais e células sanguineas.

No presente estudo a producéo de IL-8 ficou evidenciada quando células Caco-
2 foram estimuladas com LPS, gliadina e peptideos de gliadina. Ao contrario das outras
interleucinas dosadas por este estudo, a quantidade de IL-8 presente nos estimulos ndo
foi tempo dependente (Figura 33).

Assim como observado para os transcritos génicos de IL-8, para todos os
estimulos, observa-se maior pico dosado da citocina no tempo de 24 horas, quando
comparado com NT. O estimulo LPS apresentou as maiores quantidades dosadas para
os tempos de 6, 24 e 48 horas, enquanto que gliadina apresentou niveis menores de

producdo desta citocina em relagdo aos demais estimulos com peptideos (P1-P6).
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Embora, todos os estimulos exibissem o mesmo comportamento em relacdo ao
tempo de 24 horas de interacdo com as células, os estimulos LPS, P2, P5 e P6
apresentaram em 48 horas niveis de IL-8 menores do que observado inicialmente com 6
horas de estimulos. Nesses estimulos observa-se niveis ja elevados em 6 horas seguidos
de aumento dos niveis em 24 horas e, entdo, queda dos niveis em 48 horas para
quantidades menores que as observadas em 6 horas.

Nas células estimuladas com gliadina, P1 e P3 observa-se que 0s niveis
dosados apds 48 horas apresentaram-se mais elevados que os observados em 6 horas de

estimulo, enquanto que para P4, os niveis em 6 horas e 48 horas sdo aproximadamente

iguais.
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Figura 33 - Dosagem da citocina Interleucina 8 (IL-8) em sobrenadante de cultura de células
Caco-2 ap6s interacdo com LPS, gliadina e seus peptideos em 6, 24 e 48h

5.2.3.5 Dosagem de TNF-a

O fator de necrose tumoral alpha (TNF-a) foi induzido e dosado nas células
Caco-2 ap0s estimuladas com LPS, gliadina e peptideos por 6 horas, 24 horas e 48
horas. O TNF-a é uma citocina envolvida em varias vias inflamatorias diferentes, pode
exibir papeis antagbnicos por possuir mecanismos regulatérios complexos. E disparado
por virus, endotoxinas, pela IL-1 e IL-17 e inicia diversas atividades biologicas, entre

elas, ativagao da via NFkB.
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A gquantidade observada de TNF-a nas células tratadas com LPS aumentou em
relacdo ao tempo, sendo observado em baixos niveis no tempo de 6 horas, elevando-se
em 24 horas e novamente em 48 horas (Figura 34). Ao contrario do que se observa em
LPS, os niveis de TNF-a para gliadina e seus peptideos apresentaram-se levemente
reduzido em 48 horas em relacdo aos niveis dosados em 24 horas. Em 6 horas observou-
se menores quantidades de TNF-a para todos os estimulos, exceto para P4, quando
comparados ao NT.

Os maiores niveis de TNF-a foram observados nas células estimuladas com o

peptideo desamidado P5 em 24 horas de interacdo, seguido de P1 e P6.
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Figura 34 - Dosagem da citocina Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) em sobrenadante de
cultura de células Caco-2 ap06s interagcdo com LPS, gliadina e seus peptideos em 6, 24 e 48h
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6 DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo foi analisar a interacéo inicial da gliadina e seus
peptideos imunogénicos em células epiteliais Caco-2 e observar 0os mecanismos de
disparos da resposta inflamatoria nesse tecido na fase inicial dessa interacdo celular. A
inflamacédo exacerbada desencadeada pela gliadina e seus peptideos em células Caco-2
foi observada inicialmente pelo disparo do estresse oxidativo observado na dosagem de
NO nas primeiras horas de interacdo com as células Caco-2, seguidas de expressdo de
transcritos génicos de IL-1, IL-6, IL-8 e IL-15 especialmente nos tempos de 24 e 48
horas de interacdo e, na presenca das citocinas destes transcritos que puderam ser
evidenciadas principalmente nos tempos de 24 e 48 horas ap0s interagao.

A doenca celiaca € uma desordem sistémica, imunomediada, que combina
fatores genéticos e ambientais para promover inflamacéo, dano na mucosa intestinal e o
quadro clinico no doente celiaco. A presenca do gluten na dieta é o fator ambiental
necessario para desencadear inflamacdo persistente com infiltracdo de células do
sistema imunitario na lamina prdpria, aumento da expressdo e deslocamento de
anticorpos diversos para o epitélio intestinal do doente celiaco (HUSBY et al., 2012).
Em especial a gliadina e seus fragmentos peptidicos entram em contato com as células
da barreira epitelial e iniciam a resposta inflamatéria antes mesmo que esses peptideos
atinjam a I&mina propria para serem reconhecidos pelas APCs e iniciarem a resposta
mediada pelo reconhecimento via MHC-11 e seus alelos predisponentes HLA-DQ2/DQ8
(SAKLY et al., 2006)

A resposta inflamatéria causada nos enterdcitos é consequéncia direta da
resposta imune adaptativa e inata desencadeada pela gliadina. O fragmento 33-mer da
gliadina é conhecidamente o mais imunogénico da porcdo a-gliadina, é resistente a
digestdo gastrica e contém a maioria dos epitopos reconhecidos pelas células-T
(FLECKENSTEIN et al; 2002). Os fragmentos sdo desamidados pela tTG2 e depois de
reconhecidos induzem a resposta imune adaptativa pro-inflamatéria mediada por células
T. Simultaneamente, o peptideo p31-43 causa dano no tecido epitelial in vivo e in vitro,
provocando resposta imune inata através de seu maior mediador, a Interleucina 15, bem
como por estresse oxidativo (MAIURI et al., 2003; BARONE et al., 2010).

As ceélulas intestinais Caco-2 tem sido usadas como modelo in vitro de barreira

intestinal para estudos de toxicologia porém, problemas quanto a reprodutibilidade das
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condi¢des de crescimento intrinsecas as Caco-2 tem dificultado a comparacdo dos
resultados entre diferentes laboratério (NATOLI et al., 2012). Para padronizar 0s
experimentos da interagdo das células Caco-2 com LPS, gliadina e seus peptideos,
foram elaborados os experimentos da fase analitica | que estabeleceram as
concentracdes de LPS e gliadina capazes de gerar respostas mensuraveis de estresse
oxidativo, sem danos celulares excessivos, evitando desperdicio de reagentes ao longo
dos experimentos e trazendo reprodutibilidade bioldgica ao evento estudados (Figura 9).

As concentracdo dos reagentes foram testadas a partir de protocolo modificado
de LAPARRA et al. (2010), RAUHAVIRTA et al. (2011), e CAPUTO et al. (2012) e
geraram resultados adequados para as concentra¢des de 1 pg/mL para LPS (figura 10) e
de 80 pg/mL para gliadina (figura 11), apresentando comportamento inflamatorio
semelhantes entre si nos tempos analisados neste estudo. A padronizagédo dos ensaios de
g-PCR utilizando SYBR Green seguiu protocolo de otimizacao sugerido pelo fabricante.
Depois da fase analitica | apresentar resultados satisfatorios, foi entdo, iniciada a fase
analitica Il com a interacdo de células Caco-2 conforme desenho experimental proposto
pelo presente trabalho.

A presenca dos estimulos de LPS, gliadina e seus peptideos nas células Caco-2,
foram capazes de gerar estresse oxidativo, elevando os niveis de radicais livres
presentes nas células, especialmente evidenciado pela presenca de niveis elevados de
NO (Figura 29). Quando em niveis elevados o estresse oxidativo pode gerar efeitos
citotoxicos, principalmente durante o desenvolvimento de processos inflamatorios
(KORHONEN et al., 2005). Niveis altos de éxido nitrico sdo descritos em pacientes
celiacos ndo tratados que se alimentam com glaten e pode ser dosado na urina desses
pacientes (HOGBERG et al. 2011).

Dentre os efeitos citotoxicos gerados pelo estresse oxidativo estd o aumento da
coexpressdo de genes associados a ativacdo da via do fator de transcricdo NFKkB (por
exemplo, TNF-a e COX-2), e consequentemente 0 aumento da expressdo dos transcritos
relacionados de interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-8) evidenciados em cultura celular tratada
com gliadina obtidas a partir de bidpsias de doentes celiacos (FERNANDEZ-JIMENEZ
et al. 2014). O aumento na expressdo destas citocinas também foi observado em nossos
resultados, demonstrando que a gliadina e seus peptideos (P1-P6) induziram a produgéo
destas citocinas em células Caco-2, tal como observado em células obtidas de biopsia

intestinal de pacientes celiacos (figura 30-34).
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A ativacdo da via NFkB mediada por estresse oxidativo e expressao de IL-15 é
crucial para instalar a resposta imune nos enterocitos, controlando a ativacdo de
linfocitos e o deslocamento de células NK para atuarem na apoptose daquele tecido
(DUWEL et al., 2009). Tal como proposto na literatura, a expressido de NO e IL-15
ocorreu in vitro ap6s estimulo das células Caco-2 com gliadina e peptideos (P1-P6),
reproduzindo o que ocorre in vivo e ja foi evidenciado na patogénese da DC.

Estudos recentes tem ligado o P31-43 na ativagdo da resposta imune inata no
enterdcito, via IL-15, interferindo na maturacdo das vesiculas endociticas reduzindo,
consequentemente, a degradacdo de receptores do fator de crescimento epidermal
(EGFR) que é mantido ativado por mais tempo, o0 que resulta no aumento do sinal para
proliferacdo celular e modificacGes na actina dos enterdcitos além de induzir a apoptose
celular em cultura de células de bidpsias intestinais de doentes celiacos (BARONE et
al., 2010).

No presente estudo, a presenca dos estimulos de LPS, gliadina e seus peptideos
modularam positivamente a expressdo dos transcritos génicos de IL-15 nos tempos de
24 e 48 horas de estimulos, em relacdo ao NT. Este evento foi confirmado pela presenca
da Interleucina 1L-21 e IL-2 (figura 31 e 32) no sobrenadante das células com 24 e 48
horas de estimulo.

A Interleucina 15 é membro da familia de quatro ligantes a-hélices e divide
receptor de cadeia y com IL-2, IL-7, IL-4, IL-9 e IL-21, e compartilha também a cadeia
B com IL-2 (ABADIE & JABRI 2014). No presente estudo, ficou evidenciada niveis
elevados de IL-15 tanto no LPS e gliadina, quanto nos peptideos. Entre os peptideos de
gliadina, se observa pouca diferenga entre si na expressdo dos transcritos de IL-15.
Observa-se ainda que o p31-43 (P4) promoveu a maior expressao dos transcritos em 48
horas, quando comparado aos demais peptideos, mas que isso nao resultou em maior
expressao das citocinas IL-21 e IL-2 além do observado.

No presente estudo, os estimulos de LPS, gliadina e seus peptideos, induziram
células Caco-2 a produzirem diferencas significativas de transcritos génicos de IL-6, IL-
8 e IL-1 quando comparados com células ndo tratadas. Os transcritos de IL-6 das células
estimuladas com LPS, P2, P3, P4, P5 e P6 aumentaram em relacdo ao tempo, sendo que
em 48 horas se observam maiores quantidades. J& para os transcritos de gliadina e P1,
observa-se aumento dos transcritos em 24 horas seguido de leve queda dos niveis em 48

horas. Embora os transcritos génicos de IL-6 tenham diferenciado levemente entre os
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estimulos, tal comportamento ndo foi observado para a citocina IL-6, uma vez que para
todos os estimulos as células Caco-2 produziram quantidades crescentes da citocina ao
longo do tempo, evidenciando o disparo da producdo de IL-6 quando comparado com as
células NT (figura 30).

A IL-6 é uma citocina com atividade pré-inflamatoria e na presenca de estimulos
pré-inflamatorios como LPS, viroses, IL-1 e TNF-a, ¢ observado um aumento nos
niveis de expressdo de transcritos génicos de IL-6 (WOLF et al., 2014). Estudos em
cultura celular de bidpsia intestinal de individuos portadores de DC ou sensiveis ao
gluten apresentaram aumento significativo dos niveis de transcritos de IL-6 quando
expostos a gliadina, sugerindo papel dessa citocina na DC (SAPONE et al., 2011).
Estudos in vitro com células Caco-2 como modelo experimental, demonstraram que
quando tais células sdo expostas a gliadina como estimulo inflamatorio, estas células
expressam IL-6 e IL-8 em quantidades superiores as observadas em células ndo
expostas, em concordancia com o que se observa in vivo. Outros estudos demonstraram
que Caco-2 pré tratadas com fragmento 10-mer da gliadina produziram as citocinas proé-
inflamatdrias IL-6 e IL-8 (CAPOZZI et al. 2013; LAMMERS et al., 2011).

A Interleucina 8 ou CXCL8 é produzida na presenca de estimulo exdgeno por
macrdfagos, células epiteliais, células endoteliais, dentre outras. Esta relacionada a
sinalizacdo celular e estimula a habilidade dos neutrofilos e linfocitos T de infiltrarem-
se em tecido inflamado ou danificado (WOLFF et al., 1998). Foi descrito que em
monocitos de pacientes com doenca celiaca, tratados na presenca da gliadina, tais
células foram capazes de produzir aumento nos niveis de expressao de transcritos do
gene IL-8, quando comparados com os niveis de paciente celiacos em dieta livre de
gluten. A producdo de transcritos de I1L-8 e da citocina IL-8 exercem papel fundamental
no recrutamento de neutréfilos para a mucosa intestinal de paciente celiacos expostos a
gliadina (LAMMERS et al., 2011).

Estudo in vitro demonstrou que células expostas a estimulos inflamatorios
como gliadina e LPS tiveram seus niveis de expressdo de IL-8 aumentados (TU et al.,
2016). No presente estudo, foi observado que as células Caco-2 quando expostas aos
estimulos de LPS, gliadina e seus peptideos, foram capazes de produzir transcritos
génicos de IL-8 bem como de niveis correspondentes da citocina IL-8. Especialmente
no tempo de 24 horas foi observado que os transcritos de IL-8 obtiveram maior

expressdo em relagdo as células ndo tratadas. A producdo da citocina IL-8 (figura 33)
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correspondeu ao comportamento dos transcritos de IL-8. Observou-se, ainda, que
gliadina e seus peptideos foram téo eficientes quanto LPS para induzir a producdo de
niveis elevados desta citocina pelas células Caco-2, quando comparada com células ndo
tratadas.

A gliadina gera atividade citotoxica nos enterdcitos de doentes celiacos, esta
atividade € mediada pela expressdo de citocinas pro-inflamatdrias e estresse oxidativo.
A expressdo dessas citocinas da-se pela ativagdo da via NFkB e consequentemente a
coexpressdo dos transcritos das citocinas. Esta expressdo estd associada a doencas
inflamatdrias cronicas, como por exemplo, artrite reumatoide, asma, cardiopatias e
maultiplas formas de canceres (BARNES & KARIN 1997; LABERGE et al., 2005).

A ativagdo do NFkB promove a ativagdo da ciclooxigenase (COX), com
posterior expressao de prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, a ativacao da via de
INOS e consequente producdo de niveis elevados de metabdlitos de NO, que
contribuem ainda mais com o estresse oxidativo (DE STEFANO et al., 2007; MAIURI
et al., 2003).

Receptores do tipo Toll-like (TLR) assim como os receptores do fator de
necrose tumoral (TNF) e os receptores de IL-1, exercem papel fundamental na resposta
imune inata regulando a ativacdo da via de NFxB pela fosforilagdo e degradacéo dos
inibidores IkB, que possibilitam a ativacdo do NFxB e coexpressdo dos transcritos das
citocinas (VERSTREPEN et al., 2008). Estudos tem evidenciado que NFxB é mediador
da expressdo de IL-15 que ocasiona o mal funcionamento das juncdes TJ nas células
epiteliais intestinais diminuindo a expressdo de ocludina e aumentando a expressdo de
zonulina nessas células, fendmeno comumente relatado em doentes celiacos (SAPONE
etal., 2011).

No presente estudo, ficou evidenciado a expressao dos transcritos génicos e das
respectivas citocinas pretendidas na interacdo das células Caco-2 com estimulos de LPS,
gliadina e seus peptideos, 0 que sugere fortemente a ativacao da via de NFxB. Ainda foi
observado que os niveis de transcritos génicos de IL-1 foram mais elevados para P2 e
P3 no tempo de 24 horas e para P4 e P5 no tempo de 48 horas em relagdo ao NT e que
ndo houve modulagdo para os transcritos do receptor IL-1RA, exceto para P3 no tempo
de 24 horas. Embora os transcritos de NFkB1 (monémero p105) tenham se comportado

de forma constitutiva, ndo alterando a modulacdo para os estimulos ao longo do tempo
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em relacdo ao NT, isso ndo significa que tal transcrito ndo estivesse presente na celula,
uma vez que houve amplificacdo do transcrito (Figura 14).

A modulagdo mais intensa observada no presente estudo foi dos transcritos de
TLR-4 para os estimulos gliadina e principalmente P1 a P5 que modularam a expresséo
do gene com 24 e 48h, o gene P6 apresentou modulacdo mais expressiva apenas com
48h em comparacdo com o NT. Essa modulacdo génica talvez represente o principal
resultado encontrado no estudo, demonstrando que além dos metodos de
reconhecimento, interacdo e formas de passagem transcelular j& conhecida na
patogénese da doenca celiaca, esse reconhecimento de gliadina e seus peptideos por um
receptor de membrana do tipo Toll-Like 4, pode sugerir uma nova rota de interacdo
deste peptideos que poderia aumentar a resposta inflamatéria na DC.

O TLR-4 s&o reconhecidos com Receptores de Reconhecimento Padrdo (PRR)
capazes de reconhecer Padrdes Moleculares Associados a Patdgenos (PAMPS), sdo
muito utilizados pela resposta imune do hospedeiro para o reconhecimento de antigenos
ndo préprios, neste caso a gliadina e seus peptideos. Embora essa resposta entre PAMPs
e PRRs seja relatada na literatura para muitos patdgenos, Como 0s micro-organismos em
geral, bactérias, fungos, entre outros, esse padrdo de interacdo ndo foi relatado na
literatura para a DC de maneira muito evidente, até onde pudemos constatar ha apenas
um estudo realizado por CSEH et al. (2011) onde a presenca deste receptor TLR-4 foi
marcado em células de pacientes celiacos, evidenciando que de fato o receptor esta
expresso em células da resposta imune nos celiacos, embora seu papel na
imunopatologia da doenca ndo tenha sido elucidado. Esse reconhecimento embora
precise de estudo mais robustos e ampliados para serem confirmados, apontam para um
novo caminho de reconhecimento utilizado pela gliadina e seus peptideos, como rota de
reconhecimento e amplificacdo da resposta inflamatdria na DC.

Por fim os transcritos dos genes ocludina e zonulina apresentaram pouca
modula¢do em relagdo ao NT, aumentando o numero de transcritos principalmente na
presenca de LPS apos 48h de estimulo. Especificamente a zonulina teve seus transcritos
génicos modulados por mais dois peptideos da gliadina P3 apds 24 e 48h, e P4 apds
48h. A ocludina recebeu modulagdo génica de mais estimulos sobre seus transcritos,
gliadina apos 48h de estimulo, alem de P1 e P4 ap6s 48h, e P3 apos 24h e 48h.

Essas duas proteinas zonulina e ocludina estdo envolvidas na regulacdo das

jungdes TJ, que sdo responsaveis pela unido das células epiteliais, e controlam a
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permeabilidade celular. Alteracdo na regulacdo e producdo destas proteinas, alteram a
permeabilidade entre as células epiteliais e consequentemente permitem a entrada de
peptideos da gliadina na mucosa (HEYMAN & MENARD, 2009; FASANO et al.,
2011). Além disso, a presenca de IL-15 prejudica a acdo das juncdes TJ nas células
epiteliais diminuindo a expressdo de ocludina e aumentando a expressao de zonulina
nessas células, fenébmeno comumente relatado em doentes celiacos (SAPONE et al.,
2011). Também sabemos que células Caco-2 quando desafiadas com glaten, expressam
IFN-y e TNF-a, citocinas relacionadas no aumento de expressdo de proteinas das
juncbes TJ, como por exemplo, zonulina e ocludina, aumentando a permeabilidade
celular (FASANO et al., 2011).
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados produzidos por este estudo foi possivel concluir que
assim como o LPS, a gliadina e seus peptideos induzem a producdo de resposta
inflamatdria desde as primeiras horas de interacdo com as células do epitélio intestinal
Caco-2, e que os produtos dessa interacdo modulam genes de receptores como TLR-4,
genes de proteinas que alteram a permeabilidade celular como zonulina e ocludina, e
também de citocinas inflamatdrias muito importante para a patogénese da doenca
celiaca. O processo inflamatério desencadeado pela gliadina e seus peptideos alterou os
niveis de mediadores de estresse oxidativo como o Oxido nitrico nas células Caco-2 nos
trés tempos avaliados, modulou a expressdo de transcritos génicos das citocinas pro-
inflamatorias, principalmente IL-1, IL-6, IL-8 e IL-15 especialmente nos tempos de 24 e
48 horas de interacdo com células Caco-2, além de modularem a expressao do gene
TLR-4. Para avaliar se a modulacdo génica induziu a producdo destas citocinas, foram
dosadas nos sobrenadantes de cultura celular nos trés tempos avaliados, as citocinas IL-
21, IL-2, IL-6, IL-8 e TNF-a. Os resultados evidenciaram a produgdo destas citocinas e
confirmaram que além da modulacdo génica, houve secrecdo destas citocinas
confirmando a presenca de inflamacdo. Apos analise dos dados, podemos inferir que a
gliadina intacta ou seus peptideos integros ou desamidados modularam a resposta
inflamatoria em células Caco-2, tal como observado in vivo no doente celiaco, e que o
aumento dos transcritos do gene TLR-4 pode representar um aumento na expressao do
receptor TLR-4, que pode apresentar um papel importante na patogénese da doenca,
principalmente no reconhecimento da gliadina e seus peptideos na fase de interagdo com
as células epiteliais intestinais, bem como podera representar uma nova rota de entrada
da gliadina e seus derivados para a lamina propria intestinal, embora estudos mais
robustos precisem responder a esta pergunta com mais ensaios laboratoriais para

entender o papel deste receptor na doenca celiaca.
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