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18.1 PRIMEIROS RELATOS SOBRE A FUNCAO DE
BARREIRA INTESTINAL: TRANSPORTES CELULARES NO
INTESTINO

A busca sobre o entendimento e a classificacio do funcionamento das células
intestinais € algo constante e nao recente. Os primeiros reportes sobre a existéncia
de uma configuragio celular, a qual propiciava fung¢des especializadas, tal como
a fun¢ido de barreira morfofuncional intestinal é encontrada na literatura médica
ao final do século XIX. Subsequentemente, na primeira metade do século XX,
essa funcdo foi extensivamente estudada por técnicas associadas a investigacao
do transporte i6nico.

Nossa compreensido atual de como as moléculas atravessam seletivamente
os epitélios, decorre dos trabalhos pioneiros de Hans Ussing e colaboradores,
iniciados em 1940. Este cientista dinamarqués investigou a tematica do trans-
porte ionico, descrevendo nessa época os mecanismos pelo quais os ions eram
ativamente transportados em epitélio de anfibios. Além disso, Ussing e Zerahn
desenvolveram o método in vitro denominado de Camaras de Ussing e, desde
entdo, essa técnica passou a ser amplamente utilizada para estudar o transporte
i0nico, absorcdo, transporte de substratos e de firmacos, assim como transporte
celular em respostas a estimulos imunolégicos e a patobiologicos.

Outro avanco sobre o assunto foram as primeiras visualizacdes em nivel de
ultraestrutura, em 1963, por Farquhar e Palade, das juncées firmes ou Tight junc-
tions (T]s) do inglés, que sdo componentes proteicos formadores da via paracelu-
lar. Os dois propuseram pela primeira vez a existéncia de uma complexa jungao
apical entre as células intestinais e que ela se dividia em regides morfologicamente
distintas.

Na mesma tematica, estudos mais recentes do grupo de Shoichiro Tsukita e
Sachiko Tsukita, na Universidade de Kyoto, utilizando técnicas moleculares refi-
nadas, contribuiram significativamente, para o melhor entendimento do funcio-
namento da via paracelular e da funcdao de barreira exercida pelo epitélio intes-
tinal. Estes cientistas foram os primeiros a demonstrar, em 1998, a existéncia de
proteinas denominadas de claudinas (Claudina-1 e 2), nome que vem da palavra
do latim claudere (“para fechar”), localizadas nas jung¢des firmes da via paracelu-
lar. Atualmente, essas proteinas sdo tidas como as principais reguladoras das jun-
¢oes firmes e da permeabilidade intestinal. Com a caracteriza¢ao do complexo de
proteinas formadoras das T] por Tusukita e colaboradores, a sociedade cientifica
procura investigar a contribui¢ao dessas proteinas e jungdes para as patobiologias
que afetam o trato gastrintestinal (TGI), como também suas correlagcdes com as
comorbidades e doencas cronicasdegenerativas, tais como a enteropatia ambien-
tal, malnutri¢do, diabetes, sindrome metabdlica dentre outras. Neste contexto,
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este capitulo traz uma abordagem atualizada, sobre os componentes estruturais e
funcionais, regulagio, imunomodulac¢io e biomarcadores da barreira morfofun-
cional do epitélio intestinal.

18.2 MORFOLOGIA DA BARREIRA INTESTINAL

Os elementos que formam a func¢do de barreira do epitélio intestinal podem
ser classificados, conforme a sua localizacdo e funcdo, em componentes extrace-
lulares e celulares.

18.2.1 COMPONENTES EXTRACELULARES

A primeira linha de defesa no trato gastrointestinal é encontrada no limen
intestinal de forma nao especifica. A acao do pH gastrico e das secrecdes pan-
credticas e biliares de enzimas digestivas que se localizam neste espaco, tais como
as lipases, proteases, amilases e nucleases, ajudam na digestdao e exercem efeitos
cataliticos e toxicos sobre microrganismos e antigenos.

Em adi¢io, a superficie da mucosa intestinal é coberta por uma camada de
mucinas e lipidios que limitam a exposi¢io da monocamada das células epiteliais
intestinais da a¢ao e do trauma fisico de particulas dentro do limen, como tam-
bém impedem o contato direto do epitélio a microrganismos.

A camada de muco possui propriedades hidrofobicas e surfactantes. Esta
camada contribui para a reten¢ao das secre¢oes da mucosa que sdo ricas em pep-
tideos antibacterianos e imunoglobulina A. O muco fornece prote¢io contra os
microrganismos luminais, como as bactérias, destruindo-as e prevenindo a sua
adesdao a mucosa e ao epitélio intestinal.

Além disso, o peristaltismo intestinal, em conjunto com a secre¢io de dgua
em massa em resposta a um estimulo patogénico, também sao fatores essenciais
que ajudam na fungio de prote¢ao da barreira intestinal.

18.2.2 COMPONENTES CELULARES: CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Morfologicamente, uma das principais caracteristicas do intestino é a exis-
téncia de vilosidades e de criptas em sua arquitetura. As vilosidades se estendem
para o limen intestinal e sdo revestidas por uma s6 camada de epitélio colunar
que contém células terminalmente diferenciadas. As criptas sdo invaginagoes epi-
teliais na mucosa do intestino, responsaveis pelo potencial proliferativo deste te-
cido. Ambas as regides (criptas e vilos), possuem uma especificidade em relagio
as células e suas funcoes.

Nas criptas, residem as células-tronco intestinais (CTI), que possuem duas
propriedades funcionais: a capacidade de se perpetuar ao longo de um periodo
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prolongado (autorrenovacdo) e a capacidade de gerar todas as células diferencia-
das do tecido de origem (multipoténcia). Assim, s3o responsaveis por promover a
constante renovag¢ao da populagdo celular do epitélio intestinal.

As CTIs se renovam ao longo da vida e produzem um tipo especial de células
denominadas como progenitoras ou transitorias, as quais preenchem o restante
das criptas. As células transitorias tém uma capacidade de autorrenovacdo muito
limitada, ocorrendo diferenciacdo da sua prole em linhagens de células maduras
apos trés a quatro divisdes celulares.

Conforme as células migram das criptas, movendo-se na dire¢ao apical, vao
diferenciando-se em enterdcitos absortivos ou em qualquer um dos trés tipos de
células secretorias: células caliciformes, células de Paneth ou células enteroendo-
crinas. Esse processo é acompanhado por uma redugao do ritmo proliferativo e
apoptose no apice da vilosidade.

As células absortivas, conhecidas ainda como células colunares, sao as mais
abundantes entre os tipos celulares. Essas células apresentam borda em escova,
caracterizada por uma densa matriz de vilosidades em sua superficie apical. As cé-
lulas caliciformes assumem a morfologia permanente de um calice, pela continua
produgio e acimulo temporario de vesiculas de secrecdo glicoproteica, compos-
tas principalmente de mucina, na regiao apical. Localizam-se distribuidas entre as
células absortivas (enterdcitos). Por produzirem grande quantidade de muco, tém
como funcio lubrificar e proteger o epitélio intestinal.

As mucinas adicionam uma barreira fisica no epitélio intestinal, ajudando a
conter bactérias comensais no limen do intestino, impedindo a sua adesdo nas
células epiteliais.

As células de Paneth diferem dos outros tipos de células diferenciadas, uma
vez que se encontram dispersas na parte inferior da cripta, ndo seguindo o percur-
so migratorio ascendente. Elas sdo responsaveis por secretar proteinas antibac-
terianas que impedem ainda mais o acesso direto dos microrganismos a mucosa
intestinal, agindo assim como reguladoras da densidade microbiana e protetoras
de células-tronco proximas. As menos abundantes, as células enteroenddcrinas
(de que existem muitos subtipos), sio menores e secretam varios hormonios intes-
tinais, dentre os quais peptideos e catecolaminas.

18.3 JUNCOES FIRMES

As jungoes firmes sao estruturas complexas e dinamicas, que incluem uma
série de proteinas juncionais capazes de cruzar a bicamada lipidica celular e se
ligarem a porcdo extracelular na célula adjacente.

Funcionalmente, as jun¢des firmes ou oclusivas regulam a passagem parace-
lular de ions, solutos e agua. Elas exercem fun¢ao de barreira semipermeavel entre
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o dominio apical e basolateral, mantendo a polaridade celular e bloqueando a
livre difusao de proteinas, lipideos, produtos patogénicos, dentre outros.

Em nivel molecular, as jungdes firmes sio constituidas por trés grupos de
proteinas integrais de membrana- claudinas, ocludinas e moléculas de adesiao
juncional- além de um ntimero consideravel de outras proteinas citoplasmaticas
acessorias, as quais incluem as zonula occluden (Z0), cingulina e outras proteinas
guanilato-quinase associadas 2 membrana.

As proteinas transmembranares medeiam as adesoes celulares e vedam os
espacos, podendo ser divididas conforme a quantidade de al¢as que cruzam a
membrana plasmadtica. As ocludinas, a familia de claudinas e a tricellulina sdo
proteinas que contém quatro alcas transmembranares e duas extracelulares, com
os terminais N e C citoplasmatico. As proteinas citoplasmaticas acessorias ZOs,
subdividem-se em ZO-1, ZO-2 e ZO-3 e conectam as proteinas transmembrena-
res ao citoesqueleto de actina. Esta interacdo é necessaria para a manutengao da
integridade estrutural da fun¢do de barreira do epitélio intestinal (Figura 18.1)
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Figura 18.1 - Logo abaixo da base da microvilosidades, as membranas plasméticas das células adjacentes sio fundi-
das por meio das juncdes firmes. As proteinas formadoras dessas juncdes so claudinas, ocudina e Z0-1, que interagem com os
milamentos do citoesqueleto (F-actina e Miosina). Mais abaixo se encontram as proteinas das Juncdes aderentes: E-caderina,
o-catenina 1, B-catening, 51 catenina (também conhecido como P120 catening; néio mostrado) que interagem comr F-actin.
A MLCK estd associada com o anel de actomiosina perijunctional. Desmossomos, que estdo localizados abaixo do complexo
juncional apical é formado por interacdes entre desmogleina, desmocolina, desmoplaquina e filamentos de queratina. MLCK
(Myosin light-chain kinase, do inglés).
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A regulagdo da manutenc¢io das jungoes firmes € influenciada por varios es-
timulos fisiologicos e fisiopatoldgicos. Esta regulacao complexa envolve diversas
vias de sinalizacdo, incluindo a proteina quinase C (PKC), proteinas quinases ati-
vadas por mitégenos (MAPK), miosina quinase de cadeia leve (MLCK) e familia
Rho de pequenas GTPases. Detalharemos a seguir a participagdo de cada com-
ponente molecular para a manutengao da funcao paracelular no epitélio do TGI.

18.3.1 OCLUDINA

A ocludina foi a primeira proteina integral de membrana a ser identificada
nas jung¢oes firmes de células epiteliais, em 1993. Seu nome vem do latim “occlu-
dere” que significa passagem restrita. A ocludina é uma fosfoproteina tetraspani-
na de 65 kDa de membrana, com quatro dominios transmembranares, duas alcas
voltadas para o meio extracelular e uma alga para o espaco intracelular. Possui
um N-terminal curto e um longo dominio C-terminal citoplasmatico. A interacao
homofilica das algas extracelulares de ocludina com as células adjacentes parece
criar uma barreira para macromoléculas, mas nao contra os pequenos ions. O do-
minio C-terminal longo interage com varias proteinas intracelulares das jungoes
firmes, como as ZOs, que sdao necessarias para a ligacdo de ocludina ao citoesque-
leto de actina.

18.3.2 CLAUDINAS

As claudinas fazem parte de uma familia multigénica, composta de pelo
menos 27 membros. Suas isoformas mostram um padrdao de expressio dife-
rente, importantes para determinar as propriedades fisioldgicas das juncoes
firmes. Semelhante a ocludina, as claudinas sio proteinas de 20-27 Da e,
morfologicamente, possuem alga intracelular e duas extracelulares, além de
dominios C-terminal e N-terminal citoplasmaticos. As alcas extracelulares
das claudinas fazem as interacdes homofilicas e heterofilicas com células
adjacentes.

Essas intera¢des criam tanto uma barreira, como poros seletivos para
a passagem de determinadas moléculas pela via paracelular. Mesmo na au-
séncia de outras proteinas de membranas (p. ex. ocludina), as claudinas sdao
capazes de manter a funcdo de barreira de forma independente e, por ter essa
atribuicao, é considerada a espinha dorsal e fundamental para manter a per-
meabilidade intestinal. Recentemente tem se atribuido as claudinas 2 e 15,
fun¢do primordial para absorcdo intestina. Essas duas proteinas sdo forma-
doras de poros e expressadas em todas as regides do intestino (Figura 18.2).

Trabalhos utilizando camundongos geneticamente modificados vém ca-
racterizando melhor a importancia dessa familia de proteina. Animais com
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deficiéncia de claudina-1 morrem dentro de 24 horas apds o nascimento
devido a uma perda severa de fluidos e eletrélitos através das jungdes pre-
judicadas.

As claudinas executam funcoes diferentes e podem ser divididas em dois
tipos: aquelas que estdo envolvidas na formagio de barreira (diminui¢do da
permeabilidade paracelular) e as que desempenham um papel na formagio
de poros ou canal (aumento da permeabilidade paracelular). E conhecido o
efeito que claudina-1, -3, -4, -5, -8, -9, -11, e -14 podem ser categorizadas
como claudinas formadoras de barreira, enquanto claudina-2, -7, -12, ¢ -15
sdo claudinas formadoras de poros (Figura 18.2).

As propriedades funcionais de cada claudina dependem dos numeros e
posi¢oes de aminodcidos carregados na primeira alga extracelular da molé-
cula. Por exemplo, a distribuigdo e orientacdo de residuos carregados negati-
vamente na alca extracelular trabalham para repelir os ions carregados nega-
tivamente (anions) e favorecem os ions carregados positivamente (cations).
As isoformas claudina-2 e -12, formadoras de poros, tém trés (posi¢des 53,
65 e 75) e quatro (posicdes 62, 66, 71 e 74) aminodcidos respectivamente,
carregados negativamente nesta alga e devido a isso formam poros seletivos
para cations.
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Figura 18.2 — Modelo de poros formados por daudinas. As daudinas (em azul) se ligam ao dominios PDZ-1 das pro-
teinas Z0-1. Por vez, a proteina Z0-1 se liga aos filamentos de actina do citoesqueleto.0 complexo de intercdes moleculares
propricia a uma via seletividade para a permeaciio e a funcio de barreira funcional intestinal para moléculas que possuam
tamanho de 4-8 A. AA: Aminodcido.
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Evidencia-se o fato de que as claudinas formadoras de poros exercem papel
impar para a permeacio de Na* e, nesse sentido, contribuem para manter a absor-
¢do adequada nas células intestinais. Recentemente, foi demonstrado que a inte-
ragao de claudina-2 e -15, predominantemente localizada no intestino, é essencial
para a homeostase da absor¢do de solutos e nutrientes pelas vias paracelular e
transcelular. Animais geneticamente modificados para essas duas proteinas de-
senvolvem severas alteracdes no funcionamento das células intestinais, ocorrendo
falha absortiva e mortalidade consideravel.

18.3.3 ZONULA OCLUDENS

As proteinas Zonula Occludens (ZOs) fazem parte de um subgrupo de pro-
teinas que também constituem as jungdes firmes. Ja foram identificadas trés pro-
teinas ZOs: ZO-1 (220 Da), -2 (160 Da), e -3 (130 Da). Elas sdo proteinas com
varios dominios de suporte, chamados dominios PDZ (PDZ-1, PDZ-2 e PDZ-3),
um dominio Src homologia-3 (SH3), e um dominio-membrana associado a gua-
nilato kinase (GUK) no lado do N-terminal. O PDZ é um dominio estrutural
comum de 80-90 aminodacidos encontrados nas proteinas de sinalizacdo. Desta
forma, as proteinas contendo dominios PDZ exercem um papel importante na
ancoragem de proteinas receptoras em membranas plasmadticas aos componentes
do citoesqueleto (Figura 18.1 e 18.2). A terminologia PDZ € oriunda da combina-
¢do das primeiras letras de trés proteinas: post synaptic density protein (PSD9S5),
Drosophila disc large tumor suppressor (Dlgl), e ZO-1, nas quais ocorreram as
primeiras descobertas e o compartilhamento do dominio.

Essas estruturas com varios dominios fornecem uma base intracelular ne-
cessaria para a regulagdo e manuten¢do da estrutura jungoes firme. Por exemplo,
claudinas se ligam aos primeiros dominios PDZ de ZO-1, -2, -3. Molécula de
adesao juncional A (MA]J-A, ver adiante) se liga ao dominio de PDZ-3 de ZO-1 e
ocludina se liga ao dominio GUK de ZO-1. O segundo dominio PDZ ¢ utilizado
para interagoes entre proteinas ZO.

Curiosamente, células deficientes de ZO-1 ainda sdo capazes de manter es-
truturas de juncoes firmes normais e mostram permeabilidade normal; no entan-
to, um atraso evidente na organiza¢ao de outras proteinas de juncdes firmes, tais
como ocludina e claudinas, é observado, indicando que as proteinas ZOs tém um
papel importante na regula¢do desse conjunto de proteinas. Até o0 momento, tém
sido feitos esfor¢os para esclarecer o papel funcional de proteinas ZOs e estudos
moleculares poderdo elucidar melhor o papel dessas proteinas.
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18.3.4 MOLECULA DE ADESAO JUNCIONAL, JUNCOES ADERENTES E
DESMOSSOMO

As moléculas de adesdo juncional (MA]Js) sao de proteinas transmembrana-
res que estdo envolvidas na formagio das jungdes firmes junto com ocludinas e
claudinas. A familia MA] pertence a superfamilia das imunoglobulinas (Ig), ca-
racterizada por dois dominios Ig extracelulares, um dominio transmembranar e
um dominio C-terminal intracelular. Ja foram identificadas vdrias proteinas dessa
familia, dentre elas MA]J-A, -B -C, MAJ-4, o receptor “coxsackie” e adenovirus
(CAR) e molécula endotelial de adesdo seletiva (ESAM). Os membros da MA]J sdao
expressos em varios tipos de células epiteliais, incluindo as endoteliais e células
do sistema imunolégico, e exibem distintos padroes de expressao; no entanto, em
células epiteliais intestinais, MAJ-A, MAJ-4 e CAR sio expressas e envolvidas na
regulacdo jungdes firmes.

Estudos in vitro e in vivo demonstram que a MAJ-A participa de forma im-
portante da regulacdo e manuten¢ao da fun¢ao de barreira. A auséncia de MAJ-A
exibe em animais uma maior permeabilidade a dextrana, um marcador de per-
meabilidade intestinal e uma maior atividade de mieloperoxidase no célon. Ja o
CAR, co-localizado por interagio heterofilica com ZO-1 em células intestinais,
parece limitar a invasdo do virus coxsackie e adenovirus.

As juncoes aderentes e desmossomos compdem o restante dos componen-
tes do complexo paracelular. Jungoes aderentes sio compostas de caderinas, for-
mando imediatamente as junc¢des firmes. A perda de jun¢des aderentes resulta na
disrup¢io da polarizagio epitelial, diferenciacdo e apoptose precoce das células
epiteliais intestinais (Figura 18.2).

Os desmossomos formam estruturas que se conectam aos filamentos inter-
mediarios do citoesqueleto, proporcionando fortes ligagdes adesivas que mantém
a proximidade celular e sdo também locais de comunicagdes intercelulares. Re-
centemente, uma nova proteina humana conhecida como zonulina foi identifi-
cada como moduladora diretamente da permeabilidade intestinal. Expressao da
zonulina de cadeia simples conduz a ativagao de moléculas de sinalizagao, tais
como o receptor de fator de crescimento epidérmico (EGR) e receptor ativado por
proteinase 2 (PAR-2), o que resulta no aumento da permeabilidade.
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18.4 FISIOLOGIA DA BARREIRA FUNCIONAL
INTESTINAL

18.4.1 PRINCIPIO DO TRANSPORTE EPITELIAL DE NUTRIENTES, IONS E
AGUA

O transporte epitelial deve ser regulado de modo a atender as necessidades
homeostaticas da célula, conforme o tipo de epitélio. Essa regulacdo envolve me-
canismos autorregulados e coordenados. As células epiteliais estio dispostas em
folhetos e formam monocamadas altamente polarizadas e apertadas que limitam
os espacos luminais dos espagos intracelulares.

As propriedades eletroquimicas do epitélio do TGI permitem a absor¢io
e o movimento de nutrientes, ions e ocorrem por meio de processos altamente
coordenados, como também proporcionam barreira fisica contra a permeagao de
agentes patogénicos, toxinas, antigenos e moléculas pro-inflamatérias, do limen
intestinal para o espaco basolateral.

As células epiteliais localizadas nos enterdcitos intestinais criam esse me-
canismo de permeabilidade seletiva por duas vias: o transporte transcelular e o
transporte paracelular. A base dos transportes celulares no epitélio intestinal ocor-
re pela a¢do de proteinas transportadoras. Nesse sentido, o transporte ativo e a
difusdo facilitada sdo os principais mecanismos responsaveis pela absor¢cao dos
micronutrientes no intestino e essa capacidade é mantida pela influéncia de esti-
mulos neurais, humorais e hormonais.

18.4.2 TRANSPORTE TRANSCELULAR DE NUTRIENTES, IONS E AGUA

A via de transporte transcelular no intestino estd envolvida na absorc¢do e no
transporte de nutrientes, incluindo glicose, aminodacidos, peptideos, acidos gra-
x0s, minerais e vitaminas. Como a membrana celular é impermedvel, esse pro-
cesso é mediado predominantemente por transportadores ou canais especificos
localizados nas membranas apicais e basolateral (Figura 18.3).

A glicose é um soluto essencial para o metabolismo celular. Sua absor¢do no
intestino ocorre por meio de transporte transcelular em dois estagios, inicialmente
por meio da passagem através da membrana apical e seguidamente pela baso-
lateral dos enterdcitos absortivos. O transportador de glicose sodiodependente
(SGLT-1) é o responsavel pela absorc¢do de glicose na membrana apical por meio
de transporte ativo secundario, utilizando o gradiente de Na*. O SGLT-1 possui
uma regido de ligacdo ao Na* e, apos a sua ligagdo, permite o acesso da glicose
ao receptor. Sao necessdrias duas unidades de Na* para cada molécula de glicose,
ambos transportados no mesmo sentido (limem- basolateral).
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Apés a passagem por SGLT-1, a concentragio aumentada de glicose no
meio intracelular estimula a sua passagem por difusio facilitada por via da
membrana basolateral pelo transportador de glicose GLUT2. Esse transporta-
dor atua independe da presenca de Na*, possui elevada capacidade de transpor-
tar glicose, embora tenha baixa afinidade, com Km para a glicose > 50 mM, ou
seja, é necessario que existam concentragdes superiores a S0 mM de glicose no
meio intracelular para que a velocidade de transporte seja a metade da veloci-
dade maxima (Figura 18.3).

A frutose, em contrapartida, é transportada através da membrana apical pelo
GLUT-S; no entanto, pelo fato de este transporte nao ser acoplado ao de Na*, sua
entrada é relativamente ineficiente e pode, com facilidade, ser interrompida se
forem ingeridas grandes quantidades de alimentos contendo esse agticar. O meca-
nismo basolateral da absor¢ao de frutose ainda nio é bem compreendido.

As proteinas também sio absorvidas via transporte transcelular. As enzimas
digestivas (enteropeptidase e pepsina) reduzem a ingesta proteica a 40% de ami-
noacidos livres e a 60% de pequenos peptideos (dois a seis aminoacidos). Estes
sdo absorvidos pelos enterdcitos. Em geral os transportadores de aminoacidos
tém especificidade razoavelmente ampla, transportam possiveis subgrupos de
aminodacidos (p. ex: neutros, anidnico e catidnico), no entanto, ocorre alguma
sobreposicao de sua afinidade para aminodacidos particulares. Além disso, alguns
transportadores de aminoacidos, mas nao todos, transportam seus aminoacidos,
por um simporte em conjunto com a absor¢ao obrigatoria de Na*.
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Figura 18.3 — Transportes nos enterdcitos intestinais. Transporte transcelular e paracelular para ions, aminodcidos e
substratos ¢ mantido por proteinas e canais especializados. 0 gradiente eletroguimico de Na+ fornece condicdes para absorcéio
adequada de considerdvel quantidade das moléculas pela via transcelular. As proteinas que formam as juncdes firmes direcio-
nam selefivamente uma via paracelular para Na+, CI- dgua. TJ: Tight Junctions.

O transportador primario e o responsavel pela absor¢io de peptideos é o
peptideo transportador 1(PepT-1), um simportador que carrega peptideos em
conjunto com protons. Os peptideos absorvidos pelos enterdcitos e imediata-
mente hidrolisados por uma série de peptidases citosolicas em seus aminoacidos
constituintes. Os aminodcidos considerados nio essenciais pelos enterdcitos sdo
exportados através da membrana basolateral e entram nos capilares sanguineos
para serem transportados para o figado através da veia porta. O PepT-1 é de
interesse clinico porque pode mediar a absor¢do dos firmacos, chamados farma-
cos peptidomiméticos, que incluem diversos antibiéticos, bem como os agentes
quimioterapicos. O mecanismo pelo qual os aminoacidos e os farmacos pepti-
domiméticos saem dos enterdcitos nao estd completamente esclarecido, mas se
presume que envolva proteinas transportadoras adicionais.

O Na*é um ion por demais importante para a via transcelular. Resumida-
mente, a absor¢dao de Na* ocorre por meio de mecanismos situados na membrana
apical das células em borda em escova, todos impulsionados pelo potencial eletro-
quimico deste ion. Os valores de potencial eletroquimico favorecem o influxo de
Na* por quatro mecanismos distintos: o primeiro mecanismo é de uma difusdo via
canal seletivo de Na*. O segundo mecanismo ¢é constituido pelas varias proteinas
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de membrana que medeiam os cotransportes de substratos, tais como aminoa-
cidos, peptideos e glicose. O terceiro mecanismo é constituido do co-transporte
eletro-neutro Na*-Cl- e, por fim, o quarto mecanismo ¢ exercido pelo co-transpor-
te Na*-H* também eletroneutro da membrana apical das células dos vilos e nas
membranas basolaterais das células dos vilos e criptas.

Além disso, durante o transporte i6nico de Na*, o cloreto (CI') e o bicarbo-
nato (HCO3") sdo transportados de forma contraria ao transporte de Na*, desta
forma mantendo a neutralidade elétrica através do trocador cloreto-bicarbonato.
O fluxo de dgua via paracelular vai seguindo o gradiente osmoético gerado passi-
vamente pelo transporte transcelular de eletroélitos.

18.4.3 TRANSPORTE PARACELULAR E PERMEABILIDADE INTESTINAL

A funcdo de barreira ou permeabilidade intestinal é um evento dinamico e,
funcionalmente, responde a varios estimulos fisioldgicos, patologicos e farma-
cologicos. Em condi¢oes fisiologicas normais, o espaco paracelular deve formar
rigorosa barreira seletiva e semipermeavel. Esta seletividade é proporcionada pe-
las jungoes firmes e é formada por um complexo de multiproteinas (ver anterior-
mente) transmembranares, dentre elas ocludina, claudinas, molécula de adesao e
proteinas acessorias ZOs.

O complexo de proteinas das juncdes firmes tem propriedades funcionais,
estruturais e bioquimicas necessarias para a intera¢ao com as proteinas actina e
miosina perijuncional apical e, com base nisso, regulam o ritmo da permeacio
de ions via paracelular. A funcio de barreira exige que as biomoléculas possuam
caracteristicas especificas em relagio a tamanho e carga, de ions e solutos de
baixo peso molecular, condi¢bes essas necessdrias para permear pelo espago
paracelular. E conhecido o fato de que as juncdes firmes expressas na cripta sio
mais permedveis as moléculas com raios maiores de 50 A, enquanto jungoes
apertadas nas vilosidades s6 permitem a passagem de moléculas que tenham
tamanhos menores a 6 A de raios.

Os ifons podem mover-se do limen para a lamina propria e vice-versa por
via paracelular. O movimento passivo de Na*entre os dois compartimentos é feito
pela via paracelular, que tem na junc¢io firme, um elemento regulador e, nos gra-
dientes eletroquimicos e osmoticos, a energia determinadora do sentido de des-
locamento. O fluxo paracelular é bidirecional e a limitagao dos transportes nessa
regido é determinada pelas proteinas de jung¢des firmes, principalmente.

A regulacdo da permeabilidade intestinal envolve diversas vias funcionais.
Mudancas rapidas na permeabilidade ocorrem via atividade da quinase de cadeia
leve da miosina (MLCK: Myosin light chain kinase, do inglés), contra¢iao do ci-
toesqueleto e por endocitose de proteinas das juncdes firmes. Enquanto isso, os
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distirbios de permeabilidade mais prolongados envolvem a modulacao da trans-
cri¢do de proteinas das jungdes firmes, a apoptose de células epiteliais e alteracoes
estruturais no epitélio.

A MLCK é uma enzima calmodulina Ca** dependente que fosforila especi-
ficamente a cadeia leve da miosina (MLC) em resposta, tanto a estimulos fisio-
l6gicos, quanto a patologicos. A fosforilagao da MLC resulta em contracdo do
complexo actina-miosina e altera¢io conformacional do arranjo intracelular do
citoesqueleto, e, assim, conduz a uma disfun¢do da barreira epitelial. Por exem-
plo, a atividade MLCK esta envolvida na endocitose da ocludina em resposta a
mediadores inflamatérios como o TNF (fator de necrose tumoral). E reportado
que essa citocina induz especificamente a internalizacao de ocludina mediante a
endocitose. Esse evento destaca o papel das vias de trafego vesicular na regulacdo
das jungoes firmes.

In vivo, a avaliacdo funcional da permeabilidade epitelial intestinal pode ser
alcancada com a medi¢do da permeabilidade diferencial da mucosa intestinal por
meio de marcadores moleculares nao absorviveis, incluindo monossacarideos e
dissacarideos, ao longo do eixo das vilosidades e criptas. Além disso, a proprieda-
de fisioldgica da via paracelular, também pode ser corretamente avaliada in vitro
pela medicdo da resisténcia elétrica transepitelial e potenciais de difusdo ionica,
como também por via da quantificagdo do fluxo paracelular mediante moléculas
marcadas e/ou de elétrons-densos de varios tamanhos. Por exemplo, o teste de
permeabilidade intestinal por lactulose e manitol. Dois acucares nio metaboli-
zados que especificamente marcam a via paracelular e transcelular de barreira
funcional intestinal.

Utilizando ambas as abordagens, alguns estudos demonstraram que a
permeabilidade intestinal anormal é caracterizada por varios disttrbios in-
flamatorios cronicos, em que esse fendomeno é associado ao desaparecimento
de proteinas estruturais essenciais, localizadas nas jung¢ées firmes no epitélio
intestinal.

Animais geneticamente modificados e técnicas in vitro para avaliar a per-
meabilidade intestinal, mostraram que o transporte eficiente de glicose no in-
testino é dependente de jungoes firmes, em especial dependente de claudinas
-2 e -15. A deficiéncia de claudina -15 favorece drasticamente para reduzir a
absor¢ido e, consequentemente, resulta em alteracdes da homeostase e no meta-
bolismo desse substrato, comprometimento significativo na resisténcia transepi-
telial e na condutancia i6nica paracelular para Na*. Além disso, os padrdes de
expressao dessas proteinas e de suas funcdes variam, diferenciando-se entre a
infancia e a fase adulta.
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Estudo recente demonstrou por meio de um modelo mais avangado, utili-
zando duplo Knockout para claudina -2 e -15, que o fluxo paracelular de Na*
desde a submucosa intestinal é dependente dessas duas proteinas. Claudinas-2
e -15, proteinas formadoras de poros, desempenham papel essencial para a
manutencido dos niveis adequados de Na* luminal, que subsequentemente é
necessario para a absor¢do adequada de glicose, aminoacidos e gorduras. O
gradiente gerado para Na* proporciona condi¢des necessarias para o funcio-
namento das fung¢des eletrofisiologicas (resisténcia, condutancia e permeabi-
lidade) a barreira intestinal . Vale ressaltar que a perda de claudinas-2 e -15
leva a morte na infincia de camundongos transgénicos, como resultado da
altera¢ao no metabolismo absortivo i6nico e md absor¢ao de nutrientes (Fi-
gura 18.4).
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Figura 18.4 - Disrupcio do fransporte paracelular decorrente da deficiéncia de claudina -2 e -15 em camundongos
geneticamente modificados. Simultdnea auséncia de claudina -2 e -15 no espaco paracelular leva a falha na absorcio dos
principais nutrientes (glicose, aminodcidos e dcido graxos via dcido biliares) que depende de valores adequados de Na+
luminais. A) Esquematizacdo da absorcdo dos principais substratos em condicdio normal. B) Transporte deficiente de Na+ na
auséncia de claudina -2 e -15 resulia em comprometimento da absorcdio de glicose, aminodcido, e dcido biliares e subsequen-
temente morte durante a inféncia.

Resultados de estudo também recente com desnutri¢ao animal demonstraram
que essa condi¢ao modifica o perfil de transporte paracelular. O défice nutricional
desencadeado por dieta multideficiente em proteina propicia eleveda transcricao
nos niveis RNAm de claudina -2 e altera¢do na permeabilidade celular avaliada
com marcador dextrana.
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18.5 REGULACAO DA BARREIRA FUNCIONAL
INTESTINAL

A manuten¢do da homeostase da barreira funcional intestinal é um processo
co-regulado por mediadores: células epiteliais, células do sistema imune, micro-
biota e sistema nervoso entérico. Por motivos didaticos, este topico abordara cada
um destes componentes de forma fragmentada, porém é preciso compreender que
a atuacao destes fatores se da de forma integrada e dindmica. As Figuras 18.5 e
18.6 mostram estes componentes em conjunto, caracterizando, respectivamente,
a representa¢ao histoldgica da anatomia da barreira e os mecanismos regulatorios
da barreira.

18.6 PAPEL DO EPITELIO INTESTINAL: FUNCOES
ESPECIALIZADAS

A capacidade de diferenciacdo das células epiteliais do intestino permite o
desenvolvimento de um completo aparato celular capaz de impedir a invasao
de substancias no epitélio. Neste contexto, a primeira linha de defesa é formada
pela ag¢do de células especializadas secretoras. Estas células, células caliciformes
e células de Paneth, produzem, respectivamente, mucinas glicosiladas e proteinas
antimicrobianas, composi¢ao que permite uma barreira fisica e quimica.

A mais abundante das mucinas é a mucina do tipo 2 (MUC2), sendo essen-
cialmente importante na superficie epitelial do célon. Estudos em camundongos
deficientes de MUC2 mostram desenvolvimento espontaneo de colite. Outros fa-
tores produzidos pelas células de goblet e que também sao importantes para a for-
macdo da barreira fisica do intestino junto ao muco sao: fator de trevo 3 (TFF3)
e molécula B semelhante a resistina (RELMB).

As proteinas antimicrobianas produzidas pelas células de Paneth sdo as de-
fensinas, catecilidinas e lisozimas. Estas proteinas, juntamente com a proteina Illy
lectina do tipo C - produzida tanto pelas células de Paneth como pelas células
epiteliais comuns, rompem estruturas bacterianas. Podem ter como alvo as mem-
branas de superficie, no caso das defensinas e catecilidinas, ou a parede de pepti-
deoglicanos de bactérias Gram-positivas, no caso das lectinas do tipo C.

Outra contribui¢ao das células do epitélio para a prote¢ao da barreira in-
testinal se da no transporte da imunoglobulina IgA através do epitélio. A IgA é
produzida por células plasmaticas na lamina propria e tem papel importante na
neutralizagdo inespecifica de microorganismos.

Vale ressaltar o papel importante das células M, células especializadas do
epitélio que tém a propriedade de endocitose e transporte de antigenos para as
células do sistema imune na lamina propria. Estudos mais recentes mostram que
estas células sdo capazes de mediar transportes especifico e nao-especifico de anti-
genos microbianos e que tais processos também podem ser mediados pelas células
caliciformes.
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18.7 PAPEL DO SISTEMA IMUNE: ATIVACAO DA
INFLAMACAO

A influéncia do sistema imune no controle homeostatico da barreira intesti-
nal é de grande relevancia. Ele permite que o organismo adquira tolerancia a anti-
genos inofensivos (como antigenos da dieta ou microbiota residente no intestino)
e simultaneamente seja capaz de desenvolver respostas contra patégenos. Este
estado é também chamado de “inflamagao fisiologica”.

A primeira resposta imune a ser ativada é ndo-especifica e pertence a imuni-
dade inata, representada por células epiteliais e células do sistema imune locali-
zadas na lamina propria: células dendriticas, macrofagos e células NK (‘natural
killer’). Estas células reconhecem padroes moleculares associados a patogenos
(PAMP - pathogen-associated molecular patterns) a partir de receptores de reco-
nhecimento de padroes (PRRs — pattern recognition receptors), como receptores
toll-like (TLRs - toll-like receptors) e receptores de dominio de oligomerizagio
de liga¢ao de nucleotideos (NODs — nucleotide-binding oligomerization domain
receptors). No epitélio intestinal em condi¢cbes normais, os PRRs sdo ativados
na por¢ao apical por bactérias da microbiota residente, ajudando na secrecao de
substancias antimicrobianas e na manutencao da tolerancia. Quando ha alteragao
na barreira do epitélio e entrada de bactérias, uma resposta pro-inflamatoria é
gerada pela ativagdo basolateral dos PRRs, bem como de PRRs de outras células
do sistema imune inato, como as células dendriticas, que determinam o desenvol-
vimento das respostas celular e humoral pelo sistema imune adaptativo.

Muco

1

Células
epiteliais

Lamina
proépria
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Membrana Plasmécito

basal Linfécito

Figura 18.5 - Representagio histologica dos componentes da barreira infestinal. A barreira intestinal é composta
de uma camada simples de células epiteliais colunares, assim como pela camada mucdide e lamina prapria. As células calici-
formes, que sintefizam e liberam mucina, assim como outras células especializadas, estdo presentes. Mais externamente, a
camada mucdide (que ndo pode ser visualizada histologicamente) ¢ localizada imediatamente acima das células epiteliais.
As juncdes firmes fecham o espaco paracelular entre as células epiteliais. A lamina prépria, localizada abaixo da membrana
basal, contém varias células do sistema imune.
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A resposta adaptativa inclui linfécitos T e B com resposta especifica e de
memoria para certos antigenos. Células T CD4+ localizam-se na lamina propria,
gerando células Th1 e Th17 com propriedades pré-inflamatorias. As células T
regulatorias (Treg), expressando Foxp3, atuam contrabalanceando este efeito,
ajudando a manter a inflamacdo sob controle.

A habilidade de citocinas, como TNF-a e IFN-y, de regular a funcdo das
juncodes firmes ja estd bem descrita. Os efeitos de aumento de expressdo de jun-
¢oes firmes, remocao vesicular de proteinas do complexo de juncdes firmes, de-
gradagdo das jungdes firmes, ativacdo de quinase e modulagido do citoesqueleto
sio todos eventos descritos como mediados por estas citocinas. E também sabi-
do que o tratamento com anticorpos anti-TNF em doenca de Crohn corrige a
fun¢do da barreira intestinal. Nos mecanismos de lesdo da barreira induzida por
TNF-a, é proposto que o aumento da expressio MLCK seja bastante presente,
sendo um mecanismo comum de varios estimulos, como IL-18, lipopolissacari-
deo, acetaldeido, infec¢des por Escherichia coli enteropatogénica, Helicobacter
pylori e giardiase.

Outras células do sistema imune importantes para a homeostase da barreira
intestinal sdo os macrofagos e as células dendriticas, fagocitos encontrados na
lamina propria. Elas atuam na manuten¢do da tolerdncia a antigenos da dieta e
no controle de patégenos e microorganismos comensais.

18.8 PAPEL DA MICROBIOTA: INTEGRACAO COM
SISTEMA IMUNE

Ha mais de 10" tipos de bactérias residentes no trato gastrointestinal que
estabelecem uma relagdo simbidtica com as células do organismo humano. Esse
ecossistema é comumente denominado microbiota intestinal. Neste contexto, as
células do epitélio intestinal, juntamente com as células do sistema imune, man-
tém um mecanismo de imunorregulacdo complexo, tolerando a microbiota e de-
senvolvendo respostas contra patdgenos.

A importancia dos microorganismos residentes no intestino ¢ verificada nos
mais diversos niveis, passando desde a influéncia nas propriedades de prolifera-
¢do, diferenciagao e renovagido celular do epitélio intestinal, até a modulagao da
permeabilidade intestinal, expressdo de peptideos antimicrobianos e camada de
muco para a barreira fisico-quimica.

A influéncia da microbiota nas propriedades de renovagao celular foi mos-
trada em diversos estudos com animais criados em ambientes livres de microor-
ganismos. Estes animais possuem morfologia intestinal danificada, com reduzido
vilo ileal e menores criptas, além de diminui¢ao da capacidade de renovagao ce-
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lular. Tais efeitos parecem estar associados a ativagao de receptores TLR e NOD,
que induzem sinais de fortificagdo da barreira.
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Figura 18.6 - Representagio esquemdtica da regulagio da barreira funcional intestinal. Diversos componentes atuam
na manutencio da homeostase desta barreira. No limen intestinal, a microbiota residente tem papel protetor contra bactérias
patogénicas, evitando a colonizacdo e invasdo no epitélio. A camada mucéide, com peptideos antimicrobianos e mucinas,
funciona como barreira para a penetraciio de antigenos microbianos. Tais substancias sdo produzidas por células especializadas
do epitélio intestinal, células caliciformes (mucina) e células de Paneth (peptideos antimicrobianos). A IgA, presente também
na camada mucdide é secretada por células plasmaticas na limina prapria. A regulacdo imunoldgica da barreira se inicia
com a ativacdo por antigenos de receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), receptores toll-like (TLRs) e receptores de
dominio de oligomerizacdo de ligactio de nucleotideos (NODs), que induzem a liberacéio de citocinas que podem afivar células
do sistema imune localizadas na ldmina propria. Alternativamente, células do epitélio intestinal especializadas em endocitar
e fransportar antigenos para a ldmina propria (células M) podem atuar, havendo reconhecimento por células apresentadoras
de antigenos (células dendriticas) para processamento e indugéo de células T, podendo gerar distintos perfis Th1, Th2 e Treg.
0s mediadores inflamatérios liberados no processo (citocinas TNF-o. e IFN-y) podem modificar as funcdes das juncdes firmes,
levando & distirhios de permeabilidade intestinal. A complexa interaciio sistema nervoso-sistema imune também ocorre na
barreira intestinal, com atuaciio importante de células especializadas do epitélio, células neuroendécrinas, que podem secretar
neuropepfidios reguladores da resposta imune.

459
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Em relagio aos efeitos da microbiota na permeabilidade intestinal, a maioria
dos estudos mostra que o uso de probidticos pode reverter o aumento da permea-
bilidade intestinal em diversos contextos, seja em modelos de lesio da barreira
induzida por estresse, por dele¢do de genes de receptores TLR. Animais criados
em ambientes estéreis também tem sua permeabilidade intestinal diferencialmen-
te modulada por populagdes bacterianas. Estudos sugerem que uma microbio-
ta mais diversa possa contribuir para manutencdo da homeostase intestinal. Em
modelo experimental de enteropatia ambiental em camundongos, a modulagao
da microbiota exacerbou os distirbios na barreira intestinal, com aumento da
permeabilidade intestinal e da expressdo de claudina-2.

O reconhecimento da microbiota intestinal pelas células do sistema imune
permite o desenvolvimento de funcionalidade da resposta imune. Estudos em ani-
mais livres de microbios mostraram reduzida celularidade e prejudicada funciona-
lidade do sistema imune na lamina prépria do intestino delgado. Quando ocorre
a disbiose da populacdo microbiana residente no intestino, entretanto, bactérias
podem ser transportadas para os linfonodos mesentéricos, levando ao desenvol-
vimento de resposta imune exacerbada anormal contra microorganismos. Além
disso, certos componentes da microbiota sio relacionados ao desenvolvimento
de respostas inflamatorias, enquanto outros se relacionam a mecanismos anti-in-
flamatérios. A diversidade e composi¢ao da microbiota sdo fatores-chave para a
manuten¢ao da homeostase intestinal.

As evidéncias do papel da microbiota em doencgas gastrointestinais indicam
intensa associagao, porém a exata cascata de mecanismos ainda nio foi elucidada.
E possivel que o desequilibrio da microbiota desencadeie a inflamacdo intestinal
pela influéncia nos sinais de manutencdo da barreira intestinal.

18.9 PAPEL DO SISTEMA NERVOSO: INTEGRACAO
COM SISTEMA IMUNE

A influéncia do sistema nervoso central na fisiologia intestinal inclui regula-
¢ao da barreira intestinal, motilidade, secreciao e fluxo sanguineo. Esta interacao
SNC-intestino é também bidirecional, podendo a inflamacdo intestinal alterar
mecanismos de nocicep¢ao e outras doencas neuroldgicas.

O sistema nervoso entérico constitui uma rede de neuro6nios e células gliais
que se distribuem em dois plexos principais: plexo mioentérico (ou plexo de Auer-
bach) e plexo submucoso (ou plexo de Meissner), estando em intimo contato e
comunica¢do com as células do epitélio intestinal, células do sistema imune e as
células neuroendocrinas, colaborando para resposta do sistema imune a patd-
genos. Esta comunicagido envolve a acdo de neuropeptidios, neuro-hormonios,
neurotransmissores, citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, dentre outras
moléculas regulatorias.
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Sob condigoes fisioldgicas ou patoldgicas, o sistema nervoso entérico regula
a fun¢do da mucosa intestinal. Enquanto o plexo mioentérico regula principal-
mente a motilidade, o plexo submucoso, juntamente com as fibras nervosas na
ldmina propria, é envolvido na regulagdo dos transportes epiteliais. Essas fibras
tém intimo contato com a lamina basal, permitindo o reconhecimento de nutrien-
tes absorvidos e antigenos, que podem agir na mudanca das propriedades dos
neurOnios sensoriais e causar sensibilizagdo periférica.

Um dos mecanismos mais estudados da sinaliza¢io neuroimune na fisiologia
intestinal é ativa¢ao de mastdcitos por fibras nervosas extrinsecas ou intrinsecas
contendo hormonio liberador de corticotropina ou acetilcolina. Tal ativacdo in-
duz a liberacdo de variados mediadores pelos mastécitos, como TNF-a e interleu-
cinas, com efeitos nos transportes trans e paracelular do epitélio. Este disturbio
pode gerar ativagao de resposta inflamatéria exacerbada.

18.10 DISTURBIOS ASSOCIADOS A BARREIRA
FUNCIONAL INTESTINAL

Virias evidéncias sugerem que a desregulagdo da fun¢io da barreira intes-
tinal esta associada a patogénese de varias doencas, como diabetes, doengas in-
flamatoérias do intestino, doenca celiaca, alergia a alimentos, esclerose multipla e
sindrome do intestino irritdvel. Os exatos mecanismos de causalidade, contudo,
ainda nio estio completamente elucidados.

Estudos em humanos e camundongos mostram que a alteracao da permeabi-
lidade intestinal ndo é condi¢io suficiente para gerar doenga. Além disso, a recu-
peracdo da barreira pode ocorrer, uma vez que o estimulo desapareca. Mecanis-
mos regulatorios relacionados ao sistema imune parecem estar envolvidos neste
processo. Em condigdes patoldgicas, entretanto, em que a capacidade regulatoria
é superada, ha progressio do aumento da permeabilidade com potencial de apa-
recimento de doenga intestinal inflamatoria.

Pacientes com doenga inflamatdria do intestino denotam aumento da per-
meabilidade e altera¢bes na expressio das jungdes firmes, caracterizados pela
redugido dos niveis de claudina-3, 4, 5 e 8 e ocludina, e aumento dos niveis de
claudina-2 e ativagdo da quinase de cadeia leve de miosina. Essas mudangas na
barreira sio detectadas apenas em pacientes com doenga ativa, sugerindo que
tais distturbios sejam consequéncias de uma resposta pro-inflamatéria exacerbada
com elevados niveis de [FN-y e TNF-a, capazes de modular as jungdes firmes. Ou-
tro achado que concorre para o envolvimento de outros fatores, sejam genéticos
ou ambientais, para o desenvolvimento da doenca, é a associagdo de mutagdes em
genes das proteinas NOD-2 e XBP1, relacionadas a reduzida produgio de IL-10
ou inadequada tolerdncia a produtos microbianos.

A doenga celiaca é uma condi¢ao autoimune de etiologia desconhecida que
resulta da intolerancia ao gluten, possuindo causas genéticas e ambientais. Nio
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ha consenso sobre a permeabilidade intestinal como causa da doenga celiaca, sen-
do os estudos conflitantes. Em muitos casos, a permeabilidade intestinal alterada
existe apenas em pacientes com a doenca ativa, ndo ocorrendo na remissio da
doenga - remoc¢ao do gliten da dieta.

O aumento na permeabilidade intestinal é também relacionada a alergia a
alimentos, sendo detectada mesmo na auséncia dos alérgenos. Apesar de nao ser
colocada como a causa primaria, os fatores ambientais (como infec¢ao e estresse)
aumentam a permeabilidade intestinal e a passagem de substancias que, em con-
di¢bes normais, ndo passariam, colaborando para a resposta alérgica em indivi-
duos suscetiveis.

A sindrome do intestino irritivel é uma desordem cronica funcional cujos
mecanismos patofisioldgicos continuam desconhecidos. Apesar dos subtipos cli-
nicos variarem, todos os pacientes apresentam aumento na permeabilidade in-
testinal, com reduzidos niveis de ZO e ocludina, além de aumento dos niveis de
claudina-2 e ativacao da quinase de cadeia leve de miosina.

Outra condig¢io clinica relevante e associada a disttrbios na barreira intes-
tinal é a enteropatia ambiental, condi¢ao subclinica de alteracdes morfologicas
e funcionais do intestino de individuos que vivem em ambientes com elevada
contaminagao ambiental. Altera¢es na permeabilidade intestinal em humanos e
camundongos, além de modula¢io das jungdes firmes (aumento da expressao de
claudina-2) em camundongos ja foram relatadas na literatura.

Um dos modelos propostos para a indu¢io de doengas inflamatorias basea-
dos em alterac¢oes na fungao da barreira intestinal pressupde a existéncia de um
hospedeiro com sistema imune suscetivel. O contato com um produto do ambien-
te externo neste organismo desencadeia uma resposta inflamatéria exacerbada,
levando ao desenvolvimento da doenga. Segundo este modelo, os trés compo-
nentes indispensaveis para o aparecimento de doengas sdo: 1) sistema imune ge-
neticamente suscetivel, 2) uma substancia ambiental que desencadeia o processo
patoldgico e 3) a habilidade desta substancia de interagir com o sistema imune
— permeabilidade intestinal.

Similarmente, alguns estudos inferem um mecanismo no qual o complexo
das juncdes firmes integra uma relacdo de equilibrio entre antigenos do limen e o
sistema imune. Em um individuo saudavel, aumentos regulados da permeabilida-
de intestinal levam ao desenvolvimento de resposta pré-inflamatéria (com citoci-
nas TNF-a e IFN-y) balanceadas por respostas imunorregulatérias (com a citocina
TGF-p e acido retindico, que levam a diferenciacdo de células T regulatorias). A
quebra deste equilibrio, seja por fatores externos ou por suscetibilidade genética,
leva a um aumento da resposta inflamatéria e aumento da permeabilidade intes-
tinal, levando a um estado de inflamacdo cronica potencialmente associada a um
quadro patoldgico.

Outro mecanismo apontado como relevante para a doenca é por via da zonu-
lina. Muitas bactérias alteram o estado das jun¢des firmes para satisfazer os pro-
prios interesses. Vibrio chlolerae secreta uma variedade de toxinas e uma delas, a
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toxina zonula occludens, foi reconhecida como capaz de aumentar a permeabili-
dade intestinal com a ligagdo a um receptor da membrana apical do enterdcito,
com subsequente ativagio de mecanismo intracelular, resultando em contragio
do anel actomiosina e elevada permeabilidade paracelular. Estudos posteriores
descobriram o homélogo humano, nomeado zonulina. Sugere-se que, em vdrias
condicdes de doenga, um evento patofisiologico comum seja a expressdo aumen-
tada de zonulina da lamina prépria, com inadequada ativag¢ao desta via e subse-
quente aumento da permeabilidade paracelular.

Ainda nado h4 estudos que mostrem uma relagio direta de causalidade entre
fun¢ao da barreira intestinal e doengas inflamatérias, colaborando para a con-
cepcao multifatorial destas doengas. Além disso, melhor entendimento de como a
microbiota intestinal modula a barreira ajudara a desenvolver alvos terapéuticos
para prevengdo ou tratamento de doengas gastrointestinais.

18.11 METODOS DE AVALIACAO DE BARREIRA
INTESTINAL

Para avaliagdo da permeabilidade intestinal e suas doencgas associadas, existe
o uso de multiplos testes e biomarcadores. Desses alguns apresentam uma cor-
relagio com a funcdo da barreira intestinal, com o dano tecidual e ao grau de
inflamagao e resposta imune. (Tabela 18.1).

Tabela 18.1 — Marcadores intestinais associados a absorcdo, permeabilidade, danos
e reparagdo infestinal, inflamagdo sistémica e resposta imune.

Biomarcadores Tipo de amostra Funcéio Patobiologia Referéncias
A absorcdo, permeabilidade, danos e reparaco intestinal
A raziio LM tem
A taxa LM é utilizada TOTS fodo ’ erl um
Toxa de lactulose,/ para avaliar o drea & Ie senlilve para Barbosa Jr. et
mannitol Urina de absorco, lesdo e Qvalir olferaoes al, 1999
o do bartei na permeabilidade,
(taxa de LM) feparacao da barreira absorciio e lesio da Wang et al., 2015

funcional intestinal. . ;
barreira funcional

intestinal.

%L estd associada

% Excrecto de
lactulose (%L; Urina
342 Do)

%L mensura

o aumento da
permeabilidade
ou do dano do
epitélio intesfinal.

com doencas
que alteram a
permeabilidade
e / ou lesiio da
barreira funcional
gastrointestinal.

Barbosa Jr. et
al., 1999

Wang et al., 2015
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Biomarcadores

% Excregdo de
Mannitol (%M;
182 Da)

Proteina ligadora de
dcidos graxos do ileo

(I-FABP; ~13-
14 kDa)

Diamina oxidase

Tipo de amostra

Urina

Plasma, soro, urina

Sistema digestério: integracdo bésico-clinica

Funciio

%M mensura a drea
de absorgdo intestinal.

Localizado nas células
epiteliais do infestin
delgado e este é
imporfante para a
utilizagdo, fransporte
e metabolismo

de dcidos graxos.
DAO expressa na

mucosa infestinal
e correlaciona-se

Patobiologia

%M estd associada
com doencas que
alteram a drea de
absorcdo do intestino.

Esse é um marcador
biogquimico para

a célula intestinal
isquemicamente
danificado (baixo ou
auséncia de FFABP).

DAO relacionada
a integridade
da membrane e

Referéncias

Barbosa Jr. et
al,, 1999

Wang et al., 2015

Pelsers et al., 2015
Wang et al., 2015

Soro . i Wang et al., 2015
(DAO; ~91kDa) inversamente a maturidade celular
permeabilidade da mucosa do
intestinal. intestine delgado
Essa proteina é
produzida em células Detecctio da proteina
Litostatine-1-beta de criptas infestinais presente nas fezes,
Fecal e desempenha um ¢ um indicador Peterson et al., 2013
(Reg1/3; 19 kDa) papel na reparagdo de | da proliferacdo de
tecidos, crescimento e | células da cripta.
proliferacdio de células.
Inflamacéio Intestinal
A Este indica 0 aumento
Leucdcitos ligados .
! de mediadores
0 odiomarcadores, inflamatdrios Turkay; Kasapoglu
Leucdcitos marcados Fecal considerado o padrdo V: FSaogu,
no aumento da 2010
ouro para feste de "
) . permeabilidade
inflamagdo nas fezes -
intestinal
A presenca na amostra
PR alATéuma ' focql reflete um Kosek et al., 2013
¢-|-anfifripsina Feccl Soro glicoproteing, profeina | qumento da Tk Kesaood
(o-1-AT; 52 kDa) ' de fose aguda e é permeabilidade 2”6][8/’ asapog,

inibidor de proteinase.

intestinal durante o
processo inflamatdrio.
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Biomarcadores

alfa2-macroglobuling
(a2M, 820kDa)

Lactoferrina
(LAF; 80 kDa)

Calprotectina
(CAP; 36.5 kDa)

Mieloperoxidase
(MPO; 150 kDa)

Neopterina
(NEP; 253 Da)

Tipo de amostra

Fecal, Soro

Fecal

Fecal, plasma,
S0r0, Urina

Fecal, urina

Fecal , plosma,
S0r0, Urina

Funciio

£ uma glicoproteinaa
que age anfi-
profeinase, capaz

de inativar uma
grande variedade

de proteinase.

LAF estd presente nos
grnulos de neutrdfilos
¢ tem afividade
antimicrobiana.

(AP 6 uma proteina
ligadora de cdlcio

¢ zinco da fomilia

de proteinas

$100, formada

em granuldcitos
neutrdfilos (também
conhecida como MRP-
8/14, algranuling
A/B ou STO0A8/A9).

MPO estd presente
nos grinulos

de neurdfilos e
catalisa a oxidagto
da substdncia
através H202.

NEP & sintefizado
¢ liberado pela a
reacdo do sistema
imune celulor de
macréfagos e de
células dendriticas
apds estimulagdo
com [FN-g.

Patobiologia

Atua na regulacdio de
reacdes inflamatdrias
¢ inibe a afividade
profeolitica da fripsing,
da plasmina e da
calicreina. Associado o
doenca de Crohn, mas
nio doenca ulcerativa.

Uma concentragtio
elevada é um
indicador de
inflamacto do
infesfino.

(AP é presente

no citoplasmdtica
de neutrdfilos,
macrofagos e
eosindfilos do tecido
do fleal. Tem atividade
antimicrobiana,
imunomodulafdora
¢ efeifos
anfiproliferafivos.
Eum pofente

fator quimiotdtico
de neutrdfilos

0 sistema MPO
H202 tem um
efeito t6xico sobre
05 microrganismos
e reflete a atividade
inflomatdria no
infestino.

NEP estd associada
com a afivagdo do
sistema imune celular

Referéncias

Turkay; Kasapoglu,
2010

Turkay; Kasapoglu
B, 2010

Junetal, 2010

Turkay; Kasapoglu,
2010

Kosek et al., 2013

Turkay; Kasapoglu,
2010

Kosek et al., 2013
Nancey et al., 2013
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Biomarcadores Tipo de amostra Funcéio Patobiologia Referéncias
£ uma proteinase
serina de grdnulos Elostase neutrofilica
Flastase neutrfiica primdrios de leucdcitos | pode solub|||zu{ matrix Turkey: Ksapogly,
Fecal polimorfonucleares os +  extracellular e é um
(NE) o S 2010
quais siio liberados indicador de doengas
apds ativagto inflamatérias.
neutrofilica.
Inflamacéio sistémica e resposta imune
Siio anticorpos
para grinulos de Indica inflamacto
. neutrdfilos. Associados | crdnica correlacionada ,
Anti-citoplasma de ) Turkay; Kasapogly,
o Plasma a pacientes com com qumento de
neutrdfilos (ANCA) } N 2010
doenca ulcerativa, permeabilidade
mas ndo doenga intestinal.
de Crohn.
Homdlogo
parede celulor de Indica inflamogo
Anticorpos anti- enteroboctérias cronica correlacionada ,
b P ] ) od Turkay; Kasapogly,
Sacd aromyces asma Associados a p(]qemes com aumento ae 2010
(ASCA). com doenca Crohn’ permeobi|id0de
mas no doenca infesfinal
ulcerativa.
PR 6 uma PCR & um marcador
proteina de fase para a inflamagdo
Proteina creaciva ugudu'produndo uquo e necrose do ) Turkey: Kasapogly
Plasma, Soro exdusivamente tecido. A concentraco 2010 ’

(PCR; 125.5 kDa)

no figado apds
estimulacdo pela
inferleucing-6.

de PCR qumenta
dramaticamente apds
infeccdes microbianas.



Biomarcadores

Soro Amildide A

(SAA-1;
12.5 kDa)

Lipossacarideo
(LPS; ~20 KDa)

Proteina de Ligagdio ao
LPS (LBP; 51 kDa)

*Abreviaciio: Da= daltons

Reinaldo Barreto Orid

Tipo de amostra

Plasma, Soro, Urina

Plasma,

Soro, Tecido
homogenado

Plasma, Soro

Funciio

0 figado é 0
principal local de
sinfese de SAA-]
e & um reagente
de fase aguda.

SAA-1 tem fungdes
imunomoduladoras
(quimiotaxia e
expressio de
moléculas de adesdo),
propriedades de
itocinas e regulam
positivamente
metaloproteinases.

SAA-T & envolvido
no fransporte e
metabolismo de
colesterol.

LPS é uma
endotoxina liberada
pelos bactérias.

LBP é uma proteina
de fase aguda que

¢ consfituitivamente
produzida pelo figado.

A proteina catalisa
a monomerizacdo
do LPS e sua
transferéncia

para sCD14 e as
lipoproteings.

Patobiologia

0 qumento da
concentracdo de SAA-]
¢ associoda com a
inflamagdo sistémica.

0 aumento de LPS
pode induzir efeitos
inflamatdrios e
anfi-coagulantes.

Esta proteina tem
ambos os papéis
na ativacto de
mondcitos por LPS
e na neutralizagdo
dos LPS pela via
da lipoproteina

Referéncias

Reisinger ef al., 2014
de Villiers et al., 2000

Wang et al., 2015

Brenchley et al., 2011
Forsyth et al., 2011
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18.12 TESTES E BIOMARCADORES ASSOCIADOS A _
ABSORCAO, PERMEABILIDADE, DANOS E REPARACAO
INTESTINAL

Clinicamente, sdo utilizados métodos para a avaliacio da permeabilidade
intestinal. Destes, incluem os métodos classicos de administrar aos pacientes subs-
tancias que nio metabolizadas, com tamanhos moleculares diferentes, a fim de
verificar de forma especifica as rotas transcelular e paracelular do enterdcito intes-
tinal, além da verificacdo da integridade da mucosa gastrointestinal. Essas subs-
tancias, geralmente, sio administradas via oral e marcadas na urina. Dentre os
principais marcadores, podemos citar carboidratos nio metabolizaveis (manitol e
lactulose), radioisotopos (p. ex. 51Cr-EDTA) e polietilenoglicol (PEG).

Frequentemente sao utilizados na clinica e na pesquisa, e dentre estes temos
como exemplo o teste do percentual de excre¢do de lactulose/manitol. Este teste
consiste na administracao de dose oral de uma soluc¢ao contendo lactulose/mani-
tol. O teste visa identificar a eliminacdo desses compostos na urina e, por ndo ser
invasivo, é utilizado para avaliar a extensao da ma absorc¢ao e comprometimento
da permeabilidade intestinal. No ensaio, verifica-se a andlise de dois carboidratos,
o manitol, um monossacarideo de peso molecular de 182 Da, o qual é transporta-
do na célula intestinal através da via transcelular, enquanto outro carboidrato -a
lactulose- um dissacarideo de 342 Da, é transportado através do cruzamento das
jungoes firmes localizadas nos espagos intercelulares consistentes na via paracelu-
lar da barreira intestinal. Utiliza-se para a deteccao da taxa de excre¢ao lactulose/
manitol a cromatografia liquida de alta eficiéncia, em inglés: High performance
liquid chromatography, HPLC, esse método possui o detector amperométrico pul-
sato (HPLC-PAD) considerado vantajoso, facil e sensivel para medir a permeabi-
lidade intestinal.

Em pacientes com doengas diarreicas, verificou-se um aumento da taxa de
excre¢ao de lactulose/manitol. Desta forma foi sugerido o comprometimento da
integridade da mucosa intestinal, observado pelo elevado nivel de lactulose urina-
rio. Por outro lado, a funcdo de absorcao foi mantida nesses pacientes, ja que nio
ocorreram alteracdes na medida da excrecdo de manitol (Figura 18.7).

A avaliacdo dos aspectos histopatolégicos do dano ou a recuperacio teci-
dual intestinal apresenta como uma importante técnica a histologia que visualiza
a integridade das membranas, mediante coloracio de hematoxilina e eosina e,
possibilita detectar, em seccOes intestinais, doengas ulcerativas, como também in-
flamagao intestinal grave, que podem acarretar no aumento da permeabilidade
intestinal.

Em laboratérios, testes in vitro e in vivo estao implementando novas tecnolo-
gias com o intuito de proporcionar uma investigagdo mais minuciosa das estrutu-
ras histopatoldgicas, permitindo a constatacao de alteracoes no tecido. No caso, a
microscopia eletronica é um importante método, em razao de que, essa permitiu a
descoberta das jungdes firmes na barreira intestinal, possibilitando andlise destas
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estruturas relacionadas com alteracdes na permeabilidade intestinal. Em adicao,
pesquisas tém utilizado métodos de coloracao de imunofluorescéncia com aplica-
¢do de anticorpos especificos direcionados a visualizacdo de varias proteinas de
juncdes firmes na barreira gastrointestinal.
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Figura 18.7 - Avdliacdo da permeabilidade intestinal pelo método de lactulose e de manitol. A) e B) apresenta a
quantificacdo da lactoluse e manitol, respectivamente, em urina de criancas com e sem diarreia aguda m apresenta. () A razdo
entre lactulose/manitol no grupo avaliado. D) Cromatograma da quantificacio dos carboidratos ufilizados na avaliacdo da
permeabilidade intestinal. Em ambos os cromatogramas apresentaram picos de melibiose como padrdio interno na quantifi-
caciio dos hiomarcadores. 0 aumento de lactulose sugere alteracdes na permeabilidade intestinal das criancas com diarreia
em ralactio a criancas sem a manifestacdo de diarreia. Reproduzido a partir de A.AM Lima. Barbosa-Junior MS, Silva TMJ,
Guerrant R, Lima AAM. Brazilian Journal of Medical and Biological Research. v. 32 p. 1499-1504, 1999.

Analises de protedmica e a transcri¢io de RNA das proteinas de juncoes firmes
por meio, do western blot e da reagio de polimerase, respectivamente, utilizado em
estudos laboratoriais, indicam importantes marcadores de altera¢des na permeabi-
lidade intestinal.

Além disso, as proteinas de ligacao de acidos graxos no ileo (I-FABPs) estdo
localizadas, exclusivamente, em enterdcitos maduros do intestino delgado é libera-
do para a circulacdo logo quando ocorre o dano epitelial intestinal, podendo ser
detectado na urina ou no plasma. Medi¢oes de concentragoes I-FABP no plasma em
animais laboratoriais e estudos clinicos mostraram que esse ¢ um método altamente
especifico e sensivel para avaliar a gravidade da lesdao da mucosa intestinal.
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Em adicdo, a permeabilidade intestinal também pode ser avaliada pela detec-
¢do da zonulina, que é uma proteina das células intestinais localizada na zona de
oclusio. Estudos laboratoriais demonstraram que a zonulina estd associada ao de-
sarranjo celular, promovendo o aumento da permeabilidade intestinal. O aumento
de zonulina foi verificado em patologias clinicas como a doenca celiaca.

A diamina oxidase (DAO) é a principal enzima para catalisar a oxidagao de
diaminas como a histamina, putrescina, cadaverina. A DAO apresenta expressao,
de forma predominante na mucosa intestinal humana e pode ser encontrada no
soro, esta tem a caracteristica de correlacionar-se inversamente a permeabilidade
intestinal. DAQO ¢ especificamente localizada na extremidade dos enterdcitos das vi-
losidades, e sua atividade reflete a integridade e maturidade da mucosa do intestino
delgado.

Em pesquisas clinicas com criancas desnutridas, verificou-se a associa¢ao com
as proteinas de gene de regeneracido 1 (Regl) que estdo envolvidas na reparacao de
tecidos, crescimento celular e regeneracdo epitelial. Entre as proteinas de Regl, a
proteina denominada litostatine-1-beta ou gene de regeneragio -1-beta (Reg1p) foi
indicada como um potencial marcador para lesio intestinal, bem como foi associa-
da a desnutricao.

18.13 BIOMARCADORES ENVOLVIDOS NA
INFLAMACAO SISTEMICA E RESPOSTA IMUNE
ASSOCIADOS A AVALIACAO DE PERMEABILIDADE
INTESTINAL E DOENCAS ASSOCIADAS

Marcadores biologicos sao estudados nas inflamacdes intestinais, como pa-
rametro mensuravel, que permitem conhecer o grau de severidade, capacidade de
monitoramento do curso de uma doenga ou de uma resposta a uma interven¢ao
terapéutica.

O diagnéstico estabelecido das doencgas inflamatérias intestinais envolve
testes endoscopicos, radiologicos, patologicos, clinicos e laboratoriais no entanto,
medidas indiretas pelos indices clinicos da atividade da doenca ndo podem ofe-
recer um prognostico da atividade inflamatodria encontrada pela via endoscopia
e pelo exame histologico. A endoscopia é precisa, mas € invasiva e de alto custo.

Assim, é importante a investigacdo de biomarcadores com a vantagem da ob-
tencdo de testes simples, reprodutiveis, rapidos, ndo-invasivos e de relativamente
baixo custo monetario, com potencial de diagnostico de precisdo e de acompa-
nhamento do curso das doengas inflamatorias.

A abordagem clinica aponta uma grande variedade de biomarcadores re-
lacionados com a inflamacdo, tal como a resposta imune. Estes marcadores sdo
baseados em auto-anticorpos, sorologicos, detectados em fezes como também re-
lacionados com a resposta imune e infec¢do.
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Biomarcadores auto-anticorpos sio marcadores imunolégicos, os quais sdo
baseados na detec¢io de uma ampla variedade de anticorpos. Esses biomarcado-
res utilizam reagdes cruzadas, com numerosos antigenos de fungos e bactérias.
Logo, os anticorpos no decorrer da doenca inflamatéria intestinal podem resultar
numa resposta imune andémala do organismo entre o hospedeiro e a microbiota.

Estes marcadores sdo encontrados como diagnoéstico de doengas inflamato-
rias intestinais que tém a capacidade de aumentar a permeabilidade intestinal. A
combinacdo dos biomarcadores auto-anticorpos e fecais foram sugeridos para
acompanhamento e identificacdo de pacientes que necessitam de testes invasivos.

Alguns biomarmarcadores ja utilizados como diagnédstico estdo correlacio-
nados a uma doenga de forma proeminente como anticorpo anticitoplasma de
neutréfilo (pANCA), que sdo anticorpos para granulos de neutr6filos associados,
principalmente a pacientes com doengas ulcerativas (DU), em contraste com an-
ticorpos anti-Saccharomyces (ASCA), que sdo anticorpos contra um polimero de
manose da levedura, Saccharomyces, homologo a parede celular de enterobacté-
rias e, principalmente, existentes naqueles com a doenga de Crohn (DC).

Outros biomarcadores como proteina C porina da membrana da Escherichia
coli (OmpC), o anticorpo antissequéncia 12 associada a Pseudomonas flourescens
(anti-12), anticorpo antiflagelina (anti-cBir); anticorpo anti- carbohidrato lamina-
ribiosido (ALCA) e anticorpo anti-carbohidrato citobiosido (ACCA) sdo encon-
tradas as doencas inflamatorias intestinais, no entanto, nao sao utilizadas como
ferramentas de diagnostico e diferenciagdo de doencas.

Biomarcadores sorologicos sio conhecidos por serem bons indicadores da
atividade inflamatérias intestinais e extrainstetinal. Na abordagem clinica, in-
cluem a proteina C-reativa (PCR) e soro amiloide A (SAA).

A PCR é considerada a proteina mais importante na inflamag¢ao aguda. Ade-
mais, em individuos saudaveis, os hepatocipos secretam baixos niveis dessa pro-
teina (1 mg/L). As citocinas (IL-6, TNF-a e IL-1B), associadas a inflamacio aguda
intestinal, podem aumentar rapidamente a PCR e, posteriormente, acarretam a
sua diminui¢ao acentuadamente; pois esta apresenta uma meia-vida de aproxi-
madamente 19 horas. A PCR estd mais proeminente associada a doenca de Crohn
do que as doengas ulcerativas.

A SAA é considerada proteina de fase aguda, que indica resposta inflama-
téria em processos infecciosos e ndo infecciosos. Estudos clinicos e em animais
demonstram que niveis de SAA refletem a gravidade da doencga de célon.

Biomarcadores fecais compreendem um grupo bastante heterogéneo de subs-
tancias e sao importantes indicadores da inflamacao intestinal, associados especi-
ficamente ao trato gastrointestinal.

A marcacdo de leucécitos radiomarcados, nas fezes, por meio do indio-111
é considerada o padrio de diagnostico-ouro da inflamag¢io com alta sensibilidade
de diagnostico nas doencas inflamatorias intestinais. Ademais, a técnica de radio-
marcados nas fezes continua muito importante; contudo, ndo siao recomendadas
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na rotina clinica em decorréncia da exposi¢do a radiacdo, ao elevado custo e a
demora de quatro dias, em razdo da coleta de fezes.

Na rotina clinica, sdo necessarios testes rapidos, faceis e, relativamente, de
baixo custo; entdo foram criados outros ensaios. Alfal-antitripsina fecal, que é
um inibidor de protease produzida pelo figado, epitélio intestinal e macrofagos,
¢ um indicador de inflamagao intestinal e é marcador ttil para o aumento da
permeabilidade da barreira intestinal durante a inflamacao intestinal, sendo con-
siderado um teste facil, mas de alto custo.

O alfa2-macroglobulina, soro anti-proteinase, também apresenta uma rela-
¢do positiva com a inflamagio intestinal, principalmente, associado ao indice da
atividade de doeng¢a de Crohn, mas nao com a colite ulcerativa.

Os marcadores fecais oriundos de ativacdao neutrofilica tém emergido como
ferramentas importantes ao diagnédstico de inflamagio intestinal, provavelmente
em razao da facilidade e relativamente baixo custo. Dentre os marcadores fecais,
estdo a mieloperoxidase, a calprotectina, a lactoferrina e a elastase neutrofilica.
A lactoferrina e a calprotectina sao liberadas ativamente pela mucosa inflamada
durante a migracdo de ativacdo de neutrofilos, que pode estar correlacionada com
o aumento de permeabilidade intestinal.

A lactoferrina consiste numa glicoproteina ligada aos ions de ferro e, é o
maior componente dos granulos secundarios dos neutrofilos polimorfonucleares,
sendo a lactoferrina significativamente aumentada na inflama¢io aguda no trato
gastrointestinal. Apesar de a lactoferrina ser um marcador neutrofilico, células
exOcrinas também podem liberar quantidades inferiores dessa proteina, como
também a lactoferrina esta em muitos fluidos, como leite humano normal, lagri-
mas, fluido sinovial e soro. Estudos mostram que a lactoferrina e a calprotectina
apresentam desempenho semelhante; todavia, apenas aquela se correlaciona bem
com a proteina C-reativa na inflamag¢io da mucosa diagnosticada por endoscopia.

A calprotectina é proteina ligada ao calcio e ao zinco, que inibe metalopto-
teinase, apresenta atividade antifingica e induz a apoptose em cultura de células.
E encontrada em mondcitos e macréfagos e constitui cerca de 50-60% do cito-
plasma neutrofilico. Diversos estudos mostram que esta proteina esta associada a
quantificagdo de neutréfilos na mucosa intestinal, como um indicador de condi-
¢oes inflamatdrias, associada também a outros biomarcadores, o que é considera-
do um parametro de indicagio de altera¢do da permeabilidade intestinal.

A mieloperoxidase (MPO) é um importante componente dos granulos prima-
rios (azurofilos) e estd em menores quantidades em mondcitos e em macréfagos.
A MPO ¢é uma enzima que catalisa oxidac¢do de hidrogénio, formando substancias
reativas, como o acido hipocloroso, radicais tirosil e intermediarios de nitrogénio.
A MPO tem se mostrado um importante marcador no monitoramento de doencas
inflamatorias intestinais.

Outro marcador é a neopterina, reconhecida como pertencente ao grupo das
pterinas e é sintetizada por macréfagos, sendo considerada como um indicador da
inflamagao intestinal e da resposta imune celular.
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Marcadores como a elastase neutrofilica (NE) sio liberados pela ativacio de
neutroéfilos polimorfonucleares, associados a inflamagao gastrointestinal.

Outros biomarcadores sio associados ao grau de infec¢des que podem po-
tencialmente refletir translocagiao bacteriana acarretada pelo aumento da permea-
bilidade da barreira funcional intestinal.

Para fins cientificos e experimentais, metodologias mais refinadas sdo uti-
lizadas para a identificagio de bactérias e de padrées moleculares associados a
patdgenos (PMAPs), de forma indireta, tal como por meio da expressao génica, p.
ex a transcri¢io do RNA ribossémico 16S ou do sequenciamento de rRNA 168S.

Alguns modelos in vivo em pesquisas utilizam a expressao marcadora com
uma proteina verde fluorescente associada a transfeccio plasmidial da Escheri-
chia coli, é manipulada em uma suspensio de bactérias marcadas com fluorescén-
cia, e, esta é administrada no animal demonstrando que a disrup¢ao da barreira
intestinal pode promover a translocacdo de bactérias viaveis marcadas detectadas
por meio da microscopia de fluorescéncia.

Avaliagao de aspectos da resposta inflamatoria desencadeada pelo lipopolis-
sacarideo (LPS), pela proteina de ligacdo ao LPS (LBP) e pela proteina de cluster
de diferenciacdo 14 soluvel (sCD14) estdo associadas a infeccao, podem ser men-
surados nos niveis séricos do plasma ou dos tecidos por imunoensaio enzimatico
(ELISA). Pesquisas em pacientes com doengas inflamatorias intestinais demons-
traram aumento dos niveis séricos de LBP e sCD14 correlacionado com a ativida-
de da doenga, apds tratamento, verificou-se recuperagao dos parimetros normais,
menos para pacientes com Doenga de Crohn.

18.14 BIOMARCADORES DO FUTURO PARA
AVALIACAO DE PERMEABILIDADE INTESTINAL E
DOENCAS ASSOCIADAS

A investigagao e a experimenta¢do de novos biomarcadores é uma area ativa
da pesquisa. Atualmente, as plataformas tecnologicas podem ser utilizadas para
estudar formas de diagndsticos de inflamagio intestinal, como também de mensu-
rar e investigar o grau de absorc¢do, o dano e o reparo da barreira intestinal. Re-
centemente, passaram a existir estudos em Genética, protedmica e metabolomica
sobre o tema.

Estudos em Genética mostram varios genes como candidatos para a ava-
liagio da inflamacdo intestinal, incluindo a investigacdo de estudos genomicos
(GWAS) ou de polimorfismo genéticos, como aqueles associados aos genes NOD2,
1L23/17 e os genes codificadores da autofagia. Ademais, os pequenos RNA nio-
-codificantes (miRNAs) podem apresentar expressao diferentes na mucosa intes-
tinal alterada.

Estudos em Protedmica mostram avancos significativos na area de Biotec-
nologia com estudos em Protedmica Classica, como também a subprotedmica
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associadas aos fluidos, aos compartimentos celulares e as organelas, que podem
estar associados a inflamac¢ao da mucosa intestinal e 2 medi¢do de jungoes firmes.
Pesquisas clinicas sugerem como potencial biomarcador a isoforma dimérica da
piruvato quinase (M2-PK tumoral) que é localizada em tecidos com alta capaci-
dade proliferativa. M2-PK foi detectado nas fezes de pacientes com cancro color-
retal e outras doengas que podem aumentar a permeabilidade instestinal.

Estudos em metabolomica, com base em analises comparativas de grupos,
permitem a abordagem do perfil metabdlico para um entendimento mais profun-
do das alteragdes das vias metabdlicas, bem como possibilitam a identificacao de
indmeras substancias com potencial para serem biomarcadoras. Pesquisa reali-
zada por Mayneris-Perxachs e colaboradores detectou indoleamina 2,3-dioxige-
nase (IDO) é uma enzima que esta presente em varios tecidos extra-hepaticos e
a sua expressdo é aumentada em resposta a infec¢do e inflamagio. Essa reflete a
inflamagao sistémica associada a um aumento da permeabilidade intestinal que é
observado em criangas com desnutri¢do e infeccdo.
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