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LISTA DE ABREVIATURAS 

ASF - amphiphilic solute facilitator (facilitador de solutos anfifílicos) 

BBMVs - vesículas de membranas com bordadura em escova 

CLA - ácido linoleico conjugado 

CP - chá preto 

CV - chá verde 

DB-AMPc - dibutiril-AMPc 

DHA - ácido docosa-hexaenóico 

DMSO - dimetilssulfóxido 

D22 - decínio 22 

EDTA - ethylenediaminetetraacetic acid (ácido etilenodiaminotetracético) 

EGCG - (-)-epigalocatequina-3-galato 

EMT - extraneuronal monoamine transporter (transportador extraneuronial de 

monoaminas) 

EtOH - etanol 

hEMT - human extraneuronal monoamine transporter (transportador 

extraneuronial de monoaminas humano) 

MPP+ - 1-metil-4-fenilpiridínio 

NMN - A/-metilnicotinamida 

OCTs - organic cation transporters (transportadores de catiões orgânicos) 

OCT1 - organic cation transporter 1 (transportador de catiões orgânicos 1) 

OCT2 - organic cation transporter 2 (transportador de catiões orgânicos 2) 

pH - operador p (logaritmo do inverso) da actividade hidroniónica 

PKA - protein kinase A (cínase A de proteínas) 



PTPs - protein tyrosine phosphatases (fosfátases de proteínas em resíduos de 

tirosina) 

TEA - tetraetilamónio 

ThT1 - thiamine transporter 1 (transportador da tiamina 1 ) 

ThT2 - thiamine transporter 2 (transportador da tiamina 2) 

TRMA - thiamine-responsive megaloblastic Anemia (anemia megaloblastic 

sensível à tiamina) 

TPP - thiamine pyrophosphate (pirofosfato de tiamina ou cocarboxilase) 

VB - vinho branco 

VBD - vinho branco desalcoolizado 

VT - vinho tinto 

VTD - vinho tinto desalcoolizado 

RFCs - reduced folate carriers (transportadores de folato na forma reduzida) 

RFC1 - reduced folate carrier 1 (transportador de folato na forma reduzida 1) 
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A tiamina (vitamina Bi) é uma vitamina hidrossolúvei que deve ser obtida a partir 

da dieta, essencial para o normal funcionamento celuiar. Este trabalho teve como 

objectivos a caracterização farmacológica e o estudo da modulação nutricional do 

transporte apical de tiamina, no epitélio intestinal. Para tal, foram usadas células 

Caco-2 (linha celular de adenocarcinoma de cólon humano, com fenótipo 

enterocítico) em cultura. Estas células foram pré-tratadas com diferentes 

concentrações dos compostos em estudo e incubadas com T-3H (400 nM), a 

37°C. Os nossos resultados mostram que a captação apical de tiamina, nas 

células Caco-2: (i) é um cotransporte T+/H+; (ii) é independente do sódio, do 

cloreto e do potenciai; e (iii) é diferentemente afectada pelos vários catiões 

orgânicos, conhecidos substratos/inibidores dos transportadores de catiões 

orgânicos. Os nossos resultados sugerem que neste transporte está envolvido 

mais que um transportador - ThT1 ou ThT2 (transportadores específicos da 

tiamina) e um, ou mais, membros da ASF, provavelmente o EMT. As bebidas 

testadas (vinhos, cervejas e chás) alteram significativamente o transporte 

intestinal de tiamina, excepto o vinho branco com álcool. O etanol reduz 

significativamente a captação de tiamina. No entanto, os vinhos e a cerveja 

desalcoolizados inibem este transporte. Por outro lado, os chás, verde e preto, 

aqui testados, aumentam signif icativamente o transporte de T + - 3 H. O ácido fólico 

inibe significativamente o transporte de T+-3H, efeito dependente da concentração. 

Estes resultados deverão ser tidos em conta na programação da dieta, de modo a 

assegurar-se uma ingestão adequada de vitamina B L 
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2. INTRODUÇÃO 

A tiamina (vitamina Bi) é uma vitamina hidrossolúvel, essencial para o normal 

funcionamento celular [1, 2]. Quimicamente, a tiamina é um catião orgânico que, 

dependendo do pH da solução, pode existir como catião monovalente ou 

bivalente. É um composto de amónio quaternário, mais concretamente uma amina 

quaternária caracterizada por um núcleo de pirimidina ligado a um anel tiazol, com 

um elevado peso molecular (337 Da como hidrocloreto) [3-6]. O Homem e outros 

mamíferos não têm capacidade de sintetizar a tiamina, pelo que esta tem que ser 

obtida a partir de fontes exógenas (dieta), através da absorção intestinal. O 

intestino tem, assim, um papel crucial na manutenção dos valores normais de 

tiamina no nosso organismo [1, 7, 8]. 

SEROSA 

► TMP 

► Na
f 

► Aclive transport ► Simple diffusion ► Transphosphorylatton 

Esquema 1 ­ Representação esquemática da absorção 
intestinal de tiamina. Retirado de [6]. 

Uma vez que só os compostos apoiares atravessam livremente as membranas 

celulares, a tiamina, sendo um catião orgânico ("T"), necessita de transportadores 

membranares para ser captada pelas células. Curiosamente, só no final da 

década de 90 foram identificados e caracterizados os transportadores 
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membranares, ThT1 e ThT2, responsáveis pelo transporte desta vitamina nas 

diferentes células [4, 9]. 

Nos alimentos, a tiamina existe sobretudo na forma fosforilada, 

predominantemente como pirofosfato de tiamina {thiamine pyrophosphate, TPP). 

Contudo, após uma refeição normal, predomina no lúmen intestinal a tiamina na 

forma livre, a qual resultou da hidrólise do TPP. É na forma livre que a vitamina Bi 

é absorvida (Esquema 1 ), voltando a ser fosforilada no interior das células por 

acção da difosfocínase da tiamina [6, 7, 10, 11]. Para além das duas formas 

mencionadas, a tiamina pode ainda existir nos tecidos animais e nos alimentos na 

forma de monofosfato de tiamina (thiamine monophosphate, TMP) e trifosfato de 

tiamina {thiamine triphosphate, TTP). O conteúdo total de tiamina (soma das 

quatro formas) nos tecidos animais é, usualmente, da ordem de alguns ug/g, 

sendo o TPP a forma mais abundante (aproximadamente 87% do total de tiamina) 

e, funcionalmente, o composto mais bem caracterizado [6]. Este composto, 

também denominado cocarboxílase, é a forma activa da vitamina, servindo como 

cofactor de várias enzimas envolvidas no catabolismo dos glicídeos (Esquema 2) 

[12]. Estas enzimas incluem a desidrogénase do piruvato, a desidrogénase do a-

cetoglutarato, a desidrogénase dos cetoácidos de cadeia ramificada e a 

transcetolase [6, 11]. As três desidrogénases catalisam a redução do NAD+ e a 

libertação de uma molécula de C02, ou seja, promovem a descarboxilação 

oxidativa dos respectivos a-cetoácidos; a transcetolase, por seu lado, catalisa a 

transferência de unidades de 2 carbonos na via das pentoses fosforiladas [11]. 

Esta via está envolvida na síntese de ribose, a qual é indispensável à formação 

dos ácidos nucleicos e à replicação celular (Esquema 2). Assim, é compreensível 

que as céluias tumorais, devido ao seu rápido crescimento e multiplicação, 
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apresentem uma elevada actividade da transcetolase. Em tumores em avançado 

estado de desenvolvimento, onde é comum a deficiência de tiamina, a 

suplementação com esta vitamina pode aumentar significativamente o 

crescimento tumoral devido à activação da transcetolase. Por outro lado, o uso de 

antagonistas do transporte transmembranar de tiamina parece diminuir 

significativamente a proliferação celular, sendo este efeito devido à inibição da 

transcetolase (por falta do cofactor) e consequente incapacidade de produzir 

ribose suficiente para a síntese dos ácidos nucleicos [12,13]. 

STEPS I \ TUI AMI >K UTILIZATION 

Esquema 2 - Diagrama representativo das diferentes vias de utilização da tiamina nas diferentes 
células. Numa deficiência de tiamina, a alteração em qualquer uma destas vias, poderá explicar 
diferenças inter-individuais na sensibilidade à carência desta vitamina. A captação celular da 
tiamina tem 2 componentes, (1) o transporte e (2) a difosforiíação da tiamina (pela difosfocínase 
da tiamina). O transporte ocorre a vários níveis: 1a e 1b, do lúmen intestinal para a corrente 
sanguínea; 1c, através da barreira hemo-encefálica; 1d, para o interior das células; 1e, para o 
núcleo; 1f, para a mitocôndria. (3) A tiamina pode alterar a expressão genética das enzimas que 
utilizam o TPP como cofactor. (4a, 4b e 4c) A transcetolase (TK) requer Mg2+ como cofactor. (5) 
Durante a deficiência em tiamina ocorrem desequilíbrios metabólicos que desencadeiam a 
apoptose. Adaptado de [12]. 

A deficiência de tiamina no Homem conduz a uma grande variedade de 

manifestações clínicas que envolvem, essencialmente, os sistemas 

cardiovascular {wet beriberi) e nervoso (dry beribéri). No primeiro caso, é comum 
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a ocorrência de vasodilatação periférica, insuficiência ventricular e edema por 

retenção de sódio e água. Relativamente ao sistema nervoso, as principais 

manifestações incluem neuropatia periférica, encefalopatia de Wernicke e psicose 

amnésica do síndrome de Korsakoff [14, 15]. A deficiência de tiamina ocorre 

numa elevada percentagem de alcoólicos [1, 2, 7, 11, 12, 14-16]. Uma diminuição 

da ingestão e da absorção da vitamina, e uma redução na capacidade de utilizar 

aquela que é absorvida, parecem ser os principais factores responsáveis pela 

carência desta vitamina nestes indivíduos [11, 12, 15]. A maioria dos indivíduos 

com o síndrome de Wernicke-Korsakoff têm uma história de abuso de consumo 

de álcool. A encefalopatia de Wernicke é caracterizada por distúrbios na 

motilidade ocular e por ataxia; a psicose de Korsakoff caracteriza-se por confusão 

mental e amnésia [11, 14, 15]. 

A deficiência de tiamina ocorre ainda em pacientes com diabetes mellitus [1, 2, 7, 

17], em doentes celíacos [18], em doentes renais [2, 7, 19], em pacientes 

submetidos a tratamento crónico com diuréticos [1, 20, 21] e em idosos [1, 7, 22]. 

A anemia megaloblástica sensível à tiamina {thiamine-responsive megaloblastic 

anemia, TRMA) é uma doença autossómica recessiva caracterizada por 

manifestações que incluem anemia megaloblástica, diabetes mellitus e surdez, a 

qual está também associada à deficiência de tiamina [2, 8, 23, 24]. Foi 

demonstrado que mutações no gene SLC19A2, que codifica um transportador da 

tiamina, o ThT1, estão na base desta patologia [25-27]. 

Recentemente, foi identificada e caracterizada uma nova família de 

transportadores transmembranares, a família de transportadores do folato na 

forma reduzida (RFCs; reduced folate carriers). O primeiro transportador desta 

família, o RFC1 (SLC19A1), foi clonado em 1994 [28]. Este transportador, 
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presente nas membranas apical e/ou basolateral, de acordo com as células em 

causa [29], é responsável pelo transporte do anião folato. O SLC19A2 (ThT1), 

com uma distribuição ubiquitária, mas presente sobretudo na placenta, músculo 

liso, coração, e, em menor quantidade, no intestino, no cérebro e rim, e 

responsável pelo transporte do catião tiamina, foi clonado em 1999 [4]. Mais 

recentemente, em 2000, foi clonado o SLC19A3, um segundo transportador da 

tiamina (ThT2), o qual apresenta elevada homologia com os dois transportadores 

anteriores [9, 30]. O transporte da tiamina mediado pelo ThT1 é independente do 

sódio e modulado por um gradiente H+/OH". Para além disso, este transportador 

revela grande especificidade para a tiamina. Estudos recentes revelam que é 

expresso em diferentes tecidos do tracto gastrointestinal do Homem, levantando a 

possibilidade deste transportador desempenhar um papel na absorção intestinal 

de tiamina [31]. O ThT2 tem uma sensibilidade ao pH semelhante ao ThT1 e 

revela também grande especificidade para a tiamina. Tem uma expressão mais 

abundante na placenta, seguida pelo fígado, rim e coração [9, 30]. 

O vinho, a cerveja e o chá são bebidas frequentemente consumidas no nosso dia-

a-dia. Nos últimos anos têm surgido vários estudos epidemiológicos e bioquímicos 

que sugerem um efeito protector destas bebidas, especialmente do vinho tinto e 

do chá verde, relativamente a várias doenças como o cancro e doenças 

cardiovasculares [32-36]. Estas bebidas têm em comum o facto de serem ricas 

em compostos fenólicos. Estes compostos têm sido alvo de variadíssimos 

estudos, os quais lhes têm atribuído uma grande multiplicidade de propriedades 

bastante benéficas para a saúde. De entre elas, destacam-se a actividade anti-

inflamatória, anti-oxidante, anti-alérgica, anti-vírica, anti-trombótica e anti-

carcinogénica [37-39]. 
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Embora o transporte intestinal da tiamina tenha sido já alvo de alguns estudos, 

pouco ou nada se sabe sobre a sua modulação nutricional. Pelo consumo 

crescente destas bebidas e pela parca informação sobre a sua influência na 

absorção intestinal de tiamina, pareceu-nos pertinente procurar estudar a 

influência destas bebidas e de alguns dos compostos fenólicos que delas fazem 

parte no referido transporte. No sentido de ir um pouco mais longe no estudo 

desta modulação nutricional, investigámos também os efeitos de alguns nutrientes 

que fazem parte da nossa alimentação diária, como alguns ácidos aminados, 

ácidos gordos e vitaminas. 

Para realizar estes estudos usámos como modelo celular culturas de células 

Caco-2. Estas células são derivadas de adenocarcinoma de cólon humano mas, 

no seu estado de diferenciação completa, apresentam fenótipo enterocítico. Após 

cerca de 5 dias de cultura elas formam monocamadas e apresentam 

microvilosidades, enzimas, receptores e transportadores característicos do 

epitélio intestinal, constituindo um bom modelo para estudos de transporte 

intestinal, como aquele que pretendíamos realizar [40]. 

3. OBJECTIVOS 

Este trabalho de investigação teve como principais objectivos fazer a 

caracterização farmacológica e determinação da modulação nutricional do 

transporte intestinal da tiamina. Pretendemos, assim, com este trabalho, avaliar 

possíveis interacções fármaco/nutriente, alimento/nutriente e nutriente/nutriente. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

Materiais. Tiamina-3H (actividade específica 10 Ci mrnoT1; American Radiolabeled 

Chemicals, Inc., St. Louis, MO, EUA); DMSO (dimetilssulfóxido),Triton X-100 

(Merck, Darmstadt, Alemanha); ácido all trans-retinóico; ácido ascórbico; ácido 

docosa-hexaenóico (DHA); ácido fólico; ácido linoleico conjugado (CLA); ácido 

oleico; brometo de tetraetilamónio (TEA); cafeína; (+)-catequina hidratada; 

cimetidina; cloreto de colina; cloreto de /V-metilnicotinamida (NMN); 

corticosterona; crisina; decínio 22 (D22, iodeto de 1,1'-dietil-2,2'-cianina); dibutiril-

AMPc sódico (DB-AMPc); di-hidrocloreto de histamina; epicatequina; EGCG ((-)-

epigalocatequina-3-galato); p-estradiol; L-fenilalanina; fosfato de piridoxal 

(vitamina B6); HEPES (ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-etanessulfónico); 

hidrocloreto de amilorido; hidrocloreto de amprólio; hidrocloreto de L-arginina; 

hidrocloreto de clonidina; hidrocloreto de dopamina; hidrocloreto de guanidina; 

hidrocloreto de D-histidina; hidrocloreto de L-histidina; hidrocloreto de levamisol; 

hidrocloreto de oxitiamina; hidrocloreto de pirofosfato de tiamina (TPP; 

cocarboxílase); hidrocloreto de tiamina; MEM {Minimal Essential Medium); 

miricetina; MPP+ (iodeto de 1-metil-4-fenilpiridínio); ortovanadato de sódio; 

progesterona; quercetina di-hidratada; resveratrol; riboflavina; rutina; L-serina; 

solução de penicilina/estreptomicina; solução de tripsina-EDTA; soro de feto de 

Boi; succinato de a-tocoferol; teofilina; tris-HCI (hidrocloreto de tris-(hidroximetil)-

aminometano); xanto-humol; (Sigma, St. Louis, MO, EUA); cloreto de cianina 863 

(1-etil-2-([1,4-dimetil-2-fenil-pirimidinilideno]metil)quinolínio; ICN Pharmaceuticals, 

Costa Mesa, Cal., EUA). 
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Vinho tinto e vinho branco da região do Douro; cerveja com áicooi branca e preta; 

cerveja sem álcool branca; chá verde e chá preto. 

Culturas celulares. A linha celular Caco-2 foi obtida da American Type Culture 

Collection (ATCC, Rockville, MD, EUA) e utilizada entre as passagens 14 e 74. As 

células Caco-2 (ATCC HTB-37) foram mantidas a 37°C em atmosfera 

humidificada com 5% de C02 / 95% de ar e foram cultivadas em Minimal Essential 

Medium (MEM; Sigma, St. Louis, MO, EUA) suplementado com 15% de soro de 

feto de Boi, 25 mM de HEPES, 100 unidades/mL de penicilina, 100 ug/mL de 

estreptomicina e 0,25 ug/mL de anfotericina B (todos da Sigma, St. Louis, MO, 

EUA). 

O meio de cultura foi mudado a cada 2-3 dias e a divisão da cultura foi efectuada 

a cada 7 dias. Para realizar uma sub-cultura, as células foram removidas 

enzimaticamente das placas (0,25% de Tripsina-EDTA, 5 minutos, 37°C), diluídas 

a 1:3 e semeadas em placas de Petri de poliestireno (0 60 mm; Corning Costar, 

NY, EUA). 

Para as experiências, as células foram semeadas e cultivadas em placas de 

poliestireno com 24 poços (0 16 mm; Corning Costar). 

Durante as 24 horas anteriores à experiência as células foram mantidas em meio 

de cultura sem soro de feto de Boi. As experiências foram realizadas em células 

após 9-20 dias de cultura. 

Estudos de transporte da tiamina-3H em células Caco-2. O estudo do 

transporte (captação) da tiamina triciada foi realizado, de acordo com a 
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metodologia abaixo referida, em células Caco-2, em monocamada, estando 

exposto apenas o bordo apical (bordadura em escova). 

Inicialmente, o meio de cultura foi aspirado e as células foram lavadas com meio 

Hanks (ver composição abaixo) a 37°C. De seguida, as células foram pré-

incubadas durante 20 minutos com meio Hanks a 37°C, na presença ou ausência 

dos diferentes compostos. O transporte foi iniciado pela adição de 250 uL de meio 

Hanks contendo tiamina-3H (400 nM). A incubação foi terminada após 3 minutos 

pela adição de 500 uL de meio Hanks a 4°C. As células foram então solubilizadas 

pela adição de 300 uL de Triton X-100 a 0,1% (v/v) (em Tris-HCI a 5 mM, pH 7,4) 

e permaneceram durante 12 horas à temperatura ambiente. O meio Hanks tinha a 

seguinte composição (em mM): 137 de NaCI, 5 de KCI, 0,8 de MgS04, 1,0 de 

MgCI2, 0,33 de Na2HP04, 0,44 de KH2P04, 0,25 de CaCI2, 0,15 de Tris-HCI e 1,0 

de butirato de sódio, com pH ajustado para 7,4. 

A radioactividade no interior das células foi determinada por cintilometria líquida. 

Estudo do efeito de compostos. Os compostos cujo efeito se pretendia testar 

estiveram presentes durante a pré-incubação e a incubação, excepto quando 

referido. 

Extracção do etanol dos vinhos. Os vinhos tintos e brancos foram submetidos a 

evaporação do etanol num evaporador rotativo (BUCCHI, waterbath B480), à 

pressão de 75 mbar a 30°C durante aproximadamente 60 minutos. A 

concentração final foi determinada por cromatografia gasosa [41]. A extracção do 

etanol foi realizada pela Escola Superior de Biotecnologia da Universidade 

Católica do Porto. 
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Preparação dos chás em estudo. Infusão duma saqueta (1,5 g de chá preto e 

1,75 g de chá verde) em 250 ml_ de água a ferver, durante 2 minutos para o chá 

preto e 5 minutos para o chá verde. 

Estudo da dependência do Na+ e do Cl". Para testar a influência do Na+ e Cl" 

extracelulares, o NaCI do meio Hanks foi substituído por LiCI, cloreto de colina, 

NaF ou KCI, de forma a manter a isosmolaridade, durante os 20 minutos de pré-

incubação e os 3 minutos de incubação. 

Quantificação das proteínas. A quantidade de proteína das células foi 

determinada pelo método de Bradford [42], tendo como referência a albumina do 

soro humano. 

Análise estatística. Os resultados são apresentados na forma de médias 

aritméticas±SEM (erro padrão da média). A diferença entre vários grupos foi 

avaliada usando o teste de análise de variância (teste ANOVA) seguido do teste 

Bonferroni. Para a comparação entre dois grupos foi usado o teste t de Student. 

As diferenças foram consideradas significativas quando foi obtido um P<0,05. 
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5. RESULTADOS 

A - Caracterização da captação intestinal de tiamina 

A captação celular de tiamina­
3
H foi linear até aos 5 minutos de incubação, pelo 

que nos estudos subsequentes as células foram incubadas durante 3 minutos 

(400 nM de tiamina­
3
H), na presença ou na ausência dos compostos em estudo 

(figura 1). 

^-

*-• 
X O 

CO 
a 2-

CQ D) 
C F 
t 
«J o 
h" E 1-

a 1-

tempo (min) 

Figura 1 ­ Variação da captação celular de tíamina­
3
H em função do tempo de incubação, nas 

células Caco­2. As células foram pré­incubadas durante 20 minutos e incubadas a 37°C com 
tiamina­

3
H 100 nM na ausência (■; /7=4) ou na presença de tiamina 100 uM (o; n=2) ou de 

amprólio 100 uM (V; n=2). Os resultados são apresentados sob a forma de média 
aritméticaiSEM. 

Dependência do pH e efeito do amiiorido. O transporte de tiamina­
3
H 

revelou­se dependente do pH, uma vez que a acidificação do meio extracelular 

facilitou a captação apical desta vitamina, nestas células (figura 2A). Estes 

resultados foram confirmados por outros estudos nos quais procedemos a 

uma acidificação do meio intracelular. Nestes estudos as células foram pré­

incubadas durante 30 minutos em meio com NH4CI (em substituição de todo o 

NaCI) e incubadas durante 3 minutos com tiamina­
3
H 400 nM em meio em que 
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o NaCl foi substituído por KCi. Para contraio destes estudos, as células foram 

pré-incubadas durante 30 minutos e incubadas 3 minutos (na presença de 

tiamina-3H 400 nM), sempre em meios sem NaCl mas com KCI em 

substituição. Nestes estudos de acidificação do meio intracelular, foi 

observada uma inibição significativa da captação de tiamina-3H, por 

comparação com o respectivo controlo (figura 2B). A inibição do trocador 

Na+/H+ com amilorido (1 mM) resultou numa diminuição significativa da 

captação de tiamina-3H (para cerca de 47+7% (/7=4), comparativamente ao 

controlo (7,31 ±0,40 pmol de tiamina-3H/mg de proteína por 3 minutos, /7=25)). 
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Figura 2 - A - Efeito da variação do pH extracelular de 5 a 8,5 (/7=6-10) na captação celular de 
tiamina- H por células Caco-2. As células foram pré-incubadas durante 20 minutos e incubadas a 
37°C com tiamina- H 400 nM durante 3 minutos. Os resultados são apresentados sob a forma de 
% do controlo (C; 5,65±0,51 pmol de tiamina-3H/mg de proteína por 3 minutos, /7=17). B - Efeito da 
acidificação do meio intracelular (/7=6) na captação celular de tiamina-3H por células Caco-2. As 
células foram pré-incubadas durante 30 minutos na presença ou ausência (controlo; KCI) de 
NH4CI (em substituição isosmolar do NaCl) e incubadas na presença de KCI, a 37°C, com tiamina-
H 400 nM durante 3 minutos. Os resultados são apresentados sob a forma de % do controlo {C; 

6,51+0,63 pmol de tiamina-3H/mg de proteína por 3 minutos, /7=6). *P<0,05 vs respectivo controlo. 

Dependência do sódio, do cloreto e do potencial. A substituição, nos meios de 

pré- e de incubação, do NaCl por LiCI ou KCI não conduziu a alterações 

significativas no transporte da tiamina-3H relativamente ao controlo (92±5%, /7=17 

e 108+10% do controlo, n=10; a captação controlo foi de 5,65±0,51 pmol de 
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tiamina-3H/mg de proteína por 3 minutos, /7=17, respectivamente). Contudo, 

quando o NaCI foi substituído por cloreto de colina verificou-se uma redução 

significativa no referido transporte (para 44±1% do controlo, n=10). Quando foi 

usado o NaF, registou-se também uma tendência para diminuição na captação da 

vitamina (para 85±2%, n=12), mas esta não foi significativa (figura 3). 
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Figura 3 - Efeito da substituição do sódio ou cloro nos meios de pré- e de incubação sobre a 
captação celular de tiamina-3H por células Caco-2. As células foram pré-incubadas durante 20 
minutos e incubadas a 37°C com tiamina-3H 400 nM durante 3 minutos. O NaCI do meio 
extracelular foi isosmolarmente substituído por cloreto de colina (CoCI; /7=10), LiCI (n=17), KCI 
(r)=10) ou NaF (n=12). Os resultados são apresentados sob a forma de % do controlo (C; 
5,65±0,51 pmol de tiamina-3H/mg de proteína por 3 minutos, /7=17). *P<0,05 vs controlo. 

Efeito de Análogos da Tiamina. A oxitiamina e o amprólio tiveram um efeito 

inibitório sobre a captação celular de tiamina-3H, efeito este dependente da 

concentração (figura 1 e 4). A presença de tiamina não radioactiva levou também, 

duma forma dependente da concentração, a uma redução significativa da 

captação de tiamina-3H (figura 1 e 4). 
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Figura 4 ­ Efeito da oxitiamina (10 pM, O10, /?=2; 100 pM, O100, /7=2 e 500 pM, O500, /7=2), do 
amprólio (10 pM, A10, /?=4; 100 \xM, A100, /7=4 e 500 uM, A500, /7=4) e da tiamina (10 uM, T10, 
/7=2; 100 pM, T100, /7=2 e 500 M M , T500, /7=2) na captação celular de t iamina­

3
H por células Caco­

2. As células foram pré­incubadas durante 20 minutos e incubadas a 37°C com 400 nM de 
t iamina­ H durante 3 minutos, na presença ou ausência (controlo; C) destes compostos. Os 
resultados são apresentados sob a forma de % do controlo (7,31+0,37 pmol de t iamina­

3
H/mg de 

proteína por 3 minutos, n=32). *P<0,05 vs controlo. 

Efeito de Moduladores dos OCTs. Dos diferentes moduladores dos OCTs 

{organic cations transporters; transportadores de catiões orgânicos) testados, 

apenas a clonidina (100 uM), o MPP
+ (100 uM) e o D22 (5 uM e 50 uM) foram 

capazes de inibir significativamente a captação de tiamina­
3
H, peias células Caco­

2 (figura 5). De facto, outros substratos/inibidores dos OCTs testados, como a 

histamina (500 uM), a cimetidina (100 uM), a guanidina (100 uM e 500 uM), o TEA 

(100 uM), a colina (100 uM e 1 mM), a NMN (100 uM), a corticosterona (270 uM) 

e a cianina 863 (1 uM) não modificaram significativamente a captação de tiamina­

H nestas células (resultados não apresentados). Curiosamente, a dopamina (100 

uM) foi capaz de aumentar significativamente a captação celular de tiamina­
3
H 

(para 118+3%, n=3) quando comparada com o respectivo controlo (7,31+0,37 

pmol de tiamina­
3
H/mg de proteína por 3 minutos, n=32). 
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Figura 5 ­ Efeito da dopamina (100 pM, D100, /7=3), da cionidina (100 pM, C100, /7=6), do MPP
+ 

(100 pM, MPP100, n=7) e do D22 (50 pM, D2250, /7=5 e 5 pM, D225, /7=4) na captação celular de 
tiamina­

3
H por células Caco­2. As células foram pré­incubadas durante 20 minutos e incubadas a 

37°C corn 400 nM de tiamina­
3
H durante 3 minutos, na presença ou ausência (controlo; C e C) 

destes compostos. Os resultados são apresentados sob a forma de % do controlo (C, 7,31+0,37 
pmol de tiamina­

3
H/mg de proteína por 3 minutos, r?=32 e C\ 6,13+0,37 pmoi de tiamina­

3
H/mg de 

proteína por 3 minutos, /7=22). *P<0,05 vs controlo. 

Efeito de Inibidores de Fosfátases. Os dois inibidores de fosfátases testados, o 

levamisol (500 uM)
 e ° vanadato (100 uM), provocaram uma diminuição 

significativa na captação celular de tiamina­
3
H, quando comparados com o 

respectivo controlo (7,31+0,37 pmol de tiamina­
3
H/mg de proteína por 3 minutos, 

/7=32), tendo­se verificado um efeito mais acentuado com o levamisol (56±5% do 

controlo, n=6) do que com o vanadato (88±3% do controlo, n=6) (figura 6). 
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Figura 6 ­ Efeito do vanadato (100 pM, V100, /7=6) e do levamisol (500 pM, L500, /7=6) na 
captação celular de tiamina­

3
H por células Caco­2. As células foram pré­incubadas durante 20 
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minutos e incubadas a 37°C com 400 nM de tiamina-3H durante 3 minutos, na presença ou 
ausência (controlo; C) destes compostos. Os resultados são apresentados sob a forma de % do 
controlo (7,31+0,37 pmol de tiamina-3H/mg de proteína por 3 minutos, /?=32). *P<0,05 vs controlo. 

Efeito do DB-AMPc. O aumento dos níveis intracelulares de AMPc, induzido pelo 

tratamento das células durante 20 minutos com o análogo DB-AMPc (2,5 mM), 

reduziu significativamente (para 85±3% do controlo; /7=4) a captação de tiamina-

3H, o que sugere um possível envolvimento da via da cínase A de proteínas (PKA) 

na regulação do transporte apical de tiamina nas células Caco-2. 

Efeito de Esteróides. O p-estradiol (100 uM) diminuiu significativamente a 

captação de tiamina-3H, pelas células Caco-2, em relação ao respectivo controlo. 

A progesterona (100 uM e 200 uM) também reduziu significativamente a captação 

de tiamina-3H (figura 7). Como se pode observar na figura, os resultados sugerem 

um efeito da progesterona dependente da concentração. 
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Figura 7 - Efeito do p-estradiol (100 pM, E100, n=4) e da progesterona (100 uM, P100, n=4 e 200 
pM, P200, n=4) na captação celular de tiamina-3^ por células Caco-2. As células foram pré-
incubadas durante 20 minutos e incubadas a 37°C com 400 nM de tiamina-3H durante 3 minutos, 
na presença ou ausência (controlo; C) destes esteróides. Os resultados são apresentados sob a 
forma de % do controlo (6,13±0,37 pmol de tiamina-3H/mg de proteína por 3 minutos n=22) 
*P<0,05 vs contrato. 
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B - Modulação nutricional da captação intestinal de tiamina-3H 

Efeito de Vitaminas. O TPP (250 pM) aumentou significativamente o transporte 

da tiamina-3H, para cerca de 118% relativamente ao respectivo controlo 

(7,07+0,38 pmol de tiamina-3H/mg de proteína por 3 minutos, /7=34). Por outro 

lado, o ácido fólico (10 uM, 100 uM e 200 pM) inibiu significativamente o referido 

transporte, de forma dependente da concentração (figura 8). O ácido ascórbico 

(200 pM) e a riboflavina (10 pM) não alteraram significativamente a captação 

celular da tiamina-3H (106+4% do controlo, /7=5; 97±3% do controlo, /7=4, 

respectivamente). Também na presença de vitamina E (20 pM e 500 pM), de 

fosfato de piridoxal (10 pM) e de ácido retinóico (10 pM), a captação de tiamina-3H 

pelas células Caco-2 não foi significativamente diferente do respectivo controlo 

(99+2%, /?=4; 93±8%, /7=7; 90+5%, /7=3; 103±3%, /7=6, respectivamente). 
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Figura 8 - Efeito do TPP (250 uM, TPP250, /7=3) e do ácido fólico (1 uM, Foil, /7=2; 10 pM, FoHO, 
/7=2; 100 pM, FOUOO, /7=4 e 200 pM, Fol200, /7=2) na captação celular de tiamina-3H por células 
Caco-2. As células foram pré-incubadas durante 20 minutos e incubadas a 37°C com tiamina-3H 
400 nM durante 3 minutos, na presença ou ausência (controlo; C) destas vitaminas. Os resultados 
são apresentados sob a forma de % do controlo (7,07+0,38 pmol de tiamina-3H/mg de proteína por 
3 minutos, /7=34). *P<0,05 vs controlo. 
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Efeito de Ácidos aminados. Os ácidos aminados catiónicos arginina e histidina 

provocaram efeitos contrários na captação de tiamina-3H peias células Caco-2. 

Assim, a L-arginina (1 mM) diminuiu de modo significativo a captação de tiamina-

3H, e curiosamente, a L-histidina (1 mM e 2 mM) e a D-histidina (1 mM) 

aumentaram significativamente a captação de tiamina-3H nas células Caco-2, em 

relação ao respectivo controlo (figura 9). 

Uma vez que o transporte intestinal de tiamina é modulado pela actividade da 

fosfátase alcalina, presente no epitélio intestinal [43], foram testados outros ácidos 

aminados, não catiónicos, mas descritos como inibidores desta enzima [44]. A L-

fenilalanina (1 mM e 2 mM) e a L-serina (1 mM e 2 mM) não modificaram 

significativamente a captação apical de tiamina-3H (figura 9). 
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Figura 9 - Efeito da L-fenilalanina (1 mM, Lphe1000, n=8 e 2 mM, Lphe2000, n=2), da L-arginina 
(1 mM, LargIOOO, /7=4), da L-histidina (1 mM, Lhis1000, /7=6 e 2 mM, Lhis2000, /7=2), da D-
histidina (1 mM, Dhis1000, /7=4), e da L-serina (1 mM, Lser1000, n=6 e 2 mM, Lser2000, /7=2) na 
captação celular de tiamina-3H por células Caco-2. As células foram pré-incubadas durante 20 
minutos e incubadas a 37°C com tiamina-3H (400 nM) durante 3 minutos, na presença ou ausência 
(controlo; C) destes ácidos aminados. Os resultados são apresentados sob a forma de % do 
controlo (7,31+0,37 pmol de tiamina-3H/mg de proteína por 3 minutos, /7=32). *P<0,05 vs controlo. 

Efeito de Ácidos Gordos. Nenhum dos ácidos gordos testados (100 uM CLA; 50 

uM DHA e 100 uM ácido oleico) foi capaz de modificar significativamente a 

captação apical de tiamina-3H, nas células Caco-2 (98±0,2%, n=2; 99+3% , n=2; 
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100±1%, n=2, respectivamente), comparativamente ao respectivo controlo 

(7,31+0,40 pmol de tiamina-3H/mg de proteína por 3 minutos, n=25). 

Efeito do Etanol. O etanol diminuiu a captação de tiamina-3H pelas células Caco-

2, de forma dependente da concentração. Contudo, apenas nas concentrações 

mais altas testadas, 5% (74+4% do controlo, n=12) e 10% (75±6% do controlo, 

n=9), ocorreu uma diminuição significativa em relação ao controlo (7,31+0,37 

pmol de tiamina-3H/mg de proteína por 3 minutos, n=32) (figura 10). 
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Figura 10 - Efeito do etanol nas concentrações (v/v) de 0,1% (n=2), 0,5% (/7=11), 1% (/7=18), 2,5% 
(n=2), 5% (o=12) e 10% (n=9) na captação celular de tiamina-3H por células Caco-2. As células 
foram pré-incubadas durante 20 minutos e incubadas a 37°C com 400 nM de tiamina-3H durante 3 
minutos, na presença ou ausência (controlo; C) do etanol. Os resultados são apresentados sob a 
forma de % do controlo (7,31±0,37 pmol de tiamina-3H/mg de proteína por 3 minutos, /?=32). 
*P<0,05 vs controlo. 

Efeito de Compostos Fenólicos. De entre todos os compostos fenólicos 

testados, apenas a EGCG na concentração de 10 uM diminuiu significativamente 

a captação celular de tiamina-3H (86+3%, /7=4) quando comparada com o 

respectivo controlo (7,31 ±0,37 pmol de tiamina-3H/mg de proteína por 3 minutos, 

/7=32). As diminuições provocadas por este flavanol nas concentrações de 100 

uM (98±3%, /7=7) e 500 uM (97±2%, n=2) não foram significativas. O xanto-humol, 

I 
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nas concentrações de 1 nM (93+8%, n=3), 100 nM (108±4%, n=5), 1 pM 

(105±0,4%, n=2), 10 pM (97±1%, n=8) e 100 pM (96+6%, n=2), também não 

modificou a captação de tiamina em relação ao controlo (6,13+0,37 pmol de 

tiamina-3H/mg de proteína por 3 minutos, n=22). O mesmo aconteceu com a 

catequina a 100 uM (103+2%, n=4) e epicatequina a 100 pM (106±4%, n=4) e 200 

pM (108±2%, /7=2). Para além destes, foram ainda testados o resveratrol nas 

concentrações de 1 pM (95+0,4%, n=3), 10 pM (91+3%, n=3) e 100 pM (94±4%, 

/7=3), a rutina a 100 pM (109+8%, n=7), a quercetina a 100 pM (92+7%, n=5), a 

miricetina a 100 pM (102±5%, n=4) e a ensina a 100 pM (94±2%, n=4), não se 

tendo verificado um efeito significativo por parte destes compostos relativamente 

ao controlo (7,31+0,40 pmol de tiamina-3H/mg de proteína por 3 minutos, n=25). 

Efeito de Xantinas. A teofilina, na concentração de 1 mM, diminuiu 

significativamente a captação celular de tiamina-3H (para 81 ±4% do controlo) 

quando comparada com o respectivo controlo (7,31+0,40 pmol de tiamina-3H/mg 

de proteína por 3 minutos, /7=25). No entanto, a cafeína, testada na mesma 

concentração, não modificou significativamente a captação de tiamina-3H (96±3%, 

/7=10) nas células Caeo-2 (figura 11). 
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Figura 11 - Efeito da cafeína (1 mM, Cf1000, n=10) e da teofilina (1 mM, Tf1000, n=10) na 
captação celular de tiamina-3H por células Caco-2. As células foram pré-incubadas durante 20 
minutos e incubadas a 37°C com tiamina-3H 400 nM durante 3 minutos, na presença ou ausência 
(controlo; C) destas xantinas. Os resultados são apresentados sob a forma de % do controlo 
(7,31+0,40 pmol de tiamina-3H/mg de proteína por 3 minutos, n=25). *P<0,05 vs controlo. 

Efeito de Vinhos. O vinho tinto testado (VT; 500 uL/mL) diminuiu 

significativamente o transporte da tiamina-3H, nas células Caco-2 (para 86±5% do 

controlo, n=2). Por outro lado, o vinho branco testado (VB; 500 uL/mL) não teve 

um efeito significativo sobre o referido transporte (97+5%, /7=2) (figura 12A). Na 

concentração de 250 uL/mL, ambos os vinhos tendiam a diminuir a captação da 

vitamina, contudo os resultados não foram significativos nem para o VT (93+2%, 

/?=3) nem para o VB (91 ±4%, /7=3) (figura 12B). 

No que diz respeito aos vinhos desalcoolizados, verificou-se que tanto o vinho 

tinto (VTD; 500 uL/ml_) como o vinho branco (VBD; 500 uL/MI) diminuíram 

significativamente a captação da tiamina-3H (figura 13A). Os mesmos vinhos 

testados numa concentração inferior (250 uL/mL), tiveram um efeito inibitório 

significativo, embora menos acentuado. Estes resultados sugerem um efeito 

dependente da concentração (figura 13B). 
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Figura 12 ­ A ­ Efeito do vinho tinto (500 uL/mL, VT, /7=6) e do vinho branco (500 uL/mL, VB, 
/?=2), na captação celular de tiamina­

3
H por células Caco­2. As células foram pré­incubadas 

durante 20 minutos e incubadas a 37°C com tiamina­
3
H 400 nM durante 3 minutos, na presença 

ou ausência (controlo; C) destes vinhos. Os resultados são apresentados sob a forma de % do 
controlo (5,47±0,90 pmol de tiamlna­

3
H/mg de proteína por 3 minutos, /7=6). B ­ Efeito do vinho 

tinto (250 uL/mL, VT', /7=3) e do vinho branco (250 uL/mL, VB', n=3), na captação celular de 
tiamina­ H por célujas Caco­2. As células foram pré­incubadas durante 20 minutos e incubadas a 
37°C com tiamina­ H 400 nM durante 3 minutos, na presença ou ausência (controlo, C) destes 
vinhos. Os resultados são apresentados sob a forma de % do controlo (4,49±0,80 pmol de tiamina­

H/mg de proteína por 3 minutos, /7=4). *P<0,05 vs respectivo controlo. 
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Figura 13 ­ A ­ Efeito do vinho tinto desalcoolizado (500 uL/mL, VTD, /7=6) e do vinho branco 
desalcoolizado (500 uL/mL, VBD, /?=6), na captação celular de tiamina­

3
H por células Caco­2. As 

células foram pré­incubadas durante 20 minutos e incubadas a 37°C com tiamina­^ 400 nM 
durante 3 minutos, na presença ou ausência (controlo; C) destes vinhos. Os resultados são 
apresentados sob a forma de % do controlo (5,85±0,59 pmol de tiamina­

3
H/mg de proteína por 3 

minutos, /7=8). B ­ Efeito do vinho tinto desalcoolizado (250 uL/mL, VTD', /7=4) e do vinho branco 
desalcoolizado (250 uL/mL, VBD'; /7=4), na captação celular de tíamina­

3
H por células Caco­2 As 

células foram pré­incubadas durante 20 minutos e incubadas a 37°C com tiamina­
3
H 400 nM 

durante 3 minutos, na presença ou ausência (controlo; C) destes vinhos. Os resultados são 
apresentados sob a forma de % do controlo (5,98±1,47 pmol de tiamina­

3
H/mg de proteína por 3 

minutos, /?=4). *P<0,05 vs respectivo controlo. 
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Efeito de Cervejas. Nas células Caco-2, as cervejas branca e preta (250 uL/mL e 

500 uL/mL), inibiram significativamente o transporte de tiamina-3H relativamente 

ao respectivo controlo (figura 14A, 14B). 

A cerveja sem álcool (250 uL/ml_ e 500 uL/mL) também inibiu significativamente o 

transporte de tiamina-3H, nestas células (figura 15A, 15B). 
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Figura 14 - A - Efeito da cerveja branca (500 uL/mL, CerB, n=8) e da cerveja preta (500 uL/mL, 
CerP, n=2) na captação celular de tiamina-3H por células Caco-2. As células foram pré-incubadas 
durante 20 minutos e incubadas a 37°C com tiamína-3H 400 nM durante 3 minutos, na presença 
ou ausência (controlo; C) das cervejas. Os resultados são apresentados sob a forma de % do 
controlo (5,63±0,87 pmol de tiamina-3H/mg de proteína por 3 minutos, n=8). B - Efeito da cerveja 
branca (250 uL/mL, CerB', n=A) e da cerveja preta (250 uL/mL, CerP', /7=4), na captação celular 
de tiamina-3H por células Caco-2. As células foram pré-incubadas durante 20 minutos e incubadas 
a 37°C com tiamina-3H 400 nM durante 3 minutos, na presença ou ausência (controlo; C) das 
cervejas. Os resultados são apresentados sob a forma de % do controlo (5,71 ±1,48 pmol de 
tiamina-3H/mg de proteína por 3 minutos, /7=4). *P<0,05 vs respectivo controlo. 

Efeito de Chás. O chá preto (CP, 250 uL/mL e 500 uL/mL), aumentou 

significativamente a captação de tiamina-3H, nas células Caco-2, duma forma 

dependente da concentração (figuras 16A e 16B). O chá verde (CV, 500 uL/mL) 

também aumentou significativamente a captação de tiamina-3H, no entanto, não 

foi observado efeito com a menor concentração (250 uL/mL) (figuras 16A e 16B). 
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Figura 15 ­ A ­ Efeito da cerveja desalcooiizada (500 uL/mL, CerD, /7=4), na captação celular de 
tiamina­ H por célu|as Caco­2. As células foram pré­incubadas durante 20 minutos e incubadas a 
37°C com tiamina­ H 400 nM durante 3 minutos, na presença ou ausência (controlo; C) destas 
cervejas. Os resultados são apresentados sob a forma de % do controlo (5,85±0,59 pmol de 
tiamina­ H/mg de proteína por 3 minutos, /7=8). B ­ Efeito da cerveja desalcooiizada (250 uL/mL, 
CerD', /7=4), na captação celular de tiamina­

3
H por células Caco­2. As células foram pré­incubadas 

durante 20 minutos e incubadas a 37°C com tiamina­
3
H 400 nM durante 3 minutos, na presença 

ou ausência (controlo; C) destas cervejas. Os resultados são apresentados sob a forma de % do 
controlo (5,98±1,47 pmol de iiamina­

3
H/mg de proteína por 3 minutos, /7=4). *P<0,05 vs controlo. 

A S 

X 
rn 

a 
C § 
E o 
m s-

H C 
tu 

■o 
O 
o 

o 
ire 

o 
■a 

re 
** * ■ " • * 

Q. 
re 

O 

150­, 

100­

50­

* * 
150­» 

ra 

.2 £
 1 : 

re c, 
a 
re 
O 

50­

n 

cv CP CV CP1 

Figura 16 ­ A ­ Efeito do chá verde (500 uUmL, CV, /7=4) e do chá preto (500 uL/mL, CP, /7=4), 
na captação celular de tiamina­

3
H por células Caco­2. As células foram pré­incubadas durante 20 

minutos e incubadas a 37°C com tiamina­
3
H 400 nM durante 3 minutos, na presença ou ausência 

(controlo; C) destas bebidas. Os resultados são apresentados sob a forma de % do controlo 
(5,85±0,59 pmol de tiamina­

3
H/mg de proteína por 3 minutos, /7=8). B ­ Efeito do chá verde (250 

uL/mL, CV, /7=2) e do chá preto (250 uL/mL, CP', /7=2), na captação celular de tiamina­
3
H por 

células Caco­2. As células foram pré­incubadas durante 20 minutos e incubadas a 37°C com 
tiamina­ H 400 nM durante 3 minutos, na presença ou ausência (controlo; C) destas bebidas. Os 
resultados são apresentados sob a forma de % do controlo (5,98±1,47 pmol de tiamina­

3
H/mg de 

proteína por 3 minutos, /7=4). *P<0,05 vs controlo. 
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6. DISCUSSÃO 

O interesse pelo transporte intestinal de tiamina surgiu do facto de: (i) 

farmacologicamente estar insuficientemente caracterizado, tendo sido o primeiro 

transportador (ThT1, SLC19A2) clonado apenas em 1999 [4] e o segundo, o ThT2 

(SLC19A3), em 2000 [9]; (ii) nos ter parecido premente uma informação sobre 

possíveis interacções fármaco/nutriente, mais detalhada e fundamentada; e (iii) 

ser necessário o estudo da modulação nutricional para o melhor conhecimento de 

possíveis interacções alimento/nutriente e nutriente/nutriente. 

Pelo facto da tiamina ser um catião, não atravessa livremente as membranas, o 

que se traduz na necessidade da presença, na membrana plasmática, de 

transportadores especializados no seu transporte (ThT1 e ThT2). 

O transporte de tiamina no intestino tem recebido considerável atenção. Estudos 

no Rato, realizados com vesículas de membranas com bordadura em escova 

(BBMVs), revelaram que a entrada de tiamina no enterócito é um processo 

independente do sódio e inibido competitivamente por análogos estruturais da 

vitamina como o amprólio e a oxitiamina. Em concentrações fisiológicas (inferiores 

a 1,25 uM) a tiamina entra no enterócito através dum mecanismo saturável, 

enquanto que para concentrações mais elevadas prevalece a difusão passiva [6]. 

À semelhança do que acontece com outros catiões orgânicos, a tiamina é 

transportada para o interior das BBMVs através de um antiporte tiamina/H+ [3]. No 

que diz respeito à saída da tiamina do enterócito, estudos com vesículas de 

membrana basolateral revelaram que esta é dependente do sódio e inibida por 

análogos estruturais da tiamina. Assim, o transporte apical de tiamina, no epitélio 

intestinal, possui uma componente saturável (para concentrações fisiológicas) e 
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uma componente não saturável (para concentrações mais elevadas). Para além 

disto, a ATPase-Na+-K+ parece estar envolvida no transporte basolateral de 

tiamina [6]. O transporte da tiamina foi também estudado usando como modelo 

células Caco-2 [7]. A captação de tiamina por estas células é dependente da 

temperatura e da energia, sensível ao pH e independente do sódio. Envolve um 

mecanismo saturável, sendo inibido por análogos estruturais da tiamina como o 

amprólio e a oxitiamina, mas não por outros catiões orgânicos como a colina, o 

TEA e a NMN [7]. 

Nos nossos estudos, a captação de tiamina-3H pelas células Caco-2 revelou-se 

independente do sódio e do potencial, uma vez que a substituição (isosmolar) do 

NaCI, no meio extracelular, por LiCI ou KCI, não foi capaz de provocar alterações 

significativas nessa mesma captação. A inibição provocada peio cloreto de colina 

não parece suficiente para suportar a hipótese deste transporte ser dependente 

do sódio. Sendo a colina um catião orgânico, é possível que a inibição da 

captação de tiamina pelo cloreto de colina se deva a uma competição com a 

tiamina pelo mesmo transportador [45]. No entanto, na presença de 

concentrações menores de colina (100 uM e 1 mM), não foi observada qualquer 

alteração significativa deste transporte (resultados não apresentados), o que está 

de acordo com Said et ai [7]. Também Martel et ai [46] descrevem um efeito 

semelhante da colina, sobre o transporte do catião orgânico MPP+ em células 

transfectadas com o hEMT. De acordo com estes autores, a colina em 

concentrações elevadas (125 mM) inibe marcadamente este transporte; no 

entanto, para concentrações menores (1uM-1mM) não tem efeito. 

Para além disto, a captação intestinal da tiamina-3H mostrou ser independente do 

cloreto, uma vez que a substituição (isosmolar) do NaCI por NaF também não 
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teve qualquer efeito. Este resultado sugere também que o transporte não é 

dependente de energia, uma vez que o fluoreto é um inibidor metabólico. Este 

resultado estará de acordo com Singleton & Martin [12], que descrevem que o 

transporte de tiamina ocorre por um transporte activo secundário, uma vez que 

não depende directamente da hidrólise do ATP, mas da fosforilação da tiamina 

após a sua captação pelas células. Deste modo, será tanto maior a captação 

celular, quanto maior a fosforilação intracelular de tiamina (Esquema 3). 
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Esquema 3 - Representação esquemática do transporte de tiamina no 
epitélio intestinal. 

Os nossos resultados sugerem que, nas células Caco-2, o transporte apical de 

tiamina é um cotransporte tiamina/H+ (Esquema 3). Estes resultados não estão de 

acordo com os descritos por Said et ai [7]. No entanto, obtivemos dados 

suficientemente coerentes para justificar esta teoria: (i) a acidificação do meio 

extracelular aumentou a captação e a alcalinização, por sua vez, reduziu-a; (ii) em 

estudos de acidificação do meio intracelular, foi observada uma inibição da 

captação de tiamina; (iii) quando as células foram pré-tratadas com amilorido, um 

inibidor do trocador Na7H+, presente na membrana apical dos enterócitos, a 

captação de tiamina foi também significativamente menor. 
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O amilorido, inibidor do trocador Na+/H+, foi capaz de inibir de forma bastante 

significativa a captação intestinal da tiamina, o que está de acordo com o descrito 

por Said et ai [7]. Este resultado parece reforçar a hipótese de se tratar dum 

cotransporte T7H+ e não dum antiporte, já que, impedindo a extrusão apical de H+ 

na presença de amilorido, o transporte de tiamina deveria ser inibido, o que, de 

facto, se verificou. Tendo presente que o amilorido é um diurético usado na 

prática clínica, parece importante tentar entender um pouco melhor o significado 

nutricional desta interacção, sobretudo em pacientes tratados cronicamente com 

este fármaco. Na realidade, tem sido descrito que o uso crónico de diuréticos 

pode provocar deficiência de tiamina [20, 21], o que poderá ser explicado pelos 

nossos resultados, pelo que talvez seja necessária a suplementação com esta 

vitamina em pacientes submetidos a tratamentos crónicos com estes fármacos. 

Os indivíduos com TRMA, que apresentam uma mutação no gene do ThT1 [25-

27], têm carência de tiamina a nível de algumas células (carência de tiamina 

intracelular), o que se traduz num comprometimento do ciclo de Krebs nessas 

células. Assim, este dado sugere que não existirá apenas um sistema de 

transporte transmembranar responsável pelo transporte da tiamina em todas as 

células. Adicionalmente, estes indivíduos apresentam níveis plasmáticos de 

tiamina normais, o que sugere que também no transporte intestinal de tiamina 

estejam envolvidos outros transportadores, além do ThT1 [47]. 

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, o transporte da tiamina em 

células Caco-2 foi inibido, de modo dependente da concentração, pelos análogos 

estruturais da tiamina, o amprólio e a oxitiamina, o que sugere o envolvimento de 

pelo menos um dos transportadores clonados para a tiamina, ThT1 e/ou ThT2 

(Esquema 3). 
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De acordo com Martel et al [48, 49], os catiões orgânicos, que constituem um 

grande grupo de compostos com propriedades variadas, incluindo medicamentos 

de várias classes terapêuticas, neurotransmissores, algumas vitaminas e aminas 

biogénicas, são captados no epitélio intestinal por dois transportadores diferentes 

pertencentes à famíla dos ASF (amphiphilic solute facilitator, facilitador de solutos 

anfifílicos): o EMT {extraneuronal monoamine transporter, transportador 

extraneuronial de monoaminas) e o OCT1 (organic cation transporter 1; 

transportador de catiões orgânicos 1). De acordo com estes autores [50], o EMT 

será, provavelmente, o principal transportador envolvido na captação apical de 

catiões orgânicos, em células Caco-2. 

No presente estudo, os catiões orgânicos TEA, colina e NMN, descritos como 

substratos/inibidores de OCTs, não modificaram o transporte da tiamina, o que 

está de acordo com outros autores [6, 7]. Foram ainda testados neste trabalho 

outros substratos/inibidores dos OCTs, nomeadamente a histamina, a cimetidina, 

a guanidina, a corticosterona e a cianina 863, que não tiveram qualquer efeito 

sobre o referido transporte. Estes resultados são consistentes com a 

impossibilidade do transporte intestinal de tiamina ser mediado, também, por um 

dos OCTs, o que estaria de acordo com Said et ai [7]- No entanto, a clonidina, o 

D22 e o MPP+, substratos/inibidores dos OCTs, inibiram significativamente o 

transporte da tiamina-3H, nestas células. Sendo o MPP+ um excelente substrato 

para o OCT1, OCT2 e EMT, e não o sendo para os restantes membros da ASF 

[51], estes resultados sugerem o possível envolvimento de qualquer um destes no 

transporte apical de tiamina nas células Caco-2. Curiosamente, a dopamina, 

catião orgânico e conhecido substrato do OCT2, aumentou significativamente este 

transporte. 
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A glicoproteína-P é um transportador de extrusão, presente na membrana apical 

dos enterócitos [52]. Uma vez que a progesterona inibiu a captação de tiamina e 

que é um conhecido inibidor da glicoproteína-P [53], surge a hipótese deste 

transportador também estar envolvido no transporte intestinal de tiamina. No 

entanto, pelo tempo de incubação escolhido (fase linear), julgamos que, com este 

modelo experimental, estudámos apenas a entrada de tiamina para as células. 

Assim, o efeito da progesterona não parece ser resultado dum efeito sobre a 

glicoproteína-P, até porque o que seria de esperar com uma inibição da 

glicoproteína-P por esta hormona seria um aumento da acumulação intracelular 

de tiamina, o que não se verificou. 

Assim, os nossos resultados são compatíveis com a possibilidade da tiamina 

partilhar o(s) mesmo(s) transportador(es) com os restantes catiões orgânicos 

presentes no intestino (EMT e/ou OCT1) pelas seguintes razões: (i) a tiamina 

reduz significativamente a captação de catiões orgânicos, nas células Caco-2 

[54]; (ii) neste trabalho alguns catiões orgânicos inibem a captação de tiamina-3H; 

(iii) células transfectadas com o hEMT são capazes de transportar a tiamina [4]; e 

(iv) existe uma incongruência entre os estudos farmacológicos que revelam uma 

grande capacidade por parte do intestino para transportar tiamina e os estudos de 

biologia molecular nos quais a presença do ThT1 no epitélio intestinal não será 

muito significativa, insuficiente para explicar a elevada capacidade deste tecido 

para transportar esta vitamina [6]. 

Sabe-se que o transporte de tiamina em células Caco-2 é regulado por 

fenómenos de fosforilação/desfosforilação [7]. Deste modo foram testados o DB-

AMPc (um activador da PKA [55]), o vanadate (um inibidor das PTPs [56]) e o 

levamisol (um inibidor da fosfátase alcalina não específica [44]). Todos eles 
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inibiram significativamente aquele transporte. Estes dados sugerem que os 

mecanismos de fosforilação/desfosforilação desempenham um papel importante 

na regulação da captação intestinal de tiamina, nas células Caco-2. 

Adicionalmente, estes dados estão de acordo tanto com a hipótese dum dos 

transportadores específicos para a tiamina (ThT1 e/ou ThT2) estar envolvido 

neste transporte intestinal, como dum dos OCTs, uma vez que todos são 

regulados por mecanismos de fosforilação/desfosforilação [7, 50]. 

De acordo com Anderson et ai [57], os contraceptivos orais afectam o 

metabolismo de algumas vitaminas, conduzindo, em particular, a uma deficiência 

em tiamina. Os nossos resultados estão de acordo com aquela afirmação, pois 

mostram um efeito inibitório dos esteróides sexuais femininos sobre a captação 

da tiamina. 

Das vitaminas testadas, apenas o ácido fólico afectou, negativamente, a captação 

da tiamina, o que sugere uma interacção entre estas duas vitaminas (e não 

relativamente às restantes testadas). A riboflavina, sendo um catião orgânico, 

poderia partilhar um mesmo sistema de transporte que a tiamina; curiosamente 

não teve efeito, o que sugere que o transportador específico para a riboflavina 

[58], presente nas células Caco-2, não será responsável pelo transporte de 

tiamina. Curiosamente, o TPP causou um aumento na captação de tiamina. Pelo 

significado nutricional do consumo de ácido oleico e de DHA (omega 3), bem 

como de algumas vitaminas anti-oxidantes (vitaminas C e E), considerou-se 

importante a informação da possibilidade, ou não, de uma interacção destes com 

o transporte intestinal de tiamina. Os nossos resultados mostram que, nas 

concentrações testadas, nenhum daqueles compostos teve efeito sobre a 

captação intestinal de tiamina. 
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O CLA é um conjugado de ácidos dienóicos, derivados do ácido linoieico, 

abundante na carne dos ruminantes. De acordo com alguns autores este tem um 

efeito benéfico para a saúde, na medida em que é anti-diabético, anti-obesidade, 

anti-aterogénico e anti-tumoral [59], o que nos levou a testar o seu efeito no 

transporte celular da tiamina. Nestas condições experimentais, não observámos 

qualquer efeito. 

Pela importância da fosforiiação/desfosforilação intracelular da tiamina e dos seus 

derivados (Esquemas 1 e 2 ), e ainda porque, de acordo com Ferrari et ai [43], a 

inibição da fosfátase alcalina no epitélio intestinal inibe a absorção da tiamina, 

testámos o efeito de ácidos aminados inibidores da fosfátase alcalina intestinal no 

transporte da tiamina. Os resultados obtidos com a L-serina e a L-fenilalanina 

mostram que estes não tiveram efeito sobre a captação desta vitamina. Na 

verdade, o efeito observado por aqueles autores foi a nível da absorção e não 

apenas um efeito sobre a captação (o que foi avaliado no nosso estudo). 

Uma vez que a deficiência de tiamina, e todas as consequências daí decorrentes, 

são frequentes nos alcoólicos, e que esta deficiência também acontece mesmo 

nos alcoólicos que apresentam ingestões adequadas desta vitamina, 

considerámos importante avaliar o efeito do etanol, per si, bem como de algumas 

bebidas alcoólicas, sobre a captação apical de tiamina no epitélio intestinal. O 

etanol inibiu, de forma dependente da concentração, o transporte intestinal da 

tiamina. De acordo com Rindi & Laforenza [6], em estudos realizados em BBMVs 

de Rato, a administração crónica de etanol é capaz de reduzir a captação desta 

vitamina. Assim, os nossos resultados parecem confirmar que a ingestão de 

etanol conduz a uma redução na absorção intestinal da tiamina, sendo este um 

dos mecanismos responsáveis pela deficiência desta vitamina em alcoólicos. No 
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entanto, não é possível distinguir se o efeito do etanol é um efeito directo, por 

alteração bioquímica (ex. por inibição da difosfocínase da tiamina [12]) ou por 

interacção física deste solvente com o(s) transportador(es), ou indirecto, sobre a 

expressão do gene do(s) transportadores) e/ou dos níveis da proteína 

(transportador). 

Embora este tenha sido um resultado esperado, consideramos pouco prudente a 

partir dele concluir que a ingestão de bebidas alcoólicas provoque igualmente 

uma inibição do transporte de tiamina. De acordo com os nossos resultados, o VT 

e o VB praticamente não tiveram efeito sobre o transporte da vitamina Ê  nas 

células Caco-2. Apenas o VT, na concentração de 500 uL/mL, inibiu de forma 

significativa aquele transporte. Curiosamente, o pré-tratamento das células com 

os vinhos desalcoolizados (VTD e VBD) provocou uma redução marcada na 

captação da tiamina-3H. Este efeito inibitório foi, no caso do VTD, maior com o 

desalcoolizado relativamente ao vinho intacto. Estes resultados parecem pouco 

coerentes, mas são muito interessantes, sobretudo se tivermos em consideração 

que o etanol isoladamente inibiu o transporte da vitamina, uma vez que os vinhos, 

após extracção do álcool, passam a ter um efeito inibitório sobre o transporte de 

tiamina. Se, por um lado, a observação do efeito inibitório do etanol sobre este 

transporte não é nova [12], não existem dados na literatura sobre o efeito de 

bebidas alcoólicas sobre o transporte da tiamina. Daí se ter considerado 

importante fazê-lo, até porque existem já referências na literatura [60-62] à 

imprudência de se concluir do efeito da ingestão de bebidas alcoólicas, sobre um 

qualquer aspecto fisiológico em estudo, com base em estudos realizados apenas 

com etanol. 
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Estas bebidas têm em comum o facto de serem ricas em compostos fenólicos. 

Este grupo de compostos tem sido alvo de variadíssimos estudos, os quais lhes 

têm atribuído uma grande multiplicidade de propriedades bastante benéficas para 

a saúde. De entre elas destacam-se, por exemplo, a actividade anti-inflamatória, 

anti-oxidante, anti-alérgica, anti-vírica, anti-trombótica e anti-carcinogénica [37-

39]. 

De todos os compostos fenólicos presentes no vinho que nós testámos, nenhum 

teve efeito sobre o transporte em estudo. Estes resultados parecem justificar a 

ausência de efeito dos vinhos com álcool, mas deixam em aberto a questão dos 

vinhos desalcoolizados. De facto, parecia-nos que a única diferença entre os 

vinhos com álcool e os vinhos desalcoolizados fosse precisamente o etanol, no 

entanto estes resultados mostram que não. Sabe-se que o etanol é o álcool mais 

importante do vinho, atingindo concentrações de 10-13% no produto final. Durante 

a fermentação, o etanol permite a extracção dos compostos fenólicos das 

películas das uvas e actua como um importante solvente para muitos destes 

compostos [32]. Assim, embora o etanol tenha um efeito inibitório sobre o 

transporte intestinal da tiamina, é provável que ele desempenhe algum papei na 

solubilização e biodisponibilidade dos compostos presentes no vinho. De facto, 

não podemos encarar o vinho como a soma isolada dos seus compostos. Pelo 

contrário, devemos perceber que, muitas vezes, estes compostos interagem entre 

si, alterando a biodisponibilidade uns dos outros. Posto isto, podemos concluir 

que deverá haver alguma prudência quando se fazem extrapolações de 

resultados obtidos com etanol e se generalizam as conclusões para as bebidas 

alcoólicas. 
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No que diz respeito à cerveja, não se verificaram grandes diferenças entre a 

cerveja branca, a cerveja preta e a cerveja sem álcool, dado que foram todas 

capazes de inibir significativamente o transporte intestinal da tiamina. 

O xanto-humol é um composto fenólico presente na cerveja, ao qual têm sido 

atribuídas, entre outras, propriedades anti-carcinogénicas [63]. Quando, nas 

concentrações testadas (1 nM a 100 uM), este composto não teve qualquer efeito 

sobre o transporte intestinal da tiamina concluimos que os resultados obtidos com 

a cerveja não se poderão atribuir, provavelmente, ao xanto-humol. No entanto, 

julgamos mais prudente não avançar com certezas em relação aos efeitos dos 

compostos testados isoladamente, pelas mesmas razões que não o devemos 

fazer com o etanol. 

O ácido fólico é uma vitamina do complexo B que, apesar de ser um anião, tem 

em comum com a tiamina o facto dos respectivos transportadores pertencerem à 

mesma família [4, 29]. Por este facto, bem como pelo facto de existir em 

quantidades apreciáveis nas cervejas, foi testado o ácido fólico em várias 

concentrações (1 uM a 200 uM). Os resultados obtidos mostram que o ácido 

fólico foi capaz de inibir, de forma dependente da concentração, a captação 

intestinal da tiamina, o que está de acordo com Rindi & Laforenza [6]. Assim, o 

efeito inibitório da cerveja poderá ser explicado, pelo menos em parte, pelo seu 

conteúdo em ácido fólico. Também este resultado reforça a hipótese da tiamina, 

nestas células, ser transportada por outro(s) transportador(es), que não o ThT1, 

uma vez que, de acordo com Zhao et ai [64] este transportador não é inibido pelo 

ácido fólico. 

Nos últimos tempos tem-se assistido a uma invasão do mercado por variadas 

bebidas que incluem na sua composição chá verde e/ou chá preto. Não será 
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certamente alheio a isto o facto de estarem a surgir cada vez mais evidências dos 

efeitos protectores dos mesmos, nomeadamente no que diz respeito ao cancro e 

à doença cardiovascular [33, 34, 36]. Tanto o chá verde como o chá preto 

aumentaram significativamente, e de uma forma dependente da concentração, o 

transporte intestinal da vitamina B-,. No que diz respeito à sua composição em 

compostos fenólicos, existem algumas diferenças entre os dois chás: o CV é 

principalmente rico em flavanóis ou catequinas, como a epicatequina, a 

epigalocatequina, a epicatequina-3-galato e a EGCG (estes e outros polifenóis 

constituem cerca de 30% do peso seco do chá verde). Durante o processo de 

fabrico do chá preto, nomeadamente durante a fermentação, ocorre uma redução 

no conteúdo em catequinas (o chá preto contém apenas cerca de 20-30% do 

conteúdo total de catequinas do chá verde), uma vez que estas são convertidas 

em novos produtos como as teaflavinas e as tearrubiginas [33, 65]. Contudo, 

estas diferenças de composição não são, certamente, responsáveis pelos efeitos 

observados, pois todos os compostos fenólicos testados não alteraram 

significativamente a captação intestinal da tiamina-3H. Apenas a EGCG, que é o 

principal composto fenólico presente no chá verde [33], na concentração de 10 

uM, foi capaz de inibir significativamente a captação intestinal da vitamina; no 

entanto, nas concentrações de 100 uM e 500 uM, não teve um efeito significativo. 

Se considerarmos que o chá tem cerca de 2 mM de EGCG [33], talvez assumam 

maior relevância os resultados obtidos com as concentrações mais elevadas. 

Estes resultados parecem sugerir que o efeito provocado pelos dois tipos de chá 

não deverá ser atribuído aos seus compostos fenólicos, ou pelo menos, a nenhum 

daqueles que testámos. 
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A teofilina é uma das xantinas presentes no chá. Contudo, este composto inibiu a 

captação intestinal da tiamina, pelo que não poderá justificar também os 

resultados obtidos com a bebida. A teofilina é um inibidor das fosfodiestérases, o 

que implicará um aumento dos níveis intracelulares de AMPc. Logo, este 

resultado estaria de acordo com o obtido com o DB-AMPc. No entanto, a cafeína, 

também inibidor das fosfodiestérases, não teve qualquer efeito, o que poderá 

indicar outro alvo que não a fosfodiestérase para a acção da teofilina. 

A histidina e a arginina foram testadas por serem ambos ácidos aminados 

catiónicos. No entanto, só a arginina foi capaz de reduzir o transporte de tiamina 

e, curiosamente, a histidina aumentou-o significativamente. Embora se trate de 

pura especulação, será talvez possível tentar explicar o aumento provocado pelo 

chá com base neste resultado, uma vez que no chá os ácidos aminados 

representam 4% do peso seco. Por outro lado, não podemos excluir a hipótese 

de, à semelhança daquilo que sugerimos para o vinho, os compostos actuarem 

sinergicamente, como foi já referido por Paquay eí ai [65], não podendo os 

resultados obtidos com o chá serem explicados pelo efeito isolado de cada 

composto. 

Com base nestes resultados poderemos também especular sobre o impacto 

nutricional destas bebidas sobre a proliferação tumoral. Uma vez que o acesso de 

tiamina às células tumorais é um aspecto importante no controlo da proliferação 

celular (Esquema 2), a modulação do seu transporte para as células neoplásicas 

será um alvo terapêutico a considerar. De facto, deverá ser considerada a 

possibilidade do(s) transportador(es) responsáveis pelo transporte de tiamina nas 

células tumorais ser(em) inibidos/activados da mesma forma que o transporte 

intestinal. 
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7. CONCLUSÃO 

Os resultados deste trabalho mostram que: 

(i) a captação apical de tiamina em células intestinais é mediada por um 

transportador; 

(ii) a captação apical de tiamina, nas células Caco-2, é independente do sódio, 

do cloreto e do potencial e dependente do pH; 

(iii) o transporte apical é um cotransporte T7H+; 

(iv) o transporte é diferentemente afectado pelos vários catiões orgânicos, 

conhecidos substratos/inibidores dos OCTs (ex. MPP+, D22) e da 

glicoproteína-P (ex. progesterona). Os resultados obtidos com este trabalho 

são compatíveis com a possibilidade da tiamina partilhar o mesmo 

transportador com os restantes catiões orgânicos presentes no intestino (EMT 

e/ouOCT1); 

(v) pelo menos um dos membros da família RFC, o ThT1 ou o ThT2, estará 

envolvido no transporte intestinal de tiamina, uma vez que o tranporte é inibido 

pelos conhecidos inibidores destes transportadores (ex. amprólio e oxitiamina); 

(vi) neste transporte poderá estar envolvido mais que um transportador - ThT1 

ou ThT2 e um, ou mais, membros da ASF, provavelmente o EMT. 

Os efeitos aqui descritos sobre as bebidas testadas, mostrando que, à excepção 

do vinho branco, alteram significativamente o transporte intestinal de tiamina, 

deverão ser aprofundados no sentido de se tirarem as pertinentes ilações quanto 

às dietas a recomendar. 
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