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RESUMO 

 

Papel da via de sinalização S100B/RAGE na apoptose e gliose reativa induzida pelas 

toxinas A e B do Clostridioides difficile em células gliais entéricas 

 

A infecção por Clostridioides difficile (C. difficile) (ICD) continua a ser a causa mais comum 

de diarreia associada a antibióticos. As células gliais entéricas (CGEs) estão envolvidas na 

regulação da motilidade intestinal, inflamação e integridade da barreira epitelial intestinal. 

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi investigar as alterações na expressão de S100B 

por CGEs em tecidos intestinais de pacientes com ICD, bem como em modelos de 

camundongos, e o papel da sinalização de S100B/RAGE na expressão de S100B e IL-6, bem 

como na apoptose, induzidas por TcdA e TcdB em CGEs. A expressão de S100B foi examinada 

por imunohistoquímica em biópsias do cólon de pacientes com ICD ativa, tecidos cecais de 

camundongos infectados com VPI10463 e alça ileal de camundongo tratados com TcdA. 

Linhagem de células enterogliais CRL2690 (ATCC), provenientes do jejuno de ratos, foram 

incubadas com TcdA e TcdB para avaliar a viabilidade celular por meio do ensaio de MTT, a 

morfologia celular e a apoptose por um ensaio em tempo real. A expressão gênica de S100B, 

RAGE e IL-6 foi avaliada por qPCR. Os níveis de S100B extracelular foram avaliados por 

ELISA. A ativação de NFκB e STAT3 foi avaliada por imunofluorescência. Para investigar o 

papel da sinalização S100B/RAGE nos efeitos promovidos por TcdA e TcdB em CGEs,  

Pentamidina, FPSZM1, LY294002 e Galielalactona foram adicionados uma hora antes da 

incubação com as toxinas na presença ou ausência da proteína S100B recombinante. A 

expressão de S100B foi significativamente aumentada no íleo de camundongos expostos à 

TcdA, no ceco de camundongos  infectados com C. difficile, bem como em biopsias colônicas 

de pacientes com ICD ativa. TcdA e TcdB diminuiram significativamente a viabilidade de 

CGEs, induziram arredondamento e apoptose em CGEs, bem como aumentaram a expressão 

gênica de S100B e IL-6, a liberação de S100B e a ativação de NFκB e STAT-3 em CGEs, mas 

não aumentaram a expressão de RAGE em comparação com o grupo de células controle. A 

pentamidina (10μM), um inibidor de S100B, suprimiu a expressão de S100B e IL-6 induzida 

por TcdA, mas não por TcdB. O FPSZM1 (30μM), um antagonista de RAGE, diminuiu 

significativamente a expressão gênica de IL-6 e S100B induzida por TcdA e TcdB em CGEs, 

bem como a apoptose induzida por TcdA. Enquanto o LY294002 (10μM), um inibidor de PI3K, 

diminuiu a expressão de IL-6, mas não a de S100B, induzida por ambas as toxinas. A 

galielalactona (10μM), um inibidor STAT-3, reduziu significativamente a expressão do gene 

S100B induzido por TcdA e TcdB, bem como a sua liberação e apoptose em CGEs. No entanto, 

a galielalactona foi incapaz de prevenir a apoptose induzida por TcdA e TcdB em CGEs na 

presença da proteína S100B (0,5 e 5μM). Além disso, S100B (0,5 e 5μM) estimulou a apoptose 

em CGEs de forma direta. Nossos achados sugerem que a sinalização 

S100B/RAGE/PI3K/NFκB está envolvida na expressão de IL-6 induzida por TcdA e TcdB. 

Adicionalmente, a via S100B/RAGE/STAT3 está envolvida na expressão de S100B e IL-6 e 

apoptose induzida por TcdB e expressão de S100B e apoptose induzida por TcdA. Um 

importante achado evidenciado no presente estudo é que apoptose induzida por TcdB parece 

ser mediada por S100B/STAT-3 de uma maneira independente de RAGE. 

 

Palavras-chave: Clostridium difficile; Sistema nervoso entérico; Subunidade beta da proteína 

ligante de cálcio S100; Apoptose; Interleucina-6. 



 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

Role of S100B/RAGE signaling pathway in apoptosis and reactive gliosis induced by 

Clostridioides difficile toxins A and B in enteric glial cells  

 

Clostridioides difficile (C. difficile) infection (CDI) continues to be the most common cause of 

antibiotic-associated diarrhea.  EGCs is involved in intestinal motility, inflammation, and 

barrier function. We investigated the alterations in enteric glial cell-derived S100B expression 

in intestinal tissues from patients with CDI, as well as, in the mouse models, and the role of 

S100B signaling in TcdA and TcdB-induced S100B and IL-6 expression and apoptosis in 

EGCs. Expression of S100B was examined by immunohistochemistry in colonic biopsies from 

patients with active CDI, cecal tissues of VPI10463-infected mice and mouse ileal loop treated 

with TcdA. Rat EGC line CRL2690 (ATCC) was incubated with TcdA and TcdB to evaluate 

cell viability through MTT assay, cell morphology and apoptosis by a live-cell real-time assay. 

Gene expression of S100B, RAGE and IL-6 was performed by qPCR. The levels of 

extracellular S100B were evaluated by ELISA. NFκB and STAT3 activation was evaluated by 

immunofluorescence. To investigate the role of S100B/RAGE signaling, EGCs were incubated 

with Pentamidine, FPSZM1, LY294002 and Galiellalactone 1h before toxins challenge in 

presence or absence of recombinant S100B protein. S100B expression was significantly 

increased in mouse ileal loop tissue treated with TcdA, in cecal tissues from C. difficile-infected 

mice, as well as, in colonic biopsies from patients with active CDI. TcdA and TcdB significantly 

decreased EGC viability, induced EGC rounding and apoptosis, as well as upregulated S100B 

and IL-6 gene expression, increased S100B release and induced NFκB and STAT-3 activation 

in EGCs, but did not increase RAGE expression compared with control cells. Pentamidine, a 

S100B inhibitor, suppressed TcdA, but not TcdB-induced S100B and IL-6 expression. 

FPSZM1, a RAGE antagonist, significantly decreased TcdB and TcdA-induced IL-6 and 

S100B gene expression in EGCs, as well as, TcdA-induced apoptosis. Whereas LY294002, a 

PI3K inhibitor, decreased IL-6 expression, but not S100B, induced by both toxins. 

Galiellalactone (10μM), a STAT-3 inhibitor, significantly reduced TcdB and TcdA-induced 

S100B gene expression, as well as its release, and apoptosis on EGCs. However, galiellalactone 

was unable to prevent apoptosis induced by TcdA and TcdB on EGCs in presence of S100B 

protein (0.5 and 5μM). In addition, S100B (0.5 and 5μM) induced apoptosis on EGCs by itself. 

Our findings suggest that S100B/RAGE/PI3K/NFkB signaling is involved in TcdA and TcdB-

induced IL-6. In addition, S100B/RAGE/STAT-3 pathway is involved in TcdB-induced S100B 

and IL-6 expression and TcdA-induced S100B expression and apoptosis. Whereas apoptosis 

induced by TcdB appears to be mediated by S100B/STAT-3 in a RAGE-independent manner.  

 

Keywords: Clostridium difficile; Enteric nervous system; S100 calcium binding protein beta 

subunit; Interleukin-6; Apoptosis. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

 

1.1 Clostridioides difficile  

 

A incidência da infecção por Clostridioides difficile (C. difficile), ICD, tem 

aumentado em todo o mundo. Nos Estados Unidos (EUA), o número de casos aumentou 

acentuadamente nos anos de 2000 até 2011, atingindo, desde então, um platô. Em hospitais da 

Europa, sete casos de ICD ocorrem a cada 10,000 pacientes (PEERY et al., 2019; DAVIES et 

al., 2014).  Estudo realizado em um hospital da China isolou C. difficile em 12,8% das amostras 

fecais de pacientes com diarreia (ZHOU et al., 2019).  Em hospital da Costa Rica 9,6% de cepas 

de C. difficile toxigênicas foram isoladas a partir de amostras fecais de pacientes adultos 

coletadas no período de 2010 a 2012 (LÓPEZ-URENA et al., 2016).  Em três hospitais da 

Colômbia, uma inciência de 7-17,9% de C. difficile foi identicada (SALAZAR et al., 2017).  

No Brasil, a identificação de C. difficile como causador de diarreia tem aumentado 

crescentemente. Um trabalho realizado em hospital do Rio de Janeiro detectou espécies de C. 

difficile em 28,5% de amostras de fezes de pacientes com imunossupressão (BALASSIANO et 

al., 2009).  Em outro hospital dessa mesma cidade, uma incidência de 5,4% nesse mesmo perfil 

de pacientes foi identificada (SECCO et al., 2014). Uma pesquisa realizada com pacientes 

adultos de um hospital de Porto Alegre mostrou 6,8 % de C. difficile em amostras fecais. 

Enquanto que em hospital de Minas Gerais, C. difficile foi identificado em 31.8% de amostras 

fecais de pacientes com diarreia associada ao uso de antibióticos (LOPES-CANÇADO et al., 

2018).  

Até 2013, a literatura disponível não continha dados a respeito da incidência da 

doença induzida pelo C. difficile no nordeste do Brasil, com exceção de estudo no Hospital 

Universitário Walter Cantídio que cita um achado de colite pseudomembranosa e positividade 

das amostras de fezes para toxina A do C. difficile (TcdA) em 18,75% dos pacientes com 

diarreia internados no setor de hematologia desse hospital no período de 1991-1993 

(MESQUITA et al., 2011). No nordeste, nosso grupo de pesquisa foi um dos pioneiros em 

pesquisar a incidência e identificar cepas de C.difficile em hospital de tratamento oncológico 

do Ceará (COSTA et al., 2017, 2016, 2014). Até então, uma incidência de 48% de diarreia 

associada ao C.difficile foi identificada em hospital oncológico cearense (COSTA et al., 2017).    
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Um aspecto preocupante na infecção por C. difficile é a recorrência da doença que 

ocorre aproximadamente 8 semanas após a infecção em cerca de 6 a 25% dos pacientes, com 

custo anual em torno de 2,8 bilhões de dólares (HOPKINS; WILSON, 2018; JOHNSON, 2009; 

KELLY, 2012; KYNE; KELLY, 2001). Pacientes com pelo menos uma recorrência tem cerca 

de 45% e 65% de chance de ter a segunda e a terceira recorrência, respectivamente 

(McFARLAND; ELMER; SURAWICZ, 2002). Geralmente, o mesmo tipo de cepa é 

responsável pela recorrência da doença (CHEN et al., 2015).  

A primeira cepa de C. difficile, conhecida anteriormente como Clostridium difficile, 

foi isolada em 1935 por Hall e O'Toole a partir de amostra fecal de neonato saudável 

(HOPKINS; WILSON, 2018; HALL; O´TOOLE, 1935). C. difficile é um bacilo gram positivo 

aneróbio estrito formador de esporos (SMITS et al., 2016) (figura 1). 

 

 

Figura 1- Clostridioides difficile  

 

 
 
Fonte: Smits et al. (2016). (A) Colônias de C. difficile em placa de agar sangue. (B) Imagens de microscopia de 

fase de contraste de uma cultura de C. difficile mostrando a forma vegetativa da bactéria (em forma de bastão 

alongado), esporos na fase escura (pontos escuros na porção subterminal dos bastões) e na fase brilhante (elipsóides 

brilhantes). (C) Microscopia eletrônica de varredura de esporos do C. difficile. (D) Imagem de colonoscopia 

mostrando colite pseudomembranosa (estruturas amareladas) causada pelo C. difficile.  
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C. difficile é uma espécie geneticamente diversa, abrangendo cepas não patogênicas 

e patogênicas (produtoras de toxinas). As cepas de C. difficile patogênicas são uma das maiores 

causadoras de diarreia nosocomial (MARTIN; MONAGHAN; WILCOX, 2016; SMITS et al., 

2016). 

 A forma de transmissão de C. difficile é via fecal-oral ou via de contato com 

superfícies ou mãos contaminadas com os esporos dessa bactéria. Esses esporos podem ser 

facilmente encontrados em superfícies que foram previamente contaminadas por serem 

resistentes a diferenças de temperatura, ao congelamento, à irradiação e a uma variedade de 

soluções antissépticas como, por exemplo, os géis contendo álcool (HOPKINS; WILSON, 

2018; BEST et al., 2010). Os esporos de C. difficile também podem ser disseminados por meio 

de neonatos advindos das unidades de terapia intensiva, água, alimentos e animais domésticos, 

como cachorros (RABOLD et al., 2018; SEEKATZ; YOUNG, 2014). 

Apenas a aquisição dos esporos não é suficiente para causar a doença por C. 

difficile. Após adquirir esses esporos, os fatores de riscos para a aquisição de ICD incluem: 

idade (>65 anos), sexo feminino, cormorbidades (doença renal crônica, diabetes melitus, 

leucemia, câncer e doença inflamatória intestinal), hospitalização, dieta enteral por sonda 

nasogástrica e imunossupressão. Ademais, o uso de fármacos como antibióticos, inibidores de 

bomba de prótons, anti-inflamatórios não esteroidais e uso de ópioides contribuem para o 

desenvolvimento de ICD (EZE et al., 2017).  

Um dos maiores fatores associados ao surgimento da ICD é o uso de antibióticos, 

como, por exemplo, clindamicina e moxifloxacino. Estes alteram a microbiota intestinal, 

ocasionando redução de ácidos biliares secundários (litocolato e deoxicolato) e aumento de 

ácidos biliares primários (taurocolato, colato e quenodeoxicolato), propiciando, assim, a 

eclosão dos esporos, proliferação de bacilos do C. difficile e liberação de seus fatores de 

virulência (WEINGARDEN et al., 2016). Estes, por sua vez, levam a ruptura da barreira 

epitelial intestinal e ativação do sistema imune (BUONOMO; PETRI, 2016; SEEKATZ; 

YOUNG, 2014) (figura 2). 
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Figura 2- Transmissão, colonização e proliferação de C. difficile após antibioticoterapia  

 

 
 

 
Fonte: Adaptado de Buonomo et al. (2016) e Seekatz e Young (2014). Os esporos do C. difficile são transmitidos 

por via oral por meio de fezes de humanos ou neonatos com hospitalização prévia, água, alimentos e cachorros 

que foram contaminados com os esporos. O uso de antibióticos reduz a microbiota intestinal, aumentando a 

disponibilidade de nutrientes e a produção de ácidos biliares primários, bem como reduzindo a produção de ácidos 

biliares secundários. Estes, por sua vez, tornam o lúmen intestinal um ambiente propício para a germinação dos 

esporos, proliferação da forma vegetativa do C. difficile e liberação de seus fatores de virulência, que causam 

ruptura do epitélio intestinal, recrutamento e ativação de células do sistema imune. O recrutamento exarcebado de 

neutrófilos contribui para a formação de pseudomembranas. Uma vez infectado, esse indivíduo pode ser uma fonte 

de esporos.  

 

Ao germinar e proliferar, o C. difficile pode liberar diversos fatores de virulência 

que podem contribuir para a resposta das células do hospedeiro a essa bactéria. Dentre esses 
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fatores de virulência estão as proteínas localizadas na camada S (S-layer), que inclui a proteína 

de superfície A (SlpA), fragmentos de petideoglicano (FPG), flagelina e toxinas. As principais 

toxinas produzidas pelo C. difficile são TcdA e toxina B (TcdB). Algumas cepas de C. difficile 

como as do ribotipo 027 e 078, as denominadas cepas hipervirulentas associadas com pior 

prognóstico, produzem a toxina binária (CDT) (COWARDIN et al., 2016; JANOIR, 2016; 

SMITS et al., 2016). Por meio de distintos mecanismos de ação, todos esses fatores de 

virulência podem induzir a ativação do fator de transcrição nuclear κB (NFκB) e da proteína 

ativadora-1 (AP-1) resultando na suprarregulação de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas 

(SMITS et al., 2016) (figura 3). 

 

Figura 3- Resposta das células do hospedeiro aos fatores de virulência do C. difficile 

 

 
 

Fonte: Adaptado de Smits et al. (2016). O C. difficile apresenta diversos fatores de virulência como: toxina A 

(TcdA), B (TcdB) e binária (CDT);  flagelina, proteína de superfície A (SlpA), uma proteína localizada na camada 

S (S-layer) e fragmento de peptideoglicano (FPG). TcdA e TcdB inativam as Rho GTPases, que atuam inibindo o 

fator de transcrição nuclear κB (NFκB) e a proteína ativadora-1 (AP-1), e ativando o inflamassoma. Este, por sua 

vez, estimula a liberação de IL-1β que se liga ao receptor IL-1R1, ativando também os fatores de transcrição NFκB 

e AP-1. Estes, uma vez ativados, promovem a expressão de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas. Estes dois 

fatores de transcrição também podem ser ativados por CDT, flagelina, SlpA e FPG via interação com receptores 

toll-like 2 (TLR2), TLR5, TLR4 e domínio de oligomerização ligante de nucleotídeo-1 (NOD1), respectivamente. 

A molécula de resposta primária de diferenciação mielóide 88 (MYD88) medeia a ativação de NFκB e AP-1 pela 

ativação dos receptores TLRs.   
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As manifestações clínicas da infecção por essa bactéria variam de diarreia à colite 

pseudomembranosa, podendo também levar a morte (RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2004).  

As opções terapêuticas para o tratamento da ICD incluem antibioticoterapia, 

transplante fecal, probióticos e anticorpos monoclonais. A antibioticoterapia consiste em 

metronidazol e vancomicina. Apesar de o metronidazol ser amplamente usado em vários países, 

como no Brasil, como fármaco de primeira escolha para o tratamento da ICD, seu uso tem sido 

reduzido nos EUA, por menor resposta, sendo substituído por vancomicina. Outros antibióticos, 

como fidaxomicina, tigeciclina e rifaximin, são prescritos para casos de diarreia recorrente por 

C. difficile por serem mais efetivos. No entanto, o transplante fecal, geralmente após o 

tratamento com os antibióticos, tem sido uma das melhores alternativas para esses casos 

(HOPKINS; WILSON, 2018).  

A resposta inflamatória dos pacientes aos fatores de virulência, como as toxinas do 

C. difficile, é um dos maiores determinantes da gravidade da ICD (Yu et al., 2017; MADAN; 

PETRI, 2012; KELLY; KYNE, 2011). Além disso, o nível desses mediadores tem mostrado 

importante correlação positiva com diarreia persistente e pior desfecho da doença (WALKER 

et al., 2013; EL FEGHALY et al., 2013). 

 

1.2 Toxinas do C. difficile 

 

Os maiores fatores de virulência do C. difficile são as toxinas A e B (TcdA e TcdB). 

Os genes que codificam a TcdA (tcdA) e TcdB (tcdB) estão localizados dentro do locus de 

patogenicidade (PaLoc), uma região do cromossomo que apresenta 19,6 kb de comprimento, 

que também contem três genes adicionais (tcdR, tcdE and tcdC). O tcdR codifica um fator 

sigma da RNA polimerase, responsável por regular positivamente a expressão de TcdA e TcdB 

(CHEN et al., 2017; MANI; DUPUY, 2001). O tcdE codifica um holin do bacteriófago 

(proteína formadora de poros na membrana) que é requerido para a secreção das toxinas 

(GOVIND; DUPUY, 2012). O tcdC codifica TcdC, um regulador negativo de tcdR 

(MATAMOUROS; ENGLAND; DUPUY, 2007).  

O PaLoc é sempre encontrado na mesma localização genômica. Esse locus é 

substituído por uma região altamente conservada não-codificante de 175/75 bp em cepas de C. 

difficile não toxigênicas (DINGLE et al., 2014; BRAUN et al., 1996).  A composição genética 

do PaLoc é dependente do Clade (do inglês “ancestor”) ao qual a cepa de  C. difficile faz parte. 



35 

 

 

Atualmente, essas cepas são distribuidas em seis distintos clades filogenéticos 1, 2, 3, 4, 5 e C-

I (CHEN et al., 2017; DINGLE et al., 2014; STABLER et al., 2012).  

Um terceiro tipo de toxina, a toxina binária (CDT), não é requerido para ocasionar 

a ICD, porém aumenta a virulência de cepas que podem produzi-la (COWARDIN et al., 2016; 

BAUER et al., 2011). Essa toxina é codificada em um região a parte denominada locus do CDT 

(CdtLoc). Este contem genes para ambos os componentes de CDT (cdtA, gene que codifica a 

subunidade ligante A da CDT, and cdtB, gene que codifica a subunidade ligante B de CDT) e 

CdtR (cdtR), que é responsável por regular positivamente a expressão de CDT, TcdA e TcdB 

(LYON et al., 2016; CARTER et al., 2007) (figura 4). 

 

Figura 4- Mapa genético dos locos das toxinas em C. difficile 

 
 
Fonte: Adaptado de Chen et al. (2017) e Carter, Rood e Lyras (2012). O PaLoc da cepa de C. difficile 630 contem 

os genes tcdR (gene que codifica o fator σ alternativo, um regulador positivo da expressão da toxina A do C. 

difficile, TcdA, e toxina B do C. difficile, TcdB), tcdB (gene que codifica TcdB), tcdE (codifica o holin do 

bacteriófago que facilita a liberação de TcdA e TcdB), tcdA (gene que codifica TcdA) e tcdC (gene que codifica 

TcdC, um regulador negativo da expressão de TcdA e TcdB). Os genes cdtA (gene que codifica a subunidade 

ligante A da toxina binária do C. difficile) e cdtB (gene que codifica a subunidade ligante B da toxina binária do 

C. difficile), que codificam a toxina binária do C. difficile (CDT), estão localizados no locus de CDT (CdtLoc). 

Este locus também apresenta o gene cdtR que codifica CdtR, um regulador positivo de CDT, TcdA e TcdB. 

Enquanto que a cepa de C. difficile não toxigênica não apresentam esses genes.  
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Como CDT não é requerida para ocasionar a ICD, o mecanismo pelo qual TcdA e 

TcdB ocasionam alterações celulares continua sendo o mais investigado (COWARDIN et al., 

2016). 

TcdA e TcdB são proteínas de alto peso molecular, correspondendo 

respectivamente a 308 e 270 kDa.  Essas toxinas são formadas por quatro domínios funcionais: 

um domínio glicosiltransferase aminoterminal (DGT), um domínio autoproteolítico (DAP), um 

domínio de translocação (DT) e um domínio de ligação ao receptor (DLR). O DLR é constituído 

por oligopeptídeos repetitivos combinados (CROPS) (SMITS et al., 2016; CHUMBLER et al., 

2016; PRUIT et al., 2012; PAPATHEODOROU et al., 2010).  

CROPS se liga a carboidratos da membrana promovendo a entrada de TcdA e TcdB 

por meio de endocitose. Além de CROPS, há outros domínios que podem conduzir a entrada 

dessas toxinas para o meio intracelular, uma vez que a deleção desse domínio não inibiu os seus 

efeitos tóxicos dessas toxinas em células 3T3 (linhagem de fibroblastos de camundongos) e 

Caco-2 (linhagem de células epiteliais do carcinoma do cólon humano) (OLLING et al., 2011). 

No entanto, CROPS é importante para a ligação de TcdB ao receptor de proteoglicano sulfato 

de condroitina-4 (CSPG4) (TAO et al., 2016). Este e o receptor proteína relacionada ao receptor 

de poliovírus-3 (PVRL3) também contribuem para a internalização de TcdB em 

miofibroblastos e células epiteliais colônicas, respectivamente (LaFRANCE et al., 2015; 

YUAN et al., 2015).  Adicionalmente, os receptores Frizzled (FZDs)-1, 2 e 7 foram 

reconhecidos recentemente como importantes receptores para TcdB em células colônicas 

humanas (CHEN et al., 2018; TAO et al., 2016). Contudo, até o momento, não foram 

evidenciados outros receptores para TcdA além de CROPS.  

Há duas isoformas de TcdB, TcdB1 e TcdB2 que apresentam 92% de similaridade, 

com menor grau (88%) no DLR, em sua estrutura (HUNT; LARABEE; BALLARD, 2017; 

LANIS; BARU; BALLARD, 2010). Essas isoformas apresentam distintas antigenicidade e 

citotoxidade. TcdB2 é produzida principalmente por cepas do pulsotipo norte americano 

(NAP)1/027/BI, que tem sido associada com maior virulência e pior desfecho da doença 

(LANIS; BARU; BALLARD, 2010). TcdB2 é mais potente do que TcdB1 por se ligar e entrar 

nas células de forma mais eficiente em consequência de uma variação na sequência de 

aminoácidos da região 1753 a 1851 do CROP (HUNT; LARABEE; BALLARD, 2017).   

Uma vez endocitadas, TcdA e TcdB sofrem uma mudança conformacional no DT, 

como consequência  da acidificação do endossomo mediado pelo transporte ativo de H+. O DT, 

uma vez estruturalmente modificado, forma um poro na membrana do endossomo, propiciando 
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a translocação do DAP e DGT. Um estudo identificou que uma variação de 8 aminoácidos no 

DT da TcdB resulta em redução da toxicidade da cepa de C. difficile VPI10463 (ZHANG et al., 

2014).  

No citoplasma, DAP é ativado por inositol-hexaquisfosfato (InsP6), com 

consequente liberação de DGT para o citosol, que por sua vez, inibe as Rho GTPases (BELLA 

et al., 2016; SMITS et al., 2016) (figura 5). Além de participar na liberação das toxinas do C. 

difficile, DAP regula a atividade pró-inflamatória dessas toxinas (ZHANG et al., 2018). 

 

Figura 5 – Estrutura e função das TcdA e TcdB 

 
Fonte: Adaptado de Bella et al. (2016) e Smits et al. (2016). A toxina A (TcdA) e toxina B (TcdB) do C.difficile 

são formadas pelo domínio glicosiltransferase (DGT), domínio autoproteolítico (DAP), domínio de translocação 

(DT) e e domínio de ligação ao receptor (CROPS). As toxinas se ligam a receptores presentes na membrana 

plasmática das células do hospedeiro por meio de CROPS. Essa interação promove sua endocitose. A acidificação 

do endossomo ocasiona uma mudança conformacional na toxina, favorecendo a formação de um poro na 

membrana pelo DT. Por meio desse poro, o DGT e DAP são translocados para o citoplasma. No citoplasma, 

inositol-hexaquisfosfato (InsP6) ativa DAP, com consequente liberação de DGT no citoplasma. Por sua vez, DGT 

inibe as Rho GTPases resultando em ruptura do citoesqueleto de actina, apoptose, inibição da proliferação e 

ativação do inflamassoma a depender do tipo celular afetado.  
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Uma nova cepa de C. difficile (ICC45/RTSLO231/UK/CE/821), que foi isolada 

pelo nosso grupo de pesquisa a partir de amostra fecal de uma paciente com câncer de mama 

que foi a óbito, apresentou uma variação no DAP da TcdB. Além dessa variação, essa cepa 

produziu menos TcdB do que a conhecida NAP1/RT027 in vitro. Apesar dessas alterações, o 

sobrenanadante dessa cepa induziu similar dano tecidual, reposta inflamatória e estresse 

oxidativo no íleo de camundongos comparado ao da cepa NAP1/RT027 (COSTA et al., 2016).  

Variações no DGT da TcdB foram observadas em cepas NAP1v (NAP1 variante), 

denominada assim por apresentar traços genéticos da cepa NAP1/RT027 e NAP9/RT017, 

resultando em reduzida resposta inflamatória in vitro e in vivo (QUESADA-GÓMEZ et al., 

2016).   

As diversas variações evidenciadas, até o presente momento, na TcdB de diferentes 

cepas do C.difficile, torna difícil a interpretação de dados entre diferentes estudos que utilizam 

TcdB provenientes de cepas distintas dessa bactéria. Entretanto, a TcdA e TcdB mais utilizada 

em estudos experimentais é a purificada a partir da cepa VPI10463, cujo DGT da TcdB 

apresenta 100% de similaridade com o da cepa NAP1/RT027 (QUESADA-GÓMEZ et al., 

2016). 

 

1.3 TcdA e TcdB: Patogenênese da lesão intestinal e mecanismo da lesão celular 

 

TcdA e TcdB estimulam a liberação de uma variedade de mediadores como IL-

1β, IL-2, IL-15, IL-16, IL-5, IL-6, fator de necrose tumoral-α (TNF-α), IL-8, IL-12, IL-13, 

IL-18, IL-23, IL-17A, IL-10, motif CXC ligante de quimiocina-4 (CXCL-4, conhecido como 

proteína inflamatória de macrófagos 1β), motif CXC-ligante de quimiocina-2 (CXCL-2, 

conhecido como  proteína inflamatória de macrófagos 2α), fator inibitório de migração de 

macrófagos (MIF) em diversas células, como células epiteliais, células imunes e neurônios 

entéricos (JOSE et al., 2018; YU et al., 2017; NAKAGAWA et al., 2016; XU et al. 2014; 

BUONOMO et al., 2013; SHEN, 2012; NG et al., 2010).  

O mecanismo da lesão intestinal induzido por TcdA e TcdB vem sendo amplamente 

estudados, assim como seus efeitos diretos em células.  Ambas as toxinas agem de forma 

semelhante nas células epiteliais, células endoteliais e macrófagos. No entanto, essas células 

demonstram ser mais sensíveis à TcdB (D’AURIA et al., 2015).  

O mecanismo de como as células epiteliais e células do sistema imune respondem 

à TcdA e TcdB é detalhado a seguir: 
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- Células epiteliais intestinais 

 

As toxinas do C. difficile são semelhantes à glicosiltransferases que monoglicosilam 

Rho GTPases (Rho, Rac e Cdc42). Essa glicosilação leva a inativação funcional dessas 

GTPases. Pelo fato de as Rho GTPases regularem o citoesqueleto de actina, a inativação delas 

por TcdA e TcdB ocasiona desorganização dos filamentos de actina, resultando em mudanças 

morfológicas em células epiteliais, assim como em macrófagos e outras células. A inibição das 

Rho GTPases também inibe a migração, morfogênese e divisão celular (JAFFE; HALL, 2005). 

Adicionalmente, as Rho GTPases estão envolvidas na regulação da transcrição e da apoptose 

celular (AZNAR; LACAL, 2001). 

Brito et al (2002b) mostrou que a TcdA de forma dose dependente  inibe a migração 

e induz apoptose em células epiteliais intestinais humanas (T84) pelas vias intrínseca e 

extrínseca com ativação das caspases 9 e 8, resultando em ativação de caspase 3 e 6, de forma 

dependente de Rho. Além disso, demonstrou que ativação precoce de Bid independente de 

caspase e está envolvida na apoptose induzida por TcdA (CARNEIRO et al., 2006). 

Além disso, a ativação de caspase 3, com consequente  apoptose, em células 

epiteliais colônicas induzida por TcdA ocorre de forma independente ao seu efeito no 

citoesqueleto de actina (GERHARD et al., 2008).  

O tratamento de células epiteliais intestinais de ratos (IEC-6) com Alanil-glutamina 

ou glutamina previne o efeito pró-apoptótico induzido pela TcdA por meio da suprarregulação 

de RhoA (SANTOS et al., 2013; BRITO et al., 2005). A depleção de glutamina em animais 

submetidos à lesão ileal induzida por TcdA potencializa os processos inflamatórios dependentes 

de leucócitos (NASCIMENTO et al., 2005). 

A inibição da proliferação, da migração e da diferenciação de células epiteliais por 

TcdA é mediada pela inibição da via Wingless (Wnt)/β-catenina induzido por essa toxina de 

forma independente de caspases (LIMA et al., 2014). Embora o mecanismo de TcdA na 

inibição da via Wnt/β-catenina é desconhecido, o de TcdB é mediado pela interação dessa 

toxina com os receptores FZDs (TAO et al., 2016).  

TcdA ativa  a via de sinalização de TGF-β em células epiteliais intestinais  in vitro 

e em modelo de ileíte. In vitro, TGF-β1 é um mediador protetor em células epiteliais intestinais 

expostas à TcdA por estimular a proliferação e migração, bem como inibir a apoptose, 

(TINOCO-VERAS et al., 2017).  
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In vitro, a liberação de mediadores inflamatórios, como IL-8, por células epiteliais 

intestinais de humanos induzida por TcdB teve importante participação  da ativação da via do 

receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR)-ERK/MAPK (NA et al., 2005). 

 

- Macrófagos 

 

Em biópsias de cólon de pacientes com diarreia recorrente e não recorrente 

associada ao C. difficile foi evidenciada a redução de macrófagos (JOHAL et al., 2004).  

Adicionalmente, macrófagos expressando a proteína IL-1β foram encontrados em 

amostras colônicas de biópsias de pacientes com ICD. Em cultura de macrófagos, TcdA e TcdB 

estimula a liberação de IL-1β de forma dependente da ativação do inflamassoma, um complexo 

multiproteico responsável pela ativação de citocinas como IL-1β e IL-18 (NG et al., 2010). O 

aumento de IL-23 induzido por TcdA e TcdB também demonstrou ser dependente da ativação 

do inflamassoma e da liberação de IL-1β (COWARDIN et al., 2015).  

Em cultura de macrófagos peritoneais de ratos, ambas TcdA e TcdB estimularam a 

liberação de TNF-α por macrófagos, mas não de óxido nítrico (NO). No entanto, TcdB em altas 

concentrações, mais do que TcdA, estimulou a morte desses macrófagos (MELO-FILHO et al., 

1997).  

Em cultura de monócitos humanos, ambas as toxinas estimularam a expressão de 

molécula de adesão intercelular-1 (ICAM-1), IL-8, IL-1β e TNF-α (LINEVSKY et al., 1997). 

A síntese de TNF-α por macrófagos induzida por TcdA e TcdB é dependente da endocitose 

dessas toxinas (SUN et al., 2009).  

In vivo, TcdA aumentou a expressão do receptor de quimiocina do motif C-X3-C-

1 (CX3CR1) por macrófagos e do ligante de quimiocina do motif C-X3-C -1 (CX3CL1) que 

tem efeito protetor contra a colite induzida por essa toxina em modelo murinho (INUI et al., 

2011).    

 

- Mastócitos 

 

TcdA, em baixas concentrações, ativou diretamente os mastócitos peritoneais, 

induzindo a liberação de TNF-α, mas não de NO ou de histamina. No entanto, em altas 

concentrações, essa toxina ocasionou ruptura do citoesqueleto de actina e apoptose 

(CALDERON et al., 1998).  

In vitro, ambas TcdA e TcdB estimularam a liberação de IL-8 por via dependente 

da ativação de p38 MAPK, PGE2 e PGD2 em mastócitos humanos (MEYER et al. 2007). 
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- Linfócitos 

 

Um estudo evidenciou redução de células produtoras de imunoglobulina A, IgA, 

(Linfócitos B) em biópsias de cólon de pacientes com diarreia recorrente e não recorrente 

associada ao C. difficile (JOHAL et al., 2004).   

Outra pesquisa mostrou que pacientes assintomáticos que são colonizados por C. 

difficile apresentam elevado nível sérico de anticorpos imunoglobulina G (IgG) para TcdA 

comparado aos pacientes colonizados que desenvolveram diarreia tardiamente (KYNE et al., 

2000).  

TcdA, mas não TcdB, diminui a quimiotaxia de linfócitos T humanos a quimiocina 

(C-C motif) ligante-19 (CCL19), sem alterar a expressão de seu receptor CCR7 (receptor de 

quimiocina C-C do tipo 7). Além disso, o sobrenadante de células epiteliais intestinais 

desafiadas com TcdA, mas não com TcdB, diminui ainda mais a quimiotaxia de linfócitos T 

induzida por essa toxina (WU et al., 2013). 

 

-Neutrófilos 

 

Neutrófilos tem importante participação na patogênese da ICD, sendo um preditor 

da gravidade dessa doença (FUJITANI et al., 2011).  

Um trabalho do nosso grupo mostrou que TcdA induz inativação de Rho em 

neutrófilos humanos, ocasionando alterações morfológicas e redução de L-selectinas  que 

contribuem para a redução da migração e aderência dessas células de forma dependente de β2-

integrinas (BRITO et al., 2002a).  

TcdA injetada no lúmen ileal aumentou os níveis de substância P (SP), TNF-α e 

MPO. A ativação do receptor de SP, a neurocinina (NK-1), é responsável pelo aumento de TNF-

α e do recrutamento de neutrófilos, mas não de SP (CASTAGLIUOLO et al., 1998).  

O recrutamento de neutrófilos tem importante papel na patogênese da lesão ileal 

induzida pela TcdA, uma vez que a sua inibição por meio de fucoidina protege os animais da 

lesão induzida por essa toxina (BARRETO et al., 2008).  

IL-17, uma citocina pró-inflamatória que é regulada positivamente por IL-23, é um 

importante mediador inflamatório envolvido no recrutamento de neutrófilos durante a ICD 

(NAKAGAWA et al., 2016).  
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Os efeitos das TcdA e TcdB em células epiteliais, macrófagos, mastócitos, 

linfócitos e neutrófilos foram sintetizados na figura 6.  

 

Figura 6 – Efeito de TcdA e TcdB em células do sistema imune e em células epiteliais 

 

 
Fonte: Elaborada pela autora. No intestino, C. difficile libera TcdA e TcdB que agem em células epiteliais, 

macrófagos, mastócitos, linfócitos e neutrófilos estimulando uma variedade de respostas celulares.  

 

Em modelo de alça ileal, TcdA elevou a expressão de interleucina-12 (IL-12), 

interleucina-18 (IL-18), interferon-γ (INF-γ), mieloperoxidase (MPO), TNF-α, molécula de 

adesão intercelular-1 (ICAM-1), proteína inflamatória derivada de macrófagos-1α (MIP-1α) e 

interleucina-8 (IL-8) (ISHIDA et al., 2004).  

A inibição de adenosina desaminase, uma enzima que metaboliza a adenosina 

liberada no meio extracelular, preveniu a secreção intestinal, o dano tecidual, o recrutamento 

de neutrófilos e a síntese de TNF-α induzidos por TcdA em modelo de enterite experimental 

(JUNQUEIRA et al., 2011). 

TcdA aumenta a expressão de COX-2 na mucosa e submucosa ileal de 

camundongos. COX-2 está envolvido na secreção intestinal induzida por essa toxina, uma vez 

que o tratamento dos animais com celecoxibe, um inibidor seletivo de COX-2, a reduziu 

(ALCANTARA et al., 2001). De forma semelhante, o antagonista do receptor de angiotensina 

II do subtipo 1 (AT1) apresentou efeito semelhante na secreção intestinal induzida por TcdA 

(ALCANTARA et al., 2005).   
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Em modelo de alça cecal, a TcdA aumentou a síntese de prostaglandina E2 (PGE2), 

causou apoptose em colónocitos, bem como elevou a expressão de ligante de Fas (FasL), um 

ligante de Fas que ativa caspase-3, estimulando apoptose. A ausência de FasL em animais 

submetidos a lesão cecal por TcdA reduziu as alterações histológicas e a síntese de IL-8 (KIM 

et al., 2007).  

A cepa NAP-1/RT027 induz aumento de IL-1β, fator estimulador de colônias 

granulocitária (G-CSF) e MCP-1 e diminui IL-12, INF-γ e interleucina-10 (IL-10), porém não 

altera os níveis de TNF-α, no ceco e no cólon de animais submetidos à ICD (PAWLOWSKI et 

al., 2010).   

Em cultura da camada mucosa e submucosa do íleo, TcdB aumentou os níveis de 

IL-8 mais na mucosa do que na submucosa, porém em co-cultura dessas duas camadas a 

produção de IL-8 foi elevadamente maior TIXIER et al., 2005).  Esses achados sugerem o 

potencial papel do sistema nervoso entérico (SNE) na resposta inflamatória à toxina do C. 

difficile.  

 

1.4 Sistema nervoso entérico 

 

 

No século XIX, L. Auerbach e G. Meissner descobriram a existência de neurônios 

na parede intestinal e, no mesmo período, W. M. Bayliss e E. H. Starling, em 1899, descobriram 

a atividade funcional do SNE. W. M. Bayliss e E. H. Starling isolaram alça intestinal de 

cachorro, elevaram a pressão no interior da alça e observaram contração muscular, que resultou 

em movimento propulsivo. Este evento foi nomeado como “a lei do intestino” que é conhecida 

atualmente como reflexo peristáltico. Na etapa seguinte, eles romperam os nervos que 

mediavam à comunicação do intestino com o sistema nervoso central (SNC) e observaram que 

o reflexo peristáltico não era alterado, dessa forma nomearam esse fenômeno como 

“mecanismo nervoso local” (COSTA, 2016; HANSEN, 2003).  

O SNE é originado, em sua maior parte, a partir da migração de células da crista 

neural vagal anterior para o intestino anterior. Uma fração pequena do SNE do intestino anterior 

também é derivada da migração de células tronco da crista neural da região vagal posterior 

(COSTA, 2016; HEANUE; PACHNIS, 2007; LE DOUARIN et al, 2004). Em humanos, a 

migração dessas células inicia-se na quarta semana do período embrionário e em camundongos 

na segunda semana (COSTA, 2016; FARLIE et al., 2004; SASSELLI; PACHNIS; BURNS, 

2012). Ao entrarem no intestino, as células da crista neural passam a ser denominadas células 
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entéricas derivadas da crista neural. Estas células migram do sentido rostral ao caudal, 

colonizando sequencialmente o intestino anterior (esôfago, estômago e duodeno), o intestino 

médio (porção distal do duodeno, jejuno, íleo, ceco, colo ascendente, colo transverso, e 

apêndice) e o intestino posterior (colo descendente, colo sigmoide e reto). No último estágio, 

células da crista neural sacral migram e contribuem para a formação de uma população restrita 

de neurônios e glia entérica do intestino médio e posterior (COSTA, 2016; HEANUE; 

PACHNIS, 2007; KAPUR, 2000). A completa colonização do intestino pelas células entéricas 

derivadas da crista neural em humanos ocorre por volta da sétima semana do período 

embrionário e em camundongos no fim na segunda semana (COSTA, 2016; 

DRUCKENBROD; EPSTEIN, 2005; FU et al., 2003; SASSELLI; PACHNIS; BURNS, 2012) 

(figura 7).  

 

Figura 7 - Embriologia do sistema nervoso entérico 

 

 
Fonte: Heanue e Pachnis (2007); Costa (2016). Células da crista neural vagal anterior e posterior migram para o 

intestino anterior (IA). No intestino essas células passam a ser denominadas células precursoras entéricas que 

expressam RET, SOX10 e EDNRB. Essas células migram, proliferam e se diferenciam no sentido rostral-caudal. 

Células da crista neural sacral migram para o intestino posterior (IP) e intestino médio (IM) para contribuir na 

formação de neurônios e glias entéricos. Células que sofrem diferenciação neuronal expressam RET e Classe de 

β-tubulina III específica de neurônios (TUJ1), enquanto células que se diferenciarão em glia apresentam SOX10 

e GFAP. Fator neurotrófico derivado de células gliais (GDNF) estimula a migração, sobrevivência e diferenciação. 

Endotelina-3 (EDN3) inibe a migração e diferenciação, porém estimula a proliferação dessas células precursoras 

entéricas.    
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No período embrionário, fator neurotrófico derivado de células gliais (GDNF) e 

endotelina-3 (EDN3) desempenham importante função na regulação da proliferação, da 

migração e da diferenciação das células entéricas derivadas da crista neural ao longo do trato 

gastrintestinal. O GDNF estimula a sobrevivência, proliferação, migração e diferenciação, 

enquanto que a EDN3 inibe a migração e diferenciação e estimula a proliferação dessas células 

(BONDURAND et al., 2006; COSTA, 2016; HEANUE; PACHNIS, 2007). O mecanismo pelo 

qual essas proteínas geram esses efeitos é distinto: GDNF liga-se ao receptor α1 da família de 

GDNF (GFRα1) que se dimeriza com o receptor RET, ativando uma cascata de sinalização 

dependente de tirosina quinase (TK), enquanto que EDN3 liga-se ao receptor de endotelina B 

(EDNRB) (BARLOW; GRAAF; PACHNIS, 2003; COSTA, 2016; HEANUE; PACHNIS, 

2007; NATARAJAN et al., 2002). 

O SNE, uma divisão do sistema nervoso autonômico, é chamado o cérebro do 

intestino por apresentar características independentes ao sistema nervoso central, como a 

funcionalidade. Apresenta repertório de neurotransmissores similar, elevado número de 

neurônios e sistema nervoso intrínseco extenso e diferenciado. Esse sistema se estende do 

esôfago ao esfíncter anal interno e inclui elementos localizados nas paredes da vesícula biliar, 

do ducto cístico e do ducto biliar comum, e no pâncreas (GULBRASSEN, 2014; VON BOYEN 

et al., 2002). 

O intestino é formado pelas camadas mucosa (epitélio cilíndrico simples e lâmina 

própria de tecido conjuntivo), submucosa, muscular e serosa. Neste órgão, o SNE é constituído 

pelos plexos ganglionares e aganglionares. O plexo ganglionar é formado pelos plexos 

submucoso e mioentérico. O mioentérico está localizado entre a camada muscular circular 

interna e a longitudinal externa, enquanto o submucoso encontra-se na camada submucosa. 

Estes dois plexos ganglionares são formados por neurônios e células gliais entéricas (CGEs). O 

plexo aganglionar, assim denominado devido à ausência de neurônios organizados em gânglios, 

está localizado na camada mucosa, precisamente na lâmina própria, sendo contituido por CGEs 

(GRUBISIC; GULBRANSEN, 2017; VON BOYEN; STEINKAMP, 2011) (figura 8). 
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Figura 8 – Estrutura do intestino e distribuição dos plexos mucoso, submucoso e mioentérico 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Grubisic e Gulbransen (2017). O intestino é formado pela camada mucosa, submucosa, 

muscular (muscular circular e muscular longitudinal) e serosa. O sistema nervoso entérico é composto pelos plexos 

mucoso, submucoso e miontérico. O plexo mucoso, localizado na camada mucosa, é contituido por células gliais 

entéricas (CGEs) e terminações nervosas. O plexo submucoso pode ser encontrado na camada submucosa próximo 

à camada muscular circular interna. Enquanto o plexo miontérico encontra-se entre a camada muscular circular 

interna e a longitudinal externa. Os plexos submucoso e mioentérico são contituidos por CGEs e neurônios.  

 

O SNE é formado por aproximadamente 100 milhões de neurônios entéricos que 

são cercados por CGEs na proporção de 1:1-7 a depender da espécie (GRUBISIC; 

GULBRANSEN, 2017; GULBRASSEN, 2014). No plexo mioentérico do íleo de 

camundongos, ovelhas e humanos a proporção de neurônios entéricos para CGEs é de 1:1, 1:4 

e 1:7, respectivamente (GULBRASSEN, 2014; HOFF et al., 2008; GABELLA; TRIGG, 1984).  

O SNE regula diversas funções intestinais, incluindo motilidade, absorção de 

nutrientes, secreção de muco, função sensorial, fluxo sanguíneo e secreção hormonal, bem 

como interage com as células do sistema imune (BISCHOFF et al., 2009; KIBA, 2006). Além 

disso, também regula a barreira epitelial, participando no controle da proliferação e da 

diferenciação das células epiteliais (COSTA, 2016; FURNESS, 2012). 
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1.5 Célula glial entérica (CGE) 

 

 

As CGEs são essenciais para a manutenção da homeostase intestinal. A completa 

ablação dessas células induziu colite fulminante em camundongos (BUSH et al., 2001). A 

maioria das células gliais localizadas fora do cérebro e medula espinhal são encontradas no 

intestino como um componente do sistema nervoso entérico (GULBRASSEN, 2014).  

As células gliais foram observadas dentro do gânglio entérico pela primeira vez em 

1899 por Dogiel e, a partir de então, passou ser definida como célula de Schwann. Em 1970, 

após a análise morfológica por Gabela, as células gliais passaram a ser reconhecidas como uma 

classe única de glia periférica com características distintas (COSTA, 2016; GULBRANSEN; 

SHARKEY, 2012). Atualmente, as células gliais no intestino são denominadas como CGEs.  

As CGEs maduras são morfologicamente semelhantes aos astrócitos do SNC, bem 

como apresentam similaridade no padrão molecular de expressão em S100B, GFAP, vimentina 

e conexina-43 (GRUBISIC; GULBRANSEN, 2017). Apesar do grau de semelhança entre esses 

dois tipos celulares, algumas diferenças tem sido relatadas como a dependência da via de 

sinalização de neuregulina por meio do receptor ErbB3 para o desenvolvimento de CGEs, mas 

não para astrócitos (RIETHMACHER et al., 1997). Assim como a perda da expressão de 

algumas proteínas astrocíticas importantes como membro da família L1 da aldeído 

desidrogenase-1 (Aldh1L-1) e expressão de moléculas não astrocíticas como Sox10 e proteína 

proteolípidica-1 (PLP-1), que são implicados na produção de mielina encontrado em 

oligodendrócitos (RAO et al., 2015; BOESMANS et al., 2014; YOUNG; JONES; 

MCKEOWN, 2002).   

As CGEs podem ser classificadas de acordo com a sua morfologia (tipo I, II, III ou 

IV) ou com a sua localização nas camadas do trato gastrintestinal, que é a mais utilizada, 

(mucosa, intragangliônica ou intramuscular). 

A classificação morfológica das CGEs foi estabelecida por Hanani. Ele notou a 

semelhança estrutural das células gliais entéricas com os astrócitos do SNC e descreveu cada 

tipo da seguinte forma: Tipo I são as CGEs que apresentam processos curtos, ramificados e 

irregulares, assemelhando-se aos astrócitos protoplasmáticos do SNC; Tipo II, caracterizam-

como células com aspecto alongado, encontradas dentro de feixes de fibras interganglionares, 

similares aos astrócitos fibrosos do SNC; Tipo III ou mucosas englobam as CGEs que 

apresentam vários processos longos ramificados e tipo IV ou intramuscular caracteriza CGEs 
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alongadas que se alinham às fibras nervosas (COSTA, 2016; GULBRANSEN; SHARKEY, 

2012) (figura 9). 

 

Figura 9 - Tipos de células gliais entéricas baseado nos seus aspectos morfológicos 

 

 

Fonte: Gulbransen e Sharkey (2012).  

 

A classificação das CGEs de acordo com a sua localização nas camadas do trato 

gastrintestinal (mucosa, intragangliônica ou intramuscular) pode também ser correlacionada 

com a função dessas células.  

Diferentes dos demais tipos, o desenvolvimento pós-natal das CGEs da mucosa é 

dependente da interação do TGI com a microbiota intestinal, aumentando à medida que a 

microbiota intestinal se desenvolve (figura 10). Esse achado foi evidenciado por estudo onde 

foi mostrado que camundongos livres de germes ou camundongos tratados com antibióticos 

não apresentaram células gliais na camada mucosa do intestino (KABOURIDIS et al., 2015).  
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Figura 10 – Desenvolvimento pós-natal das CGEs da mucosa  

 

 
 

Elaborado pela autora. Ao nascer (P0), camundongos não apresentam células gliais entéricas (CGEs) mucosa na 

lâmina própria ileal. Após 10 dias de vida (P10), bactérias e outros microorganismos iniciam o processo de 

colonização e interação com a mucosa intestinal, resultando em recrutamento de CGEs para a mucosa intestinal. 

A densidade de CGEs, assim como a interação entre as mesmas, se torna mais proeminentes na fase adulta desses 

animais. 

 

A glia entérica mucosa interage com as células epiteliais intestinais, contribuindo 

na diferenciação, na adesão, na migração e na proliferação por meio da liberação de 15-deoxi-

Δ12,14-prostaglandina J2 (15d-PGJ2), do fator de crescimento transformador-β (TGF-β), da S-

nitrosoglutationa (GSNO) e do pró-fator de crescimento epidérmico (proEGF) (BACH-

NGOHOU et al., 2010; NEUNLIST et al., 2007; SAVIDGE et al., 2007; VAN LANDEGHEM 

et al., 2011). A intragangliônica é capaz de liberar substâncias neuroativas (15d-PGJ2), 

trifosfato de adenosina (ATP), glutationa reduzida e precursores de neurotransmissores (L-

arginina e glutamina sintetase), bem como de capturar e degradar substâncias neuroativas 

extracelulares e de responder a neurotransmissores (GULBRANSEN; SHARKEY, 2012). 

Enquanto que a glia intramuscular ou extraganglionar expressa o receptor P2X7, porém a sua 

função específica no trato gastrintestinal ainda é desconhecida (VANDERWINDER; 

TIMMERMANS; SCHIFFMANN, 2003) (figura 11).   
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Figura 11 - Classificação das CGEs de acordo com a sua localização no intestino 

 
 

Fonte: Gulbransen e Sharkey (2012).  As CGEs são classificadas em glia entérica da mucosa, glia entérica 

intragangliônica e glia entérica intramuscular. A glia entérica mucosa secreta S-nitrosoglutationa, fator de 

crescimento transformador-β (TGF-β), pró-fator de crescimento epidérmico (proEGF) e  15-deoxi-Δ12,14 –

prostaglandina J2 (15-d-PGJ2). A glia entérica intragangliônica libera trifosfato de adenosina (ATP), 15d-PGJ2 e 

glutationa reduzida, além de ser capaz de capturar e degradar substâncias neuroativas, secretar L-arginina e 

glutamina sintetase para formar neurotransmissores e expressar receptores para neurotransmissores e 

neuromodulares. A glia entérica intramuscular expressa o receptor P2X7, porém sua função é desconhecida 

(COSTA, 2016). 

 

As células gliais desempenham importantes funções no trato gastrintestinal e 

interagem de forma direta com as células epiteliais intestinais por meio de GDNF, TGF-β, 

GSNO, 15d-PGJ2 e 15-hidroxieicosatetraenoico (15-HETE) (COSTA, 2016; POCHARD et al., 

2016; YAN-BO; YAN-QING, 2014).  Os mediadores secretados pelas CGEs demonstraram 

aumentar a organização de ocludina e F-actina em células epiteliais intestinais (BAUMAN et 

al., 2017).  

No intestino, o GDNF atua como fator antiapoptótico nas células epiteliais 

intestinais (COSTA, 2016; SAVIDGE et al., 2007; STEINKAMP et al., 2012). O mecanismo 

pelo qual GDNF inibe a apoptose de células epiteliais é mediado pela ativação das vias de 

sinalização de proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK) e fosfatidilinositol-3-

quinase/serina-treonina quinase (PI3K/AKT) (STEINKAMP et al., 2003; ZHANG et al., 2010). 

De forma autócrina, GDNF inibe a apoptose de células gliais entéricas por meio da ativação 

dos receptores GFRα1-3 e o co-receptor RET (STEINKAMP et al., 2012).  A ativação do 
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receptor opióide μ por meio de morfina em CGEs diminui a produção de GDNF por essas 

células, com consequente ruptura da barreira epitelial intestinal. Esses achados apontam GDNF 

como um importante fator derivado de CGEs responsável por aumentar a função da barreira 

epitelial intestinal (BAUMAN et al., 2017). Em adição, esse fator glial aumenta a integridade 

da barreira epitelial intestinal via suprarregulação de ZO-1 (ZHANG et al., 2010). 

 O TGF-β, sintetizado pelas células gliais entéricas da mucosa, inibe a proliferação 

e estimula a migração de células epiteliais intestinais (BULUT et al., 2004; COSTA, 2016; 

GATZA et al., 2011; YAN-BO; YAN-QING, 2014). Os efeitos anti-proliferativos desse 

mediador são por meio da infrarregulação de quinases dependentes de ciclina e suprarregulação 

de inibidores de quinase dependente de ciclina, resultando, dessa forma, no bloqueio do ciclo 

celular (WANG et al., 2004).  

No intestino, a CGE é a principal fonte de GSNO que é um potente doador de óxido 

nítrico (SAVIDGE et al., 2007). O GSNO regula a permeabilidade intestinal por estimular a 

suprarregulação de proteínas da “tight junctions” como ocludinas e zônulas de oclusão-1 (ZO-

1) e inibe o aumento de cadeia leve de miosina fosforilada (PMLC), bem como melhora a 

localização dessas proteínas (CHEADLE et al., 2013). Diferente do GSNO, 15d-PGJ2 não afeta 

a permeabilidade paracelular. No entanto, assim como o TGF-β, 15d-PGJ2 inibe a proliferação 

e estimula a  diferenciação de células epiteliais intestinais via  ativação  do receptor ativado por 

proliferador de peroxissoma-gama (PPAR-γ) (BACH-NGOHOU et al., 2010). 

Por inibir a proteína quinase ativada por monofosfato de adenosina (AMPK) e 

regular a expressão de ZO-1, 15-HETE controla a permeabilidade da barreira epitelial intestinal, 

influenciando na permeabilidade paracelular da mesma forma que o GSNO, porém por 

mecanismo distinto (POCHARD et al., 2016).  

As CGEs também podem atuar como células do sistema imune inato devido a sua 

capacidade de reconhecer patógenos por meio de receptores toll-like (TLRs) e liberar fatores 

quimiotáticos e citocinas pró-inflamatórias como fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e 

interleucina-6 (IL-6) (COSTA, 2016). Vale ressaltar que as células gliais do intestino expressam 

TLRs 1-5, 7 e 9 (TURCO et al., 2014). Um dos efeitos da ativação de um dos tipos desse 

receptor, o TLR4, por meio da administração de LPS via intraperitoneal foi promover o 

aumento dos níveis de S100B e GFAP no duodeno, ceco e cólon de ratos após 24h da aplicação 

(FRANCESCHI et al., 2017).   

Propriedade imunossupressora tem sido identificada em CGEs por meio de um 

estudo realizado em CGEs provenientes do plexo mioentérico de humanos que mostrou que 
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mediadores liberados por essas células inibem a proliferação de linfócitos T ativados 

(KERMARREC et al., 2016).  

A ativação de CGEs medeia os efeitos anti-inflamatórios da estimulação vagal que 

é importante para controlar o recrutamento exarcebado de células inflamatórias intestinais, por 

sua vez, contribui para o dano tecidual durante a inflamação intestinal induzida por lesão por 

isquemia-reperfusão (LANGNESS et al., 2017).   

Além de interagirem diretamente com as células epiteliais intestinais, células do 

sistema imune e com os patógenos, as CGEs também se conectam de forma dinâmica com os 

neurônios entéricos. A comunicação entre as CGEs e os neurônios entéricos ocorre de forma 

bidirecional (COSTA, 2016). Os neurônios entéricos podem estimular as células gliais entéricas 

por meio da acetilcolina, da serotonina (5-HT) e do ATP (BOESMANS et al., 2013). Enquanto 

que o ATP liberado por células gliais entéricas pode ativar o receptor P2X7 em neurônios, 

estimulando a morte dessas células principalmente sob condições inflamatórias (BROWN et 

al., 2015).  

Em condições fisiológicas, as CGEs, a única fonte de L-arginina nos gânglios 

entéricos, liberam L-arginina que contribui para a síntese de óxido nítrico em neurônios 

nitrérgicos (NAGAHAMA et al., 2001). 

As CGEs também regulam a motilidade gastrintestinal por modular o circuito 

entérico excitatório (GRUBISIC et al., 2018; RAO et al., 2017; MCCLAIN; FRIED; 

GULBRANSEN, 2015). A ativação desregulada de CGEs durante a inflamação pode alterar o 

papel regulador dessas células na motilidade, ocasionando as dismotilidades intestinais.  

As CGEs também expressam e secretam a proteína S100B (RAO et al., 2015; 

BOESMAN et al., 2013).  No intestino, a CGE é uma das principais fontes de S100B. Diferente 

dos outros mediadores, essa proteína tem se destacado por ser largamente distribuída na parede 

intestinal (RAO et al., 2015). 

O S100B apresenta papel dual sobre os neurônios entéricos. Em baixos níveis 

(nanomolar) estimula a sobrevivência neuroral, enquanto em altas concentrações (micromolar) 

promove a morte de neurônios do SNC (VILLARREAL et al., 2011). Além disso, S100B inibe 

a proliferação de células epiteliais intestinais in vitro (TURCO et al., 2012).  

Tanto a morte neuronal quanto o efeito anti-proliferativo sobre as células epiteliais 

intestinais promovidos por S100B parecem ser mediados pela ativação da via do receptor de 

produtos finais de glicação avançada (RAGE)/ fator de transcrição nuclear-κB (NFκB) 

(TURCO et al., 2012; VILLARREAL et al., 2011). 
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1.6 Via S100B/RAGE 

 

A família das proteínas S100 são formadas por 25 membros (AUSTERMANN; 

SPIEKERMANN; JOHANNES, 2018). Essas proteínas são denominadas assim devido 

dois de seus membros, S100A1 and S100B, serem solúveis em 100% de sulfato 

de amônio saturado (BRESNICK, 2018; MOORE, 1965). 

As proteínas S100 são pequenas proteínas (9-21,5 kDa) ligantes de cálcio do tipo 

EF-hand (HEIZMANN; FRITZ; SCHAFER, 2002). Este termo foi criado por R. H Kretsinger 

mediante um estudo realizado em parvalbumina, uma pequena proteína ligante de cálcio isolada 

do músculo de carpa. A denominação EF-hand designa um motif do tipo hélice-loop-hélice que 

apresenta alta afinidade pelo cálcio, sendo que as letras E e F referem-se as hélices E e F da 

parvalbumina. O clássico motif EF-hand é geralmente formado por uma alça de 10 a 12 

aminoácidos, ladeados por duas hélices apontadas para direções opostas e perpendiculares entre 

si (KRETSINGER; NOCKOLDS, 1973; BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2008) (figura 12). 

 

 Figura 12 - Representação esquemática do motif EF-hand 

 

 

 
Fonte: Berg, Tymoczko e Stryer (2008). EF-hand designa um motif do tipo hélice-loop-hélice que apresenta alta 

afinidade pelo cálcio (Ca2+). O motif EF-hand é formado por um loop de 10 a 12 aminoácidos, ladeados por duas 

hélices, Hélice E e Hélice F, apontadas para direções opostas e perpendiculares entre si.  

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6297089/#CR111
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 Além de se ligar ao Ca2+, S100B se liga ao Zn2+ em um sítio distinto. A interação 

do Zn2+, na presença Ca2+, com S100B aumenta a afinidade dessa proteína por seus receptores 

alvos. No entanto, apenas o Zn2+ não induz a ligação dessa proteína aos seus alvos (HARTMAN 

et al., 2013; GENTIL et al., 2001). 

A primeira proteína S100 foi descoberta em 1965 a partir de uma fração proteica 

subcelular extraída de amostras de cérebro bovino. Posteriormente, duas amostras proteicas 

foram identificadas e denominadas como S100α e S100β, que atualmente são chamadas 

S100A1 e S100B, respectivamente (HARTMAN et al., 2013; KLIGMAN; HILT, 1988; 

MOORE, 1965). 

Dentre os membros da família S100, o S100B vem se destacando devido aos seus 

efeitos na neuroinflamação e nas doenças inflamatórias intestinais (COSTA et al., 2019; 

CIRILLO et al., 2015; ESPOSITO et al., 2012; VILLARREAL et al., 2011).  

O S100B é expresso por oligodendrócitos imaturos, células epiteliais de túbulos 

renais, pituícitos, condrócitos, adipócitos, melanócitos, células de Langerhans e astrócitos 

(DONATO et al., 2009). No intestino, essa proteína é expressa também por CGEs (COSTA et 

al., 2019; RAO et al., 2015).  

No SNC, S100B é uma proteína solúvel secretada por astrócitos que apresenta 

efeitos pró-apoptóticos ou pró-sobrevivência em neurônios dependendo da concentração 

presente no meio extracelular. Além disso, caracteriza-se como proteína de ligação ao cálcio 

que é abundante no citoplasma de astrócitos cerebrais. No citoplasma, S100B é encontrado na 

sua forma solúvel, associado à porção interna da membrana plasmática, aos centrossomos, aos 

microtúbulos ou aos filamentos intermediários do tipo III (DONATO, 2003). Essa proteína 

apresenta várias ações intracelulares, incluindo a regulação da homeostase do cálcio (XIONG 

et al., 2000), o controle da estabilidade de microtúbulos (SORCI; AGNELETTI; DONATO, 

2000) e a modulação da mitose (DONATO, 2003).   

Em adição as suas ações intracelulares, o S100B também exibe atividade 

extracelular que é mediada por sua interação com o receptor RAGE (DONATO et al., 2009). 

No SNC, a liberação de S100B por astrócitos é aumentada quando essas células são estimuladas 

com 5-HT, por meio da ativação do receptor 5-HT1A, ácido lipofosfatídico, glutamato e 

citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α, e submetidas ao estresse metabólico (COSTA, 2016; 

DONATO et al., 2009; EDWARDS; ROBINSON, 2006; PINTO et al., 2000; CICCARELLI 

et al., 1999).  
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De forma semelhante, as CGEs liberam S100B e produzem NO ao serem 

estimuladas por citocinas pró-inflamatórias in vitro (CIRILLO et al., 2011). Quando S100B é 

liberado em grandes concentrações para o meio extracelular, ele funciona como padrão 

molecular associado ao dano (DAMP) devido a sua capacidade de estimular a produção de 

citocinas pró-inflamatórias por meio da ativação de RAGE (SAVIDGE et al., 2007). 

O RAGE é um receptor de superfície celular que pertence a uma família de 

proteínas de receptores de imunoglobulinas que compartilha homologia estrutural com outros 

receptores de imunoglobulinas (BARCLAY, 2003; LECLERC et al., 2009). RAGE também 

pode ser encontrado na forma solúvel, que é implicado na regulação da resposta imune, 

funcionando como um inibidor da inflamação (PARK et al., 2016). 

Em relação à sua estrutura, RAGE é constituído por um domínio extracelular, um 

transmembranar e uma extremidade citosólica (domínio intracelular). Vale enfatizar que o 

domínio extracelular de RAGE é denominado como região do RAGE de ligação para o ligante 

extracelular (sRAGE). O sRAGE  é composto por um domínio de imunoglobulina (Ig) do tipo 

V e por dois domínios de Ig C-terminal (C1 e C2) (HSIEH et al., 2004; KOCH et al., 2010; 

LECLERC et al., 2009). (figura 13). 

 

Figura 13 - Estrutura do receptor RAGE 

 

 
Fonte: Leclerc et al. (2009). sRAGE= região do RAGE de ligação para o ligante extracelular; V= domínio de 

imunoglobulina (Ig) do tipo V; C1= domínio de Ig C-terminal 1; C2= domínio de Ig C-terminal 2; DT= Domínio 

transmembranar e DI= Domínio intracelular. 
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O S100B promove a ativação do receptor RAGE por ligar-se ao domínio de 

imunoglobulina (Ig) do tipo V. A sua interação com esse receptor depende dos níveis de cálcio, 

uma vez que esse íon promove a formação de proteínas S100B tetraméricas, as quais 

apresentam alta afinidade pelo receptor RAGE (OSTENDORP et al., 2007). 

Além de S100B, há outros ligantes para o receptor RAGE que incluem anfoterina 

(grupo de alta mobilidade Box 1, HMGB1), peptídeo β amiloide e outros membros da família 

S100 como S100A6 (LECLERC et al., 2009). No entanto, cada um desses ligantes se torna 

relevante dependendo do processo patológico. Por exemplo, na doença de Alzheimer foi 

evidenciado aumento da expressão de receptores RAGE no SNC ao qual foi associado com 

aumento de peptideo β amilóide, que por sua vez estimulou via RAGE o estresse oxidativo em 

neurônios e a produção de citocinas pró-inflamatórias em micróglia (YAN et al., 2003).  

O RAGE pode ser encontrado em neurônios entéricos, células musculares lisas, 

células mensangiais, CGEs, endotélio vascular, células epiteliais intestinais, macrófagos, 

linfócitos e neutrófilos (COSTA et al., 2019; HUEBENER et al., 2015; CIRILLO et al., 2011; 

LECLERC et al., 2009; TURCO et al, 2009). 

Pelo fato desse receptor ser expresso por diferentes células, não há um esquema 

geral para a resposta celular após ativação de RAGE. Essa resposta celular depende da 

identidade do ligante, do tipo de célula a ser estimulada, da concentração do ligante, da presença 

de outros ligantes, da concentração de RAGE na membrana celular e das moléculas adaptadoras 

que medeiam à sinalização (KIERDORF; FRITZ, 2013).  

Na maioria dos casos, a interação do ligante ao receptor RAGE promove o 

recrutamento de diaphanous-1(mDia1) que ativa a via da MAPK, resultando na  fosforilação 

da proteína inibitória kappa B (IκB) e na liberação de NFκB, ao qual se transloca para o núcleo, 

estimulando a expressão de moléculas pró-inflamatórias como TNF-α, interleucina-1β 

interleucina-1β (IL-1β) e IL-6, de óxido nítrico sintase induzida (iNOS) e de ciclooxigenase-2 

(COX-2) (DONATO et al., 2009; KIERDORF; FRITZ, 2013; LECLERC et al., 2009).  

A ativação do receptor RAGE por seus ligantes promove uma retroalimentação 

positiva na ativação dessa via por aumentar a expressão desse receptor na membrana 

citoplasmática. Este evento pode ser promovido de duas formas: pelo aumento da expressão 

gênica de RAGE e pela reciclagem do receptor. Nesta última forma, os ligantes promovem a 

internalização do receptor por endocitose e as vesículas contendo os receptores se fundem a 

membrana plasmática (KIERDORF; FRITZ, 2013) (figura 14).  
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Figura 14 - Mecanismo de ativação e regulação de RAGE 

 

 
 

 

Fonte: Kierdorf e Fritz (2013). mDia1= Diaphanous-1; RNAm= RNA mensageiro; sRAGE= Região do RAGE de 

ligação para o ligante extracelular. O esquema acima (figura acima) mostra que o ligante interage com o RAGE 

por meio do seu domínio sRAGE, recrutando mDia1, que por sua vez ativa a via MAPK que promove a 

fosforilação de IκB com consequente ativação de NFκB e translocação desse fator de transcrição para o núcleo 

que promove aumento da transcrição gênica de citocinas pró-inflamatórias e RAGE, contribuindo para a 

reciclagem do receptor RAGE.  

 

Os efeitos celulares de S100B por meio de RAGE são variáveis e depende, 

conforme já mencionado anteriormente, da concentração de S100B no meio extracelular e do 

tipo de célula a ser estimulada. Em neurônios, altos níveis de S100B promove a formação de 

espécies reativas de oxigênio que culmina com a ativação de NFκB e resulta na morte de 

neurônios, enquanto baixos níveis desse ligante também promove a ativação de NFκB, que por 

sua vez estimula a transcrição de fatores antiapoptóticos como Bcl-2, resultando na 

sobrevivência neuronal e no desenvolvimento de neuritos. Em astrócitos ou células gliais 

entéricas a ativação da via S100B/RAGE/NFκB promove a liberação de óxido nítrico e de IL-

6, a ativação de células gliais e a expressão de MHC classe II. Em macrófagos também ocorre 

ativação de NFκB que resulta na liberação de TNF-α, IL-1β, IL-6, COX-2 e prostaglandina D2 

(PGD2), na ativação de macrófagos e na expressão de MHC classe II. A via de sinalização 

envolvida na liberação de S100B por via autócrina é desconhecida, assim como a via envolvida 

na inibição da proliferação de células epiteliais intestinais por S100B/RAGE (KIERDORF; 

FRITZ, 2013) (figura 15). 
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    Figura 15 - Efeito da ativação do receptor RAGE por S100B em diferentes células 

 

 
Fonte: Adaptado de Kierdof e Fritz (2013). S100B ao se ligar ao receptor RAGE, localizado em neurônios, 

astrócitos, células gliais entéricas, monócito/macrófago e células epiteliais intestinais, ativa-o e recruta a molécula 

diaphanous-1 (mDia1) que culmina, na maioria das células, na ativação de NFκB, resultando na produção de 

citocinas pró-inflamatórias, óxido nítrico e na ativação de macrófagos/monócitos e células gliais entéricas. Os 

mecanismos pelos quais a ativação de RAGE por S100B inibe a proliferação em células epiteliais intestinais e 

estimula por via autócrina a liberação de S100B por CGE ainda é desconhecido.  
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Dentre os inibidores de S100B, os anticorpos neutralizantes e a pentamidina vem 

sendo utilizados em modelos experimentais de doença de Alzheimer, de colite induzida por 

sulfato de sódio dextrano (DSS) e de mucosite induzida por 5-fluorouracil para investigar o 

papel desse sinalizador na patogênese dessas doenças (CIRILLO et al., 2015; COSTA et al., 

2019; ESPOSITO et al., 2012). Nesses modelos, a pentamidina é utilizada devido a sua 

capacidade de se ligar ao S100B, impedindo a sua interação com o receptor RAGE (CIRILLO 

et al., 2015). 

O isotiocianato de pentamidina [1,5-di(4-amidinofenoxi)pentano] foi descoberto 

em 1938, como um fármaco antiprotozoário, e aprovado nos Estados Unidos para o tratamento 

de Pneumocystis carinii e de doenças causadas por protozoários, como a Leishmaniose e a 

tripanossomíase (DRAKE et al., 1985; RYBNIKER et al., 2010). O seu efeito antiprotozoário 

é, em parte, devido à inibição da topoisomerase II e à sua ligação a regiões do DNA rica em 

adenina-timina (COSTA, 2016; CHOUDHURY; LEIBOWITZ, 2003; JUNG et al., 2011; 

SINGH; DEY, 2007).  

Pentamidina tem um potente efeito antitumoral por inibir as enzimas fosfatase de 

regeneração hepática (PRL) oncogênica, envolvida na regulação da proliferação celular, e endo-

exonuclease, que é suprarregulada em vários tipos de câncer e está envolvida no reparo do 

DNA, e a topoisomerase II, promovendo a morte de células cancerígenas por impedir a 

separação da dupla fita de DNA durante a mitose (IMREH et al., 2011; PATHAK et al., 2002). 

No melanoma maligno, que apresenta suprarregulação de S100B, o efeito anticancer desse 

fármaco é mediado pela  inibição da formação do complexo dependente de cálcio de S100B 

com p53 (CAVALIER et al., 2016).  

Para inibir S100B, pentamidina se liga ao resíduo aromático na hélice 4 e na alça 

C-terminal de S100B (MARKOWITZ et al., 2004). Uma molécula de pentamidina se liga ao 

sítio de ligação do peptídeo p53 (denominado sítio 1) e a segunda molécula a um sítio 

independente (denominado sítio 2), que é adjacente ao bem caracterizado sítio de ligação do 

Zn2+, formando um complexo pentamidina-Ca2+-S100B ou Pentamidina-Zn2+,Ca2+-S100B 

(CAVALIER et al., 2016; CHARPENTIER et al., 2008; MARKOWITZ et al., 2004; WILDER 

et al., 2005). Dessa forma, impedindo a interação de S100B com o receptor RAGE. 

Outro modulador da via S100B/RAGE é o N-Benzil-N-ciclohexil-4-

clorobenzamida (FPSZM1), um antagonista do receptor RAGE de alta afinidade. Para bloquear 

a interação de S100B com o receptor RAGE, FPSZM1 se liga ao domínio V do receptor RAGE, 

inibindo o recrutamento de mDia1 (BONGARZONE et al., 2017; MANIGRASSO et al., 2016).  

FPSZM1 é um fármaco promissor para doenças inflamatórias intestinais, uma vez que inibiu 
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marcadamente o dano tecidual e suprimiu a resposta pró-inflamatória na colite induzida por 

DSS (BODY-MALAPEL et al., 2018).  

 

1.7 Alteraçöes do sistema nervoso entérico em doenças inflamatórias intestinais 

 

A inflamação crônica no intestino pode ocasionar importantes alterações no sistema 

nervoso entérico, conforme demonstrado por vários estudos que foram realizados em pacientes 

com doença inflamatória intestinal, sendo a colite ulcerativa e a doença de Crohn as mais 

investigadas (COSTA., 2016; BERNARDINI et al., 2012; VON BOYEN et al., 2011). Ambas, 

a colite ulcerativa e a doença de Crohn são caracterizadas por uma inflamação no intestino, que 

é acompanhada por uma ampla liberação de citocinas pró-inflamatórias e seguem com 

dismotilidade intestinal (BASSOTI et al., 2014; SCHREIBER et al., 1999).  

  Alterações em componentes dos SNE, como neurônios entéricos e CGEs já foram 

reportados em amostras de biópsias de pacientes com colite ulcerativa. Onde houve redução de 

aproximadamente 61% dos neurônios entéricos e de 38% das células gliais.  (BERNARDINI 

et al., 2012). Esses dados mostraram que há uma perda maior de neurônios do que de células 

gliais na colite ulcerativa. 

Em um estudo piloto com amostras colônicas de biópsias de pacientes em uso de 

quimioterápicos como 5-Fluorouracil (5-FU e oxaliplatina) foi evidenciado alterações 

eletrofisiológicas (hiperexcitabilidade neuronal) e morfológicas (aumento da expressão de 

HuC/D no núcleo de neurônios, indicando dano neuronal) em neurônios do plexo mioentérico 

(CARBONE et al., 2016).  

Recentemente, foi evidenciado o papel regulatório da CGE na barreira epitelial 

funcional e na inflamação através da liberação de GSNO, encontrando-se este reduzido em 

doenças inflamatórias, como a doença de Crohn (SAVIDGE et al., 2007).   

Ainda nesse contexto da colite ulcerativa, Cirillo et al. (2009) demonstrou que a 

produção aumentada de óxido nítrico na mucosa de pacientes com colite ulcerativa é decorrente, 

em parte, de expressão aumentada de S100B por CGE. 

Importantes polimorfismos no receptor RAGE foram identificados em chineses 

com colite ulcerativa e doença de Crohn (WANG et al, 2015; WANG et al., 2014). Alterações 

genéticas nesse receptor são consideradas relevantes, uma vez que no intestino esse receptor é 

expresso por macrófagos, células epiteliais intestinais, células gliais entéricas e neurônios 

(CIRILLO et al., 2011; DONATO et al., 2009; TURCO et al., 2012).   
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Pacientes apresentando colite ulcerativa, doença de Crohn ou colite infecciosa (por 

C. difficile) exibiram aumento da expressão proteica e da imunomarcação de GDNF e GFAP 

na mucosa colônica inflamada (VON BOYEN et al., 2011).  

Um estudo com 447 e 444 pacientes com diarreia associada ao C. difficile 

adquiridas respectivamente na comunidade e no hospital evidenciou dismotilidades 

gastrintestinal nesses pacientes após um ano da infecção. Dentre as dismotilidades estão doença 

inflamatória intestinal, doença do refluxo gastro-esofágico, constipação e dispepsia 

(GUTIERREZ et al., 2015). Essas dismotilidades podem ter importante relação com alterações 

do SNE induzidas por toxinas do C. difficile.  

O foco dos primeiros estudos sobre alterações no SNE evocadas pelas toxinas do 

C. difficile foi os neurônios entéricos, com ênfase na TcdA (XIA et al., 2000; KEATES et al., 

1998; CASTAGLIUOLO et al., 1994).  

TcdA estimula neurônios sensoriais primários e células imunes a liberar substância 

P, resultando em secreção de fluidos e inflamação (POTHOULAKIS et al., 1994). 

Posteriormente, a ativação precoce de neurônios foi implicada na enterotoxicidade dessa toxina 

(CASTAGLIUOLO et al., 1994). Ademais, a secreção de fluidos induzida por TcdA foi 

associada com ativação de neurônios aferentes sensoriais que induz a liberação do peptídeo 

relacionado ao gene da calcitonina (KEATES et al., 1998).  

Xia et al (2000) mostrou que TcdA excita os neurônios entéricos que induz diarreia 

secretória e recrutamento de neutrófilos por meio da inibição da transmissão noradrenérgica.  

Posteriormente, o efeito de TcdB em neurônios entéricos também foi estudado 

(NEUNLIST et al., 2003; TIXIER et al., 2005). Um estudo mostrou que TcdB estimula a 

liberação de VIP por neurônios entéricos do plexo submucoso via IL-1β (NEUNLIST et al., 

2003). Outro estudo demonstrou que TcdB induz produção de IL-8 em co-cultura da mucosa e 

submucosa de amostra colônica humana,em níveis acentuamente maior comparado a cultura 

dessas camadas de forma isolada (TIXIER et al., 2005). 

Recentemente, Belkind-Gerson et al. (2017) evidenciou que ICD aumenta a 

população de células expressando HU e SOX2 de forma concomitante em amostras de biópsias 

de cólon de pacientes. Essas células são importantes para a reposição de neurônios após o dano 

tecidual. 

Anteriormente, acreditava-se que as CGEs apresentavam apenas função de suporte 

para os neurônios entéricos. Devido a isso, os estudos dos efeitos das toxinas do C. difficile em 

CGEs iniciaram-se tardiamente comparado aos dos neurônios entéricos.     
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TcdB estimula alteração morfológica e apoptose de CGEs in vitro (FETTUCCIARI 

et al., 2017; MACCHIONI et al., 2017). A apoptose de CGEs induzida por TcdB tem 

participação da via de sinalização NADPH oxidase/ROS/JNK/caspase-3 de forma independente 

da via mitocondrial (MACCHIONI et al., 2017).  

Adicionalmente, TcdB induz senescência em CGEs. A senescência celular é 

caracterizada por alteração no ciclo celular, mudanças no metabolismo, morfologia e expressão 

gênica que, em conjunto, podem contribuir para inflamação persistente (FETTUCCIARI et al., 

2018).  

Até o desenvolvimento do presente estudo, nenhum trabalho sobre o efeito direto 

da TcdA em CGEs foi mencionado na literatura.  
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2 RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

 

O C. difficile se destaca mundialmente por sua alta incidência nos ambientes 

hospitalares e ao alto impacto para a evolução do paciente. Nos EUA, em 2010, o número de 

infecções hospitalares causadas pelo C. difficile superaram as advindas do Staphylococcus 

aureus e crescem em cerca de meio milhão de pessoas a cada ano (DOLGIN, 2011; LOO et al., 

2011). Estima-se que 453,000 casos, 83,000 recorrências e 15,000 mortes ocorrerão 

anualmente, gerando gastos de aproximadamente 40 bilhões de dólares (BATLETT, 2017; 

LESSA; WINSTON; McDONALD, 2015). Em relação às doenças do trato gastrintestinal, ICD 

é considerada a décima causa de readmissão em menos de 30 dias e a quinta causa de morte por 

doenças gastrintestinais não malignas nos EUA (PEERY et al., 2019). 

Pacientes apresentando colite infecciosa por C. difficile exibem aumento da 

expressão proteica e da imunomarcação de GDNF e GFAP, ambos expressos apenas pela glia 

entérica no intestino, na mucosa colônica inflamada (VON BOYEN et al., 2011).  Além disso, 

pacientes com diarreia associada ao C. difficile adquiridas na comunidade ou no hospital 

mostraram tendência no surgimento de dismotilidades gastrintestinais (GUTIERREZ et al., 

2015). A patogênese da lesão intestinal por toxinas do C. difficile, incluindo essas 

dismotilidades gastrintestinais, podem ter importante participação da glia entérica.  

Tendo em vista o crescente aumento da infecção pelo C. difficile, vários grupos de 

pesquisa em todo o mundo estão empenhados em compreender os diversos aspectos do 

mecanismo da doença e desenvolver tratamentos mais eficazes, uma vez que a gravidade da 

doença não tem sido relacionada com a susceptibilidade da bactéria a antibioticoterapia vigente 

(metronidazol, vancomicina, fidaxomicina, tigeciclina e rifaximin). Em vez disso, a resposta 

imune do paciente aos fatores de virulência do C. difficile é crucial para o desfecho da doença 

(YU et al., 2016).  

Dessa forma, diante da importância das células gliais para a atividade neuronal, 

assim como para a função do epitélio intestinal, este estudo se propõe a estudar as alterações da 

proteína glial entérica S100B na infecção por C. difficile em humanos e em modelo 

experimental, bem como na ileíte induzida por TcdA. Além disso, outro foco deste trabalho foi 

investigar os efeitos de TcdA e TcdB em CGEs, bem como a participação da sinalização 

S100B/RAGE.  

Este estudo foi de grande relevância, uma vez que, pela primeira vez mostrou-se 

que S100B é suprarregulado em humanos com ICD e em modelo experimental de ICD e ileíte 

induzida por TcdA. Ademais, propiciou o melhor entendimento de como a expressão de S100B 
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e IL-6, bem como a apoptose em CGEs são reguladas quando essas células são afetadas 

diretamente pelas TcdA e TcdB.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral  

 

Investigar as alterações na expressão de S100B por CGEs em tecidos intestinais 

de pacientes com ICD, bem como em modelos de camundongos, e o papel da sinalização de 

S100B/RAGE na expressão de S100B e IL-6, bem como na apoptose, induzidas por TcdA e 

TcdB em CGEs. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Analisar a expressão de S100B em biopsias colônicas humanas e cólon de camundongos 

com ICD, bem como no íleo de camundongos expostos a TcdA.  

 Identificar as alterações induzidas pelas TcdA e TcdB na viabilidade, na morfologia, na 

apoptose, na expressão de fatores gliais entéricos (S100B, GFAP e GDNF) e IL-6 em 

CGEs; 

  Verificar a ativação de NFκB em células gliais entéricas expostas a TcdA e TcdB;  

  Determinar o efeito do inibidor de S100B na expressão e secreção de S100B e IL-6 

induzidas por TcdA e TcdB em CGEs; 

 Avaliar a expressão de RAGE em CGEs expostas a TcdA e TcdB e estudar o efeito do 

antagonista do receptor RAGE na apoptose, na expressão e secreção de S100B e IL-6 

induzidas por essas toxinas em CGEs; 

  Verificar o efeito do inibidor de PI3K na apoptose, na expressão e secreção de S100B e 

IL-6 induzidas por TcdA e TcdB em CGEs; 

 Avaliar a ativação de STAT3 em CGEs expostas a TcdA e TcdB;  

 Estudar o efeito do inibidor de STAT3 na apoptose, na expressão e secreção de S100B e 

IL-6 induzidas por TcdA e TcdB em CGEs; 

 Verificar a participação de S100B no efeito antiapoptótico do inibidor de STAT3 em CGEs 

expostas a TcdA e TcdB.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1 Fármacos, reagentes, materiais e soluções utilizados no estudo 

 

Os fármacos, os reagentes, os materiais e as soluções que foram utilizados neste 

estudo encontram-se detalhados no apêndice.  

 

4.2 Experimentos com biópsias humanas e em camundongos 

 

 

4.2.1 Amostras clínicas 

 

Após a revisão e aprovação do protocolo do quadro de revisão institucional (IRB), 

amostras de ressecção cirúrgica intestinal de pacientes com CDI, já fixadas e emblocadas em 

parafina, foram obtidas a partir do centro de pesquisa em tecido e biorepositório da University 

of Virginia (UVa, EUA). 

 

4.2.2 Aspectos éticos em pesquisa animal 

 

Os experimentos realizados em camundongos C57BL/6 foram aprovados pela 

Comissão Institucional de Ética e Cuidados em Pesquisa Animal da University of Virginia (Uva, 

EUA). Enquanto que os experimentos realizados em camundongos Swiss foram deferidos pela 

Comissão de Ética em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceará (UFC).  

 

4.2.3 Animais  

 

Foram utilizados camundongos C57BL/6 ou Swiss, machos, com idade de 8 

semanas.  Os camundongos C57BL/6 e Swiss foram provenientes do laboratório Jackson e do 

Biotério central da UFC, respectivamente. Os camundongos foram mantidos em gaiolas de 

polipropileno forradas com maravalha, trocada duas vezes por semana. Os animais 

permaneceram nas mesmas condições ambientais durante os experimentos (temperatura: 22ºC 

± 2ºC, com exaustão de ar e ciclo de 12h claro/12h escuro) e com livre acesso a água e ração 

padrão.  

 

4.2.4 Preparação da bactéria 
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A cepa de C. difficile VPI10463 (ATCC 43255) foi obtida da empresa ATCC 

(Coleção de Tipos de Culturas Americano). VPI10463, que foi isolada a partir de uma ferida 

abnominal, é uma cepa do toxinótipo 0, ribotipo 087 e positiva para tcdA e tcdB e negativa para 

cdtB.  

Para a preparação do inóculo, inicialmente, 100μL do estoque de C. difficile 

VPI10463 (em fase de esporo em caldo de carne picada, CCP) foi adicionado em CCP (10 mL). 

Para atingir um crescimento de fase log, a amostra foi incubada por 18h a 37ºC. Em seguida, 1 

mL desse cultivo foi transferido para um microtubo de 1,5 mL e centrifugado (10000 rpm  por 

2 min). Para obter 105 UFC (Unidades formadoras de colônia) de C. difficile VPI10463/100μL, 

realizou-se uma diluição de 1:100 (bactéria em suspensão:CCP).   A leitura de densidade óptica 

de 1,0 foi considerada ser equivalente a 108 unidades formadoras de colônias (UFC/ml).  

Nos grupos infectados, 105 unidades formadoras de colônia (UFC) de C. difficile 

VPI10463 foram inoculadas por gavagem para cada animal e para os animais não infectados 

foi injetado CCP.   

 

4.2.5 Modelo de infecção por C. difficile 

 

O modelo ICD foi realizado conforme descrito anteriormente (MOORE et al., 2015; 

WU et al., 2011; CHEN et al., 2008). Inicialmente, os camundongos C57BL/6 (n = 5 para cada 

grupo) foram pré-tratados por três dias (1º, 2º e 3º dia do protocolo experimental) com 

gentamicina (0,035 mg/mL), colistina (850 U/mL), metronidazol (0,215 mg/mL) e vancomicina 

(0,045 mg/mL) que foram adicionados a água de beber dos animais. Dois dias após a esse pré-

tratamento (no 6º dia do protocolo experimental), os camundongos receberam clindamicina (32 

mg/kg) por via subcutânea. Após 24h da administração de clindamicina, os camundongos 

receberam 105 UFC da forma vegetativa de C. difficile VPI10463 em CCP por gavagem (7º dia 

do protocolo experimental). Ao grupo controle foi administrado apenas CCP. O peso e o 

desenvolvimento dos sintomas da doença de cada animal foram monitorizados diariamente. 

Animais que ficaram moribundos ou perderam> 20% do peso corporal foram eutanasiados. 

Os animais foram eutanasiados no 10º dia do protocolo experimental, que 

corresponde ao pico de infecção, para obtenção de segmentos do ceco para realização de 

imunohistoquímica.  
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4.2.6 Grupos experimentais para o modelo de infecção 

 

Os camundongos submetidos ao modelo de infecção por C. difficile foram divididos 

em dois grupos: 

 

 Grupo controle: camundongos C57BL/6 submetidos ao mesmo protocolo experimental dos 

animais infectados por C.difficile até o 6º dia do protocolo experimental, porém receberam 

apenas CCP por gavagem no 7º dia do protocolo experimental. 

 Grupo infectado por C. difficile (ICD): camundongos C57BL/6 submetidos ao modelo de 

ICD, recebendo 105 UFC de C. difficile VPI10463 no 7º dia do protocolo experimental.  

Os animais foram eutanasiados no 10º dia do protocolo experimental com cetamina 

e xilazina (180 e 15 mg/kg, i.p.), conforme demonstrado na figura 16.  

 

Figura 16 - Esquema de indução do modelo de ICD e protocolo experimental. 

 

 
 

Fonte: Elaborado pela autora.  CCP= caldo carne picada; i. p. = intraperitoneal. 

 

 



69 

 

 

 

4.2.7 Modelo de ileíte induzida por TcdA  

 

O modelo de enterite induzida por TcdA foi realizado conforme descrito 

previamente (TINOCO-VERAS et al., 2017; JUNQUEIRA et al., 2011; RIEGLER et al., 

1998).  

Os animais foram submetidos a jejum durante 4h, sendo permitido somente o acesso 

à água. Na etapa seguinte, os camundongos foram anestesiados com cetamina e xilazina (60 e 

5 mg/kg, i.p.). Em seguida, foram submetidos à laparotomia mediana e duas ligaduras na região 

do íleo, distando aproximadamente 4 cm entre si, na porção distal desse segmento, foi realizada, 

formando uma alça ileal. No interior da alça ileal, injetou-se 0,2 mL de PBS ou de TcdA 

purificada da cepa VPI10463 do C. difficile (50 µg/alça). Em seguida, o abdomen do animal foi 

suturado. Após 4h da administração de TcdA, os animais foram eutanasiados, administrando 

cetamina e xilazina (180 e 5 mg/kg, i.p.). Por fim, segmentos da alça ileal foram removidos 

para análise dos parâmatros deste estudo.   

 

4.2.8 Grupos experimentais para o modelo de lesão ileal induzida pela TcdA  

 

Os camundongos submetidos ao modelo de infecção por C. difficile foram divididos 

em dois grupos: 

 

 Grupo controle: Camundongos que receberam no interior no lúmen da alça ileal 0,2 mL de 

PBS. 

 Grupo TcdA: Camundongos que receberam no interior no lúmen da alça ileal TcdA (50 

µg/alça) diluída em volume final de 0,2 mL de PBS. 

 

Os animais foram eutanasiados com cetamina e xilazina (180 e 15 mg/kg, i.p.) 4 h 

após a administração de PBS ou de TcdA e segmentos do íleo foram retirados para a análise 

dos parâmetros confome apresentado na figura 17.  
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Figura 17 - Esquema de alça ileal para indução de ileíte pela administração de TcdA e protocolo 

experimental 

 

 
 

Fonte: Elaborado pela autora. i. p. = intraperitoneal, TcdA= Toxina A do C. difficile. 

 

 

 

4.2.9 Parâmetros avaliados 

 

4.2.9.1 Imunohistoquímica  

 

Com o objetivo de verificar as alterações na expressão de S100B, uma proteína 

expressa por CGEs no intestino, foi realizado imunohistoquímica em amostras de biópsias 

colônicas humanas de indivíduos com ICD ativa, assim como em amostras do ceco e do íleo de 

camundongos submetidos ao modelo experimental de ICD e ileíte induzida por TcdA 

respectivamente. 

Amostras do intestino foram fixadas em formol tamponado a 10% por 20 h e 

processados para inclusão em parafina. Após a inclusão em parafina, os segmentos intestinais 

foram cortados em micrótomo, obtendo-se espessuras de 4µm que foram inseridos em lâminas 
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histológicas silanizadas. Na etapa seguinte, as lâminas contendo os cortes dos tecidos intestinais 

foram submetidas à desparafinização: inseridas em estufa a 60°C overnight e três banhos em 

xilol por 5 min cada. Em seguida, os cortes intestinais foram hidratados com dois banhos de 

etanol absoluto, um banho em etanol a 90%, um banho em etanol a 80% e um banho em etanol 

a 70%, por 3 min cada. Ao final desta etapa, os cortes intestinais foram submersos a um banho 

de água destilada por 10 min e foi realizada a recuperação antigênica com tampão citrato 

(DAKO, pH 9,0) por 20 min em banho Maria (95ºC). Em seguida, os tecidos foram lavados 

com tampão fosfato-salino (PBS) por 5 min. Na etapa seguinte, realizou-se o bloqueio da 

peroxidase com peróxido de hidrogênio a 3% (Sigma) por 30 min. Decorrido este tempo, as 

lâminas foram lavadas com PBS e foram incubadas com os anticorpos primários anti-S100B 

(DAKO Flex ou R&D system) por 3h em temperatura ambiente. Para confecção dos controles 

negativos, os anticorpos primários foram omitidos. Após este período, os cortes foram lavados 

três vezes com PBS e incubados com polímero (DAKO) por 30 min, exceto no caso do 

anticorpo anti-S100B (R&D system) que foi incubado com o anticorpo secundário anti-rabbit. 

Após a incubação com anticorpo secundário, incubou-se os cortes intestinais com o reagente A 

(biotina) e reagente B (estreptavidina) por 30 min. Em seguida, as lâminas foram lavadas três 

vezes com PBS durante 3 min cada, secadas e aplicado o DAB (DAKO, 3,3-diaminobenzidina, 

uma gota de DAB para um mL de diluente). DAB é um cromógeno que reage com a peroxidase 

do antígeno alvo resultando em coloração marrom. Dessa forma, observou-se as lâminas até 

aparecer uma coloração marrom, após este evento a reação foi parada imediatamente 

mergulhando-as em água destilada. Enfim, as lâminas foram contra coradas com hematoxilina 

de Mayer e processadas para inserir a lamínula.  

As imagens da imunohistoquímica foram capturadas por meio de um microscópio 

de luz acoplado a uma câmera com sistema de aquisição LAZ 3,5 (LEICA DM1000, 

Alemanha).  

Para quantificar a área imunomarcada para S100B, utilizou-se o programa Adobe 

Photoshop 8.0 para obter a área total do tecido e a área imunomarcada.  Em seguida, para 

mensurar a porcentagem (%) de área marcada, efetuou-se o seguinte cálculo: 

 

% da área imunomarcada = Área imunomarcada (pixels) x 100 

                                                       Área total (pixels) 
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4.2.9.2 Expressão Gênica de S100B, GFAP e GDNF por qPCR. 

 

4.2.9.2.1 Preparação das amostras  

 

Os fragmentos de íleo (modelo de ileíte induzida por TcdA) dos camundongos 

foram retirados e macerados em nitrogênio líquido. Posteriormente, os fragmentos macerados 

foram adicionados em microtubo com 175μL de tampão de lise (Promega, EUA). Em seguida, 

foram armazenados no freezer a -80ºC até sua utilização para extração do RNA. 

 

4.2.9.2.2 Extração do RNA  

 

O RNA total de cada amostra foi isolado usando kit de extração de RNA (Promega). 

Resumidamente, as amostras com tampão de lise foram misturadas cinco vezes por inversão. 

Adicionou-se às amostras 350 μL de tampão de diluição do RNA, sendo homogeneizadas 

quatro vezes por inversão. Em seguida, as amostras foram aquecidas por 3 min a 70°C, com o 

objetivo de romper as ligações dos ácidos nucléicos, e centrifugadas por 10 min. O sobrenadante 

foi transferido para um microtubo. Adicionou-se 200 μL de etanol a 95%. Na fase seguinte, a 

mistura foi transferida para spin basket acoplado a um microtubo coletor de 2 mL e centrifugado 

a 11200 RPM por 1 min. Adicionou-se 600 μL de solução de lavagem e em seguida os tubos 

foram centrifugados por 11200 RPM por 1 min. Na etapa seguinte, as amostras foram tratadas 

com DNase para reduzir a contaminação com o DNA, sendo incubadas em temperatura 

ambiente por 15 min. Decorrido este tempo,  200 μL de DNase stop solution foram adicionados 

e  as amostras foram centrifugadas por 1 min a 11200 RPM. Logo em seguida, inseriu-se tampão 

de lavagem e as amostras foram centrifugadas, conforme relatado anteriormente. Adicionou-se 

250 μL de tampão de lavagem seguida de centrifugação por 2 min em 11200 RPM. Na etapa 

seguinte, o spin foi inserido em novo microtubo de 1,5 mL, 40 μL de H2O livre de nuclease 

foram adicionados e os microtubos foram centrifugados por 1 min. Por fim, o spin basket foi 

descartado e o RNA extraído foi armazenado no freezer -70°C. 

Após a extração do RNA de cada amostra, efetuou-se a sua quantificação, com 1μL 

de RNA de cada amostra, utilizando fluorímetro (Promega). A avaliação da quantidade de RNA 

presente em cada amostra é de extrema importância para a obtenção da quantidade de amostra 

adequada para realização da próxima etapa, a saber: síntese do ácido desoxirribonucléico 

complementar (cDNA). 
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4.2.9.2.3 Síntese do cDNA 

 

O cDNA foi sintetizado de acordo com o High capacity cDNA Synthesis Kit 

(Invitrogen, USA). O volume final de cada amostra foi de 20μL: 2 µL do reagente 10x tampão 

da enzima; 0,8 µL de oligonucleotídeos; 2 µL de primer; 1 µL da enzima transcriptase reversa; 

1ng de RNA, onde o volume utilizado em µL foi dependente da concentração inicial extraída; 

H2O de nucleases para completar 20 µL. O protocolo da reação foi realizado à 25º C por 10 

min, 37º C por 120 min, 85º C por 5 min. O cDNA foi armazenado em freezer a -20º C até a 

sua utilização no qPCR. 

 

4.2.9.2.4 PCR quantitativo em tempo real (qPCR) 

 

A expressão gênica de S100B, GFAP e GDNF foi avaliada por meio do sistema de 

PCR em tempo real (CFX96 real time system/c1000touch thermal cycler, BioRAD).  O kit de 

TaqMan PCR master mix (Life Technologies) foi usado na amplificação de GFAP e S100β. 

Enquanto que para a amplificação de GDNF foi usado o kit SYBER Green PCR master mix 

(Life Technologies). O gene de referência utilizado foi o gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 

(GAPDH). Todas as sondas e primers utilizados e as condições do qPCR estão apresentadas no 

quadro 1. 

Os valores de Threshold cycle (Cq ou Ct), obtidos pelo software do equipamento, 

dos genes avaliados foram exportados para o Microsoft Office Excel 2010, no qual os níveis 

relativos de RNAm foram calculados de acordo com a metodologia descrita por Livak e 

Schmittgen (2001). 
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Quadro 1 - Sondas Taqman e primers para amostras de camundongos utilizadas no qPCR 

GFAP (Proteína glial fibrilar ácida) 

ID assay Mm01253033_m1 

TaQman probe  AGAAAACCGCATCACCATTCCTGTA 

Amplicon length:  75 

S100β (Fração beta da proteína S100) 

ID assay Mm00485897_m1 

TaQman probe  CTTCCTGGAGGAAATCAAGGAGGAGCAG 

Amplicon length:  69 

GAPDH (Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) 

ID assay Mm99999915_g1 

TaQman probe  GGTGTGAACGGATTTGGCCGTATTG 

Amplicon length:  66 

GDNF  (Fator neurotrófico derivado da glia) 

Forward GATATTGCAGCGGTTCCTGT 

Reverse  AACATGCCTGGCCTACTTTG 

GAPDH  

Forward AGAACATCATCCCTGCATCC 

Reverse CACATTGGGGGTAGGAACAC 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

4.3 Experimentos in vitro em linhagem de CGEs 

 

 4.3.1 Cultura de CGEs 

 

A linhagem de CGEs imortalizadas foram obtidas da ATCC (PK060399egfr, CRL 

2690). Essas células são aderentes provenientes do jejuno de ratos Sprague-Dawley adultos. As 

CGEs foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) suplementado 

com 10% de soro fetal bovino, 1% de antibióticos (100 μg/mL de penicilina e 100µg/mL de 
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estreptomicina) e 1 mM de piruvato de sódio, sendo mantidas em incubadora a 37ºC e 5% CO2. 

As células foram utilizadas para a avaliação dos parâmetros deste estudo entre as passagens 4 

a 16. Para todos os experimentos, as células foram liberadas dos frascos de cultura por meio de 

0.05% tripsina-EDTA por 5 min.  

 

4.3.2 Administração de toxinas, fármacos e proteína em CGEs 

 

As CGEs foram incubadas com TcdA (10, 50 ou 100 ng/mL) ou TcdB (0,1, 1 or 10 

ng/mL) por 0,5, 2, 6, 12, 18, 24 and 48h para definir o melhor tempo experimental  e 

concentração para avaliar os parâmetros deste estudo (figura 18). 

 

Figura 18 - Esquema de tratamento das CGEs com TcdA e TcdB e protocolo experimental 

 

 
 

Fonte: Elaborado pela autora.  

 

Para estudar o papel da via S100B/RAGE nas alterações induzidas por TcdA e 

TcdB em CGEs, as células foram incubadas com Pentamidina (1 e 10 μM), um inibidor de 

S100B, FPSZM1 (1, 10 e 30 μM), um antagonista do receptor RAGE de alta afinidade, 

LY294002 (1 e 10 μM LY294002), um inibidor de a PI3-quinase (PI3K) e galielalactona (1 e 

10 μM), um inibidor de STAT3, uma hora antes da incubação com as TcdA (figura 19) ou TcdB 

(figura 20). 
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Figura 19 - Esquema de tratamento de CGEs com moduladores da via S100B/RAGE na 

presença de TcdA e protocolo experimental 

 
 
Fonte: Elaborado pela autora. Pentamidina= inibidor de S100B; FPSZM1= antagonista do receptor RAGE; 

LY294002= inibidor de PI3K; Galielalactona= Inibidor seletivo de STAT3. 
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Figura 20 - Esquema de tratamento de CGEs com moduladores da via S100B/RAGE na 

presença de TcdB e protocolo experimental 

 
 
Fonte: Elaborado pela autora. Pentamidina= inibidor de S100B; FPSZM1= antagonista do receptor RAGE; 

LY294002= inibidor de PI3K; Galielalactona= Inibidor seletivo de STAT3. 

 

 

Para avaliar o efeito direto de S100B na apoptose de CGEs (figura 21), bem como 

sua participação nos efeitos de galielalactona em CGEs expostas à TcdA and TcdB, a proteína 

recombinate S100B (Sigma)  foi injetada após a incubação dessas células com essas toxinas na 

presença ou ausência de galielalactona (figura 22). 
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Figura 21 - Esquema de tratamento de CGEs com galielalactona na presença de TcdA e TcdB 

e/ou proteína S100B recombinate e  protocolo experimental 

 

 
 

Fonte: Elaborado pela autora.  
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Figura 22 - Esquema de tratamento de CGEs com galielalactona na presença de TcdA e TcdB 

e/ou proteína S100B recombinate e  protocolo experimental 

 

 
 

Fonte: Elaborado pela autora. i. p. Galielalactona= Inibidor seletivo de STAT3. 

 
 

 

4.3.3 Parametros avaliados 

 

4.3.3.1 Ensaio de viabilidade celular  

 

Para definir as concentrações de TcdA ou TcdB capazes de afetar a viabilidade de 

CGEs foi realizado o ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazólio 
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(MTT). As CGEs (5x103 células/poço) foram semeadas em placas de 96 poços e após 24h foram 

incubadas com TcdA ou TcdB em diferentes períodos de incubação (0,5, 2, 6, 12, 18, 24 e 48h). 

Em seguida, as células foram incubadas com MTT (0,5 mg/mL reconstituído em DMEM 

suplementado) por 2h a 37ºC em incubadora úmida sob condição de 5% de CO2. Após remoção 

da solução de MTT, 150 µl de dimetilsulfóxido foram adicionados a cada poço para 

ressuspender os cristais de formazana. As placas foram agitadas durante 2 min em temperatura 

ambiente e a absorbância da reação foi mensurada a 570 nm utilizando um leitor de ELISA. 

Um grupo controle de morte, no qual CGEs foram incubadas com dimetilsulfóxido (DMSO), 

foi adicionado ao experimento.  

Para definir as concentrações de pentamidina, FPSZM1, LY294002 e galielalactona 

capazes de não afetar a viabilidade de CGEs em 18h de incubação foi realizado o ensaio de 

MTT conforme já descrito.  

 

4.3.3.2 Avaliação da morfologia celular  

 

Para análise morfológica, CGEs (5x103 células/poço) foram semeadas em placas de 

96 poços e incubadas com TcdA (10, 50 e 100 ng/mL) ou TcdB (0,1, 1 e 10 ng/mL) em 

diferentes períodos de incubação (30 min, equivalente a 0,5 h, 2, 6, 12, 18 e 24h). Após a 

incubação com as toxinas do C. difficile, a porcentagem de células arredondadas foi obtida 

contando as células arredondadas e não arredondadas a partir do centro do poço.  As células 

foram discriminadas usando microscópio de contraste (LEICA). 

 

4.3.3.3 Ensaio de apoptose 

 

Para avaliar apoptose em CGEs incubadas com TcdA ou TcdB, realizou-se  um 

ensaio de apoptose em tempo real em células vivas conforme descrito pelo fabricante (ensaio 

em tempo real Glo-anexina V apoptose, Promega). Primeiramente, CGEs (104 células/ poço) 

foram plaqueadas em placas brancas e opacas de 96 poços (Falcon). Após 24h, as células foram 

incubadas com TcdA (10, 50 e 100 ng/mL) ou TcdB (0,1, 1 e 10 ng/mL) isoladamente ou 

precedida por FPSZM1 (30µM), cloridrato LY294002 (10µM) ou Galielalactona (10µM). Em 

seguida, adicionaram-se 200 µL de reagente de detecção 2x (2 µL do substrato de anexina 

NanoBit, 2 µL CaCl2, 2 µL anexina V-SmBit e 2 µL anexina V-LgBit em 1000 µL de DMEM 

suplementado pré-aquecido a 37ºC) a cada poço, sendo incubadas a 37ºC numa incubadora 

humidificada sob 5% CO2 condição. A luminescência foi mensurada por meio de um 
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luminometro (NanoLuc technology, PROMEGA). Para a obtenção da unidade de luminecência 

relativa (ULR), o sinal de luminência de todas as amostras foi subtraído pela luminescência 

intrínseca do reagente de detecção (poço apenas com DMEM suplementado sem células).  

 

4.3.3.4 Dosagem dos níveis de S100B  

 

A secreção de S100B por CGEs desafiadas com TcdA ou TcdB (na presença ou 

ausência de FPSZM1, LY294002 ou galielalactona) foi medido com o kit DuoSet S100B (R&D 

system) por ELISA de acordo com o protocolo do fabricante. CGEs (6x105 células/ poços) 

foram semeados em placas de 6 poços e tratados TcdA ou TcdB em diferentes tempos 

experimentais (2, 6, 12, 18 e 24h). O sobrenadante das CGEs foi coletado (armazenado a -80ºC 

até o uso) e centrifugado (10.000 rpm, 10 min, 4 ºC). Após sensibilizar as placas de alta ligação 

para proteínas (Greiner Bio-One) com o anticorpo de captura overnight e bloquear com solução 

de bloqueio (BSA 1% em PBS) por 1h, as placas foram incubadas com 100 µL de amostra ou 

proteína S100B, padrão diluído em reagente diluente (50mM Tris, 10 mM CaCl2, 0,15M NaCl, 

0,05% Brij35, pH 7,5), por 2h. Após lavagem das placas com tampão de lavagem (Tween 20 

0,05% em PBS), as mesmas foram incubadas com 100µL de anticorpo de detecção diluído em 

reagente diluente por 2h. Em seguida, foram lavadas novamente e incubadas por 20 min com 

100 µL de estreptavidina-HRP. Na etapa seguinte, adicionaram-se 100 µL da mistura de H2O2 

(reagente A) e tetrametilbenzidina (reagente B), sendo incubados por 20 min. Após a reação 

com essa solução, 50 µL de 2NH2SO4 (solução de parada) foi acrescentado a cada poço e a 

absorbância da reação foi mensurada em 450 nm utilizando um leitor de placas Epoch (Biotek). 

A faixa de detecção da proteína S100B presente nas amostras foi de 46,9 a 3000 pg / mL. 

 

4.3.3.5 Avaliação dos níveis de citocinas pró-inflamatórias 

 

Os níveis de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias no sobrenadante de 

CGEs desafiadas com TcdA ou TcdB foram mensurados utilizando-se um ensaio de citocinas 

Bio-Plex Rat, 9-Plex (IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL- 10, GM-CSF, INF-γ e TNF-α) 

conforme as instruções do fabricante. A intensidade de fluorescência foi detectada por uma 

tecnologia Luminex Xmap (Bio-Rad). Para todas as citocinas, a sensibilidade foi <10 pg / mL.  

Além disso, os níveis de IL-6 e IL-1β foram confirmados pelo kit DuoSet IL-6 e 

IL-1β (R&D system) por ELISA conforme já descrito na seção anterior. A absorbância foi 

mensurada em 450 nm utilizando um leitor de placas Epoch (Biotek). 
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4.3.3.6 Expressão Gênica de S100B, GFAP, GDNF, IL-6 e RAGE por qPCR 

 

Para avaliar a expressão gênica de fatores gliais (S100B, GFAP e GDNF), IL-6 e 

RAGE em CGEs expostas à TcdA e TcdB, realizou-se qPCR. 

 CGEs (6x105 células/ poço) foram distribuidas em placas de 6 poços e tratadas com 

TcdA ou TcdB e moduladores farmacológicos por 18h. Após a incubação, o RNA total foi 

extraído usando o kit RNeasy Plus Mini (Qiagen, Hilden, Alemanha) por meio do QIAcube 

(Qiagen). Em seguida, o RNA foi quantificado por meio do fluorímetro Qubit 3.0 (Life 

technologies) usando o kit de ensaio Qubit RNA BR (Invitrogen).   

Para a síntese do cDNA, 600 ng de RNA foi então transcrito reversamente usando 

o kit de síntese de cDNA iScript (BioRad) após remoção da contaminação do DNA genômico 

por meio do tratamento das amostras com DNAse I (Invitrogen). 

A amplificação de S100B, IL-6, GFAP, GDNF, RAGE e GAPDH por qPCR  a 

partir de amostras de CGEs processadas foi realizada por meio do sistema CFX Connect 

(BioRad) com as seguintes condições 95 ° C por 30s seguido por 40 ciclos a 95 ° C por 5s e 

60 ° C por 30 s. Todas as reações foram realizadas com supermix iTaq universal Syber (Biorad). 

Os conjuntos de primers utilizados foram listados no quadro 2. A expressão relativa de cada 

gene de interesse foi mensurada pelo método ΔΔCt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



83 

 

 

Quadro 2 - Primers para amostras de ratos utilizadas no qPCR 

 

S100B 

Forward  TCCAGGGAGAGAGGGTGACAA  

Reverse  CTTCCTGCTCTTTGATTTCCTCC 

IL-6 

Forward GCCAGAGTCATTCAGAGCAATA 

Reverse  GTTGGATGGTCTTGGTCCTTAG 

GFAP 

Forward AGTGGTATCGGTCCAAGTTTGC  

Reverse  TGGCGGCGATAGTCATTAGC 

GDNF (Fator neurotrófico derivado da glia) 

Forward GGTCTACGGAGACCGGATCCGAGGTGC  

Reverse  TCTCTGGAGCCAGGGTCAGATACATC 

RAGE  

Forward GGAAGGACTGAAGCTTGGAAGG  

Reverse TCCGATAGCTGGAAGGAGGAGT 

GAPDH  

Forward AGACAGCCGCATCTTCTTGT  

Reverse CTTGCCGTGGGTAGAGTCAT 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
 

4.3.3.7 Avaliação da expressão proteica de S100B intracelular e fração nuclear de 

NFκBp65 

 

A expressão da proteína S100B e NFκBp65 em CGEs desafiadas por TcdA e TcdB 

foi avaliada por meio de Western Blotting.  

CGEs (6x105 células/ poço) foram distribuídas em placas de 6 poços e incubadas 

com TcdA ou TcdB. Após a incubação, o sobrenadante foi removido e as células foram lisadas 
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usando tampão de lise RIPA (25 mmol / L Tris-HCl, pH 7,6; 150 mmol / L NaCl; 5 mmol / L 

EDTA; 1% NP40; 1% Triton X-100; % de desoxicolato de sio; 0,1% de SDS, contendo inibidor 

de protease livre de EDTA e de fosfatase), as amostras foram centrifugadas (17 min, 4ºC, 13000 

rpm) e o sobrenadante foi coletado.  

Para a obtenção do extrato nuclear, um kit de extração nuclear (Thermo scientific) 

foi usado de acordo com o protocolo do fabricante. As concentrações de proteína foram 

determinadas por meio do ensaio com ácido bicinconínico de acordo com o protocolo do 

fabricante (Thermo Scientific).  

30 µg de proteína (previamente preparadas com agente redutor da amostra e tampão 

de carga da proteína) foram desnaturadas a 95ºC durante 5 min, separadas em gel BIS-Tris 4-

12% e transferido para membranas de nitrocelulose por 2 h. Após bloqueio com 5% de leite 

desnatado a 4 ° C por 1 h, as membranas foram incubadas overnight com os anticorpos 

primários (anti-α-tubulina, Sigma, T8203, 1: 2000; anti-S100B, NOVUSBIO, NBP2-53188, 1: 

400; anti-NFκBp65, Santa Cruz Biotechnology, sc-372, 1: 500,). No dia seguinte, as 

membranas foram incubadas com os anticorpos secundários (burro anti-coelho conjugado Cy3, 

711-165-152, 1: 1000; Burro anti-mouse Cy5, 715-175-150, 1: 1000, Jackson 

ImmunoResearch) por 1 h e 30 min. As membranas foram lavadas em solução salina tamponada 

com Tris (TBS) contendo Tween 20 a 0,05% (TSB-T) e o sinal de fluorescência foi detectado 

utilizando o sistema Typhoon (GE healthcare). A quantificação densitométrica das bandas foi 

realizada utilizando o software ImageJ (NIH, Bethesda, MD, EUA). 

 

4.3.3.8 Imunofluorescência para NFκBp65 e pSTAT3 

 

Para avaliar a ativação dos fatores de transcrição NFκBp65 e pSTAT3 (STAT3 

fosforilada) em CGEs desafiadas com TcdA e TcdB, realizou-se imunofluorescência para essas 

proteínas. CGEs (4x104 células/ poço) foram plaqueadas em lâmina de vidro de poliestireno 

para cultura de células contendo 8 poços e tratadas com TcdA ou TcdB por 18h. Após a 

incubação com as toxinas do C. difficile, as células foram fixadas em solução de 

paraformaldeído 4% diluído em PBS por 30 min em temperatura ambiente e permeabilizadas 

com solução de permeabilização (Triton X-100 a 0,5% e albumina sérica bovina a 3%, BSA, 

em PBS) durante 10 min a 4ºC. Em seguida, realizou-se o bloqueio com soro de burro normal 

a 5% em PBS durante 30 min em temperatura ambiente e a incubação com os anticorpos 

primários para anti-NFkBp65 (Santa Cruz Biotechnology, sc-372), anti-RAGE (R&D system, 

AF1179) ou anti-pSTAT3 (R&D system, AF4607) overnight a 4°C. Após três lavagens com 
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tampão de lavagem (PBS com 0,01% de Tween20), as células foram incubadas com anticorpo 

secundário conjugado com fluoróforo (Jackson ImmunoResearch, 711-165-152 ou NovusBio , 

NB7606) por 1h. Em seguida, as amostras foram lavadas e as lâminas foram montadas com o 

reagente antifade ProLong Gold contendo DAPI.  

As amostras foram visualizadas por microscopia de fluorescência (Zeiss). Para cada 

condição experimental foram contadas 100 células e a porcentagem de células (%) com 

imunomarcação nuclear positiva para NFkBp65 ou pSTAT3 foi mensurada. 

 

4.4 Análise estatística  

 

Todos os resultados quantitativos foram expressos como média ± erro padrão da 

média (EPM).  

A análise estatística dos dados foi realizada por meio do software GraphPad Prism, 

versão 6,0. Para a realização da análise estatística entre os grupos foram utilizados os seguintes 

testes: Teste t de Student para comparar dois grupos; teste de análise de variância (ANOVA) 

seguido pelo teste de comparações múltiplas de Bonferroni; Two-way ANOVA seguido pelo 

teste de comparações múltiplas de Bonferroni; e teste de correlação de Spearman.  

O nível de significância adotado foi de 0,05 (α = 5%) e níveis descritivos (p) 

inferiores a esse valor foram considerados significantes.  
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5 RESULTADOS  

 

5.1 Alterações da expressão de S100B em biopsias colônicas de pacientes com ICD  

 

Conforme apresentado na figura 23A, ICD aumenta os níveis de S100B no plexo 

mucoso, submucoso e mioentérico do cólon de humanos comparado às amostras colônicas de 

pacientes saudáveis (grupo controle). Ao mensurar a imunomarcação de S100B positiva nessas 

amostras, observou-se que ICD aumentou (p<0,0001) o percentual de imunomarcação positiva 

para S100B comparado ao grupo controle (figura 23B). 
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Figura 23 - ICD aumenta a imunomarcação de S100B no cólon de pacientes  

 
(A) Os painéis representam imagens de imunohistoquimica de S100B em biopsias colônicas de pacientes com ICD 

(Infecção por C. difficile) e amostras de cólon humano normal (controle). Observa-se aumento da imunomarcação 

positiva para S100B no plexo mucoso (painel à esquerda), submucoso (painel central) e plexo mioentérico (painel 

à direita). (B) O gráfico representa a média ± EPM da porcentagem da área imunopositiva para S100B em cólon 

de humanos normal (controle) e com ICD em relação à área total.  
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5.2 Alterações de fatores gliais em modelo experimental de ICD e ileíte induzida pela TcdA 

 

5.2.1 Alterações da expressão de S100B no intestino de camundongos submetidos ao 

modelo experimental de ICD e ileíte induzida pela TcdA 

 

Dado que no presente estudo foi evidenciado que humanos com ICD apresentam 

aumento da imunomarcação para S100B no cólon, investigamos se alteração similar ocorreria 

no ceco e íleo de camundongos submetidos à ICD experimental e à ileíte induzida por TcdA, 

respectivamente. 

Em condições normais, conforme representado pelo grupo controle, o ceco e o íleo 

de camundongos apresentam células imunopositivas para S100B no plexo mucoso, submucoso 

e mioénterico. Ao passo que essa imunomarcação é acentuadamente aumentada no ceco e íleo 

de camundongos submetidos à ICD e à ileíte induzida por TcdA em todos os plexos (figura 

24A).  

Em consonância com esses dados qualitativos, a quantificação da área 

imunomarcada para S100B mostrou que ICD e TcdA aumentam de forma estatisticamente 

significante a imunomarcação positiva para S100B no ceco e íleo comparado aos respectivos 

grupos controles (figura 24B).     
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Figura 24 – ICD e TcdA aumentam a imunomarcação para S100B no ceco e íleo de 

camundongos respectivamente 

 

 

 

(A) Os painéis representam imagens de imunohistoquímica para S100B no ceco e íleo de camundongos submetidos 

à ICD (Infecção por C. difficile) e ileíte induzida por TcdA, respectivamente. Amostras normais de ceco e íleo 

para cada modelo experimental são representadas pelo grupo controle (50μm). (B) O gráfico representa a média ± 

EPM da porcentagem da área imunopositiva para S100B no ceco e íleo de camundongos submetidos à ICD e à 

ileíte induzida por TcdA,  respectivamente, em relação à área total. Teste t de Student. 
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5.2.2 Alterações da expressão de GFAP no intestino de camundongos submetidos ao 

modelo experimental de ICD e ileíte induzida pela TcdA  

 

Dado que em estudo prévio (VON BOYER et al., 2012) foi evidenciado que 

humanos com ICD apresentaram aumentada expressão de GFAP no cólon, investigamos se 

alteração similar ocorreria no ceco e íleo de camundongos submetidos à ICD experimental e à 

ileíte induzida por TcdA respectivamente. 

Em condições normais, conforme representado pelo grupo comtrole, o ceco e o íleo 

de camundongos apresentam células imunopositivas para GFAP no plexo mucoso, submucoso 

e mioénterico. Ao passo que essa imunomarcação é aumentada no ceco e íleo de camundongos 

submetidos à ICD e à ileíte induzida por TcdA, principalmente no plexo mucoso e mioentérico 

(figura 25A).  

Em consonância com esses dados qualitativos, a quantificação da área 

imunomarcada para GFAP mostrou que ICD e TcdA aumentam de forma estatisticamente 

significante a imunomarcação positiva para GFAP no ceco e íleo comparado aos respectivos 

grupos controle (figura 25B).     
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Figura 25 – ICD e TcdA aumentam a imunomarcação para GFAP no ceco e íleo de 

camundongos respectivamente 

 

 

(A) Os painéis representam imagens de imunohistoquímica para GFAP no ceco e íleo de camundongos submetidos 

à ICD (Infecção por C. difficile) e ileíte induzida por TcdA, respectivamente. Amostras normais de ceco e íleo 

para cada modelo experimental são representadas pelo grupo controle (50 μm). (B) O gráfico representa a média 

± EPM da porcentagem da área imunopositiva para GFAP no ceco e íleo de camundongos submetidos à ICD e à 

ileíte induzida por TcdA, respectivamente, em relação à área total. Teste t de Student. 

 

 

 

 

 

 

 

 



92 

 

 

5.2.3 Alterações da expressão gênica de fatores gliais em modelo de ileíte induzida pela 

TcdA  

 

Conforme apresentado na figura 26, TcdA elevou de forma estatisticamente 

significante a expressão gênica de S100B, GFAP e GDNF no íleo de camundongos submetidos 

à ileíte experimental induzida por TcdA comparado ao grupo controle.  

 

 

Figura 26 – TcdA eleva a expressão gênica dos fatores gliais S100B, GFAP e GDNF no íleo 

de camundongos 

 
 

A expressão relativa do RNAm de S100B, GFAP e GDNF no íleo de camundongos submetidos à ileíte 

experimental induzida por TcdA foi avaliada por qPCR. Barras representam  a média ± EPM (n=5). Teste t de 

Student.  
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5.3 Efeito da TcdA e TcdB em linhagem de CGEs 

 

 

Para investigar o efeito direto de  TcdA e TcdB em CGEs, incluindo a expressão de 

S100B e outros fatores gliais, foi utilizada uma linhagem de CGEs imortalizadas provenientes 

do jejuno de ratos.  

 

 

5.3.1 Alterações da viabilidade e morfologia de CGEs induzidas por TcdA e TcdB 

 

Sabe-se que TcdA e TcdB induzem redução da viabilidade e alterações da 

morfologia, como arredondamento celular, em diversas células. Com o objetivo de determinar 

a melhor concentração de TcdA e TcdB para avaliar os demais parâmetros deste estudo, 

avaliou-se a viabilidade e a morfologia de CGEs expostas a TcdA e a TcdB em diferentes 

tempos de incubação.  

Todas as concentrações de TcdA (10, 50 e 100ng/mL) reduziram (p<0,0001) a 

viabilidade de CGEs a partir de 18h de incubação comparado ao grupo controle. No entanto, 

somente as doses de 10 e 50 ng/mL de TcdA mostraram-se viáveis para investigar alterações 

em CGEs até 24h por demonstrarem diferença estatitiscamente significante em relação ao grupo 

DMSO (grupo controle de morte) (figura 27A).  

Diferente dos resultados obtidos com TcdA, todas as concentrações de TcdB 

ocasionaram redução (p<0,0001) da viabilidade de CGEs a partir de  12h de incubação 

comparado ao grupo controle. Todas as concentrações de TcdB apresentaram aumentada 

viabilidade celular comparado ao grupo DMSO até 24h de exposição, mostrando serem viáveis 

para mais análises até 24h de exposição (figura 27B).  

Ao avaliar a morfologia de CGEs, obsevou-se que TcdA (50 e 100 ng/mL) induziu 

(p<0,0001) 100% de arredondamento celular a partir de 6h de incubação comparado ao grupo 

controle. Enquanto que a concentração de 10 ng/mL de TcdA induziu apenas em torno de 25% 

de arredondamento celular (figura 27C).  

Enquanto que todas as concentrações de TcdB (0,1, 1 e 10 ng/mL) ocasionaram 

(p<0,0001) 100% de arredondamento de CGEs em 6h de incubação comparado ao grupo 

controle, sendo que a dose de 1 ng/mL e 10ng/mL apresentou similar efeito em apenas 2h e 30 

min de incubação respectivamente (figura 27D).  

De acordo com a figura 28 e 29, as CGEs apresentam forma estrelada em condições 

normais, conforme representado pelo grupo controle. Ao expor as CGEs à TcdA (10, 50 e 100 
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ng/mL), observa-se que CGEs tornam-se arredondadas a partir de 2h de incubação (figura 28). 

Ao passo que as células gliais expostas à TcdB (0,1, 1 e 10 ng/mL) mostraram-se arredondadas  

em 30 min de incubação (figura 29). 

Baseado nos resultados apresentados, a concentração de 50 ng/mL de TcdA e 1 

ng/mL de TcdB foram definidas para a análise dos demais parâmetros do presente estudo.   

 

 

Figura 27 – TcdA e TcdB reduzem a viabilidade e alteram a morfologia de CGEs  

 

 
 

(A) Efeito de TcdA (10, 50 e 100 ng/mL) e (B) TcdB (0,1, 1 e 10 ng/mL) na viabilidade de CGEs. Viabilidade 

celular foi determinada por meio do ensaio de MTT. Os dados são apresentados como média ± EPM (n=6). 

**p<0,0001 versus grupo controle e #p<0,0001 versus grupo DMSO. (C-D) Gráficos representam a média ± EPM 

(n=6) da porcentagem (%) de células arredondadas. 100 células foram contadas para cada condição experimental. 

Para análise estatística foi utilizado o teste Two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde **p<0,0001 

versus grupo controle.  
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Figura 28- Efeito da TcdA na morfologia de CGEs 

 

 
 

 
Painéis representativos da morfologia de CGEs após incubação com TcdA (10, 50 e 100 ng/mL) ou apenas meio 

de cultivo suplementado (Controle) de 30 min a 24h. As imagens foram capturadas usando microscópio de luz 

invertido.  
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Figura 29- Efeito da TcdB na morfologia de CGEs 

 

 
 

Painéis representativos da morfologia de CGEs após incubação com TcdB (0,1, 1 e 10 ng/mL) ou apenas meio de 

cultivo suplementado (Controle) de 30 min a 24h. As imagens foram capturadas usando microscópio de luz 

invertido.  
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5.3.2 Efeito das TcdA e TcdB na apoptose de CGEs 

 

As toxinas do C. difficile induzem apoptose em vários tipos de células (D'AURIA 

et al. 2015; SANTOS et al. 2013; BRITO et al., 2002b). Estudos realizados recentemente 

mostraram que a TcdB induz apoptose em CGEs (FETTUCCIARI et al., 2017; MACCHIONI 

et al., 2017),  no entanto os efeitos de TcdA na apoptose de CGEs não foram demonstrados até 

o presente momento. Dessa forma, avaliou-se a apoptose induzida pela TcdA e TcdB por meio 

de um ensaio em tempo real Glo-anexina V apoptose.  

TcdB induziu (p <0,0001) apoptose em CGEs a partir de 6h de incubação, enquanto 

TcdA induziu (p <0,0001) efeito similar a partir de 12h. No entanto, a indução de apoptose em 

CGEs pela TcdA (50 ng/mL) foi maior (p <0,0001) do que o de TcdB (1 ng/mL) em 18h de 

incubação (figura 30). 

 

 

Figura 30 – TcdA e TcdB induzem apoptose em CGEs  
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Efeito de TcdA (50 ng/mL) e TcdB (1 ng/mL) na apoptose de CGEs. Apoptose foi avaliada por meio do ensaio 

em tempo real Glo-anexina V apoptose. Os dados são apresentados como média ± EPM (n=5). A unidade de 

luminescência relativa (ULR) é proporcional à expressão de anexina V. Para análise estatística foi utilizado o teste 

two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde **p<0,0001.  
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5.3.3 Efeito de TcdA e TcdB na secreção de S100B e expressão de fatores gliais em CGEs 

 

 

 S100B é um importante fator constitutivo glial que no intestino é produzido 

principalmente por CGEs e exibe efeito dual em neurônios, podendo estimular a sobrevivência 

ou morte de forma dose dependente (COSTA et al., 2019), além de funcionar como uma 

citocina pró-inflamatória durante a resposta inflamatória. Dado que no presente estudo foi 

encontrado aumento da imunomarcação para S100B no cólon de humanos e no ceco de 

camundongos com ICD, bem como no íleo de camundongos expostos somente à TcdA, 

investigou-se se TcdA e TcdB estimulariam a expressão e secreção de S100B em CGEs.  

TcdA (50 e 100 ng/mL) e TcdB (10 ng/mL) aumentaram (p< 0,0001) a liberação 

de S100B por CGEs em 12h de incubação, sendo que todas as concentrações de TcdA (10, 50 

e 100 ng/mL) e TcdB (0,1, 1 e 10 ng/mL) induziriram efeito ainda maior a partir de 18h de 

exposição (figura 31A).  

Para mais investigações, avaliamos a expressão de S100B por qPCR. TcdA (50 e 

100 ng/mL) e TcdB (0,1, 1 e 10 ng/mL)  suprarregularam a expressão de S100B em CGEs a 

partir de 12h de incubação  comparada ao grupo controle (p< 0,0001, figura 32A-B).  

Apesar de ter sido encontrado aumento da liberação e da expressão do RNAm de 

S100B em CGEs expostas à TcdA (50 ng/mL) e TcdB (1 ng/mL), apenas TcdB aumentou os 

níveis de S100B intracelular em 12h de incubação comparado ao grupo controle (p<0,001, 

figura 28). No entanto, os níveis de S100B intracelular em CGEs desafiadas com TcdB se 

mantiveram similar aos do grupo controle em 18h e 24h de exposição (figura 33).  

Esses dados em conjunto sugerem que o aumento de S100B, que é induzido por 

TcdA e TcdB em CGEs,  no meio extracelular ocorre em grande parte devido à síntese de novo 

S100B em vez da secreção do que se encontra armazenado no espaço intracelular.  

Em estado de gliose reativa, CGEs podem superexpressar outros fatores gliais como 

GDNF e GFAP. TcdA (100 ng/mL) e TcdB (0,1, 1 e 10 ng/mL) aumentaram (p <0,0001) a 

expressão gênica de GDNF em 18h de incubação comparado ao grupo controle (figura 34A). 

Além disso, um aumento da expressão gênica de GFAP induzida por TcdA (50 e 100 ng/mL) e 

TcdB (0,1 ng/mL) foi evidenciado em 18h de incubação, precedido por sua redução acentuada 

em 12h de incubação comparado ao grupo controle (p <0,0001, figura 34B). 
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Figura 31 – TcdA e TcdB induzem secreção de S100B em CGEs  

 

 

(A) Efeito das TcdA (10, 50 e 100 ng/mL) e (B) TcdB (0,1, 1 e 10 ng/mL) na secreção de S100B por CGEs. Os 

níveis de S100B foram mensurados a partir sobrenadante de CGEs após exposição à TcdA e TcdB, sendo 

mensurado por meio do ensaio de ELISA. (C) comparação entre a secreção de S100B por CGEs induzida por 

TcdA (50 ng/mL) e TcdB (1ng/mL). Os dados são apresentados como média ± EPM dos níveis de S100B expressos 

em pg/mL. Para análise estatística foi utilizado o teste two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde 

**p<0,0001.  
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Figura 32 – TcdA e TcdB  suprarregulam  S100B em CGEs  

 

 
 

 

 
(A) Efeito das TcdA (10, 50 e 100 ng/mL) e TcdB (0,1, 1 e 10 ng/mL) na expressão gênica de S100B em CGEs. 

A expressão gênica de S100B por essas células foi avaliada por qPCR. Os dados são apresentados como média ± 

EPM da expressão gênica relativa de S100B. Para análise estatística foi utilizado o teste two-way ANOVA seguido 

do teste de Bonferroni, onde **p<0,0001.  
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Figura 33 – Efeito das TcdA e TcdB  nos níveis de S100B intracelular em CGEs  
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A expressão proteica de S100B em CGEs expostas à TcdA (50 ng/mL) e TcdB (1 ng/mL) foi avaliada por Western 

Blotting. Os dados são apresentados como média ± EPM da expressão proteica de S100B que resultou da densidade 

de S100B e de α-tubulina. Para análise estatística foi utilizado o teste two-way ANOVA seguido do teste de 

Bonferroni, onde o valor do nível de significância (p) encontra-se representado no gráfico.  
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Figura 34- Efeito das TcdA e TcdB  na expressão de GDNF e GFAP em CGEs  

 

 

 

(A) Efeito das TcdA (10, 50 e 100 ng/mL) e TcdB (0,1, 1 e 10 ng/mL) na expressão gênica de GDNF e GFAP em 

CGEs. A expressão gênica de GDNF e GFAP por essas células foi avaliada por qPCR. Os dados são apresentados 

como média ± EPM da expressão gênica relativa de GDNF e GFAP. Para análise estatística foi utilizado o teste 

two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde **p<0,0001.  
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5.3.4 Efeito das TcdA e TcdB na expressão de IL-6 e outras citocinas pró-inflamatórias 

em CGEs 

 

Dado que a maioria dos mediadores inflamatórios tem demonstrado potencializar 

os efeitos das toxinas do C. difficile em vários tipos de células, tais como células epiteliais, 

neutrófilos, mastócitos, macrófagos e linfócitos T (COWARDIN et al., 2015; NG et al., 2010; 

MEYER et al., 2007; NA et al., 2005), investigou-se se TcdA e TcdB poderiam alterar a 

resposta inflamatória das CGEs mensurando as citocinas secretadas. A partir do ensaio de 

Bioplex, com nível de detecção mínimo de 10 pg/mL, não foi possível detectar IL-6, IL-1α, IL-

1β, IL-2, IL-4, IL-10, GM-CSF, INF-γ e TNF-α no sobrenadante de CGEs expostas à TcdA e 

TcdB de 2h a 24h de exposição. O mesmo achado foi evidenciado em ensaio de ELISA para 

IL-1β e IL-6 realizados individualmente. 

  No entanto, TcdA e TcdB aumentaram de forma expressiva a expressão gênica de 

IL-6 a partir de 12h de incubação comparado ao grupo controle (p< 0,0001, figura 35A-B). 
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Figura 35 – TcdA e TcdB  suprarregulam IL-6 em CGEs  

 

 
(A) Efeito TcdA (10, 50 e 100 ng/mL) e TcdB (0,1, 1 e 10 ng/mL) na expressão gênica de IL-6 em CGEs. A 

expressão gênica de IL-6 por essas células foi avaliada por qPCR. Os dados são apresentados como média ± EPM 

da expressão gênica relativa de IL-6. Para análise estatística foi utilizado o teste two-way ANOVA seguido do 

teste de Bonferroni, onde **p<0,0001.  
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5.3.5 Correlação entre a expressão de IL-6 e S100B induzida por TcdA e TcdB em CGEs 

 

 

Considerando que  TcdA e  TcdB estimularam a expressão gênica de IL-6 e S100B, 

verificou-se se havia alguma correlação entre a expressão desses dois mediadores. Com base 

nos dados apresentados na figura 31, uma correlação positiva entre a expressão gênica de 

S100B e IL-6 induzidas por TcdB (p <0,0001, figura 36B), mas não por TcdA (figura 36A), em 

CGEs foi evidenciada.  
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Figura 36 – Correlação entre a expressão gênica de S100B e IL-6 induzida por TcdA e TcdB  

 

em CGEs  

 
 

Análise da correlação da expressão gênica de S100B com a de IL-6 induzidos por (A) TcdA e (B) TcdB em CGEs, 

que inclui os tempos de incubação de 2, 12 e 18h. Para análise estatística foi utilizado o teste de correlação de 

Spearman, sendo o seu coeficiente de correlação (r) apresentado nos gráficos juntamente com o nível de 

significância (p).  
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5.3.6 Efeito das TcdA e TcdB na ativação de NFκB em CGEs 

 

Conforme estudo prévio, a ativação do fator de transcrição NFκB resulta na 

transcrição de mediadores pró-inflamatórios, como IL-6 (LIU et al., 2017). Devido a isso, 

investigou-se se TcdA e TcdB poderiam ativar NFκB em CGEs.  

Conforme apresentado na figura 37A, observa-se um aumento da fração nuclear de 

NFκBp65 em CGEs expostas à TcdA e TcdB comparado ao grupo controle.  

Ao realizar a contagem de CGEs com núcleo positivo para NFκBp65, observou-se 

que TcdA e TcdB aumentaram expressivamente (p<0,0001) o número de células com núcleo 

positivo para esse fator de transcrição comparado ao grupo controle (figura 37B). 

Notavelmente, esses achados podem ser visualizados na figura 37C, onde na ausência das 

toxinas apenas algumas CGEs apresentaram translocação de NFκB p65 para o núcleo.  

Enquanto que na presença de TcdA e TcdB se observou um aumento expressivo de células com 

translocação nuclear desse fator de transcrição.  

Esses achados indicam que TcdA e TcdB ativam NFκB.     
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Figura 37- TcdA e TcdB aumentam a translocação  nuclear de NFκBp65 em CGEs  

 

 
 

(A) Análise da expressão de NFκBp65 por Western Blotting a partir da fração proteica nuclear de CGEs incubadas 

com TcdA (50 ng/mL) e TcdB (1ng/mL) por 18h. A análise quantitativa da densidade das bandas de NFκBp65 foi 

normalizada com PCNA (uma proteína controle). (B) Porcentagem de CGEs com imunomarcação positiva para 

NFκBp65 no núcleo após 18h de incubação com TcdA e TcdB. Os dados são apresentados como média ± EPM da 

porcentagem de núcleos com imunomarcação de NFκB positiva. Para análise estatística foi utilizado o teste one-

way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde o valor do nível de significância (p) encontra-se representado 

no gráfico. (C) Paineis representativos de imunomarcação de CGEs, que foram incubadas com TcdA (50ng/mL), 

TcdB (1ng/mL) ou apenas meio de cultivo (grupo controle) por 18h, com NFκBp65 (verde/painéis à esquerda) 

realizada por meio de imunofluorescência. Os núcleos encontram-se marcados com DAPI (azul/painéis ao centro). 

A sobreposição das imagens (MERGE) encontra-se nos painéis a direita (50 μm).  
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5.3.7 Participação da sinalização S100B/RAGE na expressão gênica de S100B e IL-6, 

bem como na secreção de S100B, e apoptose induzidos por TcdA e TcdB em CGEs 

 

5.3.7.1 Efeito do inibidor de S100B na expressão de S100B e IL-6 induzidos por TcdA e 

TcdB em CGEs 

 

Para investigar o papel da S100B na expressão gênica de S100B e IL-6 induzidas 

por TcdA e TcdB, CGEs foram pré-tratadas com pentamidina, um inibidor da S100B.  

As doses de pentamidina foram baseadas no ensaio de viabilidade celular 

apresentado na figura 38. Conforme esse ensaio, as doses de 1 e 10µM não alteraram a 

viabilidade de CGEs em 18h de incubação. 

  Pentamidina (10μM) reverteu a suprarregulação de S100B (p<0,004) e IL-6 (p 

<0,0001) induzidas por TcdA (figura 39A-B). Em contraste, pentamidina na mesma 

concentração aumentou a expressão gênica de S100B (p <0,004) e IL-6 (p <0,0001) em CGEs 

incubadas com TcdB quando comparado com as células incubadas apenas com TcdB (figura 

39A-B). 
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Figura 38 – Efeito da Pentamidina, um inibidor de S100B, na viabilidade de CGEs  
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Ensaio de viabilidade celular realizado em CGEs incubadas com pentamidina (0,1, 1, 10, 100 e 1000µM), apenas 

com meio (grupo controle) ou com DMSO (grupo controle de morte) por 18h. A viabilidade celular foi 

determinada por meio do ensaio de MTT. Os dados são apresentados como média ± EPM (n=6). #p<0,0001 versus 

grupo controle e *p<0,0001 versus grupo DMSO. 
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Figura 39- Inibidor de S100B reverte a suprarregulação de S100B e IL-6 induzidas por TcdA, 

mas não por TcdB, em CGEs    

 
 

(A) Expressão gênica de S100B e (B) IL-6 avaliadas por qPCR de CGEs incubadas com TcdA (50 ng/mL) e TcdB 

(1 ng/mL)  por 18h, na presença ou ausência de pentamidina (1 e 10 µM), um inibidor de S100B. Os dados são 

apresentados como média ± EPM da expressão gênica relativa de S100B ou IL-6. Para análise estatística foi 

utilizado o teste one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde o valor do nível de significância (p) 

encontra-se representado no gráfico.  
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5.3.7.2 Efeito do antagonista do receptor RAGE na expressão de S100B e IL-6, secreção 

de S100B e apoptose induzidos por TcdA e TcdB em CGEs 

 

Conhecidamente, S100B extracelular se liga ao receptor RAGE, resultando em 

tivação de NFκB, que por sua vez regula a transcrição de citocinas pró-inflamatórias, como a 

IL-6. Dessa forma, investigou-se se a inibição do receptor RAGE, utilizando um antagonista 

seletivo o FPSZM1, poderia inibir a expressão gênica de S100B, IL-6, secreção de S100B e 

apoptose induzidos por TcdA e TcdB em CGEs.  

Primeiramente, avaliou-se se a linhagem de CGEs utilizada neste estudo expressava 

o receptor RAGE, bem como se a sua expressão era alterada por TcdA ou TcdB. Conforme 

apresentado na figura 40A, as CGEs utilizadas nesse estudo expressaram o receptor RAGE. No 

entanto, TcdA  e TcdB não alteraram sua expressão gênica em CGEs em 18h de incubação  

(figura 40B).  

As doses de FPSZM1 utilizadas para investigar o papel de RAGE nas alterações 

induzidas por TcdA e TcdB em CGEs foram baseadas no ensaio de viabilidade apresentado na 

figura 41. Conforme esse ensaio, as doses de 1 e 10µM não alteraram a viabilidade de CGEs 

em 18h de incubação.  

As concentrações de 1 e 10 µM de FPSZM1 não diminuiram a expressão de S100B 

e IL-6 induzidas por TcdA e TcdB (figura 42A-B). No entanto, observou-se uma tendência na 

redução da expressão desses mediadores induzidos por essas toxinas na medida em que se 

aumentou a dose de FPSZM1. Devido a isso, verificou-se se FPSZM1 na concentração de 

30µM, apesar de ter reduzido discretamente a viabilidade de CGEs, diminuiria esses efeitos 

induzidos por TcdA e TcdB.  

Ao inibir o receptor RAGE com FPSZM1 observou-se uma redução total da 

expressão gênica de S100B induzida por TcdA e parcial por TcdB (p <0,0001, figura 43A) 

comparado as células incubadas apenas com as respectivas toxinas. O FPSZM1 reverteu a 

expressão gênica de IL-6 induzida por TcdA e TcdB (p <0,0001, figura 43B).  

O antagonista de RAGE diminuiu parcialmente a secreção de S100B promovida 

por TcdA e TcdB (p <0,0001, figura 38C). Além disso, o FPSZM1 diminuiu a apoptose de 

CGEs induzida por TcdA (p <0,0001, figura 39A), mas não por TcdB (figura 44B). 

Em conjunto, estes achados indicam que a ativação do receptor RAGE está 

envolvida na regulação para cima de IL-6 e S100B por TcdA e TcdB. No entanto, a apoptose 

induzida por TcdA em CGEs é dependente de RAGE, enquanto que por TcdB é  independente 

de RAGE. 
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Figura 40 – CGEs expressam o receptor RAGE, mas TcdA e TcdB não alteram a sua 

expressão gênica 

 

 
 

(A) Painéis representativos da imunomarcação de CGEs, que foram incubadas apenas com meio de cultivo (grupo 

controle) por 18h, com RAGE (vermelho/painel à esquerda) realizada por meio de imunofluorescência. Os núcleos 

encontram-se marcados com DAPI (azul/painel à direita) (50μm). (B) Efeito de TcdA (50 ng/mL) e TcdB (1 

ng/mL) na expressão gênica de RAGE em CGEs. A expressão gênica de RAGE por essas células foi avaliada por 

qPCR. Os dados são apresentados como média ± EPM da expressão gênica relativa de RAGE. Para análise 

estatística foi utilizado o teste two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni.  
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Figura 41- Efeito do FPSZM1, um antagonista do receptor RAGE, na viabilidade de CGEs 
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Ensaio de viabilidade celular realizado em CGEs incubadas com FPSZM1 (1, 10, 30, 100 e 1000µM), apenas com 

meio (grupo controle) ou com DMSO (grupo controle de morte) por 18h. A viabilidade celular foi determinada 

por meio do ensaio de MTT. Os dados são apresentados como média ± EPM (n=6). #p<0,0001 versus grupo 

controle e *p<0,0001 versus grupo DMSO.  
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Figura 42 – Antagonista do receptor RAGE (FPSZM1 1 e 10 µM) não reverte a 

suprarregulação de S100B e IL-6 induzidas por TcdA e TcdB em CGEs    

 

 

(A) Expressão gênica de S100B e (B) IL-6 avaliadas por qPCR de CGEs incubadas com TcdA (50 ng/mL) e TcdB 

(1 ng/mL)  por 18h, na presença ou ausência de FPSZM1 (1 e 10 µM), um antagonista do receptor RAGE. Os 

dados são apresentados como média ± EPM da expressão gênica relativa de S100B ou IL-6. Para análise estatística 

foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde o valor do nível de significância (p) 

encontra-se representado no gráfico.  
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Figura 43- Antagonista do receptor RAGE (FPSZM1 30 µM) reduz a suprarregulação de S100B 

e IL-6, bem como a secreção de S100B,  induzidas por TcdA e TcdB em CGEs 

    

 
 

(A) Expressão gênica de S100B e (B) IL-6 avaliadas por qPCR de CGEs incubadas com TcdA (50 ng/mL) e TcdB 

(1 ng/mL)  por 18h, na presença ou ausência de FPSZM1 (30 µM), um antagonista do receptor RAGE. Os dados 

são apresentados como média ± EPM da expressão gênica relativa de S100B ou IL-6. (C) Efeito de FPSZM1 (30 

µM) na secreção de S100B por CGEs incubadas com TcdA (50 ng/mL) e TcdB (1 ng/mL). Os níveis de S100B 

foram mensurados a partir sobrenadante de CGEs após 18h de exposição à TcdA e TcdB, sendo mensurado por 

meio do ensaio de ELISA. Os dados são apresentados como média ± EPM dos níveis de S100B expressos em 

pg/mL. Para análise estatística foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde o valor 

do nível de significância (p) encontra-se representado no gráfico.  
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Figura 44- Antagonista do receptor RAGE (FPSZM1 30μM) diminui a apoptose induzida por 

TcdA e TcdB em CGEs 

 

 

 
 

A apoptose foi avaliada por meio do ensaio em tempo real Glo-anexina V apoptose em CGEs incubadas com (A) 

TcdA (50 ng/mL) e (B) TcdB (1 ng/mL)  por 18h, na presença ou ausência de FPSZM1 (30 µM), um antagonista 

do receptor RAGE. O grupo controle consiste em CGEs incubadas apenas com meio de cultivo. Os dados são 

apresentados como média ± EPM (n=5). A unidade de luminescência relativa (ULR) é proporcional à expressão 

de anexina V. Para análise estatística foi utilizado o teste two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde 

**p<0,0001.  
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5.3.7.3 Efeito do inibidor de PI3K na expressão de S100B e IL-6 e apoptose induzidos 

por TcdA e TcdB em CGEs 

 

Em seguida, buscou-se identificar qual via intracelular estava envolvida na 

expressão gênica de IL-6 e S100B induzida por TcdA e TcdB em CGEs. Para isso, inibiu-se 

PI3K usando LY294002, que é conhecido por bloquear indiretamente a ativação de NFκB.  

As doses de LY294002 utilizadas para avaliar o papel de PI3K, como importante 

sinalizador na ativação de NFκB, nas alterações induzidas por TcdA e TcdB em CGEs foram 

baseadas no ensaio de viabilidade apresentado na figura 45. Conforme esse ensaio, as 

concentrações de 1 e 10µM foram definidas para as demais análises. A concentração de 

LY294002 1μM não alterou a viabilidade de CGEs em 18h de incubação. Apesar da 

concentração de LY294002 10μM ter alterado a viabilidade, foi utilizada no presente estudo 

por não ter a reduzido de forma expressiva.  Além disso, essa queda na viabilidade pode estar 

relacionado ao fato de que PI3K participa na regulação da proliferação celular.  

O LY294002 aumentou expressivamente a expressão gênica e liberação de S100B 

em CGEs incubadas com TcdA e TcdB comparada as células expostas apenas à essas toxinas 

(p <0,0002, figura 46A e 46C). Em contrante, LY294002 reduziu notavelmente a 

suprarregulação de IL-6 induzida por TcdA e TcdB em CGEs  (p <0,0002, figura 46B).  

Conforme apresentado na figura 47, o inibidor de PI3K aumentou a apoptose 

induzida por TcdA e TcdB em CGEs (p<0,0001).  

Estes achados apontam que S100B/RAGE/PI3K/NFκB regula a expressão gênica 

de IL-6 induzida por TcdA e TcdB em CGEs. Enquanto que a expressão de S100B induzida 

por TcdA e TcdB não é mediada por PI3K/NFκB. Em adição, PI3K demonstrou ser um 

importante regulador  da apoptose induzida por TcdA e TcdB em CGEs.   
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Figura 45 - Efeito do LY294002, um inibidor de PI3K, na viabilidade de CGEs 
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Ensaio de viabilidade celular realizado em CGEs incubadas com LY294002 (1, 5, 10, 25 e 50µM), apenas com 

meio (grupo controle) ou com DMSO (grupo controle de morte) por 18h. A viabilidade celular foi determinada 

por meio do ensaio de MTT. Os dados são apresentados como média ± EPM (n=6). #p<0,0001 versus grupo 

controle e *p<0,0001 versus grupo DMSO. 
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Figura 46 - Inibidor de PI3K diminui a suprarregulação de IL-6, mas não a de S100B, 

induzida por TcdA e TcdB em CGEs    

 

 
 
(A) Expressão gênica de S100B e (B) IL-6 avaliadas por qPCR de CGEs incubadas com TcdA (50 ng/mL) e TcdB 

(1 ng/mL)  por 18h, na presença ou ausência de LY294002 (1 e 10 µM), um inibidor de PI3K. Os dados são 

apresentados como média ± EPM da expressão gênica relativa de S100B ou IL-6. (C) Efeito de LY294002 (1 e 10 

µM) na secreção de S100B por CGEs incubadas com TcdA (50 ng/mL) e TcdB (1 ng/mL). Os níveis de S100B 

foram mensurados a partir do sobrenadante de CGEs após 18h de exposição à TcdA e TcdB, sendo mensurado por 

meio do ensaio de ELISA. Os dados são apresentados como média ± EPM dos níveis de S100B expressos em 

pg/mL. Para análise estatística, utilizou-se o teste one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde o valor 

do nível de significância (p) encontra-se representado no gráfico.  
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Figura 47 - Inibidor de PI3K aumenta a apoptose induzida por TcdA e TcdB em CGEs  

 

 

 
 
A apoptose foi avaliada por meio do ensaio em tempo real Glo-anexina V apoptose em CGEs incubadas com (A) 

TcdA (50 ng/mL) e (B) TcdB (1 ng/mL)  por 18h, na presença ou ausência de LY294002 (1 e 10 µM), um inibidor 

de PI3K. O grupo controle consiste em CGEs incubadas apenas com meio de cultivo. Os dados são apresentados 

como média ± EPM (n=5). A unidade de luminescência relativa (ULR) é proporcional à expressão de anexina V. 

Para análise estatística, utilizou-se o teste two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde **p<0,0001.  
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5.3.7.4 Efeito do inibidor de STAT3 na expressão de S100B e IL-6 e apoptose induzidas 

por TcdA e TcdB em CGEs 

 

A via de sinalização intracelular envolvida na expressão de S100B e IL-6, bem 

como apoptose, induzida por TcdA e TcdB em CGEs demonstraram serem diferentes. Dado 

que a ligação de S100B ao receptor RAGE pode resultar na ativação do fator de transcrição 

STAT3 (WEI et al., 2017; ZHANG et al., 2011; REDDY et al., 2006), levantou-se a hipótese 

de que TcdA e TcdB, além de ativar NFκB, também poderia estar ativando STAT3. Este, por 

sua vez, poderia estar envolvido na expressão de S100B e apoptose induzidos por TcdA e TcdB.  

De acordo com os dados apresentados na figura 48A, TcdA e TcdB aumentaram (p 

<0,0001) o número de células com imunomarcação nuclear positiva para pSTAT3, indicando 

maior  translocação nuclear de STAT3, em CGEs após 18h de incubação comparado ao grupo 

controle. Esses achados podem ser observados na figura 48B, onde na ausência das toxinas 

apenas algumas CGEs apresentaram translocação de pSTAT3 para o núcleo.  Enquanto que na 

presença de TcdA e TcdB se observou um aumento expressivo de células com translocação 

nuclear desse fator de transcrição.    

As doses de galielalactona utilizadas para avaliar o papel de STAT3 nas alterações 

induzidas por TcdA e TcdB em CGEs foram baseadas no ensaio de viabilidade apresentado na 

figura 49. Conforme esse ensaio, as concentrações de 1 e 10µM foram definidas para as demais 

análises. A concentração de galielalactona 1μM não alterou a viabilidade de CGEs em 18h de 

incubação. A pesar da concentração de galielalactona 10μM ter alterado a viabilidade, foi 

utilizada no presente estudo por não ter a reduzido de forma expressiva.   

Ao inibir farmacologicamente STAT3 por meio de galielalactona, observou-se que 

o inibidor desse fator de transcrição reverteu a suprarregulação de S100B induzida por TcdA e 

TcdB após 18h de incubação (p <0,0001, figura 50A). Evidenciou-se ainda que a galielalactona 

diminuiu a expressão gênica de IL-6 induzida por TcdB, mas não por TcdA (p <0,0001, figura 

50B). Além de reduzir a expressão gênica de S100B, galielalactona diminuiu a secreção de 

S100B induzida por TcdA e TcdB em CGEs (p <0,0001, figura 50C). 

Em adição, galielalactona diminuiu a apoptose induzida por TcdA e TcdB em CGEs 

após 18h  de incubação, persistindo ainda após 24h (p <0,0001, figura 51A-B). 

Esses achados apontam que STAT3 regula a expressão gênica de S100B e apoptose 

induzidas por TcdA e TcdB em CGEs. A ativação desse fator de transcrição está envolvido 

também na regulação da expressão de IL-6 em CGEs expostas à TcdB. Os achados, até então, 

apontam que a apoptose mediada pela ativação de STAT3 em CGEs expostas à TcdA ocorreu 
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de forma dependente de RAGE. Enquanto que nas CGEs expostas à TcdB foi independente da 

ativação desse receptor.   
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Figura 48 - TcdA e TcdB aumentam a translocação  nuclear de STAT3 em CGEs 

 

 
 
 (A) Porcentagem de CGEs com imunomarcação positiva para pSTAT3 no núcleo após 18h de incubação com 

TcdA e TcdB. Os dados são apresentados como média ± EPM da porcentagem de núcleos com imunomarcação 

para pSTAT3. Para análise estatística, utilizou-se o teste one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde 

o valor do nível de significância (p) encontra-se representado no gráfico. (B) Painéis representativos da 

imunomarcação de CGEs, que foram incubadas com TcdA (50ng/mL), TcdB (1ng/mL) ou apenas meio de cultivo 

(grupo controle) por 18h, com pSTAT3 (vermelho/painéis à esquerda) realizada por meio de imunofluorescência. 

Os núcleos encontram-se marcados com DAPI (azul/painéis ao centro). A sobreposição das imagens (MERGE) 

encontra-se nos painéis a direita (50μm) 
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Figura 49 - Efeito da galielalactona, um inibidor de STAT3, na viabilidade de CGEs 
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Ensaio de viabilidade celular realizado em CGEs incubadas com galielalactona (0,1, 1, 10 e 50µM), apenas com 

meio (grupo controle) ou com DMSO (grupo controle de morte) por 18h. A viabilidade celular foi determinada 

por meio do ensaio de MTT. Os dados são apresentados como média ± EPM (n=6). #p<0,0001 versus grupo 

controle e *p<0,0001 versus grupo DMSO. 
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Figura 50 - Inibidor de STAT3 reverte a suprarregulação de S100B, bem como a sua 

liberação, induzida por TcdA e TcdB e diminui a de IL-6 induzida por TcdB  em CGEs    

 

 

 
 

(A) Expressão gênica de S100B e (B) IL-6 avaliadas por qPCR de CGEs incubadas com TcdA (50 ng/mL) e TcdB 

(1 ng/mL)  por 18h, na presença ou ausência de galielalactona (1 e 10 µM), um inibidor de STAT3. Os dados são 

apresentados como média ± EPM da expressão gênica relativa de S100B ou IL-6. (C) Efeito de galielalactona (1 

e 10 µM) na secreção de S100B por CGEs incubadas com TcdA (50 ng/mL) e TcdB (1 ng/mL). Os níveis de 

S100B foram mensurados a partir do sobrenadante de CGEs após 18h de exposição à TcdA e TcdB, sendo 

mensurado por meio do ensaio de ELISA. Os dados são apresentados como média ± EPM dos níveis de S100B 

expressos em pg/mL. Para análise estatística, utilizou-se o teste one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, 

onde o valor do nível de significância (p) encontra-se representado no gráfico.  
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Figura 51 - Inibidor de STAT3 diminui a apoptose induzida por TcdA e TcdB em CGEs 

 

 

 
 

A apoptose foi avaliada por meio do ensaio em tempo real Glo-anexina V apoptose em CGEs incubadas com (A) 

TcdA (50 ng/mL) e (B) TcdB (1 ng/mL)  por 18h, na presença ou ausência de galielalactona (1 e 10 µM), um 

inibidor de STAT3. O grupo controle são CGEs incubadas apenas com meio de cultivo. Os dados são apresentados 

como média ± EPM (n=5). A unidade de luminescência relativa (ULR) é proporcional à expressão de anexina V. 

Para análise estatística, utilizou-se o teste two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde **p<0,0001.  
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5.3.7.5 Participação de S100B no efeito antiapoptótico do inibidor de STAT3 em CGEs 

expostas a TcdA e TcdB  

 

Dado que o efeito antiapoptótico de galielalactona em CGEs expostas a TcdA e 

TcdB ocorreu de  forma concomitantemente com  redução da expressão de S100B, questionou-

se se a adição de uma proteína recombinante de S100B no sobrenandante de CGEs poderia 

reverter esses efeitos de galielalactona em CGEs na presença das toxinas do C. difficile.  

Primeiramente, investigou-se se a proteína recombinante de S100B estimularia 

apoptose em CGEs na ausência das toxinas do C.difficile. Conforme apresentado na figura 52, 

a proteína S100B (0,5 e 5 μM) estimulou a apoptose de CGEs comparado ao grupo controle (p 

<0,0001).  

Ao adicionar a proteína S100B em CGEs incubadas com TcdA e TcdB e pré-

tratadas com galielalactona, notou-se que o inibidor de STAT3 perdeu a sua capacidade de 

inibir a apoptose induzida por TcdA e TcdB (p <0,0001, figura 53). 

Esses resultados confirmam que S100B é o mediador responsável pela apoptose 

induzida por TcdA e TcdB em CGEs.   
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Figura 52 - S100B estimula a apoptose em CGEs 
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A apoptose foi avaliada por meio do ensaio em tempo real Glo-anexina V apoptose em CGEs incubadas com a 

proteína recombinante S100B (0,5 e 5 μM) por 18h. O grupo controle são CGEs incubadas apenas com meio de 

cultivo. Os dados são apresentados como média ± EPM (n=5). A unidade de luminescência relativa (ULR) é 

proporcional à expressão de anexina V. Para análise estatística, utilizou-se o teste two-way ANOVA seguido do 

teste de Bonferroni, onde **p<0,0001.  
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Figura 53 - Reposição de S100B inibe o efeito antiapóptico do inibidor de STAT3 em CGEs 

expostas à TcdA e TcdB  

 

 
 

 

A apoptose foi avaliada por meio do ensaio em tempo real Glo-anexina V apoptose em CGEs incubadas com (A) 

TcdA (50 ng/mL) e (B) TcdB (1 ng/mL)  por 18h, na presença ou ausência de galielalactona (10 µM), um inibidor 

de STAT3, e/ou proteina recombinante S100B (0,5 e 5μM). Os dados são apresentados como média ± EPM (n=4). 

A unidade de luminescência relativa (ULR) é proporcional à expressão de anexina V. Para análise estatística, 

utilizou-se o teste two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde **p<0,0001.  
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6 DISCUSSÃO 

 

 

Em nosso estudo, demonstramos elevada expressão de S100B em todas as camadas 

da parede intestinal de amostras do cólon e do ceco de humanos e de camundongos infectados 

com C. difficile respectivamente, bem como no íleo de camundongos desafiados com TcdA, 

sugerindo que esse mediador pode estar envolvido na ICD.  

O mediador S100B tem sido amplamente investigado devido a sua suprarregulação 

em uma variedade de doenças, como a colite ulcerativa (CELIKBILEK et al., 2014; CIRILLO 

et al., 2009), doença celíaca (ESPOSITO et al., 2007), inflamação intestinal induzida por 

quimioterápico (COSTA et al., 2019; NOGUEIRA et al., 2017), esquizofrenia (HONG et al., 

2016; ROTHERMUNDT et al., 2001), doença de Parkinson (SATHE et al., 2012) e lúpus 

eritematoso sistêmico (PORTELA et al., 2002). Pela primeira vez, demonstramos o aumento 

de sua expressão na ICD. 

S100B, uma proteína de ligação ao cálcio do tipo EF-hand que é codificada no 

cromossomo 21q22.3, pertence a família de proteínas S100 que até o presente momento é 

composta por 25 proteínas (AUSTERMANN; SPIEKERMANN; JOHANNES, 2018). S100B 

intracelular interage com uma variedade de proteínas citoplasmásticas, regulando a 

fosforilação, ativação e inibição de enzimas, a dinâmica do citoesqueleto, a degradação 

protéica, a homeostase do cálcio, o metabolismo energético, a proliferação, a regulação 

transcricional e o reparo do DNA (BERTHELOOT; LATZ, 2017; DONATO et al., 2013). 

 As CGEs quando expostas às citocinas pró-inflamatórias, liberam S100B e 

produzem NO (CIRILO et al., 2011). Quando S100B é liberado em grandes concentrações para 

o meio extracelular, ele funciona com padrão molecular associado ao dano (DAMP) devido a 

sua capacidade de estimular a produção de citocinas pró-inflamatórias (SAVIDGE et al., 2007). 

Dessa forma, o aumento de S100B na ICD demonstrado aqui em humanos e em modelo animal, 

sugere sua participação no intenso processo inflamatório característico da doença induzida pelo 

C. difficile, no qual citocinas inflamatórias estão comprovadamente envolvidas.  

Durante as doenças inflamatórias intestinais, como doença de Crohn e colite 

ulcerativa, o aumento de S100B é acompanhado pelo aumento dos fatores gliais GFAP e GDNF 

na fase inflamatória. No cólon inflamado de pacientes com ICD também foi descrito 

anteriormente aumento dos níveis de GFAP e GDNF (VON BOYER et al., 2012). De forma 

similar, evidenciou-se aumento de GFAP no ceco e no íleo de camundongos submetidos à ICD 

e ileíte induzida por TcdA, respectivamente. Além disso, TcdA induziu o aumento da expressão 

gênica de S100B, GFAP e GDNF no íleo de camundongos. Esses achados mostram que na ICD 
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em humanos e em modelo experimental em camundongos, bem como na exposição direta do 

íleo à TcdA, ocorre gliose reativa no intestino. A gliose reativa é caracterizada pelo aumento 

da expressão de fatores gliais como GFAP e S100B (MCCLAIN; GULBRANSEN, 2017; 

THACKER et al., 2011; VON BOYEN et al., 2004; BRADLEY et al., 1997; GABELLA, 

1984).  

Durante a injúria intestinal, a gliose reativa é considerada uma resposta de CGEs 

que pode proteger a rede de neurônios durante a injúria intestinal (BURDA; SOFRONIEW, 

2014). No entanto, esse processo pode ocasionar danos aos neurônios e às próprias CGEs 

devido a uma resposta desregulada dessas células aos fatores de virulência de bactérias 

patogênicas ou mediadores pró-inflamatórios liberados por células do sistema imune, neurônios 

ou CGEs. Refletindo essa dualidade de ação, o GDNF produzido pelas CGEs em resposta as 

toxinas do C. difficile pode funcionar como fator protetor, já que tem ação antiapoptótica em 

células epiteliais intestinais e em CGEs (SAVIDGE et al., 2007; STEINKAMP et al., 2012).  

De acordo com os dados apresentados acima, trabalhos do nosso grupo 

demonstraram que na mucosite intestinal induzida por 5-FU e irinotecano, ambos 

caracterizados por extenso dano tecidual e intensa resposta inflamatória intestinal, ocorre 

intensa gliose reativa que é revertida pelo inibidor de S100B, a pentamidina, e depletador de 

mastócitos, o composto 48/80, respectivamente (COSTA et al., 2019; NOGUEIRA et al., 

2017). Ademais, esses estudos demonstraram que o controle da gliose reativa reduziu a morte 

de neurônios entéricos, resposta inflamatória intestinal e dano tecidual, que foram induzidos 

por S100B na mucosite induzida por 5-FU e pela liberação de mediadores liberados pelos 

mastócitos na mucosite por irinotecano (COSTA et al., 2019; NOGUEIRA et al., 2017).  

In vivo, os mediadores liberados pelas células do sistema imune (macrófagos, 

linfócitos T e mastócitos), células epiteliais e neurônios podem influenciar na resposta de CGEs, 

dificultando a compreensão de como essas células são afetadas diretamente pelas toxinas do C. 

difficile. Devido a isso, utilizou-se uma linhagem de CGEs imortalizadas oriundas do jejuno de 

ratos para investigar como as mesmas são afetadas pela TcdA e TcdB, principais fatores de 

virulência do C. difficile, que causam danos intestinais durante a ICD. Vale enfatizar que CGEs 

de ratos exibem propriedades funcionais semelhantes às CGEs provenientes de humanos 

(SORET et al., 2013). 

As toxinas do C. difficile inativam as Rho GTPases causando desarranjo do 

citoesqueleto de actina, resultando em arredondamento celular, diminuição da proliferação , 

perda da viabilidade celular e apoptose conforme demonstrado em uma variedade de células 

(TINOCO-VERAS et al., 2017; BRITO et al., 2002a; BRITO et al., 2005, , LIMA et al., 2014; 
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BRITO et al., 2002b; CALDERON et al., 1998). Esses achados também foram evidenciados 

no presente estudo em CGEs incubadas com TcdA e TcdB. Identificou-se que TcdB altera a 

morfologia de CGEs (0,1 ng/ml) já em 30 min de exposição e diminui a viabilidade dessas 

células a partir de 12h. Estes dados estão de acordo com estudos anteriores que evidenciaram 

que TcdB (1ng/ml) induz arredondamento e perda da viabilidade celular na mesma linhagem 

de CGEs utilizadas no presente estudo (FETTUCCIARI et al., 2017; MACCHIONI et al., 

2017). Os efeitos de TcdA sobre CGEs, que foram observados de forma inédita nesse estudo, 

ocorreram tardiamente comparados aos de TcdB. Apesar disso, TcdA atinge similar efeito aos 

de TcdB, a partir de 18h de incubação, dependendo da concentração (TcdA 50 ng/mL). 

No presente estudo, demonstrou-se que tanto a TcdA quanto a TcdB estimulam a 

expressão de fatores gliais (GFAP, GDNF e S100B) em CGEs. Esses resultados confirmam o 

que já havia sido demonstrado aqui em modelos animais. Todas as concentrações de TcdA e 

TcdB induziram aumento de expressão e de secreção de S100B em CGEs. No entanto, houve 

uma redução da expressão de GFAP, de forma concomitante com um aumento de S100B em 

CGEs incubadas com TcdA ou TcdB em 12h de exposição. Enquanto que em 18h de incubação, 

as CGEs desafiadas com TcdA (50 ng/mL) e TcdB (1ng/mL) encontraram se em estado de 

ativação com GFAP e S100B aumentados. A expressão de GFAP, GDNF e S100B induzida 

por TcdA e TcdB em CGEs não ocorreu de forma sincronizada, sugerindo que a regulação e 

expressão desses fatores não ocorrem por meio de uma mesma via de sinalização. 

O GFAP, uma proteína ácida fibrilar glial expressa por subtipos de CGEs, e GDNF, 

cuja principal fonte são CGEs positivas para GFAP, podem ser regulados positivamente para 

cima por IL-1β, TNF-α e LPS (FRANCESCHI et al., 2017; VON BOYER et al., 2006; VON 

BOYER et al., 2004). Em nosso estudo, não detectamos TNF-α e IL-1β no sobrenadante de 

CGEs expostas à TcdA ou à TcdB por ELISA, sugerindo que ambas as toxinas podem causar 

ativação de células gliais de forma independente dessas citocinas pró- inflamatórias. 

Evidenciamos ainda que a regulação positiva de S100B induzida por TcdA e TcdB 

foi mais pronunciada do que alterações de GFAP e GDNF, indicando que essa proteína da 

família S100 desempenha um papel predominante nas alterações de CGEs induzidas por toxinas 

do C. difficile. 

Uma vez liberado em níveis elevados no espaço extracelular, S100B se liga e 

sinaliza via RAGE, estimulando por meio da ativação de NFκB uma resposta pró-inflamatória 

em várias células, como neurônios, macrófagos, linfócitos, neutrófilos e células epiteliais 

(BIANCHI et al., 2011; VILLARREAL et al. 2011; REDDY et al., 2006). No entanto, 

conforme comentamos anteriormente, não foi possível detectar IL-6, IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-4, 
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IL-10, GM-CSF, INF-γ e TNF-α no sobrenadante de CGEs expostas à TcdA e TcdB. Esse 

achado está de acordo com estudo anterior que demonstrou que incubação de CGEs com TcdB 

não resultava em aumento de citocinas (FETTUCCIARI et al., 2017). No entanto, no presente 

estudo detectou-se elevada expressão de IL-6 por CGEs em resposta a TcdA e TcdB, sugerindo 

que TcdA e TcdB não induzem a hipersecreção de citocinas por CGEs em níveis detectáveis 

no sobrenadante, mas expressam RNAm e devem secretar essas citocinas em pequenas 

concentrações. 

De acordo com o raciocínio anterior, demonstrou-se aqui que TcdA e TcdB 

ativaram NFκB e aumentaram de forma significativa a expressão gênica de IL-6. A expressão 

gênica dessa citocina apresentou correlação positiva com a expressão de S100B em CGEs 

incubadas com TcdB. Estudo anterior de nosso grupo demonstrou que a inibição de S100B 

reduz tanto a expressão de IL-6 como a própria expressão de S100B em modelo experimental 

de mucosite intestinal induzido pelo agente antineoplásico 5-FU (COSTA et al., 2019).  

Contudo, o mecanismo de regulação desses mediadores em CGEs expostas a TcdA 

e TcdB era desconhecido, até o presente trabalho. Sendo assim, focamos em avaliar o papel de 

S100B na expressão do próprio S100B e IL-6, bem como na apoptose, induzida por TcdA e 

TcdB em CGEs. 

 Inicialmente, inibiu-se S100B por meio de pentamidina. Este inibe S100B por se 

ligar ao resíduo aromático na hélice 4 e na alça C-terminal de S100B (MARKOWITZ et al., 

2004). Uma molécula de pentamidina se liga ao sítio de ligação do peptídeo p53 (denominado 

sítio 1) e a segunda molécula a um sítio independente (denominado sítio 2), que é adjacente ao 

bem caracterizado sítio de ligação do Zn2+, formando um complexo pentamidina-Ca2+-S100B 

ou Pentamidina-Zn2+,Ca2+-S100B (CAVALIER et al., 2016; CHARPENTIER et al., 2008; 

MARKOWITZ et al., 2004; WILDER et al., 2005). Dessa forma, impedindo a interação de 

S100B com o receptor RAGE.  

Os resultados desse trabalho demonstraram que a pentamidina reduziu a expressão 

de S100B e IL-6 induzida por TcdA, mas não por TcdB. De acordo com esses achados, 

demonstrou-se anteriormente que a pentamidina inibe a expressão de S100B na mucosite 

intestinal experimental induzida por 5- FU, doença de Alzheimer e colite induzida por DSS 

(COSTA et al., 2019; CIRILLO et al., 2015; ESPOSITO et al., 2012). O fato da pentamidina 

aumentar os efeitos promovidos por TcdB em CGEs sugere que a própria TcdB estimula a 

expressão de S100B e IL-6 de forma independente de S100B. 

S100B extracelular interage com seus receptores RAGE e TLR4 ativando uma 

cascata complexa de via de sinalização intracelular (VILLARREAL et al., 2014; TURCO et 
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al., 2014). Considerando que o receptor RAGE é um dos principais receptores ativados por essa 

proteína, este estudo focou em estudar a cascata de sinalização relacionada a esse receptor. 

Inicialmente demonstrou-se que TcdA e TcdB não alteram a expressão de RAGE 

em CGEs. No entanto, a inibição desse receptor por meio de FPSZM1, um antagonista de 

RAGE de alta afinidade, resultou em redução da expressão de S100B e IL-6 induzida por TcdA 

e TcdB, mostrando que RAGE está envolvido na regulação da expressão desses mediadores.  

FPSZM1 inibe a interação de S100B com o receptor RAGE por se ligar ao domínio 

V do receptor RAGE (BONGARZONE et al., 2017; MANIGRASSO et al., 2016).  A ativação 

desse receptor em fibroblastos resultou em suprarregulação de citocinas pró-inflamatórias, 

como IL-6, via NFκB (NONAKA et al., 2018). Da mesma forma, RAGE tem sido associado 

com a produção autócrina de S100B por astrócitos por meio de sua interação com o próprio 

S100B (PONATH et al., 2007). 

Entretanto, TcdB induz a expressão de S100B e IL-6 de forma dependente de 

RAGE mas  independente de S100B, uma vez que pentamidina aumentou o efeito da TcdB na 

expressão de S100B e IL-6. O que leva a hipótese de que a TcdB atue como agonista do receptor 

RAGE. 

A maioria dos efeitos da TcdA e da TcdB nas células eucarióticas está relacionada 

com a sua capacidade de causar inibição de Rho GTPases. No entanto, TcdB pode mediar seus 

efeitos ligando-se a  receptores e de forma independente da inativação de Rho GTPases. Nossos 

dados sugerem que os efeitos das toxinas do C. difficile na expressão de citocinas pró-

inflamatórias (IL-6 e S100B) e morte celular em CGEs podem não ser dependentes de sua 

atividade Rho GTPase, uma vez que os efeitos de TcdA e TcdB foram modificados pelo 

bloqueio da interação S100B/RAGE. 

Estudo prévio mostrou que a ativação do receptor RAGE em cardiomiócitos resulta 

na fosforilação de PI3K, levando a sua ativação (HOU et al., 2014). Uma vez ativado, PI3K 

estimula a ativação de NFκB (TORREALBA et al., 2019; XIE et al., 2019; AHMAD et al., 

2013; CHOU et al., 2005).  

Sabendo-se que PI3K pode ser um sinalizador intracelular entre ativação de RAGE 

e NFκB, utilizou-se um inibidor de PI3K e demonstrou-se que LY294002 reduziu a expressão 

gênica de IL-6 em CGEs incubadas com TcdA e TcdB. Esse achado sugere que 

S100B/RAGE/PI3K/NFκB é a via de sinalização envolvida na suprarregulação de IL-6 

induzida por TcdA e TcdB em CGEs.  

IL-6 é uma citocina pleiotrópica considerada um preditor da severidade de ICD (YU 

et al., 2017). Os efeitos de IL-6 variam entre promoção da sobrevivência celular e efeito pró-
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inflamatório (CODELUPPI et al., 2014; BRASIER, 2010). A regulação de IL-6 pela ativação 

de PI3K é relatada em células cancerígenas em astrócitos (CODELUPPI et al., 2014; XIE et 

al., 2004), e no presente estudo em CGEs expostas à TcdA e TcdB.  

Por outro lado, o inibidor de PI3K aumentou a expressão gênica e a liberação de 

S100B em CGEs incubadas com TcdA e TcdB, indicando que sua expressão independe desta 

via.  

Sendo assim, investigou-se se um outro fator de transcrição, diferente de NFκB, 

poderia estar envolvido na expressão de S100B em resposta às toxinas do C. difficile.  

Demonstrou-se então que as toxinas do C. difficile induzem ativação de STAT3 e que o inibidor 

de STAT3, galielalactona, reverte a suprarregulação de S100B induzida por TcdA e TcdB. 

Esses resultados sugerem que STAT3 está envolvido na expressão de S100B promovida por 

TcdA e TcdB em CGEs, de forma RAGE dependente e independente, respectivamente.  

A ativação de STAT3 via interação S100/RAGE foi evidenciado por estudo prévio 

em micróglia (ZHANG et al., 2011). Neste estudo, a via S100B/RAGE/STAT3 mediou à 

ativação de micróglia. Em adição, a fosforilação de STAT3 foi implicada na ativação de 

astrócitos (ANDERSON et al., 2016; SHINOZAKI et al., 2017; HERMANN et al., 2008; 

OKADA et al., 2006), assim como de CGEs desafiadas com as toxinas do C. difficile como 

evidenciado pelo presente estudo.   

Adicionalmente, a suprarregulação de IL-6 induzida por TcdB, mas não por TcdA, 

também envolve STAT3. Deduz-se então que, de forma autócrina, S100B funciona como uma 

citocina pró-inflamatória em CGEs desafiadas com TcdA e TcdB por meio da ativação de uma 

cascata de vias de sinalização, como RAGE/PI3K/NFκB e RAGE/STAT3. 

A inibição de PI3K aumentou a morte induzida por TcdA e TcdB em CGEs, 

sugerindo um efeito antiapoptótico de PI3K em CGEs. Essa função antiapoptótica de PI3K já 

foi demonstrada anteriormente in vivo e in vitro em cardiomiócitos, onde a inibição de PI3K 

resultou em morte celular por autofagia (ZHUNG et al., 2011; MACHIDA et al., 2005; HOU 

et al., 2014).  

Dados apresentados aqui, indicam que S100B, mas não IL-6, está envolvido com a 

morte de CGEs, uma vez que a regulação negativa de S100B causada pela inibição de STAT3, 

mas não a regulação negativa de IL-6 pela inibição de PI3K, diminuiu a morte de CGEs 

evocadas por TcdA e TcdB. Apesar da inibição de PI3K ter resultado em aumento da apoptose 

e suprarregulação de IL-6 em CGEs expostas às toxinas do C. difficile de forma concomitante, 

IL-6 não tem efeito direto na apoptose de CGEs (dados não mostrados).  
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 Por outro lado, S100B induz apoptose em CGEs e reverte o efeito antiapoptótico 

de galielalactona em CGEs expostas à TcdA e TcdB, mostrando sua participação direta na 

apoptose dessas células. Em acordo com os achados evidenciados neste estudo, S100B induz 

morte em astrócitos por meio de uma via dependente de óxido nítrico (HU; Van ELDIK, 1996) 

e em miócito via RAGE/ ERK1/2 (TSOPORIS et al., 2009) e em neurônio via NFκB 

(VILLARREAL et al., 2011).  

Os resultados do presente estudo  apontam que a regulação positiva da S100B via 

ativação STAT3 é o mecanismo subjacente envolvido na apoptose induzida por TcdA e TcdB 

em CGEs. A morte de CGEs induzida por TcdB é mediada pela ativação de STAT3, mas ocorre 

de forma independente da interação S100B/RAGE. A ineficácia do antagonista de RAGE para 

bloquear a apoptose de CGEs induzida por TcdB sugere que esta toxina pode interagir 

diretamente com RAGE. No entanto, mais investigações são necessárias para elucidar a 

interação da TcdB com RAGE ou S100B. 

STAT3, uma das sete proteínas STAT de mamíferos, é necessária para muitos 

processos biológicos, incluindo desenvolvimento embriogênico, função imunológica, 

homeostase celular, assim como diferenciação, proliferação, sobrevivência e apoptose (LEVY; 

DARNELL, 2002). 

Citocinas (IL-6 e IL-10) e fatores de crescimento (VEGF), por meio de sua ligação 

ao seu respectivo receptor, podem promover a fosforilação de STAT3 por membros da família 

Janus de quinases (JAKs) ou Src quinases em um único resíduo de tirosina Tyr705 em STAT3, 

desencadeando sua translocação nuclear (BROMBERG, 2001). No núcleo, STAT3 fosforilada 

se liga a elementos de resposta ao DNA denominados seqüência ativada por interferon-γ (GAS) 

promovendo a transcrição de genes-alvo envolvidos na supressão de apoptose (BCL-xL, BCL-

2, MCL-1 e BIRC5), proliferação (ciclina D1 e c- MYC), angiogênese (VEGF, ADM e ANG-

PTL4) e migração (FGA, FGB, CTSB, SERPINE2) (TIMOFEEVA et al., 2012; YANG et al., 

2010; YANG et al., 2008; YANG et al., 2007). 

A inibição de STAT3 em células cancerígenas induz a apoptose reduzindo a 

expressão de survivina (AOKI et al., 2003). Em contraste, mostramos que a galielalactona, um 

inibidor da STAT3, diminuiu a apoptose induzida por TcdA e TcdB em CGEs. Diferentemente 

de outras células, as CGEs produzem o mediador pró-apoptótico S100B, cuja transcrição gênica 

é promovida pelo STAT3 fosforilado, como mostrado em nossos achados.  

Nosso estudo é o primeiro a mostrar o mecanismo pelo qual S100B e IL-6 são 

regulados em CGEs quando expostos a TcdA e TcdB. Evidenciou-se ainda importantes alvos 

terapêuticos, como a inibição de STAT3, que podem controlar a desregulação de CGEs 
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induzidas por TcdA e TcdB durante a ICD. Pesquisas adicionais sobre como a manipulação das 

vias de sinalização S100B/RAGE/PI3K/NFκB ou S100B/RAGE/STAT3 influencia na 

gravidade da doença ou na inflamação em pacientes com ICD ou em modelos animais são 

necessárias. 

Os dados do presente trabalho nos permitem sugerir um esquema do mecanismo de 

ação das TcdA e TcdB em CGEs. TcdA e TcdB aumentam a expressão de IL-6 e S100B, bem 

como apoptose, por meio da mesma via intracelular, no entanto o componente ativador da via 

foram distintos. A via de sinalização S100B/RAGE/PI3K/NFκB está envolvida na 

suprarregulação de IL-6 induzida por TcdA e TcdB. A via de sinalização S100B/STAT3 está 

envolvida na apoptose e secreção de S100B induzida por TcdA, de forma dependente da 

interação de S100B/RAGE, enquanto que TcdB foi independente de RAGE (figura 54). 
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Figura 54 – Modelo esquemático do mecanismo de TcdA e TcdB em CGEs  

 

 
 

Fonte: Elaborado pela autora. TcdA estimula a expressão e liberação de S100B em células gliais entéricas (CGEs), 

que por sua vez se liga ao receptor RAGE, estimulando apoptose,  expressão do próprio S100B e  IL-6 via ativação 

de STAT3 e PI3K/NFκB, respectivamente.  TcdB estimula, via ativação de STAT3, expressão de IL-6 e liberação 

e expressão de S100B, que por sua vez induz apoptose em CGEs.  TcdB também estimula a expressão de IL-6 por 

meio de RAGE/PI3K/NFκB. Em adição, PI3K é um inibidor da apoptose em CGEs.  
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7 CONCLUSÕES 

 

Com os achados evidenciados pelo presente estudo, conclui-se que:  

 

 ICD aumenta os níveis de S100B em humanos e em camundongos; 

 TcdA aumenta a expressão de fatores gliais entéricos (S100B, GFAP e GDNF no íleo 

de camundongos); 

 TcdA e TcdB diminuem a viabilidade, induzem apoptose e alteram a morfologia de 

CGEs. Em adição ambas as toxinas induzem secreção de S100B, suprarregulam S100B 

e IL-6, além de induzirem ativação de NFκB e STAT3; 

 A via de sinalização S100B/RAGE/PI3K/NKκB está envolvida na suprarregulação de 

IL-6 induzida por TcdA e TcdB. 

 A via de sinalização S100B/STAT3 está envolvida na apoptose e secreção de S100B 

induzidas por TcdA, de forma RAGE dependente,  e TcdB, de forma RAGE 

independente,  em CGEs.   
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APÊNDICE A 

 

 

 

 

Fármacos   

 

Fármacos e proteínas Fabricante Código do produto 

Cloridrato de cetamina 10% (Cetamin®) Syntec - 

FPSZM1 Tocris 6237 

Galielalactona Tocris 6218 

Isotiocianato de pentamidina Sigma-Aldrich P0547 

LY294002 Tocris 1130 

S100B Sigma S6677 

Xilazina 2% (Calmin®) Agener União - 
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Reagentes e materiais 

 

Reagentes/materiais Fabricante Código do produto 

Agente redutor da amostra Invitrogen NP0009 

Albumina sérica bovina Sigma-Aldrich A2153-100 

Antifade Prolong Gold contendo DAPI Thermo Scientific P36931 

brometo de tiazolil azul de tiazolil (MTT) Sigma-Aldrich M2128 

DAB Dako K3468 

Dako Pen Dako 52002 

Diluente do anticorpo Spring Bioscience ADS-125 

DNAse I Invitrogen 18068-015 

Ensaio de apoptose RealTime-Glo annexin V  Promega JA1000 

Gel BIS-Tris 4-12% Invitrogen NP0322BOX 

High Capacity cDNA (Kit de transcriptase 

reversa) 

Applied biosystems 4368814 

Inibidor de fosfatase Roche 4906845001 

Inibidor de protease livre de EDTA Roche 11873580001 

Kit de citocinas para IL-1β  R&D Systems DY501 

Kit de citocinas para IL-6 R&D Systems DY506 

Kit de citocinas para S100B R&D Systems DY1820 

Kit de dosagem de proteína Thermo Scientific 23227 

Kit de ensaio Qubit RNA BR Initrogen Q10211 

Kit de extração do RNA Promega Z3105 

Kit de extração nuclear Thermo Scientific 78833 

Kit de síntese de cDNA iScript Biorad 1708891 

Membrana de nitrocelulose Invitrogen LC2000/LC2006 

Precision Plus Protein Kaleidoscope (Western 

Blotting)  

Biorad 1610375 

Reagente A e B (dosagem de citocinas) R&D Systems DY999 

Reagente diluente (dosagem de citocinas) R&D Systems DY995 

Solução de parada (dosagem de citocinas) R&D Systems DY994 

Solução de paraformaldeido  Alfa Aesar 43388 

Soro de burro normal Jackson 

ImmunoResearch  

017-000-121 

SYBER Green PCR master mix Applied biosystems 4309155 

Supermix iTaq universal Syber Biorad 172-5124 

Tampão de carga da proteína LICOR 928-40004 

Tampão de lavagem 25x concentrado (dosagem 

de citocinas) 

R&D Systems 895126 

Taq Man Gene Expression Master Mix Applied biosystems 4369016 

Triton-X-100 Sigma-Aldrich T8787 

TWEEN 20 Biorad 1706531 
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Soluções 

 

Soluções Preparo 

Formol tamponado a 10% 6,5g de fosfato de sódio dibásico 

4g de fosfato de sódio monobásico 

800 mL de água destilada 

Após dissolver as substâncias, adicionar 100 mL 

de formaldeído 37%.  

Completar para 1000 mL.  

PBS (concentrado 10x) 80g de Cloreto de sódio  

2g de KCl  

11,4g de fosfato de sódio monobásico  

4,5 g de fosfato de sódio dibásico  

900 mL de água destilada  

Ajustar o pH para 7,4.  

Completar para 1000 mL. 

PBS (concentrado 1x) 100 mL de PBS 10x  

900 mL de água destilada 

Tampão citrato (concentrado 10x) 29,4g de Citrato de sódio  

900 mL de água destilada  

Ajustar o pH para 6,0  

Completar para 1000 mL. 

Tampão citrato (concentrado 1x) 20 mL de tampão citrato 10x  

180 mL de água destilada 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 


