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Titulo: PAPEL DA CONEXINA-43 E PANEXINA-1 NA INFECCAO POR Clostridioides
difficile E NA MORTE CELULAR E SUPRARREGULACAO DE IL-6 PROMOVIDAS
PELAS TOXINAS AE B.

O Clostridioides difficile (C. difficile), um bacilo Gram positivo anaerobio formador de esporos,
é um dos maiores causadores de diarreia nosocomial associada ao uso de antibidticos. C.
difficile produz as toxinas A (TcdA) e B (TcdB), ambas associadas ao dano intestinal causado
por esse anaerdbio. Canais de Conexina-43 (Cx43) e Panexina-1 (Panxl), que podem ser
expressos por uma variedade de células, permitem a passagem de moléculas mensageiras que
regulam o processo inflamatorio. O efeito da TcdA ou TcdB na expressao de Cx43 e Panx1 em
células gliais entéricas (CGESs), bem como o papel deles nos efeitos deletérios dessas toxinas
ainda ndo esta esclarecido na literatura. Desse modo, esse estudo tem como objetivo verificar
alteracdes induzidas pela infeccdo do C. difficile (ICD) na expressdo de Cx43 e Panx1 no colon
e cécum de animais infectados, bem como investigar o papel desses canais na morte celular e
expressdo de IL-6 induzidas por TcdA e TcdB em CGEs. Camundongos C57BL/6 machos (8
semanas de idade) foram infectados com C. difficile VP110463 (10° UFC /animal por gavagem),
sendo que o grupo controle recebeu apenas CCP por gavagem. Apds trés dias da infeccgdo,
amostras de cécum e célon foram coletadas para avaliar a expressdao de Cx43 e Panx1 por
imunohistoquimica. No estudo in vitro, linhagem de CGEs (PK060399egfr) foram desafiadas
com as TcdA (50 ng/mL) ou TcdB (1 ng/mL), na presenca ou auséncia dos inibidores de Cx43
(Gap19 trifluoroacetate, 1 e 10 uM) e Panx1 (10Panx trifluoroacetate, 10 e 50 uM), por 2, 12
e/ou 18h. Decorrido esse tempo, 0s seguintes parametros foram avaliados: expressao de Cx43
e Panxl (western blotting e gPCR), avaliacdo da atividade de caspase-3 e ligacdo de
fosfatidilserina a anexina-V por ensaio de luminescéncia, bem como expresséao de IL-6 (QPCR).
Conforme os dados do estudo in vivo, a ICD aumentou de forma expressiva os niveis de Cx43
no cécum (p = 0,03) e de Panx1 no cécum (p = 0,01) e no colon (p = 0,04) de camundongos
comparado ao grupo controle. No estudo in vitro, TcdA, mas nao TcdB, suprarregulou Cx43
em CGEs no tempo de 2h. A inibicdo de Cx43 ndo reduziu a atividade de caspase-3 induzida
por ambas as toxinas, no entanto, diminuiu a expressdo génica de IL-6 induzida por TcdB (p =
0,0001), mas ndo por TcdA, enquanto que TcdA e TcdB aumentaram a sua expressdo génica
de forma expressiva ap6s 18h de incubacdo. O inibidor de Panx1 (50 uM) diminuiu a atividade
de caspase-3 (p = 0,002) e ligacao fosfatidilserina a anexina-V (p = 0,001), mas ndo a expressao
génica de IL-6 em CGEs desafiadas por TcdA e TcdB. Com base nos achados deste estudo,
conclui-se que Cx43 e Panx1, que estdo aumentados durante a ICD, desempenham importante
papel nos efeitos das toxinas do C. difficile em CGEs, Cx43 promovendo a expressao de IL-6
induzida por TcdB, e Panx1, por sua vez, participando da morte celular induzida por ambas as
toxinas em CGEs.

Palavras-chave: Clostridioides difficile, Infeccdo por Clostridioides difficile, Conexina-43,

Panexina-1, glia entérica.



Title: ROLE OF CONNEXIN-43 AND PANNEXIN-1 IN INFECTION WITH
Clostridioides difficile AND IN CELL DEATH AND UPREGULATION OF IL-6
PROMOTED BY TOXINS A AND B.

ABSTRACT

Clostridioides difficile (C. difficile), a gram-positive anaerobic spore-forming bacillus, is a
major cause of nosocomial diarrhea associated with the use of antibiotics. C. difficile produces
toxin A (TcdA) and B (TcdB), both associated with intestinal damage caused by this anaerobic.
Connexin-43 (Cx43) and Pannexin-1 (Panx1), which can be expressed by a variety of cells,
allow the passage of messenger molecules regulating the inflammatory process. The effect of
TcdA or TcdB on Cx43 and Panx1 expression in enteric glial cells (EGCs), as well as their role
in the deleterious effects of these toxins is still unclear in the literature. Thus, this study aims to
verify changes induced by C. difficile infection (CDI) in the expression of Cx43 and Panx1 in
the colon and cecum of infected animals, as well as to investigate the role of these channels in
cell death and expression of IL-6 induced by TcdA and TcdB in EGCs. C57BL/6 male mice (8
weeks old) were infected with C. difficile VP110463 (10° CFU in Chopped Meat broth -
CPP/animal via gavage), and control group received only CPP via gavage. After three days of
infection, samples of cecum and colon were collected to evaluate the expression of Cx43 and
Panx-1 by immunohistochemistry. In vitro, EGCs lineage (PK060399egfr) were challenged
with TcdA (50 ng/mL) and TcdB (1 ng/mL), in the presence or absence of Cx43 (Gapl9
trifluoroacetate, 1 and 10 uM) and Panx1 (10Panx trifluoroacetate, 10 and 50 pM) inhibitors
for 2, 12 and/or 18h. After this, the following parameters were evaluated: expression of Cx43
and Panx1 (Western blotting and qPCR), analysis of caspase-3 activity and phosphatidylserine-
annexin-V binding by luminescence assay, as well as IL-6 expression (qPCR). CDI
significantly increased the levels of Cx43 in cecum (p = 0.03) and Panx1 in cecum (p = 0.01)
and colon (p = 0.04) of mice compared to the control group. In vitro, TcdA, but not TcdB,
upregulated Cx43 in EGCs in 2h. The inhibition of Cx43 did not reduce the caspase-3 activity
induced by both toxins, however decreased IL-6 gene expression induced by TcdB (p = 0.0001),
but not by TcdA. In relation to Panxl, TcdA and TcdB significantly increased its gene
expression after 18h of incubation. Panx1 inhibitor (50 uM) decreased caspase-3 activity (p =
0.002) and phosphatidylserine-annexin-V binding (p = 0.001), but not IL-6 gene expression in
TcdA and TcdB-challenged EGCs. In conclusion, Cx43 and Panx1, which are increased during
CDl, play an important role in the effects of C. difficile toxins in EGCs, Cx43 promoting the
expression of IL-6 induced by TcdB and Panx1, in turn, participating in cell death induced by
both toxins in EGCs.

Keywords: Clostridioides difficile, Clostridioides difficile infection, Connexin-43, Pannexin-
1, Enteric glia.
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18

1 INTRODUCAO
1.1 Clostridioides difficile

O Clostridioides (anteriormente Clostridium) difficile (C. difficile) € um bacilo
anaerobio gram-positivo, formador de esporos e produtor de toxinas. C. difficile (Figura 1) é
reconhecido como um dos principais causadores de diarreia associada a antibioticoterapia em
ambiente hospitalar (ABT; MCKENNEY; PAMER, 2016; LEFFLER; LAMINT, 2015). A
infeccdo por C. difficile (ICD) pode variar de diarreia leve a colite pseudomembranosa (ABT;
MCKENNEY; PAMER, 2016).

Figura 1- Clostridioides difficile

DT I 0 )

Fonte: Smits et al. (2016). (A) Coldnias de C. difficile em placa de agar sangue. (B) Imagens de microscopia de
contraste de fase de uma cultura de C. difficile mostrando a forma vegetativa da bactéria (forma de bastdo
alongado), esporos que na fase escura (destaque a esquerda - pontos escuros na porc¢ao subterminal dos bastdes) e
na fase brilhante (elipséides brilhantes). (C) Microscopia eletrénica de varredura de esporos do C. difficile. (D)
Imagem de colonoscopia em paciente com colite pseudomembranosa, mostrando pseudomembranas (estruturas
amareladas) causada pelo C. difficile.

A transmissdo desse anaerdbio ocorre na forma de esporos por via fecal-oral ou via de
contato com superficies ou maos contaminadas com 0s esporos dessa bactéria. Os esporos
resistem ao acido estomacal e alcancam o intestino delgado, onde encontram acidos biliares
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especificos como taurocolato, colato e quenodeoxicolato que contribuem para a sua
germinagdo. Uma vez ativadas, as células vegetativas colonizam o célon do hospedeiro. A
infeccdo é favorecida pela exposicéo prévia a antibidticos que induzem alteracdes na microbiota
intestinal, como reducéo de bacteroidetes (CHANDRASEKARAN; LACY, 2017; CZEPIEL et
al, 2019).

Os fatores de riscos para a aquisi¢do de ICD incluem: idade (>65 anos), sexo feminino,
comorbidades (doenca renal cronica, diabetes mellitus, leucemia, cancer e doenca inflamatoria
intestinal), hospitalizacdo, dieta enteral por sonda nasogastrica e imunossupressdo. Ademais, 0
uso de farmacos como antibidticos, inibidores de bomba de proétons, anti-inflamatérios ndo
esteroidais e uso de opioides contribuem para o desenvolvimento de ICD (EZE et al., 2017).

Nos Estados Unidos, um estudo de vigilancia populacional realizado em 10 areas
geograficas, estimou a incidéncia da ICD em 453.000 casos no ano de 2011. Em 30 dias, a
estimativa de oObitos foi de 29.000 (LESSA et al., 2015). Em 2012, o Centro Europeu de
Prevaléncia e Controle de Doengas (ECDC) realizou um estudo acerca das infecgdes associadas
a saude, em 30 paises europeus, e identificou que o C. difficile foi responsavel por 48% das
infeccdes gastrointestinais nosocomiais (NAGY, 2018).

A ocorréncia de ICD no Brasil ndo é bem estabelecida, sendo dificultada pela
subnotificacdo de casos e diferentes metodologias na identificacdo desse patdgeno. Apesar
disso, o C. difficile é considerada como a terceira espécie associada a quadros diarreicos
comunitarios (TRINDADE; DOMINGUES; FERREIRA, 2019). Recentemente, um estudo
prospectivo multicéntrico em cinco hospitais brasileiros das regides Nordeste, Sudeste e Sul do
Brasil, constatou que a taxa de prevaléncia de ICD foi de 15% (GIRAO et al., 2020).

No sul do Brasil, um estudo epidemioldgico multicéntrico, entre os anos 2017 e 2019,
encontrou a prevaléncia de 17,7% de ICD em pacientes com episddios diarreicos e com uso
prévio de antibioticoterapia (MAESTRI et al., 2020). Enquanto na regido Nordeste, um estudo
com pacientes oncoldgicos revelou alta taxa de ICD, onde 23 de 48 pacientes (48%) foram
positivos para C. difficile (COSTA et al, 2017).

A antibioticoterapia (metronidazol e vancomicina), probioticos, anticorpos
monoclonais e transplante fecal fazem parte das opcOes de tratamento para ICD. Devido a
menor resposta do antibidtico metronidazol, os EUA estéo substituindo-o por vancomicina. No
entanto, no Brasil, o metronizadol ainda é a primeira escolha de farmaco para o tratamento de
ICD. Nos casos de diarreia recorrente por C. difficile, o tratamento pode ser realizado com

fidaxomicina, tigeciclina e rifaximin, por serem mais efetivos. Somado a isso, o transplante
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fecal tem sido excelente alternativa apos antibioticoterapia, especialmente para os casos de
recorréncia (HOPKINS; WILSON, 2018).

A gravidade da ICD pode ser determinada pela resposta inflamatoria do hospedeiro a
viruléncia das toxinas do patogeno (KELLY; KYNE, 2011; MADAN; PETRI, 2012; YU et al.,
2017). Isso se deve a correlagdo positiva entre mediadores inflamatdrios, persisténcia da
diarreia e piora no desfecho clinico da doenca (EL FEGHALY et al., 2013; WALKER et al.,
2013).

No Canada, em 2003, foi relatado pela primeira vez o surgimento de cepas
hipervirulentas pertencentes ao ribotipo NAP1/027, que produzem a toxina binaria (CDT), além
das toxinas A (TcdA) e B (TcdB), responsaveis por surtos na América do Norte, Europa e
alguns paises da América Latina (GUERRERO-ARAYA et al, 2020). Essa cepa € resistente a
fluoroquinolonas e seu surgimento parece estar ligado ao uso indiscriminado dos antibioticos
dessa classe. NAP1/027 induz uma forma mais grave da doenca e aumento das taxas de recidiva
e mortalidade (CARTMAN et al., 2010). No Brasil, a cepa NAP1/027 nunca foi isolada, porém,
uma cepa com caracteristicas hipervirulentas, ICC-45, foi isolada de um paciente oncolégico
que foi a 6bito em hospital cearense. ICC45 também produz toxina binaria e induziu ruptura da
mucosa intestinal acompanhada por intensa resposta inflamatdria e estresse oxidativo
semelhante a NAP1/027 em modelos animais. No entanto, diferente da NAP1/027, ICC45 se
mostrou sensivel a fluoroquinolona (COSTA et al, 2016).

1.2 Toxina A e Toxina B do Clostridioides difficile

Os fatores de viruléncia primarios do C. difficile sdo TcdA, TcdB e CDT, as quais sdo
produzidas pelas cepas toxigénicas que sdo responsaveis pela ICD (JANOIR, 2016; RUPNIK,
2001). CDT, que é produzida por algumas cepas do C. difficile, pode aumentar a viruléncia da
bactéria ocasionando formas mais graves da doenga (BURKE; LAMONT, 2014; RUPNIK,
2001).

TcdA e TcdB séo as principais toxinas secretadas pelo C. difficile. Os genes que
codificam a TcdA (tcdA) e TcdB (tcdB) estdo localizados dentro do locus de patogenicidade
(PaLoc), uma regido do cromossomo que apresenta 19,6 kb, que também contém trés genes
adicionais (tcdR, tcdE and tcdC). O tcdR codifica um fator sigma da RNA polimerase,
responsavel por regular positivamente a expressdo de TcdA e TcdB (CHEN et al., 2017; MANI;
DUPUY, 2001). O tcdE codifica um holin do bacteriéfago (proteina formadora de poros na
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membrana) que é requerido para a secrecdo das toxinas (GOVIND; DUPUY, 2012). O tcdC
codifica TcdC, um regulador negativo de tcdR (MATAMOUROS; ENGLAND; DUPUY,
2007).

TcdA e TcdB sao proteinas de alto peso molecular, correspondendo respectivamente
a 308 e 270 kDa. Essas toxinas sdo formadas por quatro dominios funcionais: um dominio
glicosiltransferase aminoterminal (DGT), um dominio autoproteolitico (DAP), um dominio de
translocacdo (DT) e um dominio de ligacdo ao receptor (DLR). O DLR € constituido por
oligopeptideos repetitivos combinados (CROPS) (SMITS et al., 2016; CHUMBLER et al.,
2016; PRUITT 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. Alem de CROPS, ha outros dominios que podem conduzir a entrada
dessas toxinas para o0 meio intracelular, uma vez que a delecdo desse dominio ndo inibiu os
efeitos toxicos dessas toxinas em células 3T3 (linhagem de fibroblastos de camundongos) e
Caco-2 (linhagem de células epiteliais do carcinoma do c6lon humano) (OLLING et al., 2011).
No entanto, CROPS é importante para a ligacao de TcdB ao receptor de proteoglicano sulfato
de condroitina-4 (CSPG4) (TAO et al., 2016). Este e o receptor proteina relacionada ao receptor
de poliovirus-3 (PVRL3) também contribuem para a internalizacdo de TcdB em
miofibroblastos e células epiteliais colbnicas, 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 colénicas
humanas (CHEN et al., 2018; TAO et al., 2016). Contudo, até o0 momento, ndo foram
evidenciados outros receptores para TcdA.

Apos a endocitose, TcdA e TcdB sofrem uma mudanca conformacional no DT, como
consequéncia da acidificacdo do endossomo mediado pelo transporte ativo de H+. O DT, uma
vez estruturalmente modificado, forma um poro na membrana do endossomo, propiciando a
translocacdo do DAP e DGT. Um estudo identificou que uma variacdo de 8 aminoacidos no DT
da TcdB resulta em reducgéo da toxicidade da cepa de C. difficile VP110463 (ZHANG et al.,
2014). Enquanto a variante de TcdB codificada pela cepa ICC-45 induz efeito citopético distinto
de acordo com seu toxinétipo (COSTA et al, 2016).

No citoplasma, DAP é ativado por inositol-hexaquisfosfato (InsP6), com consequente
liberacdo de DGT para o citosol, que por sua vez, inibe as Rho GTPases (BELLA et al., 2016;
SMITS et al., 2016). Além de participar na liberacdo das toxinas do C. difficile, DAP regula a
atividade pro-inflamatdria dessas toxinas (ZHANG et al., 2018). A inativacdo das Rho GTPases
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resulta no desarranjo do citoesqueleto celular, rutura das juncbes oclusivas que altera a
permeabilidade da barreira intestinal intensificando o processo inflamatdrio e interrompendo
também o processo de renovacdo do epitélio intestinal (CZEPIEL et al, 2019; RUPNIK,
WILCOX, GERDING, 2009). Considerando que a via Wnt/ B-catenina esta envolvida na
proliferacdo celular das células tronco das criptas intestinais, a inibicdo renovagdo do epitélio
intestinal por toxinas do C. difficile pode ser explicada pelo menos em parte por estudos recentes
que mostraram que TcdA inibe a via de sinalizagdo Wnt/ B-catenina (LIMA et al, 2014), via
inibicdo de Rac-1 (MARTINS et al, 2020). Enquanto que TcdB também inibe essa via de
sinalizacdo via interagdo com receptores da familia Frizzled (FZDs) (TAO et al., 2016).

Na figura 2, pode-se observar ilustrativamente o processo de ligagdo das toxinas do C.

difficile a célula do hospedeiro até a inibi¢do das Rho GTPases.

Figura 2 — Estrutura e funcéo das TcdA e TcdB
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Fonte: Adaptado de Bella et al. (2016) e Smits et al. (2016). A toxina A (TcdA) e toxina B (TcdB) do C.difficile
sdo formadas pelo dominio glicosiltransferase (DGT), dominio autoproteolitico (DAP), dominio de translocacao
(DT) e e dominio de ligacdo ao receptor (CROPS). As toxinas se ligam a receptores presentes na membrana
plasmaética das células do hospedeiro por meio de CROPS. Essa interagcdo promove sua endocitose. A acidificacéo
do endossomo ocasiona uma mudanga conformacional na toxina, favorecendo a formacdo de um poro na
membrana pelo DT. Por meio desse poro, 0 DGT e DAP sdo translocados para o citoplasma. No citoplasma,
inositol-hexaquisfosfato (InsPg) ativa DAP, com consequente liberagdo de DGT no citoplasma. Por sua vez, DGT
inibe as Rho GTPases resultando em ruptura do citoesqueleto de actina, apoptose, inibicdo da proliferacéo e
ativacdo do inflamassoma a depender do tipo celular afetado.
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Os sintomas causados pela ICD estdo intimamente ligados a produgéo dessas toxinas
(CHANDRASEKARAN; LACY, 2017). Dentre os principais sinais e sintomas, a diarreia
aquosa com presenca de muco e inflamacéo da mucosa col6nica sdo bem documentados. Em
casos de maior gravidade, ulceracdes e pseudomembranas sdo formadas por exsudato
inflamatorio na mucosa do intestino grosso (RUPNIK; WILCOX; GERDING, 2009).

1.3 Células gliais entéricas (CGES)

O Sistema nervoso entérico (SNE), derivado da crista neural vagal e sacral , é formado
por neurénios e células gliais entéricas (CGESs) que integram o controle do reflexo intestinal
(peristaltismo) e regulagédo de fluidos locais (GRUBISIC; GULBRANSEN, 2017). As CGEs
podem ser encontradas: no plexo mucoso; no plexo submucoso (Meissner), presente na
camada submucosa proximo a camada muscular circular interna; e no plexo mioentérico
(Auerbach), localizado entre a camada muscular circular interna e a camada longitudinal
externa (NAGY; GOLDSTEIN, 2017; OCHOA-CORTES et al, 2016; VERGNOLLE,
CIRILLO, 2018).

Figura 3 — Representacgdo das camadas intestinais e localizagdo das células gliais entéricas.
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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 constituido por células gliais
entéricas (CGEs) e terminacdes nervosas. O plexo submucoso pode ser encontrado na camada submucosa préximo
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a 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, sdo constituidos por CGEs e neurdnios.

A morfologia das CGEs se assemelha aos astrdcitos do Sistema Nervoso Central
(SNC). Tal semelhanca foi observada primeiramente por Hanani e Reichenbach (1994), que
descreveram como sendo tipo I, ou protoplasmaticos, as CGEs presentes dentro dos ganglios
dos plexos mioentérico e submucoso (intraganglionares). Ja o tipo I, ou fibroso, compreende
as células encontradas dentro ou nas bordas das fibras interganglionares (BOESMANS et al,
2015; OCHOA-CORTES et al, 2016). Posteriormente, outros dois tipos de CGEs foram
descritas, de acordo com sua morfologia e/ou localizacdo, classificadas como tipo Il ou
mucosa, e o tipo 1V ou intramuscular (GULBRANSEN e SHARKEY, 2012; BOESMANS et
al, 2015).

Anteriormente, o papel funcional das CGEs se restringia como suporte estrutural para
sobrevivéncia e diferenciacdo de neurdnios entéricos. No entanto, nos ultimos anos, estudos
tém demonstrado fungbes complexas que vao além de uma estrutura passiva que circunda
neurdnios (Figura 4), mas com desempenho importante na homeostase e motilidade intestinal,
com capacidade de resposta a diversos neuromediadores liberando mediadores neuroprotetores
(OCHOA-CORTES et al, 2016, SHARKEY, 2015; NEUNLIST et al, 2014).

Figura 4 — CGEs em plexo mioentérico do c6lon de camundongo.

Fonte: Adaptado de Sharkey (2015). CGEs (verde) ao redor dos neurdnios entéricos (roxo) no plexo mioentérico
do célon de camundongo. Barra de escala: 50 pm.CGEs.
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A ativacdo das CGEs (Figura 5) resulta na expressao de varios receptores, como o
receptor P2X7, que estdo envolvidos no processo inflamatorio. Tal processo se inicia com a
liberacdo de ATP (adenosina trifosfato) por meio dos canais de Panexina-1 (Panx1), que é
potencializada pela abertura dos canais de Conexina-43 (Cx43), que sdo ativados via
sinalizacdo de Ca?* (SEGUELLA, L., GULBRANSEN, 2021; BROWN, I. et al, 2016).

Figura 5 — Representacdo esquematica da ativacdo de CGEs e abertura de canais de ATP.
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Fonte: Adaptado de Brown et al (2016). Ativacdo do receptor P2X7 conduz a liberacdo de ATP via abertura dos
canais de Panx1, resultando em ativacdo do receptor glial (P2Y1) e ativacdo dos canais de Cx43 com liberagéo de
ATP por meio de mecanismo dependente de CX43.

1.4 Conexina-43 (Cx43)

As Conexinas sdo proteinas que compdem as jun¢des comunicantes do tipo GAP, sendo
20 tipos, identificados até 0 momento, expressos em humanos e camundongos. A unido de 6
Conexinas formam um hemicanal chamado conexon (Figura 6). Esse conexon pode ser
homomeérico, constituido por um Unico tipo de Conexina, ou pode ser heteromérico, formado
por diferentes Conexinas. O acoplamento dos hemicanais de conexon formam um canal e,
varios canais, constituem a jungdo comunicante entre células (GAP) que permitem a passagem
de ions, metabdlitos e moléculas que atuam como segundo mensageiros (KAMERITSCH;
POGODA, 2020; WONG et al, 2019).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grubi%26%23x00161%3Bi%26%23x00107%3B%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27106597

26

Figura 6 — Representacdo esquematica da constituicdo dos canais de juncdo GAP.
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Fonte: Adaptado de Totland et al (2020). Canais de juncéo do tipo GAP formados por hemicanais denominados
conexons, estes Ultimos constituidos por Conexinas.

A Conexina-43 (Cx43) estd presente em varios tecidos intestinais como células
musculares, epiteliais e CGEs (MAES et al, 2015; WONG et al, 2019). Embora ainda ndo esteja
totalmente elucidado, a Cx43 parece contribuir para disfungdes visceral e motora em condigdes
inflamatdrias do trato gastrointestinal (TGI). Além disso, niveis elevados de Cx43 podem
causar efluxo de eletrolitos intracelulares e, por conseguinte, aumentar a quantidade de 4gua no

limen, contribuindo para o quadro diarreico (WONG et al, 2019).
1.5 Panexina-1 (Panx1)

A familia de Panexinas foi identificada pela primeira vez por Panchin et al, 2000. Esta
familia é constituida por trés tipos de Panexinas expressas em camundongos e humanos:
Panexina-1 (Panx1), Panexina-2 (Panx2) e Panexina-3 (Panx3). As Panexinas sdo proteinas que
participam da comunicacédo entre a célula e o meio extracelular, sendo a Panx1 uma das mais
bem investigada (JALALEDDINE et al, 2019).

A Panxl estd localizada, principalmente, na membrana celular e apresenta
semelhancas estrutural e funcional com a Cx43 (Figura 7) (MAKARENKOVA et al, 2018;
PENUELA, GEHI, LAIRD, 2013). Funcionalmente, a Panx1 é considerada um mediador na
liberacdo extracelular de ATP e é frequentemente associada ao receptor purinérgico P2X7, cuja
ativacdo pode desencadear a morte celular e alteracbes na expressdao de citocinas pro-
inflamatdrias, como a Interleucina-6 (IL-6) (DIEZMOS et al., 2018).
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Figura 7 — Representacdo esquematica das estruturas de Panexina e Conexina.
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Fonte: Adaptado de Makarenkova et al (2018). Canais de Panexina com semelhanca estrutural & Conexina
presentes na membrana celular.

Os canais de Panx1, assim como de Cx43, medeiam a liberagdo de ATP que resulta na
intensificacdo da resposta inflamatoria, ocasionando processos deletérios como a morte celular
(KAMERITSCH; POGODA, 2020). Apesar da crescente quantidade de estudos sobre
Conexinas e Panexinas, pouco se sabe sobre a participagdo desses canais nos efeitos celulares

das toxinas do C. difficile.
1.6 Efeitos das toxinas do C. difficile em componentes do SNE

O foco dos primeiros estudos sobre alteracbes no SNE evocadas pelas toxinas do C.
difficile foi os neurdnios entéricos, com énfase na TcdA (XIA et al., 2000; CASTAGLIUOLO
etal., 1994; KEATES et al., 1998).

TcdA estimula neur6nios sensoriais primarios e células imunes a liberar substancia P,
resultando em secrecao de fluidos e inflamagdo (POTHOULAKIS et al., 1994). Posteriormente,
a ativacdo precoce de neurdnios foi implicada na enterotoxicidade dessa toxina
(CASTAGLIUOLO et al., 1994). Ademais, a secrecdo de fluidos induzida por TcdA foi
associada com ativacdo de neurdnios aferentes sensoriais que induz a liberacdo do peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (KEATES et al., 1998).

Xia et al (2000) mostrou que TcdA excita 0s neurdnios entéricos induzindo diarreia

secretoria e recrutamento de neutréfilos por meio da inibigdo da transmissdo noradrenérgica.
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Posteriormente, o efeito de TcdB em neurénios entéricos também foi estudado (NEUNLIST et
al., 2003; TIXIER et al., 2005).

Um estudo mostrou que TcdB estimula a liberacdo de peptideo vasoativo intestinal
(VIP) por neurdnios entéricos do plexo submucoso via IL-18 (NEUNLIST et al., 2003). Outro
estudo demonstrou que TcdB induz producgéo de I1L-8 em co-cultura da mucosa e submucosa
de amostra coldnica humana,em niveis 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 populagéo
de células expressando HU e SOX2 de forma concomitante em amostras de biopsias de colon
de pacientes. Essas células sdo importantes para a reposicao de neurdnios ap6s o dano tecidual.
Anteriormente, acreditava-se que as CGEs apresentavam apenas funcdo de suporte para os
neurdnios entéricos. Devido a isso, 0s estudos dos efeitos das toxinas do C. difficile em CGEs
iniciaram-se tardiamente comparado aos dos neurdnios entéricos.

TcdB estimula alteracdo morfoldgica e apoptose de CGEs in vitro (FETTUCCIARI et
al., 2017; MACCHIONI et al., 2017). A apoptose de CGEs induzida por TcdB tem participacédo
da via de sinalizacgdo NADPH oxidase/ROS/INK/caspase-3 de forma independente da via
mitocondrial (MACCHIONI et al., 2017). Adicionalmente, TcdB induz senescéncia em CGEs.
A senescéncia celular € caracterizada por alteracdo no ciclo celular, mudancas no metabolismo,
morfologia e expressao génica que, em conjunto, podem contribuir para inflamacéo persistente
(FETTUCCIARI et al., 2018).

Resultados do nosso grupo de pesquisa, ainda ndo publicados, concluiram que TcdA
induz aumento da expressao do receptor P2X7 no ileo de camundongos e promove perda de
neurbnios entéricos via ativacdo desse receptor purinégico (SANTOS, 2017. Outro estudo
mostrou que TcdA e TcdB aumentam a expressdo do receptor P2X7, cuja ativacao resultou em
suprarregulacdo da expressdo de IL-6 e morte celular de CGEs via ativacao de PI3K e caspase-
3, respectivamente (MOURA NETO, 2019). Como mostrado por um recente estudo do nosso
grupo, a sinalizagio S100B/RAGE/PI3K/NFkB e S100B/STAT3 contribuiram,
respectivamente, para a expressao de IL-6 e morte celular induzidos por TcdA e TcdB em CGEs
(COSTA, 2019). No entanto, o papel da Cx43 e Panx1 nos efeitos de TcdA e TcdB em CGEs

néo foi elucidado por estudos anteriores.
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2 JUSTIFICATIVA

A ICD é uma das principais causas de diarreia nosocomial, sobretudo, nos paises
desenvolvidos. Um estudo retrospectivo de caso-controle realizado em 8 hospitais de Paises
latino-americanos (Argentina, Brasil, Chile e México) constatou que pacientes com ICD
apresentaram risco de morte maior que trés vezes e tempo de permanéncia geral no hospital de
14,5 dias a mais, em comparacao com pacientes sem a infecgédo (YU et al, 2021).

Estima-se que 453,000 casos, 83,000 recorréncias e 15,000 mortes ocorrerdo
anualmente, gerando gastos de aproximadamente 40 bilhGes de délares (BARTLETT, 2017;
LESSA; WINSTON; MCDONALD, 2015).

Pacientes apresentando colite infecciosa por C. difficile exibem aumento da
expressao proteica e da imunomarcacdo de GDNF e GFAP, ambos expressos pela glia entérica
do intestino, na mucosa colonica inflamada (VON BOYEN et al., 2011).

A interacdo de CGEs e neur6nios entéricos pode ser mediada por diversas moléculas
ativas, como por acetilcolina, serotononina (5-HT) e ATP. Este ultimo, quando liberado por
CGEs, promove a ativacao de receptores P2X7 em neurdnios que potencializa a inflamacao e
morte celular, alterando o papel regulador das CGEs na motilidade gastrointestinal
(BOESMANS et al., 2013; BROWN et al., 2016; GRUBISIC et al., 2018). Adicionalmente, 0
NoSsSO grupo mostrou aumento da expressdo de receptores P2X7 e de IL-6 envolvidos no
processo inflamatorio desencadeados pelas TcdA e TcdB em CGEs (COSTA, 2019; MOURA
NETO, 2019; SANTOS, 2017).

Além disso, um estudo com militares dos EUA, entre 1998 e 2010, demonstrou que
pacientes com ICD apresentavam risco aumentado para distdrbios gastrointestinais funcionais,
como sindrome do intestino irritavel, doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE), dispepsia e
constipacdo, dentro de trés meses ap0s o primeiro episddio de infeccdo (GUTIERREZ et al.,
2015).

O papel da glia entérica na patogénese da lesdo intestinal por toxinas do C. difficile,
incluindo as dismotilidades gastrointestinais, € uma ampla area de pesquisa ainda pouco
explorada e pode revelar alvos terapéuticos e profilaticos voltados para ICD.

Desse modo, este trabalho se propds identificar alteracGes da expresséo de Cx43 e
Panx1 durante a ICD e seu papel na morte celular e na expressdo do mediador inflamatério IL-
6 induzidos pelas TcdA e TcdB.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

» Investigar alteracBes na expressdo de Cx43 e Panx1 no cécum e colon de camundongos
com ICD, bem como esclarecer o papel desses canais na morte celular e expressao de
IL-6 induzidos por TcdA e TcdB em CGEs.

3.2 Objetivos especificos

» Investigar a expressdo de Cx43 e Panx1 no cécum e célon de animais infectados pelo
C. difficile;

» Verificar a expresséo de Cx43 e Panx1 em CGEs desafiadas por TcdA e TcdB;

» Auvaliar o papel da Cx43 (via inibicdo desse canal mediada pelo GAP19) na morte
celular e expressao de IL-6 induzidos por TcdA e TcdB em CGEs;

» Avaliar o papel da Panx1 (via inibi¢do desse canal mediada pelo 10Panx) na morte

celular e expresséo de IL-6 induzidos por TcdA e TcdB em CGEs;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Farmacos, reagentes, materiais e solucgdes utilizados no estudo

Os farmacos, os reagentes, os materiais e as solu¢des que foram utilizados neste estudo

encontram-se detalhados no apéndice.

4.2 Experimentos in vivo

4.2.1 Aspectos éticos em pesquisa animal

Os experimentos realizados em camundongos C57BL/6 foram aprovados pela
Comiss&o Institucional de Etica e Cuidados em Pesquisa Animal da University of Virginia (Uva,
EUA).

4.2.2 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 com idade de 8 semanas. Os camundongos
C57BL/6 foram provenientes do laboratério Jackson. Os camundongos foram mantidos em
gaiolas de polipropileno forradas com maravalha, trocada duas vezes por semana. Os animais
permaneceram nas mesmas condi¢des ambientais durante os experimentos (temperatura: 22°C
+ 2°C, com exaustdo de ar e ciclo de 12h claro/12h escuro) e com livre acesso a agua e ragao

padréo.

4.2.3 Preparacédo da bactéria

A cepa de C. difficile VPI110463 (ATCC 43255) foi obtida da empresa ATCC (Colecao
de Tipos de Culturas Americano). VP110463, que foi isolada a partir de uma ferida abdominal,
é uma cepa do toxindtipo 0, ribotipo 087 e positiva para tcdA e tcdB e negativa para cdtB. Para
a preparagao do indculo, inicialmente, 100uL do estoque de C. difficile VP110463 (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 37°C. Em seguida, 1 mL desse cultivo

foi transferido para um microtubo de 1,5 mL e centrifugado (10000 rpm por 2 min). Para obter
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10° UFC (Unidades formadoras de coldnia) de C. difficile VPI10463/100uL, realizou-se uma
diluicdo de 1:100 (bactéria em suspensdo: CCP). A leitura de densidade dptica de 1,0 foi
considerada ser equivalente a 108 UFC/m.

Nos grupos infectados, 10° UFC de C. difficile VVP110463 foram inoculadas por

gavagem para cada animal e para os animais ndo infectados foi injetado CCP.

4.2.4 Modelo de Infeccdo 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 = 6 para cada
grupo) foram pré-tratados por trés dias 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 agua de
beber dos animais. Vinte e quatro horas (24h) apds o término desse pré-tratamento, 0s
camundongos receberam clindamicina (32 mg/kg) por via intraperitoneal. Apés 24h da
administracdo de clindamicina, os camundongos receberam 10° UFC da forma vegetativa de C.
difficile VP110463 em CCP por gavagem. Ao grupo controle foi administrado apenas CCP. O
peso e o desenvolvimento dos sintomas da doenca de cada animal foram monitorizados
diariamente. Animais moribundos ou com perda> 20% do peso corporal foram eutanasiados.

Os animais foram eutanasiados trés dias ap6s inoculacao de C. difficile.

4.2.5 Grupos experimentais para o modelo de infeccéo

Os camundongos submetidos ao modelo de ICD foram divididos em dois grupos:

* Grupo controle (n=6): camundongos C57BL/6 submetidos ao mesmo protocolo experimental
dos animais infectados por C.difficile, porém receberam apenas CCP por gavagem no dia 0 da
infeccdo.
* Grupo infectado por C. difficile (ICD) (n=6): camundongos C57BL/6 submetidos ao modelo
de ICD, recebendo 10° UFC de C. difficile VP110463 no dia 0 da infecco.

Os animais foram eutanasiados, trés dias apos a infec¢do por meio do uso de cetamina

e xilazina (180 e 15 mg/kg, i.p.), conforme demonstrado na figura 8.
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Figura 8 - Esquema de indugdo do modelo de ICD e protocolo experimental.

Protocolo experimental do modelo de infec¢ao (dias) EE—

-6 -3 -1 0 3
I I l I I
— | | | | |

Camundongos C57BL/6 \‘\ .H Caldo CCP ou Eutanasia
Idade: 8 semanas \ﬁf . 10% UFC da - <3
e cepa VRI10468
Colistina Metronidazol . (gavagem)

850 u/mL 0,215 mg/mL
1

Xilazina (15 mg/kg, i.p.) e
cetamina (180 mg/kKg, i.p.)
Gentamicina - ——=-~
0,035 mg/mL

Clindamicina
, (32 mg/kg, i.p.)
vancomicina _ _ .~
0,045 mg/mL

Fonte: Elaborado pela autora. CCP= caldo carne picada; i. p. = intraperitoneal.

4.2.6 Parametros avaliados

4.2.6.1 Imunohistoquimica

Com o objetivo de verificar as alteracdes na expressdo de Cx43 e Panx1 no intestino,
foi realizado imunohistoquimica em amostras do cécum e do célon de camundongos
submetidos ao modelo experimental de ICD. Amostras do intestino foram fixadas em formol
tamponado a 10% por 20 h e processados para inclusdo em parafina. Apés a inclusdo em
parafina, os segmentos intestinais foram cortados em micrétomo, obtendo-se espessuras de
4um que foram inseridos em laminas histoldgicas silanizadas. Na etapa seguinte, as laminas
contendo os cortes dos tecidos intestinais foram submetidas & desparafinizagdo: inseridas em
estufa a 60°C overnight e trés banhos em xilol por 5 min cada. Em seguida, 0s 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, 0s cortes
intestinais foram submersos a um banho de agua destilada por 10 min e foi realizada a
recuperacdo antigénica com tampéo citrato (DAKO, pH 9,0) por 20 min em tanque PT link
(DAKO). Em seguida, os tecidos foram lavados com tampao fosfato-salino (PBS) por 5 min.
Na etapa seguinte, realizou-se o bloqueio da peroxidase com peroxido de hidrogénio a 3%
(DAKO) por 30 min. Decorrido este tempo, as laminas foram lavadas com PBS e foram

incubadas com os anticorpos primarios anti-Cx43 (R&D system) ou anti-Panx-1 (R&D system)
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por 3h em temperatura ambiente. Para confeccdo dos controles negativos, os anticorpos
primarios foram omitidos. Apds este periodo, os cortes foram lavados trés vezes com PBS e
incubados com polimero (DAKO) por 30 min. Em seguida, as laminas foram lavadas trés 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 cromdgeno que reage com a peroxidase do
antigeno alvo resultando em coloragdo marrom. Dessa forma, observou-se as laminas até
aparecer uma coloracdo marrom, apés este evento a reacdo foi parada imediatamente
mergulhando-as em agua destilada. Enfim, as laminas foram contra coradas com hematoxilina
de Mayer e processadas para inserir a laminula.

As imagens da imunohistoquimica foram capturadas por meio de um microscépio de
luz acoplado a uma camera com sistema de aquisicdo LAZ 3,5 (LEICA DM1000, Alemanha).
Para quantificar a area imunomarcada para Cx43 ou Panxl, utilizou-se o programa Adobe
Photoshop 8.0 para obter a &rea total do tecido e a &rea imunomarcada. Em seguida, para

mensurar a porcentagem (%) de area marcada, efetuou-se o seguinte calculo:

% da 4rea imunomarcada = Area imunomarcada (pixels) x 100

Area total (pixels)

4.3 Experimentos in vitro

4.3.1 Cultura de CGEs

A linhagem de CGEs imortalizadas obtidas da ATCC (PK060399egfr, CRL 2690).
Essas células sdo aderentes provenientes do jejuno de Rattus novergicus adultos. As CGEs
foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) suplementado com
10% de soro fetal bovino, 1% de antibidticos (100 pg/mL de penicilina e 100pug/mL de
estreptomicina) e 1 mM de piruvato de sédio, sendo mantidas em incubadora a 37°C e 5% CO2.
As células foram utilizadas para a avaliacdo dos parametros 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.
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4.3.2 Administracdo de toxinas e farmacos em CGEs

As CGEs foram incubadas com TcdA (50 ng/mL) ou TcdB (1 ng/mL) proveniente da
Techlab por 2, 12 e/ou 18h de incubacéo. Para estudar o papel de Cx43 nas alteracGes induzidas
por TcdA e TcdB em CGEs, as células foram incubadas com Gapl9 trifluoroacetate (1 e 10
uM), um inibidor de Cx43, uma hora antes da incubagido com as TcdA e TcdB. Para verificar a
participacdo de Panx1, CGEs foram pré-tratadas com 10Panx trifluoroacetate (10 e 50 uM),

um inibidor de Panx1, uma hora antes da incubagdo com as TcdA e TcdB.

4.3.3 Parametros avaliados no estudo in vitro

4.3.3.1 Ensaio de viabilidade celular

Para definir as concentragdes de GAP19 e 10Panx capazes de ndo afetar a viabilidade
de CGEs em 18h de incubacéo, realizou-se o0 ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,
5-difenil-2H-tetrazélio (MTT). As CGEs (5x10° células/poco) foram semeadas em placas de
96 pocos e ap6s 24h foram incubadas com GAP19 (1, 10, 100, 300 e 1000uM) ou 10Panx (1,
10, 100 e 300uM) por 18h de incubacdo. Em seguida, as células foram incubadas com MTT
(0,5 mg/mL reconstituido em DMEM suplementado) por 2h a 37°C em incubadora tmida sob
condicdo de 5% de CO2 Apos remocao da solucdo de MTT, 150 ul de dimetilsulféxido foram
adicionados a cada poc¢o para ressuspender os cristais de formazana. As placas foram agitadas
durante 2 min em temperatura ambiente e a absorbancia da reac¢do foi mensurada a 570 nm
utilizando um leitor de ELISA. Um grupo controle de morte, no qual CGEs foram incubadas

com dimetilsulféxido (DMSO), foi adicionado ao experimento.

4.3.3.2 Expressao Génica de Cx43, Panxl e IL-6 por gPCR

Para avaliar a expressdo génica de Cx43, Panx1 e IL-6 em CGEs expostas a TcdA e
TcdB, realizou-se qPCR. CGEs (6x105 células/ poco) foram distribuidas em placas de 6 pocos
e tratadas com TcdA ou TcdB e moduladores farmacologicos por 18h. Apos a incubacgéo, o
RNA total foi extraido usando o kit RNeasy Plus Mini (Qiagen, Hilden, Alemanha) por meio
do QIAcube (Qiagen). Em seguida, o0 RNA foi quantificado por meio do fluorimetro Qubit 3.0
(Life technologies) usando o kit de ensaio Qubit RNA BR (Invitrogen).
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Para a sintese do cDNA, 600 ng de RNA foi ento transcrito reversamente usando o
kit de sintese de cDNA iScript (BioRad) ap6s remog¢do da contaminagdo do DNA genémico
por meio do tratamento das amostras com DNAse | (Invitrogen). A amplificacdo de Cx43,
Panx1, IL-6 e GAPDH por gPCR, a partir de amostras de CGEs processadas, foi realizada por
meio do sistema CFX Connect (BioRad) com as seguintes condig¢des 95 ° C por 30s seguido
por 40 ciclosa 95 ° C por 5s e 60 ° C por 30 s. Todas as rea¢des foram realizadas com supermix
iTaqg universal Syber (BioRad). Os conjuntos de primers utilizados foram listados no quadro 2.

A expressao relativa de cada gene de interesse foi mensurada pelo método AACt.

Quadro 1 - Primers utilizados no gPCR

Cx43

Forward CCCCACTCTCACCTATGTCTCC
Reverse ACTTTTGCCGCCTAGCTATCCC
Panx1

Forward CAAGGGAGAGGACCAGGGC
Reverse ATCTATTCTTCTATGACGCTG
IL-6

Forward GCCAGAGTCATTCAGAGCAATA
Reverse GTTGGATGGTCTTGGTCCTTAG
GAPDH

Forward AGACAGCCGCATCTTCTTGT
Reverse CTTGCCGTGGGTAGAGTCAT

Fonte: Elaborado pela autora.

4.3.3.3 Avaliacéo da expressao proteica de Cx43

A expressao da proteica de Cx43 em CGEs desafiadas por TcdA e TcdB foi avaliada
por meio de Western Blotting. CGEs (6x105 células/ po¢o) foram distribuidas em placas de 6
pocos e incubadas com TcdA ou TcdB. Apos a incubacdo, o sobrenadante foi removido e as
células foram lisadas usando tampéo de lise RIPA (Thermo Fisher Scientific, contendo inibidor
de protease livre de EDTA e de fosfatase), as amostras foram centrifugadas (17 min, 4°C, 13000
rpm) e o sobrenadante foi coletado. 40 pg de proteina (previamente preparadas com Laemmil
sample buffer e B-mercaptoetanol) foram desnaturadas a 95°C durante 5 min, separadas em gel
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BIS-Tris 10% e transferido para membranas de PVDF por 2 h. Ap6s blogueio com 5% de
solucéo de bloqueio (BioRad) em temperatura ambiente por 1 h, as membranas foram incubadas
overnight com os anticorpos primarios (anti-a-tubulina, Sigma, T8203, 1:500; anti-Cx43, R&D
system, PPS045, 1:400; e Panx1, Invitrogen, 488100, 1:333) a 4°C sob agitacdo. No dia
seguinte, as membranas foram incubadas com os anticorpos secundarios (anti-mouse 1:500 e
anti-rabbit 1:500) por 2 h. As membranas foram lavadas em solugdo salina tamponada com Tris
contendo Tween 20 a 0,05% (TSB-T) e incubadas com ECL. O sinal de quimioluminescéncia
foi detectado utilizando o sistema ChemiDoc (BioRad). A quantificacdo densitométrica das

bandas foi realizada utilizando o software ImageJ.

4.3.3.4 Avaliacdo da atividade de caspase 3/7

Para avaliar a ativacdo de caspase-3 e 7 em CGEs incubadas com TcdA ou TcdB,
recebendo ou ndo Gap19 ou 10Panx realizou-se um ensaio de atividade de caspase 3/7 conforme
descrito pelo fabricante (caspase-Glo 3/7, Promega). Primeiramente, CGEs (104 células/ pogo)
foram plaqueadas em placas brancas e opacas de 96 pocos (Falcon). Ap6s 24h, as células foram
incubadas com TcdA (50 ng/mL) ou TcdB (1 ng/mL) isoladamente ou precedida por Gap19 (1
ou 10uM) ou 10Panx (10 e 50 uM). Apo6s 18h de incubacdo, a placa de 96 pogos contendo as
celulas tratadas foram retiradas da incubadora e colocadas em temperatura ambiente por 10
min. Em seguida, adicionaram-se 100 pL de reagente de caspase-Glo 3/7 (substrato de caspase-
Glo 3/7 reconstituido em tampéo de caspase-Glo 3/7, equilibrado em temperatura ambiente
antes do uso) a cada poco, agitou-se a placa num agitador de placas por 30s em 500 rpm e
incubou-se por 2h em temperatura ambiente e protegido da luz. A luminescéncia foi mensurada
por meio de um lumindmetro (NanoLuc technology, PROMEGA). Para a obtencdo da unidade
de luminescéncia relativa (ULR), o sinal de luminescéncia de todas as amostras foi subtraido
pela luminescéncia intrinseca do reagente de caspase-Glo 3/7 (poco apenas com DMEM
suplementado e reagente de caspase-Glo 3/7 sem células).

4.3.3.5 Ensaio de ligacdo fosfatidilserina-anexina V
Para avaliar apoptose em CGEs incubadas com TcdA ou TcdB, realizou-se um ensaio

de ligacdo fosfatidilserina-anexina VV em tempo real em células vivas conforme descrito pelo

fabricante (ensaio em tempo real Glo-anexina V apoptose, Promega). Primeiramente, CGEs
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(104 células/ pogo) foram plaqueadas em placas brancas e opacas de 96 pocos (Falcon). Apds
24h, as células foram incubadas com TcdA (50 ng/mL) ou TcdB (1 ng/mL) isoladamente ou
precedida por Gapl9 (1 uM) ou 10Panx (50 uM). Em seguida, adicionaram-se 100 pL de
reagente de deteccdo 2x (2 pL do substrato de anexina NanoBit, 2 pL CaCl2, 2 pL anexina V-
SmBit e 2 pL anexina V-LgBit em 1000 uL de DMEM suplementado pré-aquecido a 37°C) a
cada pogo, sendo incubadas a 37°C numa incubadora umidificada sob 5% CO2 condicdo. A
luminescéncia foi mensurada por meio de um luminometro (NanoLuc technology,
PROMEGA). Para a obtencdo da unidade de luminescéncia relativa (ULR), o sinal de
luminéncia de todas as amostras foi subtraido pela luminescéncia intrinseca do reagente de

deteccdo (pogo apenas com DMEM suplementado sem células).

4.4 Analise estatistica

Todos os resultados quantitativos foram expressos como média + erro padrdo da média
(EPM). A analise estatistica dos dados foi realizada por meio do software GraphPad Prism,
versdo 6,0. Para a realizacdo da andlise estatistica entre os grupos foram utilizados os seguintes
testes: Teste T de Student para a comparagdo de dois grupos; teste de andlise de variancia
(ANOVA) seguido pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey para comparar mais de dois
grupos; Two-way ANOVA seguido pelo teste de comparac6es maltiplas de Tukey. O nivel de
significancia adotado foi de 0,05 (o = 5%) e niveis descritivos (p) inferiores a esse valor foram

considerados significantes.
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5 RESULTADOS

5.1 Alteracdes da expressao de Cx43 em amostras de colon e cécum de camundongo com
ICD

Dado que o cécum e colon sdo as por¢des do intestino mais afetadas pela ICD,
investigou-se se a ICD altera a expressdo de Cx43 em amostras intestinais de camundongos por
meio da técnica de imunohistoquimica.

Conforme apresentado na figura 9, amostras de cécum e célon de camundongos com
ICD apresentaram imunomarcagdo para Cx43 comparado ao grupo controle. Ao mensurar a
imunomarcacao positiva para Cx43 nessas amostras, observou-se que ICD aumentou no cécum
(p = 0,03, Figura 10), mas ndo no c6lon, comparado ao grupo controle. Esse aumento de Cx43

foi evidenciado na lamina prépria e plexo mioentérico (Figura 9).

Figura 9 — Imunomarcacdo de Cx43 em amostras de cécum e célon de camundongos
submetidos a ICD.
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Colon

Os painéis representam
com ICD (infec¢do pelo C. difficile). Amostras de tecido de cécum e colon de animais que receberam somente
CCP sdo representadas pelo grupo controle (Barra=100 um).
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Figura 10 - ICD aumenta imunomarcacdo de Cx43 no cécum, mas ndo no colon de
camundongos.
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O grafico representa a média £+ EPM da porcentagem da area imunopositiva para Cx43 no cécum e célon de
camundongos submetidos a ICD (grupo ICD) e ndo infectados (grupo controle) em relagéo a &rea total. Teste t de
Student, onde o valor de p encontra-se representado no grafico.

5.1.2 Alteracdes da expressdo de Cx43 em CGEs desafiadas por TcdA e TcdB in vitro

Dentre os diversos tipos celulares presentes no intestino, a CGE é uma das principais
células que expressam Cx43 (MCCLAIN et al., 2014). Devido essas células desempenharem
importantes fungdes no intestino em condi¢des normais e patoldgicas, bem como a sua interacao
com diversos tipos celulares, questionou-se se TcdA e TcdB alteravam a expressao de Cx43 em
CGEs in vitro.

Conforme apresentado na figura 11, TcdA, mas ndo TcdB, elevou de forma
estatisticamente significante a expressdo génica de Cx43 em CGEs no tempo de 2h, comparado
ao grupo controle. Contudo, TcdA (p<0,0001) e TcdB (p<0,001) reduzem a expresséo génica

de Cx43 ap6s 12h de incubagdo comparada ao grupo controle (Figura 11).
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Figura 11 - TcdA e TcdB alteram a expressao génica de Cx43 em CGEs in vitro.
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A expressdo relativa de Cx43 em CGEs desafiadas com TcdA (50 ng/mL) e TcdB (1 ng/mL) foi avaliada por g°PCR
apos 2, 12 e 18h de incubacdo. Barras representam a média £ EPM (n=3). Para analise estatistica foi utilizado o
teste one-way ANOVA seguido do teste de Tukey. *p<0,001 e **p<0,0001.

A anélise por western blotting revelou que TcdA tende a aumentar de forma expressiva
0s niveis proteicos de Cx43 em CGEs no tempo de 2h comparado as células controle (Figura
12), enquanto TcdB reduziu os niveis proteicos de Cx43 em CGEs em comparagdo com o grupo

controle no tempo de 2h de incubacdo (figura 12).
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Figura 12 - Expresséo proteica de Cx43 em CGEs desafiadas por TcdA e TcdB in vitro.

Controle TcdA TcdB
Cx43 N S B . 43kDa

Tubulin d‘ - e 55D,

Cx43

2.0+ .
=
S 1.5
e
=
[
© 1.0- S——
(]
2
WS 0.5-
©
(1’

0.0 T

Controle TcdA TcdB

2h

A expressao proteica de Cx43 em CGEs expostas a TcdA (50 ng/mL) e TcdB (1 ng/mL) foi avaliada por Western
Blotting. Os dados sdo apresentados como média £ EPM da expressao proteica de Cx43 relativo a a-tubulina. Para
analise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido do teste de Tukey. *p<0,001 e **p<0,0001.

5.1.3 Viabilidade de CGEs expostas ao inibidor de Cx43 (Gap19) in vitro

Para identificar as melhores concentragdes do inibidor de Cx43 (Gapl9), foi avaliada
a viabilidade de CGEs expostas a diferentes concentracdes de Gapl9 por 18h de incubacéo.
Viabilidade celular foi determinada por meio do ensaio de MTT.

Observou-se que as concentragdes de 300 e 1000 uM reduziram a viabilidade celular
das CGEs comparado ao grupo controle. No entanto, somente as concentragdes de 1, 10 e 100
UM foram vidveis por ndo apresentarem diferenca estatistica com o grupo controle e serem
estatisticamente diferentes do grupo DMSO. Posteriormente, foram escolhidas as

concentracdes de 1 e 10 uM para a execucdo do estudo (Figura 13).
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Figura 13 — Efeito do Gap19 na Viabilidade de CGEs in vitro.
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Ensaio de viabilidade celular realizado em CGEs incubadas com Gap19 (1, 10, 100, 300 e 1000uM), 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. Para analise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido do teste de
Tukey. *p<0,0001 versus o grupo controle e #p<0,0001 versus o grupo DMSO.

5.1.4 Efeito do inibidor de Cx43 na atividade de caspase 3/7 e marcacao da fosfatidilserina

com anexina V em CGEs desafiadas por TcdA e TcdB in vitro

Estudo anterior mostrou que TcdA e TcdB induzem morte de CGEs (COSTA, 2019).
Para investigar a participacdo de Cx43, mediante 0 uso do inibidor de Cx43 (Gapl9), no
aumento da atividade das caspase 3/7 induzidos por TcdA e TcdB em CGEs, quantificou-se 0s
niveis dessas caspases por luminescéncia.

O inibidor de Cx43 (Gap 19, 1 e 10 uM) ndo reduziu a atividade de caspase 3/7
induzidas por TcdA e TcdB em CGEs (Figura 14). Alem disso, 0 Gap19 ndo reduziu a marcagéao

de fosfatidilserina com anexina V induzidas por ambas as toxinas em CGEs (Figura 15).
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Figura 14 - Inibidor de Cx43 néo reduz a atividade de caspase 3/7 induzida por TcdA e TcdB
em CGEs.
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A atividade de caspase 3/7 em CGEs desafiadas por TcdA e TcdB, previamente incubadas ou ndo com inibidor de
Cx43 (Gapl19, 1 e 10 uM), por 18h. O grupo controle sdo CGESs incubadas apenas com meio de cultivo. Para
andlise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido do teste de Tukey, onde o valor de p encontra-se
representado no gréfico.

Figura 15 - Inibidor de Cx43 ndo diminui a formag&o de ligacdes fosfatidilserina-anexina V em
CGEs desafiadas por TcdA e TcdB.
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A formacdo de ligacGes fosfatidilserina (FS)-anexina V, um marcador de morte celular, foi avaliada por meio do
ensaio de ligacdo FS-anexina VV em tempo real em CGEs desafiadas por TcdA e TcdB, previamente incubadas ou
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ndo com inibidor de Cx43 (Gapl19, 1 uM), por 18h. O grupo controle sdo CGEs incubadas apenas com meio de
cultivo. Os dados sdo apresentados como média + EPM (n=5). A unidade de luminescéncia relativa (ULR) é
proporcional a quantidade de ligacdo FS-anexina V. Para analise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA
seguido do teste de Tukey, onde o valor de p encontra-se representado no gréafico.

5.1.5 Efeito do inibidor de Cx43 na expressdo da citocina pleiotrépica IL-6 em CGEs
desafiadas por TcdA e TcdB in vitro

Sendo as CGEs uma importante fonte de IL-6, investigou-se o papel de Cx43 na
expressdo dessa citocina pleiotropica (YANG et al., 2018). Conforme apresentado na figura 16,
0 inibidor de Cx43 (Gap19, 1 uM) diminuiu a expressao génica de IL-6 em CGEs desafiadas
com TcdB (p =0,0001), mas ndo por TcdA comparado ao grupo controle.

Em conjunto, esses dados sugerem que Cx43 ndo previne a morte de CGEs induzida

por TcdA e TcdB, mas reduz a expressdo da citocina pleiotropica IL-6 em CGEs desafiadas
com TcdB.

Figura 16 - Inibidor de Cx43 diminui a expressao de IL-6 em CGEs desafiadas por TcdB, mas
ndo por TcdA.
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Expressdo génica de 1L-6 foi avaliada por gPCR em CGEs desafiadas por TcdA e TcdB, previamente incubadas
ou nao com inibidor de Cx43 (Gap19, 1 uM), por 18h. O grupo controle sio CGEs incubadas apenas com meio de
cultivo. Os dados sdo apresentados como média = EPM (n=5). Para analise estatistica foi utilizado o teste one-way
ANOVA seguido do teste de Tukey, onde o valor de p encontra-se representado no grafico.
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5.2 AlteracOes da expressdo de Panx1 em amostras de célon e cécum de camundongo com
ICD

Conforme apresentado na figura 17, amostras de cécum e célon de camundongos com
ICD apresentaram aumento notorio de imunomarcagdo na lamina propria e na submucosa para
Panx1 comparado ao grupo controle. Ao mensurar a imunomarcagédo positiva para Panx1 nessas
amostras, observou-se que ICD aumentou no cécum (p = 0,01, Figura 18) e no colon (p = 0,04),

comparado ao grupo controle.

Figura 17 - Imunomarcacéo de Panx1 em amostras de tecido de cécum e colon de camundongos
submetidos a ICD.
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Os painéis representam imagens de imunohistoquimica para Panx1 em tecidos de c6lon e cécum de camundongos
com ICD (infecgéo pelo C. difficile). Amostras normais de cécum e colon sdo representadas pelo grupo controle
(100 pm).
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Figura 18 - ICD aumenta imunomarcagdo de Panx1 no cécum e cdlon de camundongos.
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O gréfico representa a média £+ EPM da porcentagem da area imunopositiva para Panx1 no cécum e célon de
camundongos submetidos a ICD (grupo ICD) e ndo infectados (grupo controle) em relagéo a &rea total. Teste t de
Student, onde o valor de p encontra-se representado no grafico.

5.2.1 Alteracdes da expressdo de Panx1l em CGEs desafiadas por TcdA e TcdB in vitro

A figura 19 mostra que TcdA e TcdB elevaram de forma estatisticamente significante a
expressao génica de Panx1 em CGEs no tempo de 18h, comparado ao grupo controle. Contudo,
TcdA (p<0,0001) e TcdB (p<0,0001) reduzem a expressdo génica de Panx1 nos tempos de 2h

e 12h de incubacdo, respectivamente, comparado ao grupo controle (Figura 19).



48

Figura 19 - TcdA e TcdB alteram a expressao génica de Panx1 em CGEs in vitro.
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A expressédo relativa de Panxl em CGEs desafiadas com TcdA (50 ng/mL) e TcdB (1 ng/mL) foi avaliada por
gPCR apds 2, 12 e 18h de incubacdo. Barras representam a média £ EPM (n=3). Para analise estatistica foi utilizado
0 teste one-way ANOVA seguido do teste de Tukey. **p<0,0001.

A andlise por western blotting ndo revelou alteracdo nos niveis proteicos de Panx1 em

CGEs no tempo de 2h, em comparacdo ao grupo controle (Figura 20).

Figura 20 - Expresséo proteica de Panx1 em CGEs desafiadas por TcdA e TcdB in vitro.
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A expressdo proteica de Panx1 em CGEs expostas a TcdA (50 ng/mL) e TcdB (1 ng/mL) foi avaliada por Western
Blotting. Os dados séo apresentados como média + EPM da expressdo proteica de Panx1 relativo a a-tubulina.
Para analise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido do teste de Tukey.
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5.2.2 Viabilidade de CGEs expostas ao inibidor de Panx1 (10Panx) in vitro

Para identificar as melhores concentragdes do inibidor de Panx1 (10Panx), foi avaliada
a viabilidade de CGEs expostas a diferentes concentragdes de 10Panx por 18h de incubagao.
Viabilidade celular foi determinada por meio do ensaio de MTT.

Observou-se que as concentracdes de 1, 100 e 300 uM reduziram a viabilidade celular
das CGEs comparado ao grupo controle. No entanto, somente a concentracdo de 10 puM foi
viavel por ndo apresentar diferencga estatistica com o grupo controle e ser estatisticamente
diferente do grupo DMSO. Posteriormente, foram escolhidas as concentra¢des de 10 e 50 uM

para a execucdo do estudo (Figura 21).

Figura 21 — Efeito do 10Panx na viabilidade de CGEs in vitro.
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Ensaio de viabilidade celular realizado em CGEs incubadas com 10Panx (1, 10, 100 e 300 uM), 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. Para andlise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido do teste de Tukey.
*p<0,0001 versus o grupo controle e #p<0.0001 versus o grupo DMSO.

5.2.3 Efeito do inibidor de Panxl na atividade de caspase 3/7 e ligacdo fosfatidilserina-
anexina V em CGEs desafiadas por TcdA e TcdB in vitro

O inibidor de Panx1 (10Panx) na concentragdo de 50 UM, e ndo 10 pM, reduziu a
atividade de caspase 3/7 induzidas por TcdA e TcdB em CGEs (Figura 22). Além disso, 0
10Panx reduziu a ligagéo fosfatidilserina-anexina V induzidas por ambas as toxinas em CGEs
(Figura 23).

Em conjunto, esses dados demonstram que a Panx1 esta envolvida na morte celular da
glia entérica induzida por TcdA e TcdB.
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Figura 22 - Inibidor de panx1 reduz a atividade de caspase 3/7 induzida por TcdA e TcdB em
CGEs.
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A atividade de caspase 3/7 em CGEs desafiadas por TcdA e TcdB, previamente incubadas ou ndo com inibidor de
Panx1 (10Panx, 10 e 50 uM), por 18h. O grupo controle sdo CGEs incubadas apenas com meio de cultivo. Para
andlise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido do teste de Tukey, onde o valor de p encontra-se
representado no gréafico.

Figura 23 - Inibidor de Panx1 diminui a formacdo de ligacGes fosfatidilserina-anexina V em
CGEs desafiadas por TcdA e TcdB.
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A formac&o de ligac@es fosfatidilserina (FS)-anexina V, um marcador de morte celular, foi avaliada por meio do
ensaio de ligacdo FS-anexina VV em tempo real em CGEs desafiadas por TcdA e TcdB, previamente incubadas ou
ndo com inibidor de Panx (10Panx, 50 uM), por 18h. O grupo controle sdo CGEs incubadas apenas com meio de
cultivo. Os dados sdo apresentados como média £+ EPM (n=5). A unidade de luminescéncia relativa (ULR) ¢
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proporcional a quantidade de ligacdo FS-anexina V. Para analise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA
seguido do teste de Tukey, onde o valor de p encontra-se representado no gréafico.

5.2.4 Efeito do inibidor de Panxl na expressdo da citocina pleiotropica IL-6 em CGEs
desafiadas por TcdA e TcdB in vitro

Conforme apresentado na figura 24, o inibidor de Panx1 (10Panx, 50 uM) néo afetou

a expressdo génica de I1L-6 em CGEs desafiadas por TcdA e TcdB quando comparado ao grupo
controle.

Figura 24 - Inibidor de Panx1 ndo afeta a expressdo de IL-6 em CGEs desafiadas por TcdA e
TcdB.
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Expressdo génica de IL-6 foi avaliada por gPCR em CGEs desafiadas por TcdA e TcdB, previamente incubadas
ou ndo com inibidor de Panx1 (10Panx, 50 uM) por 18h. O grupo controle sio CGEs incubadas apenas com meio
de cultivo. Os dados sdo apresentados como média £ EPM (n=5). Para anélise estatistica foi utilizado o teste one-
way ANOVA seguido do teste de Tukey, onde o valor de p encontra-se representado no gréfico.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, evidenciou-se elevada expressdo de Panx1 em amostras de célon e
cécum de animais infectados por C. difficile, enquanto que o aumento da expressdo de Cx43 se
deu somente em amostras de cécum de camundongos com ICD. O cécum, de fato, é a regido
do intestino mais atingida pela ICD (CHEN et al., 2020; CHENG; ZHU; FADEN et al., 2019;
JENIOR et al., 2018), apresentando extensa ruptura do epitélio intestinal, hemorragia, edema e
recrutamento de células inflamatorias, dessa forma, os achados de Cx43 indicam que esse canal
pode ser hiperexpresso apenas nos sitios com maior grau de inflamacéo.

A Cx43 é expressa em diversos 6rgdos, a saber, timo, pulméo, cérebro, coracéo, pele e
intestino em condicdes fisiologicas (MANIAS et al., 2008; SRINIVAS et al., 2019; GRUBISIC
et al., 2020). Contudo, os niveis de Cx43 podem aumentar em condi¢bes inflamatdrias e
contribuir para a geracdo de diarreia infecciosa, como foi observado em colondcitos durante
infeccdo por Citrobacter rodentium em camundongos (GUTTMAN et al., 2010).

Por outro lado, a expressdo de Panx1 pode ser evidenciada em tecidos com maior ou
menor grau de inflamacdo como mostrado pelo dado de imunohistoquimica do cécum e célon,
respectivamente, de animais infectados por C. difficile apresentado aqui neste estudo. O
aumento da Panx1 também foi associada a presenca de inflamac&o, e ja foi descrito em vérias
doengas como a isquemia cerebral, em modelo de acidente vascular cerebral isquémico em
camundongos (BARGIOTAS et al.,, 2011; CISNEROS-MEJORADO et al., 2015), em
linhagem de células metastaticas de pacientes com cancer de mama (FURLOW et al., 2015),
na doenca de Crohn e na colite ulcerativa (DIEZMOS et al., 2013; GULBRANSEN et al.,
2012). Pela primeira vez, mostrou-se aqui que Cx43 e Panxl aumentam em amostras do
intestino grosso durante a ICD.

A expressao dos canais de Panx1 e Cx43 também foi descrita nas células endoteliais de
microvasos do cérebro (TACHIKAWA et al., 2020), em celulas epiteliais intestinais
(DIEZMOS et al., 2018) e em células do sistema imunologico, como macrofagos e neutrofilos
(VALDEBENITO; BARRETO; EUGENIN, 2018). Neste estudo, observamos imunomarcacéo
para Cx43, principalmente, na mucosa e células do plexo mioentérico do cécum, e para Panx1,
em células da mucosa, submucosa e em células dispersas na camada muscular. A presenca de
imunomarcagdo no plexo mioentérico e em células da mucosa e submucosa motivou a
continuacdo da investigagdo em celulas gliais entéricas. Dados prévios mostram que a Cx43 foi

identificada em CGEs de camundongos e humanos (GRUBISIC et al., 2020). De fato, conforme
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observado pelos achados do presente estudo, a linhagem de CGEs proveniente do jejuno de
ratos utilizadas aqui para investigar o papel de Cx43 e Panx1 nos efeitos deletérios das toxinas
do C. difficile, também expressam ambos os canais.

A glia entérica é uma populacao intrigante de células que atua de forma ativa e complexa
no trato gastrintestinal, modulando processos fisioldgicos intestinais como motilidade,
secrecOes e funcdo de barreira (GULBRANSEN e CHRISTOFI, 2018; GULBRANSEN e
SHARKEY, 2012). Ao detectar sinais de perigo celular, como ATP, as CGEs sdo ativadas
liberando outros mediadores que induzem morte neuronal e resposta inflamatorias
(GULBRANSEN e CHRISTOFI, 2018).

Adicionalmente, demonstrou-se que TcdA e TcdB aumentam tardiamente a expressao
de Panx1 em CGEs e apenas a TcdA suprarregula Cx43 precocemente. No entanto, ambas as
toxinas reduzem a expressdo de Cx43 em CGEs a partir de 12h de incubacdo. Assim como as
toxinas do C. difficile, LPS também reduz a expressdo de Cx43 em cultura primaria de astrocitos
(LIAO et al., 2010). Em relacdo ao aumento da expressdo precoce de Cx43 em CGEs e
posterior reducdo tempo-dependente, hipotetizou-se que esta relacionado ao fato de que as
toxinas do C. difficile promovem inativacdo das Rho GTPases, causando desarranjo do
citoesqueleto de actina e consequente arredondamento celular (CZEPIEL et al., 2019;
TINOCO-VERAS et al., 2017). E possivel que a maior poténcia citotoxica da TcdB em relagio
a TcdA possa explicar a diferenca inicial sobre expressdo de Cx43 (BASSOTTI et al., 2020;
BEER et al., 2018). Apesar das duas toxinas atuarem sobre Rho GTPases, a TcdB possui outras
acOes independentes de Rho GTPases (HENKEL et al., 2020; ERDMANN et al., 2017). A
Cx43, por se tratar de uma proteina de membrana que potencializa a comunicacédo célula-célula
(WONG et al, 2019), pode exibir redugdo de sua expressdo em CGEs devido alteragédo
morfoldgica induzida pelas toxinas do C. difficile. Diferente da Cx43, a Panx1 estabelece uma
via de comunicacdo entre o citosol de uma determinada célula e seu ambiente extracelular
(JALALEDDINE et al., 2019; CRESPO YANGUAS et al., 2017).

Os canais de Cx43 e Panx1 sao fundamentais para a comunicacao celular e liberacao de
moléculas sinalizadoras, como o ATP (BENNET et al., 2012; KAMERITSCH; POGODA et
al., 2020; WONG et al., 2019). Além do ATP, os canais de Cx43 e Panx1 também medeiam o
influxo e/ou efluxo de moléculas de sinalizagdo, como o glutamato (DIAZ et al., 2019).

No presente estudo, detectou-se que Panx1, mas ndo Cx43, estd envolvida na morte de
CGEs induzida por TcdA e TcdB. Esses dados foram constatados pela reducdo da ativacdo de

caspases 3/7 e da marcagéo de fosfatidilserina na membrana celular com anexina V em CGEs
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desafiadas pelas toxinas do C. difficile na presenca do inibidor de Panx1. Um dos mecanismos
pode ser via liberacdo de ATP mediado pela abertura dos canais de Panx1, resultando em
ativacdo de receptores purinérgicos e aumento do fluxo de calcio intracelular que estimulam a
ativacdo de caspases ativadoras e efetoras culminado no processo apoptotico (GALLUZZI et
al, 2018; KAMERITSCH; POGODA et al., 2020; CHEKENI et al., 2010 ; CISNEROS-
MEJORADO et al., 2015 ; CRESPO YANGUAS et al., 2017).

O ATP extracelular ndo sé opera como um sinalizador para as células de defesa
circundantes, mas também medeia o estimulo de ativacao do inflamassoma candnico ao se ligar
a receptores purinérgicos e promover a ativacdo de caspases (GALLUZZI et al, 2018). A
liberacdo de ATP no meio extracelular é implicada na ativacdo de varios receptores
purinérgicos, dentre eles, o P2X7 que é de particular interesse por estar envolvido na morte
celular (DIEZMOS et al., 2016). Resultados do nosso grupo de pesquisa, ainda ndo publicados,
evidenciaram que TcdA induz o aumento da expressdo do receptor P2X7, que por sua vez
promove perda de neurdnios no intestino (SANTOS, 2017). Estudo realizado por Moura-Neto
(2019) mostrou que TcdA e TcdB suprarregulam o receptor P2X7 nas CGEs, culminado com
morte celular (MOURA-NETO, 2019). Em modelo de colite experimental, Panx1 foi associada
amorte de neurdnios entéricos via ativacao de caspases (GULBRASEN et al., 2012; DIEZMOS
etal., 2013).

A apoptose é um tipo de morte celular regulada iniciada por perturbagdes
microambientais que resulta na ativacdo de um ou mais médulos de transducdo de sinal
(DIEZMOS et al., 2016; GALLUZZI et al, 2018). As caspases sdo enzimas proteoliticas que
desempenham papel no controle da morte celular. A caspase-3 € responsavel pela maioria dos
efeitos deletérios celulares e, juntamente com a caspase 7, sdo reconhecidas como efetoras e
ativadas proteoliticamente por caspases iniciadoras (SHALINI et al., 2015; JULIEN; WELLS,
2017). A clivagem proteolitica leva a mudancas importantes na morfologia celular, como a
fragmentacdo do DNA e exposicdo da fosfatidilserina (FS) na superficie celular (JULIEN;
WELLS, 2017). Isso porque a FS é um fosfolipidio abundante nas membranas plasmaticas e,
normalmente, mantida dentro da célula (NAGATA et al., 2016). A exposicdo de FS atua como
um sinalizador em células mortas e resulta de mecanismos apoptoticos, atraindo fatores como
a anexina V, o qual se liga a FS, indicando uma célula em apoptose (SHLOMOVITZ et al.,
2019). Nosso grupo de pesquisa demonstrou que TcdA do C. difficile induz morte celular por
apoptose em células epiteliais intestinais humanas (T84) e que essa morte celular € mediada

pela via intrinseca com alteracdo do potencial de membrana mitocondrial, ativacao de caspase
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9 e liberacdo de citocromo C. A via extrinseca também é ativada pela TcdA através de ativacéo
de caspase 8 e Bid. As caspases efetoras 3 e 6 também s&o ativadas, resultando em clivagem do
DNA (Brito et al., 2002). Os dados apresentados aqui, reforcam os o efeito pro-apoptotico da
TcdA e mostram que a Panx1 esta envolvida na morte celular induzida pela TcdA em células
gliais entéricas.

Diferentemente do que foi demonstrado no presente estudo, estudos prévios mostraram
que Cx43 expressa por CGEs tem importante participacdo na morte de neurdnios entéricos
durante a inflamacdo (BROWN et al., 2016, BURNSTOCK; JACOBSON; CHRISTOFI, 2017,
DIEZMOS et al., 2016). Esses dados prévios, em conjunto com os dados obtidos aqui, indicam
que Cx43 ndo participa da morte de CGEs, porém pode desempenhar importante funcdo na
interacdo dessas células com outras, como neurénios. No entanto, mais investigacfes sdo
necessarias para melhor compreender o papel de Cx43 em outras células.

Anteriormente, um estudo do nosso grupo mostrou que TcdA e TcdB induzem
suprarregulacédo de IL-6 (COSTA, 2019; MOURA-NETO, 2019) via ativagéo do receptor P2X7
(MOURA NETO, 2019) e via SI00B/RAGE/PI3K/NKkB em CGEs (COSTA, 2019). No
presente estudo, Cx43, mas ndo Panx1, participou da expressdo de IL-6 induzida pela TcdB,
mas ndo por TcdA. De forma similar, a delecdo de Cx43 diminuiu significativamente a
expressdo de IL-6 na artrite experimental, reduzindo os danos ocasionados por esse processo
(TSUCHIDA et al., 2013).

A IL-6, pode ser sintetizada por uma variedade de células, incluindo as CGEs
(MOURA-NETO, 2019; COSTA 2019; PUZAN et al., 2018; RUHL et al., 2001). IL-6 é
considerada uma citocina pleiotropica por desempenhar um papel anti-inflamatério ou
inflamatorio a depender do contexto ao qual a mesma esta inserida (MURAKAMI et al., 2019).
IL-6 tem mostrado ser um importante marcador da gravidade da ICD (YU et al., 2017). Aqui,
mostramos que a ativacdo de Cx43 contribui para a expressao génica de IL-6 induzida por TcdB.
Interessantemente, Lazzerini et al (2019) demonstraram que a incubacdo de cardiomiocitos
atriais de camundongos com IL-6 esta associada a uma diminuicédo significativa na expressao
de Cx43. De fato, estudo anterior mostrou que a Cx43 contribui para a resposta inflamatoria,
regulando, por exemplo, a produgdo de mediadores como proteina inflamatoéria de macrofagos-
la (MIP), eotaxina e interleucina-2 (IL-2) durante a colite aguda e crénica em camundongos
(GRUBISIC et al., 2020).

De acordo com os achados do presente estudo, a Panx1 ndo é requerida, por exemplo,

para a ativacdo do inflamassoma, mas participa da apoptose celular (RUSSO et al., 2016; QU
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et al., 2011), ao contrério da Cx43 que, conforme demonstrado, participa da liberacdo e
expressdo de mediadores inflamatorios. Em um desses estudos realizados in vitro com
macrofagos murinos, foi demostrado que o inibidor de Panx1 ndo interferiu na ativacdo de
caspase-1, um ativador do inflamassoma, induzida por TcdB (RUSSO et al., 2016).

Nosso estudo é o primeiro a mostrar o papel da Cx43 na suprarregulagdo de IL-6 € 0
envolvimento da Panx1 na morte celular de CGEs desafiadas por TcdA e TcdB (Figura 25).
Em suma, TcdB ativa Cx43 resultando em suprarregulacdo da expressdo génica de IL-6.
Enquanto que ambas TcdA e TcdB ativam Panxl, levando a ativacdo de caspase-3/7,
culminando em exposi¢do de PS na membrana plasmatica com consequente ligacdo a anexina
V, que caracterizam CGE em processo de morte celular (Figura 25). Evidenciou-se, ainda, o
aumento de expressdo de Panx1 e Cx43 em modelo de infec¢do, sugerindo que a modulacéo
desses canais sdo potenciais alvos terapéuticos na ICD. Pesquisas adicionais sobre Cx43 e

Panx1 na ICD sé&o necessarias.

Figura 25 — Possivel mecanismo da participacdo de Cx43 e Panx1 na acdo de TcdA e TcdB em
CGEs.
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Elaborado pela autora. A- TcdB aumenta a expressdo de Cx43 levando a expressdo génica de IL-6. B- TcdA e
TcdB aumentam a expressdo de Panx1, resultando em ativagdo de caspase 3/7, e culminando em apoptose. Além
disso, a ativacdo desse canal também leva a exposicdo de FS na membrana plasmatica com consequente ligagao
de Anexina V.
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CONCLUSAO

e ICD aumenta a expressao de Panx1 no colon e cécum de camundongos, bem como a
expressao de Cx43 apenas no cécum;

e TcdA e TcdB aumentam a expressdo de Cx43 e Panx1 de forma dependente do tempo
de exposicéo;

e Ainibicdo de Cx43 ndo previne a morte celular de CGEs desafiadas pelas toxinas do C.
difficile, mas participa na expressao de IL-6 induzida pela TcdB;

e A inibicdo de Panx1 diminui a morte celular, mas ndo a expressao de IL-6, de CGEs

desafiadas por ambas toxinas do C. difficile.
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APENDICE
Farmacos
Farmacos e proteinas Fabricante Cddigo do produto
Gap19 trifluoroacetate Sigma-Aldrich SML1426
10Panx trifluoroacetate Sigma-Aldrich SALTSML2152
Anti-caspase 3 Sigma-Aldrich AB3623




