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EFEITO DO BUTIRATO NA RESPOSTA DE CELULAS GLIAIS ENTERICAS AS
TOXINAS DO Clostridioides difficile

O Clostridioides difficile (C. difficile) é o principal agente causador de diarréia nosocomial
em todo o mundo. A célula glial entérica (CGE), um dos principais componentes do sistema
nervoso entérico (SNE), € suscetivel as toxinas A (TcdA) e B (TedB) do C. difficile. TcdA e
TcdB sdo os principais fatores de viruléncia relacionados ao dano intestinal e diarréia
causados por esse patdgeno em animais. A microbiota desempenha um papel importante na
suscetibilidade a infec¢ao por C. difficile (ICD). Um dos produtos da microbiota ¢ o butirato,
que demonstrou ser protetor contra a ICD. Neste estudo, avaliamos se o butirato modula a
resposta da CGE as toxinas do C. difficile. In vitro, linhagem de CGE foi incubada com TcdA
ou TcdB isoladamente ou em combinacdo com butirato de sodio, que foi adicionado uma
hora antes do desafio com as toxinas. Ap6s 18h de incubagdo, a CGE foi coletada para
analise de morte celular (usando ensaios de atividade de anexina RealTime-Glo e caspase
3/7) e expressao génica de bcl2 (um fator antiapoptdtico), SI00B e IL-6 pelo ensaio de PCR
em tempo real. As toxinas do C. difficile (TcdA e TcdB) induziram a morte de CGE,
conforme observado pelo aumento da ligagdo de fosfatidilserina e anexina V, promoveu
aumento da atividade de caspase 3/7 e diminuiu a expressdo génica de bcl2, bem como
aumentou a expressao génica de mediadores pro-inflamatorios (S/00B e IL-6) em CGEs
comparado ao grupo controle. Em alta concentracdo, o butirato (200 uM) potencializou os
efeitos das toxinas do C. difficile na promogao da morte da CGE (TcdA: P= 0,0001, TcdB:
P= 0,01) e atividade de caspase 3 /7 (P<0,0001). Enquanto baixa concentracao de butirato
(0,2 uM) diminuiu a morte da CGE (TcdA: p = 0,0004, TcdB: p= 0,02) e atividade de caspase
3/7 (P<0,001) induzidas pelas toxinas do C. difficile. Além disso, a incubacao de CGEs com
baixa concentragdao de butirato (0,2 pM) na auséncia de TcdA ou TcdB resultou em aumento
da expressdo de bc/2 em comparacdo com as células controle (p<0,0001). Em baixas
concentragdes, butirato (0,2 pM) diminuiu parcialmente os efeitos da TcdB na expressdo
génica de bcl2 (P<0,02) e IL-6 (P< 0,0002) em CGEs. Além disso, a baixa concentragao de
butirato (0,2 pM) também diminuiu a regulacao positiva de S7/00B induzida por TcdA (P=
0,04). Nossos achados sugerem que baixas e altas concentragdes de butirato podem afetar
diferencialmente a suscetibilidade da glia entérica as toxinas do C. difficile, sendo a baixa
concentragdo protetora contra os efeitos deletérios das toxinas do C. difficile, diminuindo a
morte da CGE por reduzir a atividade de caspase 3/7 e aumentar a expressao do mediador
antiapoptotico bcl2, além de reduzir a resposta pro-inflamatoria dessas células. Dessa forma,
essas descobertas ajudam a elucidar, em parte, o0 mecanismo pelo qual os produtos derivados
da microbiota podem modular a resposta da CGE as toxinas do C. difficile.

PALAVRAS-CHAVE: Sistema Nervoso Entérico, Clostridioides difficile, Butirato.



EFFECT OF BUTYRATE ON ENTERIC GLIAL CELLS RESPONSE TO
Clostridioides difficile TOXINS

C. difficile 1s the main cause of nosocomial diarrhea worldwide. Enteric glia, a cellular
component of the enteric nervous system, are susceptible to C. difficile toxins A (TcdA) and
B (TcdB), which are the main virulence factor related to the disease. Microbiota play an
important role on susceptibility to C. difficile infection (CDI). One of the products of the
microbiota is butyrate, which has been shown to be protective against CDI. In this study, we
evaluated whether butyrate could modulate the response of enteric glia to C. difficile toxins.
In vitro, rat enteric glia line was incubated with TcdA or TcdB alone or in combination with
sodium butyrate 1h prior to toxins challenge. After 18h incubation, enteric glia was collected
to analyze cell death (by using a RealTime-Glo annexin and caspase 3/7 activity assays) and
levels and expression of bcl2 (an antiapoptotic factor), S/00B and IL-6 by qPCR. C. difficile
toxins (TcdA and TcdB) induced enteric glia death followed by increased levels of caspase
3/7 and downregulation of bc/2, as well as upregulated the expression of pro-inflammatory
mediators (S/00B and IL-6). In high concentration, butyrate (200 pM) potentialized the
effects of C. difficile toxins in promoting enteric glia death, as shown by increased levels of
phosphatidylserine-annexin V binding (TcdA: p = 0.0001, TcdB: p= 0.01) and caspase 3/7
activity (p<0.0001). Whereas low concentration of butyrate (0.2 uM) decreased enteric glia
death (TcdA: p = 0.0004, TcdB: p= 0.02) and their caspase 3/7 activity (p<0.001) induced by
C. difficile toxins. In addition, low concentration of butyrate (0.2 uM) by itself upregulated
bcl2 expression compared to control cells (p<0,0001), as well as decreased the
downregulation of bcl2 (p<0.02) and upregulation of I/L-6 (p<0.0002) induced by TcdB.
Further, low concentration of butyrate (0.2 uM) also diminished S700B upregulation induced
by TcdA (p=0.04). Our findings suggest that low and high concentration of butyrate can
differentially affect the susceptibility of enteric glia to C. difficile toxins, being the low
concentration protective against the deleterious effects of C. difficile toxins, decreasing the
enteric glia death by decreasing caspase 3/7 activity and increasing the antiapoptotic mediator
(bcl2), as well as reducing the proinflammatory response of these cells. Thus, these findings,
in part, brought new perspectives on how microbiota-derived products can modulate the
response of enteric glia to the C. difficile toxins.

Keywords: Enteric Nervous System, Clostridioides difficile, Butyrate.
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1. INTRODUCAO
1.1. Sistema Nervoso Entérico

No século XIX, foi explorada a existéncia dos neurdnios entéricos e durante muito
tempo o Sistema nervoso entérico (SNE) foi considerado como parte da porcao
poOs-ganglionar. Por meio dos estudos do Professor John Newport Langley,
fisiologista/histologista inglés e membro da London Royal Society, foi determinada a divisao
desses sistemas. O sistema nervoso periférico autbnomo (SNPA) ¢ subdividido em:
Simpatico, Parassimpatico ¢ Entérico de acordo com a sua anatomia e fisiologia. O SNE
constitui a maior parte do Sistema Nervoso Periférico (SNP), contando com
aproximadamente 200 a 600 milhdes de neurdnios. Os pesquisadores Bayliss e Starling,
realizaram a descoberta da atividade funcional do SNE (BRICKER et al., 2003; ORIA;
BRITO, 2016).

O SNE ¢ encontrado ao longo de todo trato gastrointestinal e se estende do es6fago ao
reto, além de estar presente no pancreas e na vesicula biliar (ORIA; BRITO, 2016;
PAWOLSKI; SCHMIDT, 2020). Este sistema se comunica com o Sistema Nervoso Central
(SNC) via vagal. A funcdo do SNE ¢ regulada por meio da inervacdo do SNC, localizado
anatomicamente nas posi¢des toracolombar e lombossacral. Apesar do SNE apresentar
comunica¢cdo com SNC, o controle das fun¢des do trato gastrointestinal pode ocorrer de
forma independente, o denominado reflexo peristaltico intestinal (FLEMING et al., 2020;
FURNESS, 2012).

O SNE (figura 1) apresenta importantes fungdes para o trato gastrointestinal, dentre
elas estd a regulagdo dos movimentos peristalticos, o controle de secre¢des intestinais e
gastricas, a regulagdo da absorcdo dos nutrientes, a modulacdo do sistema imunologico e
endocrino associado ao intestino (COSTA; BROOKES; HENNIG, 2000; LAKE;
HEUCKEROTH, 2013).
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Figura 1 - Desenvolvimento do Sistema Nervoso Entérico

A B o
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Fonte: Lake e Heuckeroth (2013). As células derivadas da crista neural entérica - ENCDCs: dao inicio a
formagdo do trato gastrointestinal. Durante o fechamento do tubo neural CN (pretas) localizadas na regido vagal
as células migram na corrente ventral para regido adjacente ao intestino anterior, que expressa o fator
neurotréfico derivado das células gliais (GDNF). B-E: Apos essas células derivadas da crista neural entérica
comegarem a invadir o intestino anterior, elas migram rostrocaudal (parte frontal), proliferam e se diferenciam
primeiro em neurdnios (verde) e depois em glia (roxo). O intestino se alonga e muda de forma de uma linha reta
(B) para um tunica curva com intestino médio posterior, bem justapostos (C), em sequéncia o apéndice cecal
cresce ¢ todo intestino se alonga ainda mais (D ¢ E). C: Nos dias embrionarios 11 e 12, as células derivadas da
crista neural entérica invadem o colon atravessando o mesentério e transitam pelo ceco.D: O ceco e parte
transmesentérica se fundem para formar o SNE no colon rostral. E: A parte transmesentérica segue para o colon
terminal a medida que as células da parte sacral menor ECNDC entram no intestino ¢ migram para a cauda. O
desenvolvimento humano do SNE, prossegue através de um processo semelhante. GDNF: sdo secretados pela
glia entérica, auxilia na prolifera¢ao

O GDNF (fator neurotrofico derivado de células gliais) ¢ essencial no
desenvolvimento do SNE, cumprindo a importante fun¢do de proliferacio e diferenciacdo das
células entéricas, onde o co-receptor RET ¢ o responsavel pela via de sinalizagdo desse
componente. A sinalizacdo de GDNF ocorre por meio do RET e o receptor-al da familia

GDNF (GFRal), promovendo o recrutamento de células progenitores entéricas derivados da

crista neural para o intestino até o ceco (RAO; GERSHON, 2018).

As células da glia entérica (CGEs) sdo um importante componente do SNE,
contribuindo na manutengdo da homeostase intestinal. Elas se encontram em maior

quantidade que neurdnios no SNE, sendo essencial para as fun¢des dos mesmos (LIU;

YANG, 2022).
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1.2. Célula glial entérica (CGE)

No final do século XIX, as CGEs foram descobertas por Dogiel. As CGEs se
caracterizam por apresentar semelhancas aos astrocitos do SNC. Até recentemente,
acreditava-se que sua func¢do principal era servir de suporte estrutural para os neuronios
entéricos. As CGEs, sdo a maior populacdo formadora do SNE, exercendo atividade
mecanica na sustentagdo dos neurdnios; explicando assim a origem do nome grego glia, que
significa “cola”, termo aplicado pelo patologista alemao Rudolf Virchow. Recentemente, foi
elucidado que essas células tém diversas fungdes importantes na manutengdo e sobrevivéncia
neuronal entérica. Danos a glia entérica pode provocar processos neurodegenerativos, por
isso pode-se afirmar que esses danos podem contribuir na disfungdo gastrointestinal

(GIORGIO et al., 2012; GRUBISIC; GULBRANSEN, 2017).

Apesar de serem conhecidas desde 1899, algumas funcdes das CGEs foram
recentemente comprovadas cientificamente como as imunoldgicas, participando assim da
homeostase intestinal (LIU; YANG, 2022). A integridade do sistema gastrointestinal depende
de varios tipos de células onde as CGEs, perante sua capacidade de manutengdo
homeostatica, fornecem a imunidade e reparo tecidual desse sistema (PROGATZKY et al.,

2021).

Diferente dos neurénios, cujas fungdes fisiologicas e patologicas ja estdo bem
estabelecidas, as CGEs ndo geram potencial de acdo. As mesmas atuam formando diversas
redes de comunicagdo, gerando sinais de Ca2+ e integrando informagdes que sdo transmitidas
pelos neurdnios, células gliais, células imunes, entre outras, modulando a atividade e
motilidade do circuito neural. Por tanto, elas sdo consideradas como um tipo de cérebro no

intestino (LIU; YANG, 2022; OCHOA-CORTES et al., 2016).

O SNE ¢ composto por dois tipos diferentes de plexos classificados como
ganglionares e aganglionares, as CGEs podem ser encontradas nesses plexos (figura 2). O
plexo ganglionar ¢ formado pelo plexo mioentérico (plexo de Auerbach) e plexo submucoso
(plexo de Meissner). Eles sdo distribuidos ao longo do trato digestivo. O plexo mioentérico
fica localizado entre as camadas de musculo liso circular e longitudinal. J& o plexo
submucoso, esta subdividido em trés plexos: plexo submucoso interno, plexo submucoso
externo e plexo intermediario. O plexo aganglionar, também conhecido como plexo mucoso,

ndo apresenta neurdnios e esta localizado na camada mucosa, sendo constituido por CGEs e
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por axoOnios dos plexos ganglionares (PAWOLSKI; SCHMIDT, 2020; SCHEMANN;
NEUNLIST, 2004).

Figura 2 — Representacdo das camadas intestinais e localizacao das células gliais entéricas.

Lumen intestinal
Mucosa

Submucosa
Plexo mucoso

Plexo submucoso

Glia entérica

Muscular longitudinal

Serosa

Fonte: Adaptado de Grubisic e Gulbransen (2019). A parede gastrointestinal ¢ composta pela camada mucosa,
submucosa, muscular (muscular circular e muscular longitudinal) e serosa. O sistema nervoso entérico ¢é
constituido pelos plexos mucoso, submucoso e miontérico. O plexo mucoso, esta localizado na camada mucosa,
¢ constituido por células gliais entéricas (CGEs) e terminagdes nervosas. O plexo submucoso pode ser
encontrado na camada submucosa proxima 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.

Podemos classificar as CGEs em quatro grupos, do I ao IV, apresentando sua
morfologia e localizagdo de acordo com a classificagdo de Hanani. As células do tipo I sdo
caracterizadas por apresentar aspectos semelhantes aos astrocitos do SNC, ja as do tipo II
possuem prolongamentos que se conectam com fibras neurais, podendo fazer analogia ao
revestimento das fibras periféricas pelas células de Schwann. As CGEs tipo III, denominadas
também como mucosa, caracterizadas pelos processos alongados e diversas ramificagoes, €
finalmente as de tipo IV com morfologia bipolar, caracteristica que estava localizada dentro
das camadas de musculo liso circular e longitudinal ao longo das fibras nervosas

(BAGHDADI et al., 2022; BOESMANS et al., 2015).

As CGEs cumprem papel importante na integridade da barreira epitelial intestinal.
Atuam regulando a fun¢do dos neurdnios via secrecdo de neuromoduladores. Atualmente, as

CGEs sdo exploradas como um alvo terapéutico no manejo de doengas gastrointestinais,
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sendo cada vez mais estudado seu papel na fisiologia gastrintestinal (SEGUELLA;
GULBRANSEN, 2021). Recentemente, foi identificado que a CGE tem fung¢do crucial no
desenvolvimento da infec¢do por C. difficile (ICD) (COSTA et al., 2021).

Um estudo in vitro, onde foi avaliado os efeitos do C. difficile em CGEs, mostrou que
as CGEs sdo suscetiveis aos efeitos citotoxicos das toxinas do C. difficile, as quais induziu
morte celular e causou alteracdes na funcionalidade dessas células, mostrando assim suas
implicagdes relevantes na patogénese da ICD (FETTUCCIARI et al., 2017; MACCHIONI et
al., 2017).

1.3. C. difficile: Consideracdes gerais

O Clostridioides difficile (C. difficile), denominado anteriormente como Clostridium
difficile, trata-se de um bacilo gram-positivo, anaerobio, capaz de formar esporos resistentes e
produzir toxinas (figura 3). Foi descrito pela primeira vez por Hall e O’toole em 1935, na
microbiota intestinal de recém nascidos sadios. Inicialmente foi apenas conhecida como parte
da microbiota intestinal de humanos recém-nascidos saudaveis, no entanto a partir de entdo
foi identificada sua capacidade patogénica, causando doengas que no futuro foram associadas
as exotoxinas soliveis (CHANDRASEKARAN; LACY, 2017; MARTINEZ-MELENDEZ et
al., 2022).

Figura 3 - Clostridioides difficile.
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Fonte: Smits et al. (2016). (A) Placa de 4gar sangue com coldnias de C. difficile (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 por¢ao subterminal dos bastdes)
e na fase brilhante (elipsoides brilhantes). (C) Microscopia eletronica de varredura de esporos do C. difficile. (D)
Imagem de colonoscopia em paciente com colite pseudomembranosa, mostrando pseudomembranas (estruturas

amareladas) causada pelo C. difficile.

Nos Estados Unidos (EUA), o niimero de casos aumentou acentuadamente nos anos
de 2000 até 2011. Recentemente, em um estudo epidemiologico foi relatado que o nimero de
casos de infeccdo por C. difficile, foi estimado em 476.400 casos no ano de 2011, e de
462.100 casos em 2017 nos EUA. Esse declinio foi associado aos cuidados de saude. No
entanto, as infec¢des por C. difficile causam grande sofrimento e morte em milhares de
americanos a cada ano, sendo considerada a décima causa de reinternacdo em hospitais e a
quinta causa de morte por doengas gastrintestinais nos EUA (GUH et al., 2020; PEERY et al.,
2019). Em um estudo realizado em um hospital da China com pacientes internados, relatou
uma incidéncia taxa de 3,57% entre 140 pacientes diagnosticados com C.difficile (JIN et al.,

2010).

As infecgdes por C. difficile vem aumentando em gravidade e incidéncia durante a
ultima década. No Brasil, foi realizado um estudo com dados epidemiologicos referentes a
Hospitais Oncoldgicos; no estado de Pernambuco durante o periodo de novembro de 2017 a
agosto de 2019, onde isolados de fezes possivelmente contaminadas por C. difficile de 156
pacientes foram incluidos na pesquisa utilizando a técnica laboratorial de Reacao em Cadeia
da Polimerase em Tempo Real (qQRT-PCR) para diagnodstico. Destes, 7,05% dos pacientes
estudados foram isolados toxinas A e B. Esses dados sdo importantes na promog¢do e

prevengio da disseminagio da doenga (TENORIO et al., 2021).

Apds a contaminagdo, por via fecal-oral, ocorre uma disbiose e 0s esporos sio
ativados no trato gastrointestinal. Assim, células contaminadas passam pelo trato
gastrointestinal e normalmente germinam em células vegetativas no duodeno. Esse processo ¢
influenciado por diversos fatores, como os niveis de acidos biliares, microbiota e resposta
imune do hospedeiro. Apoés isso, as células vegetativas atingem o célon onde a produgdo da
toxina ¢ iniciada e a infec¢ao se desenvolve. ApoOs a expulsdo dos esporos nas fezes, o ciclo
pode recomecar, conforme ilustrado na figura 4 (CHANDRASEKARAN; LACY, 2017,
KHURANA et al., 2020; MARTINEZ-MELENDEZ et al., 2022; NIBBERING et al., 2021).



Figura 4 - Estagios de infec¢@o por Clostridioides difficile apds transmissao por via

fecal-oral.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023). 1: Os esporos do C. difficile sao transmitidos por via fecal-oral.
2: O material passa pelo trato gastrointestinal e devido a diversos fatores (niveis de acido biliares,
reducdo da microbiota e resposta imune) os esporos germinam em células vegetativas no duodeno. 3:
Ao chegar no colon, as células vegetativas iniciam o processo de infecgdo. 4: As toxinas produzidas
(TcdA e TedB) sdo liberadas e causam a ruptura do epitélio intestinal juntamente com o processo de
inflamagdo e resposta de células do sistema imune. 5: Os esporos que sdo eliminados nas fezes que ao
entrar em contato com animais, alimentos e 4gua promovem a continuagdo do ciclo pela contaminagio

por via fecal-oral. TcdA: Toxina A de C. difficile. TcdB: Toxina B de C. difficile.
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Alguns fatores de risco para o desenvolvimento de infecgdes sdo longas internagdes

hospitalares, idosos (=65), uso de antibioticos de amplo espectro e tempo prolongado de

tratamento, casos de imunossupressao, pacientes transplantados e pacientes com cancer que

fazem quimioterapia. As infec¢des causadas pelo C. difficile causam sintomas heterogéneos

variando de diarreia leve a casos graves de colite pseudomembranosa, perfura¢do intestinal,

choque séptico e morte, sendo considerada uma das infecgdes mais comuns a nivel mundial

(CHANDRASEKARAN; LACY, 2017; KHURANA et al., 2020; MARTINEZ-MELENDEZ

et al., 2022). Durante a infec¢do aumenta-se o numero de neutrofilos e surgem

pseudomembranas no limen intestinal (RAEISI et al., 2022).

Devido a importancia epidemioldgica e impacto econdmico na saude, existe um

avango constante das pesquisas em diagndstico e tratamento de infecgoes do C. difficile
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(KHURANA et al, 2020). Além disso, novas cepas de maior viruléncia surgem

constantemente, necessitando investimento e pesquisas em novos métodos terapéuticos.

1.4. Toxinas do C. difficile (A e B)

Existem duas toxinas bastante importantes que sdo produzidas por C. difficile, a
toxina A (TcdA) e a toxina B (TcdB). As mesmas sdo homologas em 47% mas com fungdes
diferentes, onde acontece a infeccao (MARTINEZ-MELENDEZ et al., 2022; SMITS et al.,
2016). Apesar de diversos fatores contribuirem para a adesdo e colonizacio por C. difficile,
sdo essas duas toxinas as principais responsaveis pelos sintomas durante a infeccio
(CHANDRASEKARAN; LACY, 2017; DEL PRETE et al., 2019).

Nos anos 90 acreditava-se que todas as cepas patogénicas produziam tanto a toxina A
quanto a B. Com o surgimento de tecnologias mais inovadoras, identificou-se que a maioria,
mas ndo todas as cepas patogénicas de C. difficile, produz ambas as toxinas (LIN et al.,
2020). Essas toxinas s3o proteinas (TcdA — proteina de 308 kDa) e a toxina B (TcdB —
proteina de 270 kDa), que pertencem a familia das grandes toxinas clostridiais
(CHANDRASEKARAN; LACY, 2017).

Assim, o nivel da infec¢do e dos sintomas estdo relacionados ao potencial de
viruléncias das toxinas. Isso pode ser explicado porque ambas as toxinas sdo potentes
monoglicosiltransferases, ativas em pequenas proteinas que sdo envolvidas na regulacao ou
formacdo da actina do citoesqueleto no epitélio intestinal. E importante salientar que algumas
cepas de C. difficile conseguem produzir uma terceira toxina (CDT), sendo essa composta por
um componente enzimatico (CDTa) e um componente de ligacdo (CDTb) (DEL PRETE et
al., 2019).
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Figura 5 - Mecanismo de a¢do das TcdA e TcdB.
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Fonte: Chandrasekaran e Lacy (2017). Estrutura representando o mecanismo de agdo de TcdA e TedB.
(A) As toxinas A e B sdo organizadas em quatro dominios funcionais: o dominio glicosiltransferase
(DGT) ilustrado na cor rosa, o dominio de autoprocessamento (DAP) ilustrado na cor verde, o
dominio de entrega ou formacdo de poros ilustrado na cor azul e o dominio de oligopeptideos
repetitivos combinados que ¢ o CROPS na cor amarelo. (B) Os quatro dominios funcionais
contribuem para um mecanismo de intoxicacdo em diferentes etapas. TcdA e TcdB se ligam a
diferentes proteinas da superficie celular ou actcares no epitélio colonico (etapa 1) e sdo
internalizados por vias endociticas distintas (etapa 2). As toxinas atingem os endossomos acidificados
(etapa 3) e o baixo pH desencadeia uma alteracdo conformacional no dominio de entrega da toxina,
resultando na formag@o de poros e translocacdo do DGT (e provavelmente do DAP) para o citosol
(etapa 4). Inositol hexaquisfosfato (InsP¢) se liga e ativa o DAP, resultando na clivagem e liberagdo do
DGT (etapa 5). O DGT inativa as proteinas da familia Rho transferindo a porg¢do de glicose
(quadrados na cor laranja) da UDP-glicose para a regido switch I da GTPase (etapa 6). A glicosilacdo
interrompe a sinalizacdo da GTPase ¢ leva a efeitos citopaticos de "arredondamento" ¢ morte celular

apoptotica.

O mecanismo dessas toxinas (figura 5) se da por meio de uma complexa cascata de
respostas celulares do hospedeiro e assim conseguem provocar diarreia, inflamagao e necrose

tecidual. Nesse sentido, ¢ importante tanto a nivel clinico quanto epidemioldgico, entender o
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mecanismo e detectar as toxinas durante o diagnostico. Quando as toxinas TcdA e TcdB sdo
secretadas, as mesmas se ligam e entram no epitélio do colon para assim causar a produgdo
de quimiocinas e citocinas inflamatorias. Apds isso ocorre um influxo de neutréfilos, ruptura

de juncdes apertadas, secre¢ao de fluido e morte de células epiteliais (SMITS et al., 2016).
1.5. Efeitos deletérios das toxinas do C. difficile nas CGEs

O primeiro estudo evidenciando alteragdes nas CGEs durante a ICD em humanos
mostrou aumento de proteina glial fibrilar acida (GFAP) e o fator neurotréfico derivado de
glia (GDNF), ambos expressos especificamente por essas células no intestino, no colon

inflamado de pacientes (VON BOYEN et al., 2011).

Em estudo posterior in vitro mostrou que a TcdB apresenta efeitos deletérios diretos
em CGEs: efeitos citopaticos seguidos de efeitos citotoxicos com a inducdo de
arredondamento celular precoce com glicosilagdo de Racl (glicosilagdo de Rho-GTPase);
interrupcao precoce do ciclo celular na fase G2/M pela regulagao negativa do complexo
ciclina B1/Cdc2, essenciais para a entrada das células na mitose; e apoptose por uma via
dependente de caspase (FETTUCCIARI et al., 2017). Os estudos sugerem um importante
papel in vivo das CGEs na patogénese da infec¢do por C. difficile, devido a alta
suscetibilidade a TcdB in vitro, o aumento da sensibilidade a citocinas pro-inflamatoérias
relacionadas a apoptose e a persisténcia de fungdes alteradas prejudiciais nas células
sobreviventes. No entanto, o aumento da producdo de GDNF sugere mecanismos de auto

salvamento.

Recentemente, Belkind-Gerson et al. (2017) encontraram que a ICD aumentou a
populacdo de células expressando HU e SOX2 de forma concomitante em amostras de
biopsias de codlon de pacientes. Essas células sdo importantes para a reposicao de neurénios

apos o dano tecidual, indicando um processo de neuroplasticidade pés-infecgao.

Macchioni et al. (2017), por sua vez, evidenciaram que a a¢ao da TcdB desencadeou a
ativagdo do eixo NADPH oxidase/ROS/JNK/caspase-3 e culminou na fragmenta¢do do DNA
de CGEs, com um aumento significativo de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas 2 horas
iniciais de tratamento das células com TcdB. Ademais, observaram que a agressividade da
TcdB, embora nao afete profundamente a funcionalidade mitocondrial, ¢ restrita

principalmente ao compartimento citosolico.
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Fettucciari et al. (2018) mostraram que as CGEs sao mais suscetiveis a TcdB, onde
essa toxina pode induzir a senescéncia nessas células, causando alteragdes importantes no

ciclo celular, mudangas metabolicas, morfologia, dessa forma contribuindo para inflamacao.

Os resultados de um estudo sobre mecanismo de sinalizacao envolvido na toxicidade
em CGEs, demonstraram que a expressao de NOX4, uma enzima que faz parte do complexo
de NADPH oxidase, foi significativamente aumentada nas CGEs apds exposicdo a TcdB. A

inibicdo da NOX4 foi capaz de atenuar a toxicidade da TcdB (JIANG et al., 2019).

Outro estudo recente mostrou que a sinalizacio S100B/RAGE/PI3K/NF«B e
S100B/STAT3 contribuiram, respectivamente, para a expressao de /L-6 e morte celular

induzidos por TcdA e TedB em CGEs (COSTA, 2019; COSTA et al., 2021).

Costa et al. (2021) investigaram o papel de S/00B (proteina B de ligacdo ao célcio
S100) na ICD e avaliaram as vias de sinalizacao ativadas na resposta inflamatoria em CGEs
induzidas pelas TcdA e TcdB em testes in vivo. Como resultados, o aumento de S700B foi
encontrado em biopsias de colon de pacientes com ICD e tecidos de colon de camundongos
infectados. Em CGEs, as toxinas aumentaram a expressdo de /L-6 mediada por S/00B pela
via de sinalizacio RAGE/PI3K/NFkB. A inibicdo de S/00B pela pentamidina reduziu a
sintese de IL-1B, IL-18, IL-6, fator estimulante de colonias de granuldcitos-macrofagos
(GMCSF), TNF-a, IL-17, IL-23 e IL-2, aumentou a transcricdo de mediadores protetores de
regulagdo negativa (SOCS2, IL-22 e Bcl-2), reduziu o recrutamento de neutrofilos e
melhorou o dano intestinal. Portanto, a inibi¢do da atividade do S/00B atenua a lesao
intestinal e a diarreia causada pelas toxinas do C. difficile.

Em sua pesquisa recente, Loureiro et al. (2022) avaliaram o efeito da ICD na
expressdo de canais de pannexina-1 (PANXI1) e receptores P2X7 (P2X7R) em tecidos
intestinais de camundongos in vitro e in vivo, bem como seu papel na morte celular e na
expressao de /L-6 induzida por TcdA e TcdB em CGEs. No teste pré-clinico, a analise
imuno-histoquimica revelou aumento de Panx1, proteina canal que permite a passagem de
ATP, que por sua vez ativam os P2X7R que regulam a inflamacdo e a morte celular nas
doencas inflamatorias intestinais, no ceco e célon dos camundongos infectados, juntamente
com ruptura das células epiteliais, infiltrado de células inflamatérias e edema da submucosa.
Os autores observaram que tanto TcdA como a TcdB regulam positivamente a expressao
génica de Panxl em EGCs, com aumento dos seus niveis na mucosa intestinal e na camada

submucosa. Nos ensaios in vitro, o uso de inibidor de Panxl diminuiu os niveis de ATP
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extracelular, apresentando um papel importante nos efeitos das toxinas de C. difficile em
CGEs, participando da morte celular induzida por ambas as toxinas ao promover a ativagao
da caspase-3/7 via P2X7R, que também estd envolvida na expressdo de /L-6.

No estudo de Santos et al. (2022) foi realizada caracterizacdo de populagdo especifica
de neuronios mioentéricos afetados pela TcdA, bem como investigado o papel do P2X7R na
inflamag¢dao, morte celular ¢ as mudancas no sistema nervoso entérico no ileo de
camundongos. Os grupos avaliados foram testados apenas com a TcdA e em associagdo com
um antagonista inespecifico e competitivo do P2X7R. Como resultados, TcdA aumentou a
expressao do gene do P2X7R nos tecidos ileais, induziu ruptura epitelial completa, edema
extenso e intensa infiltracdo de neutrdfilos no ileo, enquanto o bloqueio do receptor diminuiu
o dano intestinal, a liberacao de citocinas /L-15, IL-6, IL-8 ¢ TNF-o, morte celular, sintese de
S100B e perda de neuronios entéricos, especificamente de células calretinina (Calr+) e colina
acetiltransferase (ChaT+).

Fettucciari et al. (2022) avaliaram as vias de sinalizacdo apoptética envolvidas na
apoptose induzida por TcdB e TcdB + citocinas TNF-o ¢ IFN-y (CK) em testes in vitro em
CGEs utilizando inibidores de caspases. Como resultados, a TcdB induziu a apoptose de
CGEs dependentes de caspase e independentes de mitocondrias, que ¢ intensificada pelas
citocinas pro-inflamatorias TNF-o e IFN-y aumentando a ativacdo de caspase-3/7/9 e poli
adenosina difosfato-ribose polimerase (PARP). TcdB e TcdB+CKs induziram apoptose
através de trés vias de sinalizagdo ativadas por calpainas, caspases e catepsinas, todas
envolvidas na inducdo e na execugao da sinalizagdo apoptdtica em ambas as condigdes, mas
em graus diferentes em TcdB e TcdB+CKs. Em conclusdo, a capacidade do TedB de ativar
pelo menos trés vias de sinalizagdo apoptotica em CGEs, também potencializada pelas
citocinas, duas ativadas por calpainas e caspases de maneira caspase-dependente e
independente, ¢ uma ativada pela catepsina B em uma caspase-3- e caspase-7-maneira
independente, representa uma importante estratégia do C. difficile para superar a resisténcia

contra sua atividade citotoxica.

1.6. Acidos Graxos de Cadeia Curta e sua importincia para o trato gastrointestinal

Os acidos graxos de cadeia curta (AGCCs), sdo os principais metabolitos produzidos
pela fermentagdo bacteriana de fibras alimentares no intestino. Os mesmos sdo produzidos
por bactérias intestinais durante a fermentagdo de polissacarideos, parcialmente e nao

digeriveis, desempenhando uma fungdo relevante na regulacdo da fisiologia do cdlon,
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influenciando na transdugao de sinal do intestino (CARRETTA et al., 2021; CONG; ZHOU;
ZHANG, 2022).

Os AGCCs (Figura 6) também atuam na modulacdo de diferentes processos,
apresentando fungdes especificas e possuem propriedades anti-inflamatérias e efeitos
imunomoduladores (HE et al., 2020). Entre os principais destaca-se o acetato, propionato e
butirato. Apds sua produgdo, os AGCCs podem ser absorvidos por difusdo passiva ou podem
ser transportados para dentro da célula por transportadores de substrato, e quando absorvidos
pelos colondcitos, os que entram no ciclo do acido citrico nas mitocondrias gerando energia.
Ja no figado, os AGCCs servem como substratos energéticos para os hepatocitos. Assim, eles
mediam diversas fungdes fisiologicas e fisiopatoldgicas no intestino e tecidos adjacentes
(CARRETTA et al., 2021).

Figura 6- Estruturas de Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCCs).
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intestinal. Os carboidratos ndo digeriveis entram no intestino distal, onde s3o hidrolisados pela
microbiota residente em monossacarideos. Esses monossacarideos sofrem fermentagao bacteriana por
meio de varios processos metabolicos, gerando assim os principais AGCCs: acetato, propionato e

butirato (FRAMPTON, et al, 2020).

A producao de AGCCs ¢ influenciada pelo tipo da dieta, diversidade e nimero de

microrganismos que compode a microbiota intestinal do hospedeiro, tempo de passagem de
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nutrientes pelo intestino e presenca de doengas metabolicas (MA et al., 2022;

MARKOWIAK-KOPEC; SLIZEWSKA, 2020).

Os AGCCs causam efeitos benéficos contra a inflamacgao intestinal, protegendo contra
a integridade epitelial intestinal. Recentemente vem sendo apontado que os efeitos protetores
ocorrem devido aos receptores de acidos graxos livres, que sdo FFA2 e FFA3. A perda desses
receptores em modelos experimentais de disturbios inflamatérios intestinais, ¢ fortemente

associada a respostas inflamatdrias desreguladas (PRIYADARSHINI et al., 2018).

Os AGCCs melhoram a satde intestinal por diferentes meios, promovendo também a
manutengcdo da integridade da barreira intestinal, produ¢ao de muco, prevencdo da
inflamacao e reducdo do risco de cancer colorretal. Inclusive, eles podem atuar na regulagao
da fun¢do mitocondrial do figado, na manuten¢do da homeostase da energia corporal, no
controle do apetite, na regulacdo da inflamagdo e no metabolismo da glicose e lipidios.
Indiretamente, atuam retardando o esvaziamento gastrico e o transito intestinal, auxiliando
ndo somente na absor¢do de energia, mas também aumentando a liberagdo de insulina
dependente de glicose e atuando na liberacao de serotonina induzida pelos AGCCs (HE et al.,

2020; PORTINCASA et al., 2022).

Apesar de muitas funcdes ja terem sido identificadas, muitos mecanismos ainda nao
estdo esclarecidos (HE et al., 2020). Alguns estudos relacionados aos efeitos dos AGCCs, e
suas propriedades funcionais em células intestinais, preservando a barreira intestinal na
defesa contra patdogenos. As pesquisas relacionadas a esses efeitos apresentadas por May et
al. (1994) identificaram em um estudo in vitro um modelo animal suino sobre o efeito da
fonte de fibra na produgdo de AGCCs relacionado com toxinas do C. difficile. Assim foi
mostrado que as fibras servem como fonte de energia para o crescimento das bactérias
gastrointestinais. Resultando em aumento da concentracdo dos AGCCs e diminui¢do do pH,

contribuindo com a diminui¢do do crescimento de patdgenos.

Em outro estudo foi mostrado que os AGCCs apresentam efeitos em diferentes células
envolvidas nas respostas inflamatorias e imunes. Os AGCCs afetam a func¢ao dos leucdcitos
(por exemplo, producdo de mediadores inflamatérios e capacidade de migracdo dos
leucécitos), mas também podem induzir apoptose em linfocitos, macréfagos e neutrédfilos.
Este ultimo efeito pode ser relevante para o desfecho do processo inflamatério e da resposta

imune as bactérias produtoras desses acidos graxos (VINOLO et al., 2011).
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Fachi et al. (2020) analisaram o efeito dos AGCCs no modelo de ICD em
camundongos. Nesse estudo, os autores mostraram que a administragao dos AGCCs beneficia
na melhora da doenca, constatado pelo aumento das respostas imunes inatas através do
mecanismo, devido a acdo dos neutrdfilos pelo receptor de acidos graxos livres 2 (FFAR2).
Além disso, foi observado uma melhora na resisténcia do tratamento ao hospedeiro do C.

difficile, ao invés de interferir na replicacdo bacteriana.

Um estudo pré-clinico em camundongos mostrou que os AGCCs reduzem a perda
neuronal e glial entérica, induzido pelo tratamento com antibioticos (ampicilina, vancomicina
e metronidazol). No entanto, sua suplementa¢ao nao foi suficiente para normalizar a maioria
das funcdes fisioldgicas alteradas pelo tratamento com antibidticos (VICENTINI et al.,
2021). Embora diferentes estudos evidenciaram a relagdo entre os AGCCs e a protecao da
integridade da barreira intestinal, at¢ o melhor do nosso conhecimento, nenhum deles
identificou qual o papel real dos AGCCs na modulacao das CGEs (DEFRIES; BELTRAN,
2020).

Em humanos, os AGCCs exercem um papel benéfico na homeostase intestinal e no
metabolismo, resultando em modificagdes na microbiota humana que podem contribuir na
fisiopatologia de algumas doencas. Recentemente, foi mostrado que os AGCCs atuam e
contribuem na integridade da barreira intestinal, e na regulacdo de apetite. Deleu et al. (2021)
encontraram efeitos promissores do butirato, molécula que pode ser utilizada como possivel
tratamento probiodtico, no manejo de doengas inflamatorias intestinais e ainda, atuando na

restauragao da disbiose (figura 7) (DELEU et al., 2021; HEE; WELLS, 2021).
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Figura 7 - O butirato protege o epitélio intestinal dos danos causados pelo C. difficile.
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Fonte: Fachi et al. (2019). O butirato mostrou efetividade na protecao do epitélio intestinal causados pelo C.
difficile através da estabilidade do fator induzivel por hipdxia (HIF-1-1), aumentando as jungdes celulares,

reduzindo assim a permeabilidade epitelial intestinal e translocagdo bacteriana.

Mediante o estudo de um modelo animal, Pensinger et al. (2023) verificaram que o
butirato influencia o crescimento em diferentes tipos isolados de C. difficile quando ele ¢
suplementado em concentragdes de 0, 6,25, 12,5, 25 ou 50 mM em equivaléncia com cloreto
de sddio. Assim, essas descobertas fornecem uma base para trabalhos futuros para investigar
se o butirato interfere diretamente no C. difficile, para o desenvolvimento de diversas
abordagens de antibidticos ou transplante fecal, como intervencdes dietéticas para mitigar a

ICD em populagdes humanas vulneraveis.
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2. JUSTIFICATIVA

As ICD podem ser apontadas como uma ‘“ameaga urgente” para a saude global,
apresentando mais de 220.000 casos e 13.000 mortes por ano somente nos Estados Unidos
sendo considerada a décima causa de readmissdes no periodo de 30 dias por doencas do trato
gastrointestinal, apresentando um custo estimado de US$4 bilhdes por ano nos EUA (PEERY
et al., 2019). Em um hospital da China foi realizado um estudo com pacientes internados,
relatou uma taxa de incidéncia de 3,57% entre 140 pacientes diagnosticados com C. difficile

(JIN etal., 2010).

Em um estudo foi identificado cerca de sete casos para cada 10.000 pacientes
infectados por C. difficile em 482 hospitais em 20 paises europeus, um custo de
aproximadamente $6.000 por cada caso de ICD (DAVIES et al., 2014). No Brasil foi
realizado um estudo prospectivo, multicéntrico e observacional, em cinco hospitais
localizados em trés capitais estaduais (Fortaleza, Sao Paulo e Curitiba) de diferentes regides.
Esses pacientes foram selecionados possiveis casos de infecgdo por C. difficile, qual é assim
que foi constatada a prevaléncia de ICD de 15% (GIRAO et al., 2020). Dessa forma, nota-se

que ICD tem se tornado um desafio no tratamento de casos graves.

Da mesma forma, as CGEs desempenham um papel fundamental na manutencao das
fungdes gastrointestinais que podem sofrer danos através das toxinas do C. difficile
(FETTUCCIARI et al., 2017; GRUBISIC; GULBRANSEN, 2017; MACCHIONI et al.,
2017). Estudos visando a reducdo da infeccdo e danos as CGEs podem revelar alvos
terapéuticos e profilaticos voltados para as ICD. Dentre os possiveis alvos terapéuticos,
alguns estudos relacionados aos efeitos AGCCs, tem revelado suas propriedades funcionais
em células intestinais, preservando a barreira intestinal na defesa contra patogenos. Porém
nenhum estudo, até o momento, identificou qual papel real dos AGCCs, incluindo o butirato

na modulacao das CGEs (DEFRIES; BELTRAN, 2020).

Embora o butirato ja tenha se mostrado eficiente contra a ICD, os mecanismos na
resposta das CGEs as toxinas do C. difficile ainda ndo foram evidenciados. Por tanto,
investigacdes de terapias capazes de contribuir na preveng¢do de danos promovidos pelas
toxinas do C. difficile em células gliais. Desse modo, esse projeto se propde a investigar

como o butirato contribui na resposta das CGEs diante ao desafio com as toxinas A e B do C.

difficile.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Geral

3.2

Investigar o papel do butirato na resposta das CGEs as toxinas frente ao C. difficile.
Objetivo especificos

Avaliar se o butirato previne a morte de CGEs induzidas pelas toxinas do C. difficile.
Avaliar se o butirato modula a resposta pro-inflamatoria induzida pelas toxinas do C.

difficile em CGEs.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Farmacos, reagentes, materiais e solucoes utilizados no estudo

Os farmacos, os reagentes, os materiais e as solucdes que foram utilizados neste

estudo encontram-se detalhados no apéndice.
4.2. Experimentos in vitro
4.2.1.Cultura de CGEs

O estudo in vitro foi realizado com a linhagem de CGEs imortalizadas obtidas da
ATCC (PK060399egfr, CRL 2690). Essas células sdao aderentes e foram isoladas do plexo
mioentérico do jejuno de rato (Rattus novergicus) adulto. As CGEs foram cultivadas em meio
Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 1% de antibidtico (100 pg/mL de penicilina e 100ug/mL de estreptomicina) e
piruvato de sodio (na concentragdo final de 1 mM), sendo mantidas em incubadora a 37°C e
5% CO? As células que foram utilizadas para a avaliagio dos parAmetros deste estudo
encontravam-se entre as passagens 10 a 18. Para todos os experimentos, as células foram
liberadas dos frascos de cultura por meio da incubagdo com 0,05% tripsina-EDTA por 5

minutos.
4.2.2. Administracao de toxinas e butirato em CGEs

As seguintes concentragdes de 50 ng/mL de TcdA e 1 ng/mL de TcdB, foram
utilizadas, baseadas em estudos anteriores in vivo e in vitro do nosso grupo de pesquisa

(COSTA, et al, 2021; COSTA, et al, 2023; LOUREIRO, et al, 2022).

A cepa de C. difficile VP110463 (ATCC 43255) foi obtida da empresa ATCC (Colegao
de Tipos de Culturas Americano). VPI10463, que foi isolada a partir de uma ferida
abdominal, ¢ uma cepa do toxindtipo 0, ribotipo 087 e positiva para TcdA e TcdB e negativa
para CdtB. Para a preparagdo do inoculo, inicialmente, 100uL 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 logaritmica, a amostra foi incubada por 18 horas 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 105 unidades formadoras de colonia (UFC)
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de C. difficile VP110463/100uL, realizou-se uma dilui¢ao de 1:100 (bactéria em suspensao:
CCP). A leitura de densidade optica de 1,0 foi considerada equivalente a 108 UFC/ml.

Para o melhor entendimento se o butirato exerce alguma fun¢do direta na morte
celular e na resposta inflamatoria de CGEs desafiadas pelas toxinas do C. difficile (50ng/mL
TcdA e 1 ng/mL TcdB), essas células foram incubadas com butirato em diferentes
concentragdes (0.2, 2, 20, 200, 400, 2000, 2 x 10%, 4x 10°,2x 10*, 10° uM) uma hora antes do
desafio com as toxinas. Ap6s 18 horas de incubagdo com as toxinas, as células foram
coletadas para analise dos parametros deste estudo. As concentragdes do butirato foram

baseadas nos valores encontrados no ensaio de viabilidade.
4.2.3. Parametros avaliados no estudo in vitro
4.2.3.1. Ensaio de viabilidade celular

Para definir se as concentragdes de butirato sdo capazes de nao afetar a viabilidade de
CGEs em 18 horas de incubagdao, realizou-se o ensaio de brometo de
3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazélio (MTT). As CGEs (5x10° células/pogo)
foram semeadas em placas de 96 pocos e ap6s 18 horas foram incubadas com butirato (200,
2000, 2x10%, 10° uM) por 18 horas de incubagdo. Para a escolha das concentragdes citadas
anteriormente foi realizada uma revisao de literatura acerca da concentragcdo e efeito do
butirato em diferentes células (KAISAR et al., 2017; WEBER; KERR, 2006; SEGAIN et al.,
2000; PENG et al., 2007; YANG et al., 2020; DYER et al., 2005). Em seguida, as células
foram incubadas com MTT (0,5 mg/mL reconstituido em DMEM suplementado) por 2 horas
a 37 °C em incubadora sob condi¢do de 5% de CO?. Apds a remogdo da solu¢do de MTT, 150
ul de dimetilsulfoxido (DMSO) foram adicionados a cada pogo para ressuspender os cristais
de formazan. As placas foram agitadas durante dois minutos em temperatura ambiente e a
absorbancia da reagdo foi mensurada a 570 nm utilizando um leitor de ELISA. Um grupo
controle de morte, no qual CGEs foram incubadas com dimetilsulfoxido (DMSO), foi
adicionado ao experimento. Uma breve ilustragdo do método encontra-se apresentada na

figura 8.
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Figura 8 - Ensaio de viabilidade celular
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Fonte: Elaborada pela autora. MTT= Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazolio.

4.2.3.2. Ensaio de ligacao fosfatidilserina-anexina V

Para avaliar apoptose em CGEs incubadas com TcdA e TcdB, realizou-se um ensaio
de ligacdo fosfatidilserina (FS)-anexina V em tempo real em células vivas conforme descrito
pelo fabricante (ensaio em tempo real Glo-anexina V apoptose, Promega, JA1011).
Primeiramente, CGEs (10* células/pogo) foram cultivadas e plaqueadas em placas brancas e
opacas de 96 pocos (Falcon). Apos 24h, as células foram tratadas com butirato(0,2,2,20,400,
4 x10* 10* uM) ou meio. Apds 1h de incubagdo, as toxinas TcdA (50 ng/mL) ou TedB (1
ng/mL) foram adicionadas. Em seguida, adicionaram-se 100 pL de reagente de detecgdo 2x
(2 uL do substrato de anexina NanoBit, 2 pLL CaCl?, 2 uL anexina V-SmBit e 2 uL 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% CO? condi¢do por 18 horas. A
luminescéncia foi mensurada por meio de um luminémetro (Biotek Epoch, PROMEGA).
Para a obten¢do da unidade de luminescéncia relativa (URL), o sinal de luminescéncia de
todas as amostras foi subtraido pela luminescéncia intrinseca do reagente de deteccao (pogo
apenas com DMEM suplementado sem células) e normalizado com o grupo controle (células
expostas apenas ao meio de cultivo suplementado). Abaixo ¢ apresentado uma ilustragdo do

método ensaio de ligagdo fosfatidilserina-anexina V figura 9.
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Figura 9 - Ensaio de ligacdo fosfatidilserina-anexina V
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.3.3. Avaliacao da atividade de caspase 3/7

Para avaliar a ativagdo de caspase-3 e 7 em CGEs incubadas com TcdA ou TedB,
realizou-se um ensaio de atividade de caspase 3/7 conforme descrito pelo fabricante

(caspase-Glo 3/7, Promega, G8090).

Primeiramente, CGEs (10* células/ pogo) foram plaqueadas em placas brancas e
opacas de 96 pogos (Falcon). Ap6s 24 horas, as células foram tratadas com butirato ou meio.
Apo6s 1 hora de incubacao, a TcdA (50 ng/mL) ou TedB (1 ng/mL) foram adicionadas. Apds
18 horas de desafio com as toxinas do C. difficile, adicionaram-se 100 pL de reagente de
caspase-Glo 3/7 (substrato de caspase-Glo 3/7 reconstituido em tampao de caspase-Glo 3/7,
equilibrado em temperatura ambiente antes do uso) a cada pogo, agitou-se a placa num
agitador de placas por 30s em 500 rpm e incubou-se por 2 horas em temperatura ambiente
protegido da luz. A luminescéncia foi mensurada por meio de um lumindmetro (Biotek
Epoch, 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 (pogo incubado apenas com DMEM suplementado e reagente de caspase-

Glo 3/7 sem células). Uma breve ilustragdo do ensaio encontra-se apresentada na figura 10.
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Figura 10 - Ensaio da atividade de Caspase 3/7
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.3.4. Ensaio qPCR

Para avaliar a expressdo génica de Bcl-2, S100B e IL-6 em CGEs expostas a TcdA e
TedB, realizou-se qPCR. CGEs (6x10° células/ pogo) foram distribuidas em placas de 6 pogos
e tratadas com TcdA ou TcdB e moduladores farmacologicos por 18 horas. Apds a incubagao,
o RNA total foi extraido usando o kit RNeasy® Mini Handbook por meio do QIAcube

(Qiagen). O RNA foi mensurado, tratado com Dnase e convertido em cDNA.

Para a sintese do cDNA, 1000 ng de RNA foi entdo transcrito reversamente usando o
kit de sintese de cDNA iScript (BioRad) apds remog¢ao da contaminagdo do DNA gendmico
por meio do tratamento das amostras com DNAse I (Invitrogen). A amplificagcdo de Bcl-2,
S100B, IL-6 ¢ GAPDH por qPCR foi realizada por meio do sistema CFX Connect (BioRad)
com as seguintes condi¢des 95 °C por 30 segundos seguido por 40 ciclos a 95 °C por 5
segundos e 60 °C por 30 segundos. Todas as reagdes foram realizadas com supermix iTaq
universal Syber (BioRad). Os conjuntos de primers utilizados foram listados no quadro 1. A
expressdo relativa de cada gene de interesse foi mensurada pelo método AACt (RAO et al.,
2013). As sequéncias dos primers foram apresentadas no quadro 1 e uma breve ilustracdo do

método € apresentada na figura 11.



Quadro 1 - Primers utilizados no qPCR.
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IL-6
Forward GCCAGAGTCATTCAGAGCAATA
Reverse GTTGGATGGTCTTGGTCCTTAG

GAPDH
Forward AGACAGCCGCATCTTCTTGT
Reverse CTTGCCGTGGGTAGAGTCAT

S100B
Forward TTCAGGGAGAGAGGGTGACAA
Reverse CTTCCTGCTCTTTGATTTCCTCC

BCL-2
Forward: CAGCATGCGACCTCTGTTTG
Reverse: CAGGTATGCACCCAGAGTGA

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 11 - Ensaio qPCR.
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4.3. Analise estatistica

Todos os resultados quantitativos foram expressos como média aritmética + erro
padrdo da média (EPM). A analise estatistica dos dados foi realizada por meio do software
GraphPad Prism, versao 9,0. Para a realizacdo da andlise estatistica entre os grupos foram
utilizados os seguintes testes: Teste T de Student ndo pareado para a comparagao de dois
grupos; teste de analise de varidncia (ANOVA) seguido pelo teste de comparagdes multiplas
de Tukey para comparar mais de dois grupos. O nivel de significancia adotado foi de 0,05 (a

= 5%) e niveis descritivos (p) inferiores a esse valor foram considerados significantes.



36

5. RESULTADOS
5.1. Viabilidade de CGEs expostas ao butirato in vitro

Para identificar as melhores concentracdes de butirato, foi avaliada a viabilidade de
CGEs expostas a diferentes concentragdes desse AGCC (200, 2000, 2 x 10*, 10° pM) por 24h

de incubagdo por meio do ensaio de MTT.

A partir do ensaio de MTT constatou-se que o butirato nas concentragdes de 200,
2000, 2 x 10* uM ndo alteram a viabilidade da CGE. Enquanto que o butirato na
concentragdo de 10° uM, que apresenta viabilidade semelhante ao grupo DMSO, diminui

drasticamente a viabilidade das CGEs comparado ao grupo controle (P<0,0001, Figura 12).

Posteriormente foram utilizadas concentragdes iguais ¢ inferiores a 2x10*"M (a saber,

0,2, 2, 20,400, 4x10°, 10* uM) para os ensaios seguintes do presente estudo.

Figura 12 - Efeito do butirato na viabilidade de CGEs in vitro.
150+
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Ensaio de viabilidade celular realizado em CGEs incubadas com butirato (200, 2000, 2 x 10, 10°
uM), apenas com meio (grupo controle) ou com DMSO (grupo controle de morte) por 24h. 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. Onde ** P<0,0001, versus grupo controle e
#P<0,0001, versus grupo DMSO.
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5.2. Efeito do butirato na ligacio da fosfatidilserina com anexina V em CGEs desafiadas

pelas TcdA e TedB in vitro

O ensaio de FS-anexina V foi utilizado para avaliar se o butirato previne a morte de

CGE:s induzidas pelas toxinas do C. difficile.

Na figura 13A, observou-se que altas concentra¢des de butirato (4 x 10° uM e 10° *M)
promovem morte de CGEs conforme observado pelo aumento da ligacdo de FS-anexina V
quando comparado ao grupo controle (P<0,0001). Enquanto que o butirato em concentracdes

menores que 400 uM sdo semelhantes ao grupo controle.

Conforme observado na figura 13B, as toxinas do C. difficile aumentaram a ligagcdo
de FS-anexina V em CGEs comparado ao grupo controle, sugerindo aumento de morte
celular (P<0,0001). Enquanto que o butirato na concentragdo de 200uM potencializou o
efeito apoptotico das toxinas do C. difficile em CGEs ( TcdA: p = 0,0001, TcdB: p= 0,01,
figura 13B).

Ao verificar outras concentragdes de butirato, observou-se que apenas a concentracao
de 0,2 uM de butirato reduziu parcialmente a morte de CGEs induzidas pelas toxinas do C.

difficile (TcdA: p = 0,0004, TcdB: p= 0,02, figura 13C).

Esses dados em conjunto mostram que o butirato, a depender da concentragdo,

diminui a morte de CGEs induzidas pelas toxinas do C. difficile.
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Figura 13 - O efeito do butirato na liga¢do de fosfatidilserina com anexina V em CGEs
desafiadas por TcdA e TcdB in vitro.
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(A,B,C) A ligacao de fosfatidilserina (FS)-anexina V, um marcador de morte celular, foi avaliada por meio do
ensaio de ligagdo FS-anexina V em tempo real em CGEs desafiadas por TcdA e TcdB, previamente incubadas
ou ndo com butirato, por 18h. O grupo controle sio CGEs incubadas apenas com meio de cultivo. Os dados séo
apresentados como média + EPM (n=5). A unidade relativa de luminescéncia (URL) é proporcional a
quantidade de ligagdo 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 grafico.
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5.3. Efeito do butirato na atividade de caspase 3/7 induzidas por TcdA e TedB in vitro

Caspases 3/7 sdo enzimas que possuem estruturas semelhantes e sdo utilizadas
amplamente como marcadores apoptoticos por fazerem parte do grupo de caspases efetoras

(LAKHANTI et al., 2006). Com o objetivo de verificar se butirato reduz a morte de CGEs

induzidas pelas toxinas do C. difficile via caspase 3/7, avaliou-se a atividade destas caspases.

As toxinas do C. difficile aumentam a atividade de caspase 3/7 quando comparado
ao grupo controle (Figura 14A, P<0.0001). Enquanto o butirato na concentragdao de 200 uM
aumentou a atividade da caspase 3/7 induzida pelas TcdA e TcdB (Figura 14A, P<0.0001).

Ao verificar a concentracao de butirato 0,2 pM que diminuiu a morte de CGEs
induzidas pelas toxinas do C. difficile, observou-se que CGEs expostas a TcdB, mas nao
TcdA, e pré-tratadas com butirato na concentracdo de 0,2 uM apresentaram niveis de

atividade de caspase 3/7 inferior as CGEs ndo pré-tratadas e expostas as toxinas do C.

difficile (Figura 14B, P<0.001).

Figura 14 - Efeito do butirato na atividade da caspase 3/7 induzidas por toxinas de C. difficile
em CGEs.
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(A e B) A atividade de caspase 3/7 em CGEs desafiadas por TedA e TcdB, previamente incubadas ou ndo com
butirato, por 18h. O grupo controle sio CGEs incubadas apenas com meio de cultivo. 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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5.4. Efeito do butirato na expressao de Bcl-2 em CGEs desafiadas por TcdA e TedB in

vitro

A proteina Bcl-2 tem fungdo antiapoptética, faz parte da familia de proteinas
indutoras e repressoras de morte por apoptose (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).
Para melhor entendermos se o butirato exerce sua funcdo antiapoptdtica via regulagao da
expressdo génica de Bcl-2 em CGEs desafiadas pelas toxinas do C. difficile, realizou-se a

avaliacdo da expressdo relativa para esse gene.

De acordo com a figura 17, observa-se que a concentragdo de butirato (0,2 pM)
sozinha aumentou significativamente a atividade de Bcl-2 quando comparado ao grupo
controle (P<0,0001). Por outro lado, as toxinas TcdA e TcdB apresentaram uma reducao
significativa na atividade de Bcl-2 quando comparado ao grupo controle (TcdA, P=0,0001;
TcdB, P<0,0001, Figura 17). Em adigdo, o butirato (0,2 pM) aumentou a expressao génica de
Bcl-2 em CGEs desafiadas com TcdB (P=0,02, Figura 17).

Esses resultados sugerem que o butirato possui atividade antiapoptética por promover

a expressdo de Bcl-2 em CGEs expostas a TcdB.
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Figura 15 - Efeito do butirato na atividade da expressdo génica de Bcl-2 em CGEs expostas as
toxinas do C. difficile.
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Expressdo génica de Bcl-2 foi avaliada por qPCR em CGEs desafiadas por TcdA e TedB, previamente incubadas
ou ndo com butirato (0,2 M) por 18h. O grupo controle sdo 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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5.5. Efeito do butirato na expressao de IL-6 ¢ S100B em CGEs desafiadas por TcdA e
TedB in vitro

Sendo as CGEs uma importante fonte de /L-6 (COSTA, 2019), investigou-se o efeito
do butirato na expressdo génica dessa citocina pleiotropica nessas células desafiadas por
TcdA e TedB.

Na figura 16, observa-se que TcdA e TcdB aumentaram a expressdo génica de /L-6
em CGEs quando comparado ao grupo controle (TcdA P=0,001; TcdB P<0,0001). Enquanto
que o butirato diminuiu a expressao dessa citocina em CGEs expostas a TcdB, mas ndo TcdA

(P=0,0002, figura 16).

Figura 16 - Efeitos do butirato na expressdao génica de /L-6 induzidas por toxinas do C.
difficile em CGEs.
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Expressdo génica de IL-6 foi avaliada por gPCR em CGEs desafiadas por TcdA e TedB, previamente incubadas
ou ndo com butirato por 18h. O grupo controle sdo 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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S100B ¢ produzido principalmente por CGEs no intestino e quando liberado em
elevadas concentragdes no meio extracelular pode atuar como citocina pro-inflamatoria
(COSTA et al., 2019). Diante disso, investigou-se se o butirato poderia reduzir a expressao de

S100B induzida pelas TcdA e TcdB em CGEs.

Na figura 19 observa-se que a TcdA e TcdB aumentaram a expressao génica de S7100B
em CGEs quando comparado ao grupo controle (TcdA p= 0,01; TcdB p=0,034). Em adi¢ao,
foi observado que o butirato diminuiu a expressao dessa citocina em CGEs expostas a TcdA,
mas nao TcdB (TcdA P=0,04, figura 17).

Estes resultados sugerem que o butirato modula a expressdo desses mediadores
inflamatorios em CGEs desafiadas pelas toxinas do C. difficile.

Figura 17 - Efeitos do butirato na expressdo génica de S/00B induzidas por toxinas do C.
difficile em CGEs.
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Expressdo génica de S/00B foi avaliada por qPCR em CGEs desafiadas por TcdA e TcdB, previamente
incubadas ou ndo com butirato por 18h. O grupo controle sdio CGEs incubadas apenas com meio de cultivo. Os
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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.

6. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo revelaram que, em baixa concentragdo (0,2 pM), o butirato
possui atividade antiapoptodtica por promover redugdo da ativacao de caspase 3/7 e aumento
da expressdo de Bc/l-2 em CGEs expostas a TcdB. Enquanto o butirato em alta concentragdo
(200 pM) potencializou o efeito apoptdtico das toxinas do C. difficile em CGEs. Estes
achados sugerem que o butirato apresentou efeito dual nas CGEs desafiadas pelas toxinas do
C. difficile. Além disso, evidenciou-se que o butirato em menor concentragdo (0,2 uM)
modula a expressdo de mediadores pro-inflamatérios (IL-6 e S100B) em CGEs desafiadas
pelas toxinas do C. difficile.

Os achados do presente estudo também mostraram que a CGE ¢ drasticamente afetada
pelas toxinas do C. difficile, as quais induzem morte celular e estimulam a expressao de
citocinas pro-inflamatorias (S/00B e IL-6), assim como também evidenciado por estudos
prévios (COSTA, 2019; COSTA et al, 2021; FETTUCCIARI et al., 2017, 2018;
MACCHIONTI et al. 2017; VON BOYEN et al., 2011).

O butirato, um AGCC produzido pela microbiota, esta associado a efeitos benéficos
na barreira epitelial intestinal (DALILE et al., 2019). A redugao do butirato no intestino esta
associada com inflama¢do local e agravamento da disbiose, bem como contribui para
alteracdes na fun¢do da barreira epitelial intestinal (CHEAN, 2020). Um estudo em humanos
mostrou que pacientes infectados por C. difficile apresentaram reducdo nas concentragdes de
butirato nas fezes comparado aos pacientes negativos para esse patogeno (NAGPAL et al.,
2018). Na ICD experimental foi demonstrado que o pré-tratamento com butirato reduz a
susceptibilidade de camundongos a infec¢do sugerindo dessa forma um efeito protetor via
ativagdo do fator de transcricdo HIF1 em células epiteliais intestinais por promover aumento
da expressdao das proteinas das juncdes firmes (FACHI et al., 2019). Fachi et al (2019)
também mostrou que o efeito protetor do butirato ndo ocorre via efeito direto no patéogeno,
uma vez que o pré-tratamento com o butirato ndo influenciou no crescimento do C. difficile e
producao de toxinas. Embora existam essas evidéncias sobre o efeito protetor do butirato na
ICD, até¢ o desenvolvimento do presente estudo ndo era conhecido como esse AGCC
modulava a resposta da CGE as toxinas do C. difficile.

No presente estudo, as concentragdes de butirato finais utilizadas (0,2 e 200 uM) nas

analises in vitro em CGEs desafiadas pelas toxinas do C. difficile foram inferiores as
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apresentadas por estudos prévios, aos quais utilizaram concentragdes finais entre 0,2 mM e
20 mM (QIU et al., 2011, KAISAR et al., 2017; WEBER; KERR, 2006; SEGAIN et al.,
2000; PENG et al., 2007; YANG et al., 2020; DYER et al., 2005). No entanto, no estudo
realizado por Fachi et al. (2019) em linhagem de células epiteliais intestinais (HCT116)
desafiados pelas toxinas do C. difficile, as concentragdes de butirato utilizadas foram de 1 e
10 uM. Estas concentragdes se assemelham as utilizadas no nosso estudo, uma vez que a
forma de desafio utilizada foi similar. Diferentemente, os outros estudos utilizaram LPS como
forma de desafio ou investigaram o efeito do butirato em condig¢des fisiologicas (QIU et al.,
2011, KAISAR et al, 2017, WEBER; KERR, 2006; SEGAIN et al., 2000; PENG et al.,
2007; YANG et al., 2020; DYER et al., 2005). O uso de concentragdes de butirato em células
desafiadas pelas toxinas do C. difficile inferiores a outros estudos sugere a possivel interface
entre as vias de sinalizacdo do butirato ¢ essas toxinas.

Um importante achado deste estudo foi o efeito dual do butirato na morte de CGE
induzida pelas toxinas do C. difficile diminuindo e potencializando esse processo em baixas
(0,2 uM) e altas concentragdes (200 uM) respectivamente. De forma semelhante, Peng et al.
(2007) evidenciaram que o butirato em altas concentracdes (8mM) induz apoptose de células
epiteliais intestinais (Caco-2). Por outro lado, nesse mesmo estudo o butirato em baixas
concentragdes (2mM) ndo promoveu apoptose e apresentou um potencial benéfico na funcao
da barreira epitelial intestinal. Estudo anterior também mostrou que o butirato nas
concentracdes acima de 0,5 mM promove morte de células tumorais (DYSON; DANIEL;
SURREY, 1992). Além disso, o butirato promoveu apoptose de células epiteliais intestinais,
macrofagos e células T de camundongos (BAILON et al., 2010). No entanto, 0s nossos
dados apontam que na presenca das toxinas do C. difficile ¢ requerido concentracdes
inferiores de butirato (200 uM) das utilizadas em estudos prévios para promover morte de
CGEs.

Um dos mecanismos identificados no presente estudo pelo qual o butirato diminuiu a
morte de CGEs induzidas por TcdB envolveu a participagdo de caspase 3/7 e Bcl2.
Similarmente, o butirato, previamente, diminuiu a morte de células epiteliais intestinais
(HCT116) expostas ao sobrenadante do C. difficile (Fachi et al., 2019). A participagao das
caspases 3/7 na apoptose desencadeada pelas toxinas TcdA e TcdB foi previamente
documentada em estudos anteriores (FETTUCCIARI et al., 2017, FETTUCCIARI et al.,
2022; COSTA, 2019; COSTA et al., 2021). As caspases 3/7 s3o as caspases efetoras as quais
promovem a fragmentagdo do DNA culminando em morte celular (HOUDE et al., 2004;

JANICKE et al., 1998; MCILWAIN et al., 2013; SINGH et al., 2019). Essas caspases podem ser
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ativadas pelas caspases iniciadoras (caspase 8 e 9), as quais encontram-se aumentadas em
CGEs desafiadas pelas toxinas do C. difficile (FETTUCCIARI et al., 2022). O fator
antiapoptotico Bcl2 tem papel fundamental em inibir a atividade de BAX, que por sua vez
promove a liberacdo de citocromo C da mitocondria ativando as caspases iniciadoras e
efetoras (QIAN et al., 2022).

Ha outros mecanismos envolvidos no efeito antiapoptotico do butirato. Por exemplo,
Li et al. (2019) demonstrou que o butirato atenuou a apoptose de MAC-T induzidas por LPS
via reducdo de ROS por aumentar os niveis antioxidantes, incluindo superdxido dismutase,
glutationa peroxidase e catalase. Estudos anteriores em CGEs mostrou que ROS estd
envolvida na morte celular induzida por TcdB (MACCHIONI et al., 2017). No presente
estudo, o efeito do butirato na prevencao da morte de CGEs induzidas pelas toxinas do C.
difficile ocorreu de forma parcial sugerindo, dessa forma, que outros mediadores podem ser
cruciais nesse processo.

Em relacdo aos efeitos do butirato na modulagdo da resposta pro-inflamatdria, o
presente estudo mostrou que o butirato modula negativamente a expressdo de importantes
mediadores inflamatorios (S100B e IL-6) em CGEs desafiadas pelas toxinas do C. difficile.

As CGEs secretam S100B em condigdes normais (RAO et al., 2015; COSTA et al.,
2021). As toxinas do C. difficile (TcdA e TcdB) aumentam a sintese de S100B em CGEs, in
vitro ¢ durante a ICD no colén de humanos e camundongos (COSTA et al., 2021). Em um
estudo anterior do nosso grupo foi mostrado que a inibigdo de S100B reduz tanto a expressao
de IL-6 como a propria expressao de S100B induzido pelas toxinas do C. difficile nas CGEs
(COSTA et al., 2021). Na ICD experimental, o S/00B liberado pela CGE em resposta as
toxinas do C. difficile modula a resposta inflamatdria na fase aguda da doenca (COSTA et al.,
2021a). Nesse cenario, o S100B, durante a inflamacdo causada pela ICD, ativa a via de
sinalizagdo S100B/RAGE/NF«kB resultando no aumento da expressdo génica de diversos
mediadores inflamatérios como iNOS, /L-6 e TNF-a (COSTA et al., 2021). Tendo em vista
que o S100B ¢ um mediador importante para induzir resposta pré-inflamatoria durante a ICD,
os resultados do nosso estudo in vitro apontam que o butirato atua como um importante
regulador negativo da expressao dessa citocina induzida pela TcdA em CGEs.

Concomitantemente, o butirato também atua como um importante regulador negativo
da expressdao de /L-6 em CGEs desafiadas pela TcdB. Similarmente, um estudo in vitro
mostrou o efeito imunomodulatério do butirato em macréfagos intestinais (CHANG et al.,
2014), onde o butirato (500 uM) reduziu a expressdo génica de /L-6 induzido por LPS via

inibicdo de HDAC (histonas desacetilases). Em modelo murino de lesdo pulmonar aguda
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(LPA) induzida por LPS, o butirato (500mg/kg) também reduziu os niveis de IL-6 no lavado
broncoalveolar (LI et al., 2018). O pré-tratamento com butirato de sédio mostrou também ser
benéfico na reducdo da infiltracdo de células inflamatorias, o qual foi acompanhado pela
diminui¢do da ativacdo de NFkB no tecido pulmonar de camundongos (LI et al., 2018). Esses
estudos em conjunto com os nossos achados mostram o potencial efeito do butirato na
expressdo de IL-6, que ¢ considerada um importante marcador da gravidade da ICD
(MURAKAMI; KAMIMURA; HIRANO, 2019).

A IL-6, 0 membro mais conhecido da familia da IL-6, ¢ uma citocina pleiotropica por
apresentar atividade anti-inflamatoria e pro-inflamatoria (ABHYANKAR et al., 2020; KAUR
et al., 2020). As fungdes regenerativas e anti-inflamatorias da IL-6 sdo mediadas pela via de
sinalizacdo classica que ocorre por meio da sua ligacdo ao receptor de IL-6Ra e gp130, aos
quais sdo expressos na membrana plasmatica das células alvo. Essa ligacdao induz a ativacao
de diversas vias intracelulares como JAKI1, STAT1 e STAT3. Enquanto a atividade
pro-inflamatéria da IL-6 ocorre por meio de um processo denominado via de trans
sinalizacdo. Nesse processo, a IL-6 se liga a forma solivel do receptor IL-6Ra, ao qual se
ligard ao gp130 expresso na cé€lula alvo que esta relacionado com a atividade pro-inflamatoria
da IL-6 (METCALFE; PUTOCZKI; GRIFFIN, 2020).

Um estudo in vivo realizado em camundongos mostrou que a sintese continua de I1L-6
por astrécitos resultou em ativacdo de microglia e aumento da producdo de mediadores
pro-inflamatorios (RECASENS et al., 2021). Enquanto em modelo animal de lesdo aguda
pulmonar em camundongos, a deficiéncia de IL-6 causou intensa inflamagao broncoalveolar,
sugerindo importante atividade anti-inflamatdria dessa citocina nesse modelo (VOIRIOT et
al., 2017). Mais estudos sdo necessarios para melhor entendermos os beneficios de reduzir a
sintese de IL-6 em CGEs durante a ICD.

Em resumo o butirato tem efeito dual em CGEs desafiadas pelas toxinas do C.
difficile. Enquanto atua como potencializador da morte celular induzida por essas toxinas em
alta concentracdo (200 uM), em baixa concentraciao (0,2 pM) age como protetor contra a
morte celular induzida por essas toxinas. O mecanismo antiapoptoético do butirato em CGEs
desafiadas pela TcdB envolve a reducdo da clivagem das caspases 3 e 7, bem como aumento
da expressdo de Bcl2. Em adicao, o butirato em menores concentragdes também demonstrou
capacidade para modular a expressdo génica de mediadores pro-inflamatdrios, como S700B e

IL-6 em CGEs desafiadas por TcdA e TcdB respectivamente (Figura 18).
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Figura 18 — Modelo hipotético de como o butirato modula a resposta da CGE desafiadas

pelas toxinas do C. difficile.
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Em estado basal, as CGEs apresentam a forma inativa de caspase 3/7, bem como expressam /L-6, S100B e Bcl?2.
TcdA e TedB promovem a formagao de caspase 3 e 7 clivadas que por sua vez induzem a fragmentacdo do DNA
culminando em morte celular. Essas toxinas regulam positivamente a expressdo génica de /L-6 e SI100B, bem
como regula negativamente a expressdo de bc/2. Suplementagdo com butirato diminui morte celular e a
expressdo de S100B em CGEs desafiadas pela TcdA. Ao passo que a adi¢do desse SCFA em CGEs desafiadas
com TcdB reduziu a expressdo de IL-6, bem como diminuiu morte celular via reduggo da atividade de caspase

3/7 e aumento da expressdo de Bcl2.
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7. CONCLUSAO

Com base nos achados deste estudo, podemos concluir que o butirato tem efeito
duplo: Em altas concentracdes (200 uM) potencializa a atividade apoptdtica das toxinas do C.
difficile em CGEs. Em baixa concentragao (0,2 uM) protege contra morte celular induzidas
pelas toxinas do C. difficile por promover reducao da ativacdo de caspase 3/7 e aumento da
expressao de Bcl-2 em CGEs expostas a TcdB. A atividade antiapoptotica do butirato em
menores concentracoes nas CGEs desafiadas pela TcdA ndo ocorre via modulagao da
atividade de caspase 3/7 e expressdo de Bcl-2.

O butirato em menores concentragdes modula a expressdo de mediadores
pro-inflamatorios (IL-6 e S100B) em CGEs desafiadas pelas toxinas do C. difficile.

Os achados desse estudo mostraram como um importante produto da microbiota, o
butirato, modula a resposta da CGE as toxinas do C. difficile, apontando que os efeitos
protetores observados por estudo prévio em modelo murino de ICD ocorrem parcialmente via
modulagdo da resposta dessas células.

Mais estudos sdao necessarios para melhor entender: (1) como o pré-tratamento com
altas e baixas doses de butirato podem implicar no desfecho na ICD em modelo pré-clinico;
(2) Como a modulagdo de células epiteliais intestinais ou células do sistema imune (como

macrofagos) pelo butirato podem implicar na resposta das CGEs as toxinas do C. difficile.
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Changes in intestinal microbicta are integral to development of Clostridioides difficile
(C. difficils)—associated nosocomial diarhea. Certain diets, especially Westem diets,
increase susceptibility to C. dificle infection (CDI). Here, we discuss recent findings
regarding how nutrients modulate response of the host and C. difficile during infection.
Calciumn has a role in the sponulation and germination process. Selenium is effective in
reducing the total amount of C. difficile toxin A (TcdA) and toxin B (TcdB) and in decmasing
its cytotoxicity. In addition, seleniem phosphate synthetase deficiency reduces C. difficie
growth and spore preduction. On the other hand, iron has a dual role in C. difficile growth.
For instanca, high intracellular levels can generate reactive hydroxyl radicals, whersas
low levels can reduce its growth. In humans, zinc deficiency appears to be related to the
recurrence of CDI, in contrast, in the GOl model in mice a diet rich in zinc increased the
toxin's activity. Low vitamin D levels contribute to C. difficils colonization, toxin production,
and inflammation. Furthermore, glutamine appears to protect intestinal epithelial cells
from the deletericus effects of TedA and TedB. In conclusion, nutrients play an important
rala in modulating host and pathogen response. Howewer, further studies are needed to
better understand the mechanisms and address some controversies.

Keywords: Clostridium oifficile, calcium, selenium, iron, zine, vitamin D, glutamine

INTRODUCTION

Clostridioides difficile (C. difficile). a gram-positive, spore-forming, toxin-producing anaerobic
bacterium, is a major cause of nosocomial diarrhea associated with antibiotic use (1, 2). Age (=65
years), female gender, comorbidities (such as chronic kidney disease, diabetes mellitus, leukemia,
cancer, and inflammatory bowel disease). hospitalization, and immunesuppression are risk factors
for acquiring C. difficile infection (CDI) (3). The incidence of CDI worldwide increased between
2000-2011, when it is stabilized (4). However, it renxains a challenge in hospitals around the world
and in the community. In European hospitals, seven cases of CDI occar for every 10,000 patients,
costing ~$6,000 for each first case of CDI (5, 6). CDI is the tenth cause of 30-day readmission scans
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of gastrointestinal disease, and the fifth cause of death from non-
malignant gastrointestinal disease in the U5, costing ~-$4 billion
a year (5).

Changes in intestinal microbiota components is one of the key
factors for CDH. Diets, especially Western, are often associated
with changes in the intestinal microbiome (7). In an antibiotic-
induced CDI rat model, the high-fat and high-protein diet
increases the severity of CDI, whereas the high-carbohydrate
diet protects (7). In another similar study, mice infected with
C. difficile that consumed a dietary fiber with low microbiota
accessible carbohydrates (MACs), perpetuated CDI after 12 days
of infection (#). These diets may change the micronutrients
availability into the gut by changing the microbiota, which in turn
can contribute to CDI susceptibility. Micronutrients are required
for many pathogenic cellular processes and are essential cofactors
fior a variety of proteins that are critical for bacterial life (9).

The transmission of C. difficile occurs via fecal-oral route or
contact with the spores of this bacteria. The spores, after resisting
gastric acid content, germinate in the small intestine, and then
colonize the colon of the host, releasing several vinulence factors,
such as toxins A (TedA) and B (TedB) (10-12). The virulence
factors act in the colon causing severe inflammation and mucosal
disruption, resulting from mild diarrhea to pseudomembranous
fulminate colitis (1).

To survive and cause disease, most bacterial pathogens need
nutrients. Therefore, we performed a review of the literature on
the role of specific nutrients such as calcium, selenium, iron, zinc,
vitamin [, and glutamine in the pathogen andfor host response
during CDL

MICRONUTRIENTS

Calcium

Calcium is an important micronutrient for the regulation of
bacterial homeostasis. Its action is subdivided into several
mechanisms that vary from the regulation of ion passage, which
is important to the sporulation process, to protection against
reactive oxygen species (ROS) (13). This mineral is known to be
crucial in spore formation, a mechanism that allows bacteria to
survive in various environments | 14).

Kochan et al. (14) demonstrated that calcium present in
the intestinal environment, in a ghycine amino acid-dependent
manner, facilitates spore germination of C. difficile in vitro. In
mice with CDI, the calcium present in the bile is sufficient
to induce sporulation, and intestinal calcium (present in the
ileum region) at a concentration around 15mM is responsible
for C. difficile spore production. C. difficile spores can store
large amounts of calcium on their outermost layers (<50mM
calcium), thus in the absence of intestinal calcium, there is
activation of the calcium-dependent enzyme (in an intracellular
form in the spore) that releases endogenous calcium into the
extracellular medium, which combined with glycine, initiates the
spore germination process. Thus, if this enzyme is inhibited the
onset of germination is delayed (14).

In an in vitro study, TedB treatment induced HelLa cells to
release higher levels of calcium leading to increased activation
of protein kinase C (PKC). Calcium has been shown to play an

impaortant role in TedB-induced ROS synthesis in Hela cells, as
blockade of L-type calcium channels decreased ROS production
(15). Calcium binds to the L-type calcium channels, resulting in
PEC activation (in the first 15 min after toxin challenge), which
in turn activates the metabolites of nitric oxide, resulting in
production of ROS (15). To our knowledge there are no reports
ahout calcium uptake or serum calcium levels in CDI in patients
or murine models.

Selenium

Selenium is an essential micronutrient that plays a crucial role in
the development of a variety of physiological processes (16). It is
present in a wide variety of selenoproteins, including proline and
glycine reductases, enzymes essential for carrying out Stickland
metabolism. Stickland metabolism and its substrates play an
impartant role in the pathogenesis of CDI (17).

Selenophosphate synthase (SelD) initiates the process of
selenium incorporation into proteins through the generation
of selenophosphate from hydrogen selenide. The absence of
selenophosphate leads to decreased selenoprotein synthesis,
which in turn causes changes in the physiology of C. difficile (17).

McAllister et al. (17) demonstrated that a strain of C. difficile
deficient in SelD} exhibits decreased growth and reduced spore
production. However, its deficiency did not affect the early events
of spore germination, but rather caused a delay in the growth of
germinated spores. Furthermaore, the authors proposed that the
myutant strain was able to compensate for the loss of selenoprotein
synthesis through upregulation of other metabolic pathways.

In contrast, Pellissery et al. (18) have found that selenium
(sodium selenite) was effective in reducing Ted A and TedB levels
and in decreasing cytotoxicity of C. difficile culture supernatant
on Vero cells. The authors have proposed that this effect on
toxin production occurred due to the downregulation of genes
important for toxin production (fodb, fede, and tedr), as well as
the up-regulation of fede (toxin negative regulator) and CodY
(tedr repressar). Moreover, selenium was also able to reduce the
growth of C. difficile spores and decrease bacterial growth in the
presence of ciprofloxacin (18).

It has been demonstrated that auranofin dismpts selenium
metabolism in C. difficile by forming a stable Auranofin-Selenide
complex (19). This complex formation caused the selenium
deficiency for selenoenzymes synthesis and the consequent
inhibition of C. difficile growth due to prevention of the uptake
and nutritional utilization of Selenium {19).

Previous study reported that ebselen, a seleninm-based
organic complex, showed efficacy against autoproteolytic
cleavage of both TedA and TedB, inhibiting toxin-mediated
pathalogy in vitro, blocking lethal wexicity of TedB in a systemic
toxigenic mouse model, and was effective in a clinically relevant
mouse model of CDI. The authors suggest that the protective
effect of ebselen was mediated by its ability to block a cysteine
protease domain (CPD), involved in the glucosyliransferase
domain (GTD) processing (20).

Interestingly, sodium selenite facilitated the growth of
beneficial bacteria to the intestinal microbiota (Lactococcus
lactis lacti, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus delbrueckii
bulgaricus, Lactobacillis rewteri, Lactobacillus  brevis, and
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Lactobacillus plantarum) (18). The normal intestinal microbiota
plays a key role in protecting against CDI, as it provides
colonization resistance against pathogenic bacteria (11). The
imbalance in microbiota composition and the consequent
reduction of beneficial bacteria species causes the breakdown
of the integrity of the intestinal barrier and the loss of its
functionality, making the individual more susceptible to CDI. A
brief summary of the effects of calcium and selenium in CDI is
shown in Figure 1.

Iron

Iron is an essential cofactor for the survival of Gram-positive and
Gram-negative bacteria (21). This nutrient has critical function
fior the strict anaerobe C. difficile. High intracellular levels of iron
can generate reactive hydrooy radicals, therefore maintenance
of iron at the right levels is important (22). The ferric uptake
regulator (Fur) is responsible for regulating the C difficile
response to iron limitation. The study carried out by Berges
et al. {23} characterized the functional and metabolic alterations
induced by Fur-mediated low iron response.

To investigate the role of Fur, the anthors constructed a
fur mutant C. difficile strain. Under iron-limited conditions,
wild type (WT) strain grew better than Fur mutant strain.
Furthermore, the fur mutant grew slower and had less terminal
densities compared to the WT strain (23). In low iron conditions,
the Fur mutant strain significantly lost flagella and decreased
motility when compared with the WT. Furthermore, lower
iron conditions induced rearrangements in energy metabolism,
C. difficile significantly reduced the formation of most iron-
requiring, ferredoxin-dependent processes. This adaptation was
only partially regulated by Fur (23). The transition period
for adaptation to low iron conditions represented a period of
metabolic weakness and physical vulnerability, as demonstrated
by the increased susceptibility to vancomycin and polymyxin B
of the mutant {23).

Another study (24) investigated the Fur control putative iron
acquisition systems in vitro and in vivo in C difficile infection
model. The Fur mutant strain grew normally in high and low-
iron conditions when compared with WT. However, the Fur
mutant exhibited low growth during the late stationary phase
(24). The authors also observed that the Fur mutant present more
than 70 upregulated and 44 downregulated transcripts compared
with WT. 14 Fur-repressed genes, also were iron repressed.
Interestingly, among those Fur- and iron-repressed genes were
C. difficile genes encoding 7 putative cation transport systems.
The expression of the flavodoxin gene, fldX, was suppressed by
Fur and by high iron. In another way, the ferredoxin gene had
lower expression either in mutant or under low-iron conditions
(24). Moreover, Fur-regulated and iron-regulated genes increased
in vive during CDI using the hamster model. In general, Fur
and iron were demonstrated to regulate several classes of ion
transporters in C. difficile either in vitro or in vivo for regulating
bacterial homeostasis (24).

Monaghan et al. (25) investigated the effects of the ferrous
iron uptake system FeoBl and the ferric uptake regulator
and iron-dependent global gene regulator Fur, in a human i
vitro gut model of C. difficile infection. The authors used two

knockout mutants, an in single feoB1 and other in fur homolog.
Cytotoxicity assays revealed that the fur mutant strain produced
considerably lower toxin levels than the feoBl and WT strain
(25). These results demonstrated the importance of the Fur
systemn in regulating the expression of C. difficile toxins.

Iron significantly influences the growth of C. difficile (26, 27).
Current reports point out that from the first 5h of culture,
the presence of this mineral increases the growth of 360 strain,
while in iron deprivation the growth rate is reduced followed
by upregulation of genes linked to cellular iron uptake. Another
important data concerning the growth of C. difficile shows that
the addition of ferrous sulfate (FeS04), iron chloride (FeCl3).
iron citrate, and ferritin to the broth media in an iron-depleted
environment allowed the bacteria to grow better when compared
to media without iron supplementation (27). These findings
suggest the importance of this micronutrient in C. difficile growth
and the initiation of pathogenesis. Figure 2 summarizes the role
of iron in C. difficile homeostasis.

In addition to the importance of iron for pathogen
homeostasis, there appears to be a relationship between
hemoglobin levels and CDI in humans (28, 29). Hemoglobin is
the iron-containing pigment that enables red blood cells to carry
high concentrations of oxygen to the tissues (30). A retrospective
cohort study of 84 patients with CDI demonstrated that the
hemoglobin levels were significantly low in patients with CDI
recurrence (28). Another stndy carried out with 294 patients
demonstrated that low hemoglobin levels (below 9 g/dL) may
have prognostic significance, of colectomy or death in IBD
patients with CDI (29).

Recent findings reported the connection between
metronidazole resistance and dependence on undegraded
heme stands out. The study by Wua et al. (31) noted that
strains known to be resistant to metronidazole appeared more
susceptible to the antibiotic when tested in heme-free media
or in heme-containing media that were exposed to light (likely
due to heme decomposition). The authors speculate that
metronidazole-resistant C difficile uses heme to recover in
the presence of metronidazole. These results corroborate with
a study conducted for Boekhoud et al. (32) that investigated
resistance to metronidazole in a collection of dinical isolates
of C. difficile and observed that heme supplementation from
blood agar plates was the crucial determinant for four strains
determined to be resistant to metronidazole. This effect would
presumably be related to the ability of heme to detoxify the
nitro-radicals generated by metronidazole activation.

Zinc

Zinc (Zn) is an essential micronutrient acquired through the diet
and is recommended by the World Health Organization (WHO)
in cases of acute diarrhea (33). CDI is often associated with
nosocomial diarrhea, and zine deficiency appears to be related to
the recurrence of CDI{33).

Three papers have implicated the importance of zinc in
patients with CDI: a case study (34) and two retrospective
cohort studies (33, 35), The case report showed the history
of a 52-year-old diabetic patient who had undergone kidney
transplantation and developed recurrent CDI, presenting

Frantiers. in Kutrition | wew fromtiersin.org

June 2022 | Yolume 9 | Articks 849300

65



Loureiro et al C. difficie-Responss Moduled by Mutriems

HYPOTHETICAL EFFECT OF CALCIUM AND SELENIUM IN C. DIFFICILE
INFECTION
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FIGURE 1 | Hypothetical efiect of calcium and selenium in . difficle infection: (&) Decressed inbesinal Ca®™ (Calcium) or SelD) {Seleno phosphate symthetass)
deficiency decreases spore formation. (B) Assodation between Ca'* and Glycine is essential for the initiation of germination. () SelD deficiency decreased the

af C. aifficie and sodium selenite [Se) inhibied the growth of the strain. (B} High levels of Se decresses the iotal production of Tedd, (Clastadium difiole town
A} ard TedB [Ciosticium oiificie trodn BY. High levels of TodS increases Ca®™ levels, which in turn increases the production of ROS (Aeactive acygen species). {E)
e vaf Sewath d the growsh of C difficle, as well as its sporulation.

with persistent diarrhea and weight loss of 13kg. The initial
treatment was with vancomycin. After the third recurrence
of CDI, an evaluation of serum Zn was carried out, and low
serum #inc level (36 pg/dL) was found. The patient underwent
another cycde of vancomycin, however, in combination
with zinc supplementation. Improvement of symptoms,
including diarrhea, without a new CDI recurrence episode, was
reparted (34).

In a retrospective cohort study of 113 patients, zinc was the
most common micronutrient deficiency in patients with CDI,
and it was observed that Zn supplementation may decrease
the association between zinc deficiency and recurrent CDI
{35). Similarly, in another retrospective cohort study of 127
patients, zinc deficiency was associated with higher rates of
CDI recurrence after fecal microbiota (FMT) transplantation.
Zinc supplementation in zinc-deficient patients, associated with
reduced recurrence rate in these patients (33).

In contrast, a study using a CDI model in mice showed that
a diet rich in zinc (1,000 mg/kg) increased the toxin's activity,
altered the immune response (increased IL-1f and decreased
levels of IL-6 and IL-12 cytokines and anti-inflimmatory
cytoking IL-10), and increased the severity of the disease (35).
In this same study, deficiency of calprotectin (CP), which is a
calcium and zinc binding protein, did not alter the stoal shedding

FIGURE 2 | Roie of iron in . cifficis homeostass: on [Fej repressnts 2 of C. difficile in mice {36). Another study demonstrated a putative
key cofactar for C.diffcie homecstasis. The femc uptake reguatoe [Fu) zine transporter (ZupT) is used by C. difficile as a mechanism for
coniefashin 1 s cxmbirot o kol e bt i Ll lows High survival due to high CP levels-mediated decreases in availability
iron conditions. of Zn (37).
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In another mouse model of CDI, CP limited the availability
of Zn and increased the transcription of C difficile genes
necessary for proline fermentation. This reduced fermentation
is due to the limited availability of another nutrient needed
for proline fermentation, selenium. Therefore, CP-mediated Zn
limitation combined with selenium deficiency affects the proline
fermentation necessary for broader adaptation of C. difficile in
the host gut (33).

These inconsistent effects of zinc in C. difficile infection may
be related to supraphysiologic levels of zinc in the mouse sdies.
The Figure 3 summarizes the possible mechanism of zinc in CDL

Vitamin D

Vitamin D is an essential dietary nutrient known for its
critical function in bone homeostasis. It is also invalved in
ahsorption of inorganic elements (such as calcium, phosphoruos,
and magnesium), kidney dysfunction (by reducing proteinuria
and inflammation) and immune responses (39-42). There are
two forms of vitamin D, ergocalciferol (vitamin D2), and
cholecalciferol (vitamin D3). Vitamin D deficiency increases
the risk of antoimmune disease and allergies (43), as well

as causes alterations in intestinal barrier and changes in
microbiome composition (44). Moreover, some studies have
demonstrated a strong correlation between vitamin D deficiency
and incidence/severity of some infections diseases such as
respiratory infection, tuberculosis, and CDI (45-47).

In patients with CDI. it was demonstrated that there is a
significant association between low vitamin D 25 (OH) D3
levels and CDI severity (48). Accordingly, patients with normal
levels of vitamin D (=>20ng/mL) presented with non-severe
CDI, although the low level of vitamin [} was not associated
directly with increased risk of developing CDI and maortality in
hospitalized patients. The level of vitamin I did not correlate
with CD1 recurrence (49).

In a study with 271 patients with CDI, 17.5 % of patients
with severe CDI had deficiency of Vitamin D' [25 (OH) D =
10ng/mL] (50). Additionally, Gayam et al. (51) and Kanamaori
et al. (52) found that patients with CDI and vitamin D deficiency
{=10ng/mL) are more susceptible to developing sepsis and
peritonitis, resulting in increased medical treatment costs and
maortality for this group of patients. Ananthakrishnan et al. (53)
and Sahay et al. (54) also demonstrated that low levels of vitamin
D {<20ng/ml) were associated with increased risk of CDI in
patients with inflammatory bowel disease (IBD) while higher
plasma calcifediol [25 (OH) Y] was associated with reduced risk.
A negative correlation between vitamin [ levels and the risk of
developing community-acquired C difficile infection (CA-CDI)
has been reported (55). In addition, low vitamin D levels and
age = 70 years old were independently associated with increased
recurrence of C. difficile associated diarrhea (56). Consistent with
these findings, CA-CDI cases was previously associated with low
serum levels of 25 (OH) D (=15ng/mL) measured up to 12
months or 2 weeks after toxin positivity (54).

Drall et al. {57) showed that maternal consumption of vitamin
D-fortified milk reduced the C. difficile colonization in infants
by a microbiota independent mechanism, as no difference was
found in microbiota composition of infants breastfed with
vitamin D-fortified milk and not breastfed. In contrast, Singh
et al. (58) showed that vitamin D supplementation increased gut
microbial diversity and specifically increase the abundance of
Bifidobacterium which has been related to reduce manifestation
of CDI (59, 60). The microbial diversity is essential to reduce the
susceptibility to intestinal infections (51).

Impairment of innate and adaptative immune responses
during  infections are increasingly being related to
hypovitaminosis I' (62). This is because vitamin [ has an
important effect on clearance of pathogenic organisms by
stimulating the production of cathelicidin, an antimicrobial
peptide that has also shown to inhibit the effect of C. difficile
toxins (63). Cathelicidin is a key antimicrobial peptide in
mammals, being found in sites of inflammation and is involved
in the host defense against hacteria and other pathogens (64).

Taken together all these findings, vitamin D deficiency may be
associated with an increased risk of CDI by reducing cathelicidin
production, resulting in decreased intestinal microbiota diversity.
Thus, vitamin [} plays an important protective role during CDI.
The Figure 4 summarizes the role of vitamin D in CDL
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colonization, fodn production and indammatian.

Glutamine suggest that the AQ-related protective effects do not occur by
Glutamine (L-Gln) is a nonessential amino acid (MEAA)  directly targeting C. difficile during infection.
due to the endogenous glutamine biosynthesis pathway. L- Further, in a metabolomics analysis of cecum content after

alanyl-L-glutamine (AQ) is a stable source of L-Gln used  30h post-CDI, levels of glutamine showed to be elevated (73).
in clinical and pre-clinical studies. L-Gln plays an important  However, because of its short half-life, glutamine may not be
role in tricarboxylic acid (TCA) cycle supplementation and  able to stimulate host cells such as epithelial cells to generate
in biosynthesis of nucleotides, glutathione (GSH), and other  its protective effects during infection. More studies to better
nonessential amino acids. The L-Gln transporters (SLCIAS,  understand the mechanism involved in the beneficial outcome
SLC38AL. and SLC38AZ) can mediate the L-Gln transportation  promoted by AQ supplementation during CDI are still needed.
into cells through plasma membrane, once in the cytoplasm, it The Figure 5 summarizes the possible mechanism of glutamine
can be used to the biosynthesis of hexosamine, nucleotides, and  in C. difficile toxins challenge.
asparagine (65).

In vitro, L-Gln protected intestinal epithelial cells (IEC-6)
from the deleterious effects of TedA by promoting proliferation  CQNCLUSION
and inhibiting apoptosis via increasing RhoA expression (66).
RhoA is a Rho GTPase that has a key inductor role in  Here, we showed that nutrients play an important role in
proliferation and migration, its deletion decreases these functions  modulating host and pathogen response during CDIL Calcium
in other cells (67). Similarly, L-Gln also protected rat intestinal  facilitates spore germination and TedB-induced ROS synthesis.
epithelial cells (IEC-6) challenged with TedA and TedB by  Selenium reduces the cytotoxicity of C difficile toxins by
increasing  proliferation and migration. and by decreasing  decreasing the production of these toxins in C. difficile. Vitamin
apoptosis (68-70). Glutamine is also important to the host D deficiency is strongly associated to CDI severity, once vitamin
response and its depletion potentiates leucocyte-dependent D plays an important role in stimulating cathelicidin synthesis,
inflammatory events induced by Ted A inrats (71). Inrabbitileum  which in turn inhibits the toxins' effects. Whereas the beneficial
and mouse cecal tissues challenged with TedA, AQ) potentialized  effects of glutamine in CDI seems to be by modulating the host
the effect of A2A agonist in decreasing apoptosis, intestinal  response. However, the beneficial effects of Iron and Zinc during
damage and proinflammatory cytokine secretion (72). On the  CDI appears to be level dependent. However, further studies
other hand, in a model of CDI, AQ decreased intestinal damage  are needed to better characterize the role of nutrients in the
only when mice were treated with vancomycin (68). These data  interaction between the host components and C. difficile and
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clarify some controversial results. We believe it is important to
investigate nutritional deficiencies during CDI in human_
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