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EFEITO DO BUTIRATO NA RESPOSTA DE CÉLULAS GLIAIS ENTÉRICAS ÀS
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), é suscetível às toxinas A (TcdA) e B (TcdB) do C. difficile. TcdA e
TcdB são os principais fatores de virulência relacionados ao dano intestinal e diarréia
causados por esse patógeno em animais. A microbiota desempenha um papel importante na
suscetibilidade à infecção por C. difficile (ICD). Um dos produtos da microbiota é o butirato,
que demonstrou ser protetor contra a ICD. Neste estudo, avaliamos se o butirato modula a
resposta da CGE às toxinas do C. difficile. In vitro, linhagem de CGE foi incubada com TcdA
ou TcdB isoladamente ou em combinação com butirato de sódio, que foi adicionado uma
hora antes do desafio com as toxinas. Após 18h de incubação, a CGE foi coletada para
análise de morte celular (usando ensaios de atividade de anexina RealTime-Glo e caspase
3/7) e expressão gênica de bcl2 (um fator antiapoptótico), S100B 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 ligação de fosfatidilserina e anexina V, promoveu
aumento da atividade de caspase 3/7 e diminuiu a expressão gênica de bcl2, bem como
aumentou a expressão gênica de mediadores pró-inflamatórios (S100B e IL-6) em CGEs
comparado ao grupo controle. Em alta concentração, o butirato (200 M) potencializou osµ
efeitos das toxinas do C. difficile na promoção da morte da CGE (TcdA: P= 0,0001, TcdB:
P= 0,01) e atividade de caspase 3 /7 (P<0,0001). Enquanto baixa concentração de butirato
(0,2 M) diminuiu a morte da CGE (TcdA: p = 0,0004, TcdB: p= 0,02) e atividade de caspaseµ
3/7 (P<0,001) induzidas pelas toxinas do C. difficile. Além disso, a incubação de CGEs com
baixa concentração de butirato (0,2 M) na ausência de TcdA ou TcdB resultou em aumentoµ
da expressão de bcl2 em comparação com as células controle (p<0,0001). Em baixas
concentrações, butirato (0,2 M) diminuiu parcialmente os efeitos da TcdB na expressãoµ
gênica de bcl2 (P<0,02) e IL-6 (P< 0,0002) em CGEs. Além disso, a baixa concentração de
butirato (0,2 M) também diminuiu a regulação positiva de S100B induzida por TcdA (P=µ
0,04). Nossos achados sugerem que baixas e altas concentrações de butirato podem afetar
diferencialmente a suscetibilidade da glia entérica às toxinas do C. difficile, sendo a baixa
concentração 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 expressão do mediador
antiapoptótico bcl2, além de reduzir a resposta pró-inflamatória dessas células. Dessa forma,
essas descobertas ajudam a elucidar, em parte, o mecanismo pelo qual os produtos derivados
da microbiota podem modular a resposta da CGE às 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 is 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), S100B 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 bcl2, as well as upregulated the expression of pro-inflammatory
mediators (S100B and IL-6). In high concentration, butyrate (200 M) potentialized theµ
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 M) decreased enteric gliaµ
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 M) by itself upregulatedµ
bcl2 expression compared to control cells (p<0,0001), as well as decreased the
downregulation of bcl2 (p<0.02) and upregulation of IL-6 (p<0.0002) induced by TcdB.
Further, low concentration of butyrate (0.2 M) also diminished S100B upregulation inducedµ
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. INTRODUÇÃO

1.1. Sistema Nervoso Entérico

No século XIX, foi explorada a existência dos neurônios entéricos e durante muito

tempo o Sistema nervoso entérico (SNE) foi considerado como parte da porção

pós-ganglionar. Por meio dos estudos do Professor John Newport Langley,

fisiologista/histologista inglês e membro da London Royal Society, foi determinada a divisão

desses sistemas. O sistema nervoso periférico autônomo (SNPA) é subdividido em:

Simpático, Parassimpático e 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 milhões de neurônios. Os pesquisadores Bayliss e Starling,

realizaram a descoberta da atividade funcional do SNE (BRICKER et al., 2003; ORIÁ;

BRITO, 2016).

O SNE é encontrado ao longo de todo trato gastrointestinal e se estende do esôfago ao

reto, além de estar presente no pâncreas e na vesícula biliar (ORIÁ; BRITO, 2016;

PAWOLSKI; SCHMIDT, 2020). Este sistema se comunica com o Sistema Nervoso Central

(SNC) via vagal. A função do SNE é regulada por meio da inervação do SNC, localizado

anatomicamente nas posições toracolombar e lombossacral. Apesar do SNE apresentar

comunicação com SNC, o controle das funções do trato gastrointestinal pode ocorrer de

forma independente, o denominado reflexo peristáltico intestinal (FLEMING et al., 2020;

FURNESS, 2012).

O SNE (figura 1) apresenta importantes funções para o trato gastrointestinal, dentre

elas está a regulação dos movimentos peristálticos, o controle de secreções intestinais e

gástricas, a regulação da absorção dos nutrientes, a modulação do sistema imunológico e

endócrino associado ao intestino (COSTA; BROOKES; HENNIG, 2000; LAKE;

HEUCKEROTH, 2013).
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Figura 1 - Desenvolvimento do Sistema Nervoso Entérico

Fonte: Lake e Heuckeroth (2013). As células derivadas da crista neural entérica - ENCDCs: dão início a
formação do trato gastrointestinal. Durante o fechamento do tubo neural CN (pretas) localizadas na região vagal
as células migram na corrente ventral para região adjacente ao intestino anterior, que expressa o fator
neurotrófico derivado das células gliais (GDNF). B-E: Após essas células derivadas da crista neural entérica
começarem a invadir o intestino anterior, elas migram rostrocaudal (parte frontal), proliferam e se diferenciam
primeiro em neurônios (verde) e depois em glia (roxo). O intestino se alonga e muda de forma de uma linha reta
(B) para um única curva com intestino médio posterior, bem justapostos (C), em sequência o apêndice cecal
cresce e todo intestino se alonga ainda mais (D e E). C: Nos dias embrionários 11 e 12, as células derivadas da
crista neural entérica invadem o colón atravessando o mesentério e transitam pelo ceco.D: O ceco e parte
transmesentérica se fundem para formar o SNE no cólon rostral. E: A parte transmesentérica segue para o cólon
terminal à medida que as células da parte sacral menor ECNDC entram no intestino e migram para a cauda. O
desenvolvimento humano do SNE, prossegue através de um processo semelhante. GDNF: são secretados pela
glia entérica, auxilia na proliferação

O GDNF (fator neurotrófico derivado de células gliais) é essencial no

desenvolvimento do SNE, cumprindo a importante função de proliferação e diferenciação das

células entéricas, onde o co-receptor RET é o responsável pela via de sinalização desse

componente. A sinalização de GDNF ocorre por meio do RET e o receptor-αl da família

GDNF (GFRαl), 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) são um importante componente do SNE,

contribuindo na manutenção da homeostase intestinal. Elas se encontram em maior

quantidade que neurônios no SNE, sendo essencial para as funções 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 semelhanças aos astrócitos do SNC. Até recentemente,

acreditava-se que sua função principal era servir de suporte estrutural para os neurônios

entéricos. As CGEs, são a maior população formadora do SNE, exercendo atividade

mecânica na sustentação dos neurônios; explicando assim a origem do nome grego glia, que

significa “cola”, termo aplicado pelo patologista alemão Rudolf Virchow. Recentemente, foi

elucidado que essas células têm diversas funções importantes na manutenção e sobrevivência

neuronal entérica. Danos à glia entérica pode provocar processos neurodegenerativos, por

isso pode-se afirmar que esses danos podem contribuir na disfunção gastrointestinal

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

Apesar de serem conhecidas desde 1899, algumas funções das CGEs foram

recentemente comprovadas cientificamente como as imunológicas, participando assim da

homeostase intestinal (LIU; YANG, 2022). A integridade do sistema gastrointestinal depende

de vários tipos de células onde as CGEs, perante sua capacidade de manutenção

homeostática, fornecem a imunidade e reparo tecidual desse sistema (PROGATZKY et al.,

2021).

Diferente dos neurônios, cujas funções fisiológicas e patológicas já estão bem

estabelecidas, as CGEs não geram potencial de ação. As mesmas atuam formando diversas

redes de comunicação, gerando sinais de Ca2+ e integrando informações que são transmitidas

pelos neurônios, células gliais, células imunes, entre outras, modulando a atividade e

motilidade do circuito neural. Por tanto, elas são consideradas como um tipo de cérebro no

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

O SNE é composto por dois tipos diferentes de plexos classificados como

ganglionares e aganglionares, as CGEs podem ser encontradas nesses plexos (figura 2). O

plexo ganglionar é formado pelo plexo mioentérico (plexo de Auerbach) e plexo submucoso

(plexo de Meissner). Eles são distribuídos ao longo do trato digestivo. O plexo mioentérico

fica localizado entre as camadas de músculo liso circular e longitudinal. Já o plexo

submucoso, está subdividido em três plexos: plexo submucoso interno, plexo submucoso

externo e plexo intermediário. O plexo aganglionar, também conhecido como plexo mucoso,

não apresenta neurônios e está localizado na camada mucosa, sendo constituído por CGEs e
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por axônios dos plexos ganglionares (PAWOLSKI; SCHMIDT, 2020; SCHEMANN;

NEUNLIST, 2004).

Figura 2 – Representação das camadas intestinais e localização das células gliais entéricas.

Fonte: Adaptado de Grubisic e Gulbransen (2019). A parede gastrointestinal é composta pela camada mucosa,
submucosa, muscular (muscular circular e muscular longitudinal) e serosa. O sistema nervoso entérico é
constituído pelos plexos mucoso, submucoso e miontérico. O plexo mucoso, está localizado na camada mucosa,
é constituído por células gliais entéricas (CGEs) e terminações nervosas. O plexo submucoso pode ser
encontrado na camada submucosa próxima à camada muscular circular interna. Enquanto o plexo miontérico
encontra-se entre a camada muscular circular interna e a longitudinal externa. Os plexos, submucoso e
mioentérico, são constituídos por CGEs e neurônios.

Podemos classificar as CGEs em quatro grupos, do I ao IV, apresentando sua

morfologia e localização de acordo com a classificação de Hanani. As células do tipo I são

caracterizadas por apresentar aspectos semelhantes aos astrócitos do SNC, já 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 ramificações, e

finalmente as de tipo IV com morfologia bipolar, característica que estava localizada dentro

das camadas de músculo 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 função dos neurônios via secreção de neuromoduladores. Atualmente, as

CGEs são exploradas como um alvo terapêutico no manejo de doenças 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 função crucial no

desenvolvimento da infecção 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 são suscetíveis aos efeitos citotóxicos das toxinas do C. difficile, as quais induziu

morte celular e causou alterações na funcionalidade dessas células, mostrando assim suas

implicações relevantes na patogênese da ICD (FETTUCCIARI et al., 2017; MACCHIONI et

al., 2017).

1.3. C. difficile: Considerações gerais

O Clostridioides difficile (C. difficile), denominado anteriormente como Clostridium

difficile, trata-se de um bacilo gram-positivo, anaeróbio, 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 saudáveis, no entanto a partir de então

foi identificada sua capacidade patogênica, causando doenças que no futuro foram associadas

as exotoxinas solúveis (CHANDRASEKARAN; LACY, 2017; MARTÍNEZ-MELÉNDEZ et

al., 2022).

Figura 3 - Clostridioides difficile.
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Fonte: Smits et al. (2016). (A) Placa de ágar sangue com colônias 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 bastão

alongado), esporos que na fase escura (destaque a esquerda - pontos escuros na porção subterminal dos bastões)

e na fase brilhante (elipsóides brilhantes). (C) Microscopia eletrônica de varredura de esporos do C. difficile. (D)

Imagem de colonoscopia em paciente com colite pseudomembranosa, mostrando pseudomembranas (estruturas

amareladas) causada pelo C. difficile.

Nos Estados Unidos (EUA), o número de casos aumentou acentuadamente nos anos

de 2000 até 2011. Recentemente, em um estudo epidemiológico foi relatado que o número de

casos de infecção por C. difficile, foi estimado em 476.400 casos no ano de 2011, e de

462.100 casos em 2017 nos EUA. Esse declínio foi associado aos cuidados de saúde. No

entanto, as infecções por C. difficile causam grande sofrimento e morte em milhares de

americanos a cada ano, sendo considerada a décima causa de reinternação em hospitais e a

quinta causa de morte por doenças 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 incidência taxa de 3,57% entre 140 pacientes diagnosticados com C.difficile (JIN et al.,

2010).

As infecções por C. difficile vem aumentando em gravidade e incidência durante a

última década. No Brasil, foi realizado um estudo com dados epidemiológicos referentes a

Hospitais Oncológicos; no estado de Pernambuco durante o período de novembro de 2017 a

agosto de 2019, onde isolados de fezes possivelmente contaminadas por C. difficile de 156

pacientes foram incluídos na pesquisa utilizando a técnica laboratorial de Reação em Cadeia

da Polimerase em Tempo Real (qRT-PCR) para diagnóstico. Destes, 7,05% dos pacientes

estudados foram isolados toxinas A e B. Esses dados são importantes na promoção e

prevenção da disseminação da doença (TENÓRIO et al., 2021).

Após a contaminação, por via fecal-oral, ocorre uma disbiose e os esporos são

ativados no trato gastrointestinal. Assim, células contaminadas passam pelo trato

gastrointestinal e normalmente germinam em células vegetativas no duodeno. Esse processo é

influenciado por diversos fatores, como os níveis de ácidos biliares, microbiota e resposta

imune do hospedeiro. Após isso, as células vegetativas atingem o cólon onde a produção da

toxina é iniciada e a infecção se desenvolve. Após a expulsão dos esporos nas fezes, o ciclo

pode recomeçar, conforme ilustrado na figura 4 (CHANDRASEKARAN; LACY, 2017;

KHURANA et al., 2020; MARTÍNEZ-MELÉNDEZ et al., 2022; NIBBERING et al., 2021).
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Figura 4 - Estágios de infecção por Clostridioides difficile após transmissão por via
fecal-oral.

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 1: Os esporos do C. difficile são transmitidos por via fecal-oral.
2: O material passa pelo trato gastrointestinal e devido a diversos fatores (níveis de ácido biliares,
redução da microbiota e resposta imune) os esporos germinam em células vegetativas no duodeno. 3:
Ao chegar no cólon, as células vegetativas iniciam o processo de infecção. 4: As toxinas produzidas
(TcdA e TcdB) são liberadas e causam a ruptura do epitélio intestinal juntamente com o processo de
inflamação e resposta de células do sistema imune. 5: Os esporos que são eliminados nas fezes que ao
entrar em contato com animais, alimentos e água promovem a continuação do ciclo pela contaminação
por via fecal-oral. TcdA: Toxina A de C. difficile. TcdB: Toxina B de C. difficile.

Alguns fatores de risco para o desenvolvimento de infecções são longas internações

hospitalares, idosos (≥65), uso de antibióticos de amplo espectro e tempo prolongado de

tratamento, casos de imunossupressão, pacientes transplantados e pacientes com câncer que

fazem quimioterapia. As infecções causadas pelo C. difficile causam sintomas heterogêneos

variando de diarreia leve a casos graves de colite pseudomembranosa, perfuração intestinal,

choque séptico e morte, sendo considerada uma das infecções mais comuns a nível mundial

(CHANDRASEKARAN; LACY, 2017; KHURANA et al., 2020; MARTÍNEZ-MELÉNDEZ

et al., 2022). Durante a infecção aumenta-se o número de neutrófilos e surgem

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

Devido à importância epidemiológica e impacto econômico na saúde, existe um

avanço constante das pesquisas em diagnóstico e tratamento de infecções do C. difficile
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(KHURANA et al., 2020). Além disso, novas cepas de maior virulência surgem

constantemente, necessitando investimento e pesquisas em novos métodos terapêuticos.

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

Existem duas toxinas bastante importantes que são produzidas por C. difficile, a

toxina A (TcdA) e a toxina B (TcdB). As mesmas são homólogas em 47% mas com funções

diferentes, onde acontece a infecção (MARTÍNEZ-MELÉNDEZ et al., 2022; SMITS et al.,

2016). Apesar de diversos fatores contribuírem para a adesão e colonização por C. difficile,

são essas duas toxinas as principais responsáveis pelos sintomas durante a infecção

(CHANDRASEKARAN; LACY, 2017; DEL PRETE et al., 2019).

Nos anos 90 acreditava-se que todas as cepas patogênicas produziam tanto a toxina A

quanto a B. Com o surgimento de tecnologias mais inovadoras, identificou-se que a maioria,

mas não todas as cepas patogênicas de C. difficile, produz ambas as toxinas (LIN et al.,

2020). Essas toxinas são proteínas (TcdA – proteína de 308 kDa) e a toxina B (TcdB –

proteína de 270 kDa), que pertencem à família das grandes toxinas clostridiais

(CHANDRASEKARAN; LACY, 2017).

Assim, o nível da infecção e dos sintomas estão relacionados ao potencial de

virulências das toxinas. Isso pode ser explicado porque ambas as toxinas são potentes

monoglicosiltransferases, ativas em pequenas proteínas que são envolvidas na regulação ou

formação da actina do citoesqueleto no epitélio intestinal. É importante salientar que algumas

cepas de C. difficile conseguem produzir uma terceira toxina (CDT), sendo essa composta por

um componente enzimático (CDTa) e um componente de ligação (CDTb) (DEL PRETE et

al., 2019).
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Figura 5 - Mecanismo de ação das TcdA e TcdB.

Fonte: Chandrasekaran e Lacy (2017). Estrutura representando o mecanismo de ação de TcdA e TcdB.

(A) As toxinas A e B são organizadas em quatro domínios funcionais: o domínio glicosiltransferase

(DGT) ilustrado na cor rosa, o domínio de autoprocessamento (DAP) ilustrado na cor verde, o

domínio de entrega ou formação de poros ilustrado na cor azul e o domínio de oligopeptídeos

repetitivos combinados que é o CROPS na cor amarelo. (B) Os quatro domínios funcionais

contribuem para um mecanismo de intoxicação em diferentes etapas. TcdA e TcdB se ligam a

diferentes proteínas da superfície celular ou açúcares no epitélio colônico (etapa 1) e são

internalizados por vias endocíticas distintas (etapa 2). As toxinas atingem os endossomos acidificados

(etapa 3) e o baixo pH desencadeia uma alteração conformacional no domínio de entrega da toxina,

resultando na formação de poros e translocação do DGT (e provavelmente do DAP) para o citosol

(etapa 4). Inositol hexaquisfosfato (InsP6) se liga e ativa o DAP, resultando na clivagem e liberação do

DGT (etapa 5). O DGT inativa as proteínas da família Rho transferindo a porção de glicose

(quadrados na cor laranja) da UDP-glicose para a região switch I da GTPase (etapa 6). A glicosilação

interrompe a sinalização da GTPase e leva a efeitos citopáticos de "arredondamento" e morte celular

apoptótica.

O mecanismo dessas toxinas (figura 5) se dá por meio de uma complexa cascata de

respostas celulares do hospedeiro e assim conseguem provocar diarreia, inflamação e necrose

tecidual. Nesse sentido, é importante tanto a nível clínico quanto epidemiológico, entender o
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mecanismo e detectar as toxinas durante o diagnóstico. Quando as toxinas TcdA e TcdB são

secretadas, as mesmas se ligam e entram no epitélio do cólon para assim causar a produção

de quimiocinas e citocinas inflamatórias. Após isso ocorre um influxo de neutrófilos, ruptura

de junções apertadas, secreção 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 alteraçōes nas CGEs durante a ICD em humanos

mostrou aumento de proteína glial fibrilar ácida (GFAP) e o fator neurotrófico derivado de

glia (GDNF), ambos expressos especificamente por essas células no intestino, no cólon

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

Em estudo posterior in vitro mostrou que a TcdB apresenta efeitos deletérios diretos

em CGEs: efeitos citopáticos seguidos de efeitos citotóxicos com a indução de

arredondamento celular precoce com glicosilação de Rac1 (glicosilação de Rho-GTPase);

interrupção precoce do ciclo celular na fase G2/M pela regulação 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 patogênese da infecção por C. difficile, devido à alta

suscetibilidade a TcdB in vitro, o aumento da sensibilidade a citocinas pró-inflamatórias

relacionadas à apoptose e a persistência de funções alteradas prejudiciais nas células

sobreviventes. No entanto, o aumento da produção de GDNF sugere mecanismos de auto

salvamento.

Recentemente, Belkind-Gerson et al. (2017) encontraram que a ICD aumentou a

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

biópsias de cólon de pacientes. Essas células são importantes para a reposição de neurônios

após o dano tecidual, indicando um processo de neuroplasticidade pós-infecção.

Macchioni et al. (2017), por sua vez, evidenciaram que a ação da TcdB desencadeou a

ativação do eixo NADPH oxidase/ROS/JNK/caspase-3 e culminou na fragmentação do DNA

de CGEs, com um aumento significativo de espécies reativas de oxigênio (ROS) nas 2 horas

iniciais de tratamento das células com TcdB. Ademais, observaram que a agressividade da

TcdB, embora não afete profundamente a funcionalidade mitocondrial, é restrita

principalmente ao compartimento citosólico.
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Fettucciari et al. (2018) mostraram que as CGEs são mais suscetíveis a TcdB, onde

essa toxina pode induzir a senescência nessas células, causando alterações importantes no

ciclo celular, mudanças metabólicas, morfologia, dessa forma contribuindo para inflamação.

Os resultados de um estudo sobre mecanismo de sinalização envolvido na toxicidade

em CGEs, demonstraram que a expressão de NOX4, uma enzima que faz parte do complexo

de NADPH oxidase, foi significativamente aumentada nas CGEs após exposição a TcdB. A

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

Outro estudo recente mostrou que a sinalização S100B/RAGE/PI3K/NFκB e

S100B/STAT3 contribuíram, respectivamente, para a expressão de IL-6 e morte celular

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

Costa et al. (2021) investigaram o papel de S100B (proteína B de ligação ao cálcio

S100) na ICD e avaliaram as vias de sinalização ativadas na resposta inflamatória em CGEs

induzidas pelas TcdA e TcdB em testes in vivo. Como resultados, o aumento de S100B foi

encontrado em biópsias de cólon de pacientes com ICD e tecidos de cólon de camundongos

infectados. Em CGEs, as toxinas aumentaram a expressão de IL-6 mediada por S100B pela

via de sinalização RAGE/PI3K/NFkB. A inibição de S100B pela pentamidina reduziu a

síntese de IL-1ß, IL-18, IL-6, fator estimulante de colônias de granulócitos-macrófagos

(GMCSF), TNF-α, IL-17, IL-23 e IL-2, aumentou a transcrição de mediadores protetores de

regulação negativa (SOCS2, IL-22 e Bcl-2), reduziu o recrutamento de neutrófilos e

melhorou o dano intestinal. Portanto, a inibição da atividade do S100B atenua a lesão

intestinal e a diarreia causada pelas toxinas do C. difficile.

Em sua pesquisa recente, Loureiro et al. (2022) avaliaram o efeito da ICD na

expressão de canais de pannexina-1 (PANX1) e receptores P2X7 (P2X7R) em tecidos

intestinais de camundongos in vitro e in vivo, bem como seu papel na morte celular e na

expressão de IL-6 induzida por TcdA e TcdB em CGEs. No teste pré-clínico, a análise

imuno-histoquímica revelou aumento de Panx1, proteína canal que permite a passagem de

ATP, que por sua vez ativam os P2X7R que regulam a inflamação e a morte celular nas

doenças inflamatórias intestinais, no ceco e cólon dos camundongos infectados, juntamente

com ruptura das células epiteliais, infiltrado de células inflamatórias e edema da submucosa.

Os autores observaram que tanto TcdA como a TcdB regulam positivamente a expressão

gênica de Panx1 em EGCs, com aumento dos seus níveis na mucosa intestinal e na camada

submucosa. Nos ensaios in vitro, o uso de inibidor de Panx1 diminuiu os níveis 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 ativação

da caspase-3/7 via P2X7R, que também está envolvida na expressão de IL-6.

No estudo de Santos et al. (2022) foi realizada caracterização de população específica

de neurônios mioentéricos afetados pela TcdA, bem como investigado o papel do P2X7R na

inflamação, morte celular e as mudanças no sistema nervoso entérico no íleo de

camundongos. Os grupos avaliados foram testados apenas com a TcdA e em associação com

um antagonista inespecífico e competitivo do P2X7R. Como resultados, TcdA aumentou a

expressão do gene do P2X7R nos tecidos ileais, induziu ruptura epitelial completa, edema

extenso e intensa infiltração de neutrófilos no íleo, enquanto o bloqueio do receptor diminuiu

o dano intestinal, a liberação de citocinas IL-1β, IL-6, IL-8 e TNF-α, morte celular, síntese de

S100B e perda de neurônios entéricos, especificamente de células calretinina (Calr+) e colina

acetiltransferase (ChaT+).

Fettucciari et al. (2022) avaliaram as vias de sinalização apoptótica envolvidas na

apoptose induzida por TcdB e TcdB + citocinas TNF-α e IFN-γ (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 mitocôndrias, que é intensificada pelas

citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IFN-γ aumentando a ativação de caspase-3/7/9 e poli

adenosina difosfato-ribose polimerase (PARP). TcdB e TcdB+CKs induziram apoptose

através de três vias de sinalização ativadas por calpaínas, caspases e catepsinas, todas

envolvidas na indução e na execução da sinalização apoptótica em ambas as condições, mas

em graus diferentes em TcdB e TcdB+CKs. Em conclusão, a capacidade do TcdB de ativar

pelo menos três vias de sinalização apoptótica em CGEs, também potencializada pelas

citocinas, duas ativadas por calpaínas e caspases de maneira caspase-dependente e

independente, e uma ativada pela catepsina B em uma caspase-3- e caspase-7-maneira

independente, representa uma importante estratégia do C. difficile para superar a resistência

contra sua atividade citotóxica.

1.6. Ácidos Graxos de Cadeia Curta e sua importância para o trato gastrointestinal

Os ácidos graxos de cadeia curta (AGCCs), são os principais metabólitos produzidos

pela fermentação bacteriana de fibras alimentares no intestino. Os mesmos são produzidos

por bactérias intestinais durante a fermentação de polissacarídeos, parcialmente e não

digeríveis, desempenhando uma função relevante na regulação da fisiologia do cólon,
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influenciando na transdução de sinal do intestino (CARRETTA et al., 2021; CONG; ZHOU;

ZHANG, 2022).

Os AGCCs (Figura 6) também atuam na modulação de diferentes processos,

apresentando funções específicas e possuem propriedades anti-inflamatórias e efeitos

imunomoduladores (HE et al., 2020). Entre os principais destaca-se o acetato, propionato e

butirato. Após sua produção, os AGCCs podem ser absorvidos por difusão passiva ou podem

ser transportados para dentro da célula por transportadores de substrato, e quando absorvidos

pelos colonócitos, os que entram no ciclo do ácido cítrico nas mitocôndrias gerando energia.

Já no fígado, os AGCCs servem como substratos energéticos para os hepatócitos. Assim, eles

mediam diversas funções fisiológicas e fisiopatológicas no intestino e tecidos adjacentes

(CARRETTA et al., 2021).

Figura 6- Estruturas de Ácidos Graxos de Cadeia Curta (AGCCs).

Visão geral das principais vias metabólicas envolvidas na produção de AGCC pela microbiota

intestinal. Os carboidratos não digeríveis entram no intestino distal, onde são hidrolisados pela

microbiota residente em monossacarídeos. Esses monossacarídeos sofrem fermentação bacteriana por

meio de vários processos metabólicos, gerando assim os principais AGCCs: acetato, propionato e

butirato (FRAMPTON, et al, 2020).

A produção de AGCCs é influenciada pelo tipo da dieta, diversidade e número de

microrganismos que compõe a microbiota intestinal do hospedeiro, tempo de passagem de
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nutrientes pelo intestino e presença de doenças metabólicas (MA et al., 2022;

MARKOWIAK-KOPEĆ; ŚLIŻEWSKA, 2020).

Os AGCCs causam efeitos benéficos contra a inflamação intestinal, protegendo contra

a integridade epitelial intestinal. Recentemente vem sendo apontado que os efeitos protetores

ocorrem devido aos receptores de ácidos graxos livres, que são FFA2 e FFA3. A perda desses

receptores em modelos experimentais de distúrbios inflamatórios intestinais, é fortemente

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

Os AGCCs melhoram a saúde intestinal por diferentes meios, promovendo também a

manutenção da integridade da barreira intestinal, produção de muco, prevenção da

inflamação e redução do risco de câncer colorretal. Inclusive, eles podem atuar na regulação

da função mitocondrial do fígado, na manutenção da homeostase da energia corporal, no

controle do apetite, na regulação da inflamação e no metabolismo da glicose e lipídios.

Indiretamente, atuam retardando o esvaziamento gástrico e o trânsito intestinal, auxiliando

não somente na absorção de energia, mas também aumentando a liberação de insulina

dependente de glicose e atuando na liberação de serotonina induzida pelos AGCCs (HE et al.,

2020; PORTINCASA et al., 2022).

Apesar de muitas funções já terem sido identificadas, muitos mecanismos ainda não

estão 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 patógenos. As pesquisas relacionadas a esses efeitos apresentadas por May et

al. (1994) identificaram em um estudo in vitro um modelo animal suíno sobre o efeito da

fonte de fibra na produção 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 concentração dos AGCCs e diminuição do pH,

contribuindo com a diminuição do crescimento de patógenos.

Em outro estudo foi mostrado que os AGCCs apresentam efeitos em diferentes células

envolvidas nas respostas inflamatórias e imunes. Os AGCCs afetam a função dos leucócitos

(por exemplo, produção de mediadores inflamatórios e capacidade de migração dos

leucócitos), mas também podem induzir apoptose em linfócitos, macrófagos e neutrófilos.

Este último efeito pode ser relevante para o desfecho do processo inflamatório e da resposta

imune às bactérias produtoras desses ácidos 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 administração dos AGCCs beneficia

na melhora da doença, constatado pelo aumento das respostas imunes inatas através do

mecanismo, devido à ação dos neutrófilos pelo receptor de ácidos graxos livres 2 (FFAR2).

Além disso, foi observado uma melhora na resistência do tratamento ao hospedeiro do C.

difficile, ao invés de interferir na replicação bacteriana.

Um estudo pré-clínico em camundongos mostrou que os AGCCs reduzem a perda

neuronal e glial entérica, induzido pelo tratamento com antibióticos (ampicilina, vancomicina

e metronidazol). No entanto, sua suplementação não foi suficiente para normalizar a maioria

das funções fisiológicas alteradas pelo tratamento com antibióticos (VICENTINI et al.,

2021). Embora diferentes estudos evidenciaram a relação entre os AGCCs e a proteção da

integridade da barreira intestinal, até o melhor do nosso conhecimento, nenhum deles

identificou qual o papel real dos AGCCs na modulação das CGEs (DEFRIES; BELTRAN,

2020).

Em humanos, os AGCCs exercem um papel benéfico na homeostase intestinal e no

metabolismo, resultando em modificações na microbiota humana que podem contribuir na

fisiopatologia de algumas doenças. Recentemente, foi mostrado que os AGCCs atuam e

contribuem na integridade da barreira intestinal, e na regulação de apetite. Deleu et al. (2021)

encontraram efeitos promissores do butirato, molécula que pode ser utilizada como possível

tratamento probiótico, no manejo de doenças inflamatórias intestinais e ainda, atuando na

restauração 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.

Fonte: Fachi et al. (2019). O butirato mostrou efetividade na proteção do epitélio intestinal causados pelo C.

difficile através da estabilidade do fator induzível por hipóxia (HIF-1-1), aumentando as junções celulares,

reduzindo assim a permeabilidade epitelial intestinal e translocação 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 é

suplementado em concentrações de 0, 6,25, 12,5, 25 ou 50 mM em equivalência com cloreto

de sódio. 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 antibióticos ou transplante fecal, como intervenções dietéticas para mitigar a

ICD em populações humanas vulneráveis.
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2. JUSTIFICATIVA

As ICD podem ser apontadas como uma “ameaça urgente” para a saúde global,

apresentando mais de 220.000 casos e 13.000 mortes por ano somente nos Estados Unidos

sendo considerada a décima causa de readmissões no período de 30 dias por doenças do trato

gastrointestinal, apresentando um custo estimado de US$4 bilhões por ano nos EUA (PEERY

et al., 2019). Em um hospital da China foi realizado um estudo com pacientes internados,

relatou uma taxa de incidência de 3,57% entre 140 pacientes diagnosticados com C. difficile

(JIN et al., 2010).

Em um estudo foi identificado cerca de sete casos para cada 10.000 pacientes

infectados por C. difficile em 482 hospitais em 20 países europeus, um custo de

aproximadamente $6.000 por cada caso de ICD (DAVIES et al., 2014). No Brasil foi

realizado um estudo prospectivo, multicêntrico e observacional, em cinco hospitais

localizados em três capitais estaduais (Fortaleza, São Paulo e Curitiba) de diferentes regiões.

Esses pacientes foram selecionados possíveis casos de infecção por C. difficile, qual é assim

que foi constatada a prevalência de ICD de 15% (GIRÃO 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 manutenção das

funções gastrointestinais que podem sofrer danos através das toxinas do C. difficile

(FETTUCCIARI et al., 2017; GRUBIŠIĆ; GULBRANSEN, 2017; MACCHIONI et al.,

2017). Estudos visando a redução da infecção e danos as CGEs podem revelar alvos

terapêuticos e profiláticos voltados para as ICD. Dentre os possíveis alvos terapêuticos,

alguns estudos relacionados aos efeitos AGCCs, tem revelado suas propriedades funcionais

em células intestinais, preservando a barreira intestinal na defesa contra patógenos. Porém

nenhum estudo, até o momento, identificou qual papel real dos AGCCs, incluindo o butirato

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

Embora o butirato já tenha se mostrado eficiente contra a ICD, os mecanismos na

resposta das CGEs às toxinas do C. difficile ainda não foram evidenciados. Por tanto,

investigações de terapias capazes de contribuir na prevenção de danos promovidos pelas

toxinas do C. difficile em células gliais. Desse modo, esse projeto se propõe 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

Investigar o papel do butirato na resposta das CGEs às toxinas frente ao C. difficile.

3.2. Objetivo específicos

● Avaliar se o butirato previne a morte de CGEs induzidas pelas toxinas do C. difficile.

● Avaliar se o butirato modula a resposta pró-inflamatória induzida pelas toxinas do C.

difficile em CGEs.
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4. MATERIAIS E MÉTODOS

4.1. Fármacos, reagentes, materiais e soluções utilizados no estudo

Os fármacos, os reagentes, os materiais e as soluções que foram utilizados neste

estudo encontram-se detalhados no apêndice.

4.2. Experimentos 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 são 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 antibiótico (100 μg/mL de penicilina e 100µg/mL de estreptomicina) e

piruvato de sódio (na concentração final de 1 mM), sendo mantidas em incubadora a 37ºC e

5% CO2. As células que foram utilizadas para a avaliação dos parâmetros 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 incubação com 0,05% tripsina-EDTA por 5

minutos.

4.2.2.Administração de toxinas e butirato em CGEs

As seguintes concentrações 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 VPI10463 (ATCC 43255) foi obtida da empresa ATCC (Coleção

de Tipos de Culturas Americano). VPI10463, que foi isolada a partir de uma ferida

abdominal, é uma cepa do toxinótipo 0, ribotipo 087 e positiva para TcdA e TcdB e negativa

para CdtB. Para a preparação do inóculo, inicialmente, 100μL do estoque de C. difficile

VPI10463 em fase de esporo em caldo de carne picada (CCP), foi adicionado em CCP (10

mL). Para atingir um crescimento de fase logarítmica, 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 colônia (UFC)
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de C. difficile VPI10463/100μL, realizou-se uma diluição de 1:100 (bactéria em suspensão:

CCP). A leitura de densidade óptica de 1,0 foi considerada equivalente a 108 UFC/ml.

Para o melhor entendimento se o butirato exerce alguma função direta na morte

celular e na resposta inflamatória de CGEs desafiadas pelas toxinas do C. difficile (50ng/mL

TcdA e 1 ng/mL TcdB), essas células foram incubadas com butirato em diferentes

concentrações (0.2, 2, 20, 200, 400, 2000, 2 x 104, 4x 103,2x 104, 106µM) uma hora antes do

desafio com as toxinas. Após 18 horas de incubação com as toxinas, as células foram

coletadas para análise dos parâmetros deste estudo. As concentrações do butirato foram

baseadas nos valores encontrados no ensaio de viabilidade.

4.2.3.Parâmetros avaliados no estudo in vitro

4.2.3.1. Ensaio de viabilidade celular

Para definir se as concentrações de butirato são capazes de não afetar a viabilidade de

CGEs em 18 horas de incubação, realizou-se o ensaio de brometo de

3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazólio (MTT). As CGEs (5x103 células/poço)

foram semeadas em placas de 96 poços e após 18 horas foram incubadas com butirato (200,

2000, 2x104, 106 µM) por 18 horas de incubação. Para a escolha das concentrações citadas

anteriormente foi realizada uma revisão de literatura acerca da concentração 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 reconstituído em DMEM suplementado) por 2 horas

a 37 ºC em incubadora sob condição de 5% de CO2. Após a remoção da solução de MTT, 150

µl de dimetilsulfóxido (DMSO) foram adicionados a cada poço para ressuspender os cristais

de formazan. As placas foram agitadas durante dois minutos em temperatura ambiente e a

absorbância da reação foi mensurada a 570 nm utilizando um leitor de ELISA. Um grupo

controle de morte, no qual CGEs foram incubadas com dimetilsulfóxido (DMSO), foi

adicionado ao experimento. Uma breve ilustração do método encontra-se apresentada na

figura 8.
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Figura 8 - Ensaio de viabilidade celular

Fonte: Elaborada pela autora. MTT= Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazólio.

4.2.3.2. Ensaio de ligação fosfatidilserina-anexina V

Para avaliar apoptose em CGEs incubadas com TcdA e TcdB, realizou-se um ensaio

de ligação 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 (104 células/poço) foram cultivadas e plaqueadas em placas brancas e

opacas de 96 poços (Falcon). Após 24h, as células foram tratadas com butirato(0,2,2,20,400,

4 x104, 104 µM) ou meio. Após 1h de incubação, as toxinas TcdA (50 ng/mL) ou TcdB (1

ng/mL) foram adicionadas. Em seguida, adicionaram-se 100 µL de reagente de detecção 2x

(2 µL do substrato de anexina NanoBit, 2 µL CaCl2, 2 µL anexina V-SmBit e 2 µL anexina

V-LgBit em 1000 µL de DMEM suplementado pré-aquecido a 37 ºC) a cada poço, sendo

incubadas a 37 ºC numa incubadora umidificada sob 5% CO2 condição por 18 horas. A

luminescência foi mensurada por meio de um luminômetro (Biotek Epoch, PROMEGA).

Para a obtenção da unidade de luminescência relativa (URL), o sinal de luminescência de

todas as amostras foi subtraído pela luminescência intrínseca do reagente de detecção (poço

apenas com DMEM suplementado sem células) e normalizado com o grupo controle (células

expostas apenas ao meio de cultivo suplementado). Abaixo é apresentado uma ilustração do

método ensaio de ligação fosfatidilserina-anexina V figura 9.
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Figura 9 - Ensaio de ligação fosfatidilserina-anexina V

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.3.3. Avaliação da atividade de caspase 3/7

Para avaliar a ativação de caspase-3 e 7 em CGEs incubadas com TcdA ou TcdB,

realizou-se um ensaio de atividade de caspase 3/7 conforme descrito pelo fabricante

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

Primeiramente, CGEs (104 células/ poço) foram plaqueadas em placas brancas e

opacas de 96 poços (Falcon). Após 24 horas, as células foram tratadas com butirato ou meio.

Após 1 hora de incubação, a TcdA (50 ng/mL) ou TcdB (1 ng/mL) foram adicionadas. Após

18 horas de desafio com as toxinas do C. difficile, adicionaram-se 100 µL de reagente de

caspase-Glo 3/7 (substrato de caspase-Glo 3/7 reconstituído em tampão de caspase-Glo 3/7,

equilibrado em temperatura ambiente antes do uso) a cada poço, 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 luminescência foi mensurada por meio de um luminômetro (Biotek

Epoch, PROMEGA). Para a obtenção da unidade de luminescência relativa (ULR), o sinal de

luminescência de todas as amostras foi subtraído pela luminescência intrínseca do reagente de

caspase-Glo 3/7 (poço incubado apenas com DMEM suplementado e reagente de caspase-

Glo 3/7 sem células). Uma breve ilustração do ensaio encontra-se apresentada na figura 10.
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Figura 10 - Ensaio da atividade de Caspase 3/7

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.3.4. Ensaio qPCR

Para avaliar a expressão gênica de Bcl-2, S100B e IL-6 em CGEs expostas à TcdA e

TcdB, realizou-se qPCR. CGEs (6x106 células/ poço) foram distribuídas em placas de 6 poços

e tratadas com TcdA ou TcdB e moduladores farmacológicos por 18 horas. Após a incubação,

o RNA total foi extraído usando o kit RNeasy® Mini Handbook por meio do QIAcube

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

Para a síntese do cDNA, 1000 ng de RNA foi então transcrito reversamente usando o

kit de síntese de cDNA iScript (BioRad) após remoção da contaminação do DNA genômico

por meio do tratamento das amostras com DNAse I (Invitrogen). A amplificação de Bcl-2,

S100B, IL-6 e GAPDH por qPCR foi realizada por meio do sistema CFX Connect (BioRad)

com as seguintes condições 95 °C por 30 segundos seguido por 40 ciclos a 95 °C por 5

segundos e 60 °C por 30 segundos. Todas as reações foram realizadas com supermix iTaq

universal Syber (BioRad). Os conjuntos de primers utilizados foram listados no quadro 1. A

expressão relativa de cada gene de interesse foi mensurada pelo método ΔΔCt (RAO et al.,

2013). As sequências dos primers foram apresentadas no quadro 1 e uma breve ilustração do

método é apresentada na figura 11.
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Quadro 1 - Primers utilizados no qPCR.
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.

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.3. Análise estatística

Todos os resultados quantitativos foram expressos como média aritmética ± erro

padrão da média (EPM). A análise estatística dos dados foi realizada por meio do software

GraphPad Prism, versão 9,0. Para a realização da análise estatística entre os grupos foram

utilizados os seguintes testes: Teste T de Student não pareado para a comparação de dois

grupos; teste de análise de variância (ANOVA) seguido pelo teste de comparações múltiplas

de Tukey para comparar mais de dois grupos. O nível de significância adotado foi de 0,05 (α

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

5.1. Viabilidade de CGEs expostas ao butirato in vitro

Para identificar as melhores concentrações de butirato, foi avaliada a viabilidade de

CGEs expostas a diferentes concentrações desse AGCC (200, 2000, 2 x 104, 106 µM) por 24h

de incubação por meio do ensaio de MTT.

A partir do ensaio de MTT constatou-se que o butirato nas concentrações de 200,

2000, 2 x 104 M não alteram a viabilidade da CGE. Enquanto que o butirato naµ

concentração de 106 µM, 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 concentrações iguais e inferiores a 2x104 M (a saber,µ

0,2, 2, 20, 400, 4x103, 104 M) para os ensaios seguintes do presente estudo.µ

Figura 12 - Efeito do butirato na viabilidade de CGEs in vitro.

Ensaio de viabilidade celular realizado em CGEs incubadas com butirato (200, 2000, 2 x 104, 106

µM), 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 análise estatística 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 ligação da fosfatidilserina com anexina V em CGEs desafiadas

pelas TcdA e TcdB in vitro

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

CGEs induzidas pelas toxinas do C. difficile.

Na figura 13A, observou-se que altas concentrações de butirato (4 x 103 M e 103 M)µ µ

promovem morte de CGEs conforme observado pelo aumento da ligação de FS-anexina V

quando comparado ao grupo controle (P<0,0001). Enquanto que o butirato em concentrações

menores que 400 M são semelhantes ao grupo controle.µ

Conforme observado na figura 13B, as toxinas do C. difficile aumentaram a ligação

de FS-anexina V em CGEs comparado ao grupo controle, sugerindo aumento de morte

celular (P<0,0001). Enquanto que o butirato na concentração de 200 M potencializou oµ

efeito apoptótico das toxinas do C. difficile em CGEs ( TcdA: p = 0,0001, TcdB: p= 0,01,

figura 13B).

Ao verificar outras concentrações de butirato, observou-se que apenas a concentração

de 0,2 M de butirato reduziu parcialmente a morte de CGEs induzidas pelas toxinas do C.µ

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

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

diminui a morte de CGEs induzidas pelas toxinas do C. difficile.
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Figura 13 - O efeito do butirato na ligação de fosfatidilserina com anexina V em CGEs
desafiadas por TcdA e TcdB in vitro.

(A,B,C) A ligação de fosfatidilserina (FS)-anexina V, um marcador de morte celular, foi avaliada por meio do
ensaio de ligação FS-anexina V em tempo real em CGEs desafiadas por TcdA e TcdB, previamente incubadas
ou não com butirato, por 18h. O grupo controle são CGEs incubadas apenas com meio de cultivo. Os dados são
apresentados como média ± EPM (n=5). A unidade relativa de luminescência (URL) é proporcional à
quantidade de ligação FS-anexina V. Para análise estatística foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido do
teste de Tukey, onde o valor de p encontra-se representado no gráfico.
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5.3. Efeito do butirato na atividade de caspase 3/7 induzidas por TcdA e TcdB in vitro

Caspases 3/7 são enzimas que possuem estruturas semelhantes e são utilizadas

amplamente como marcadores apoptóticos por fazerem parte do grupo de caspases efetoras

(LAKHANI 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 concentração de 200 Mµ

aumentou a atividade da caspase 3/7 induzida pelas TcdA e TcdB (Figura 14A, P<0.0001).

Ao verificar a concentração de butirato 0,2 M que diminuiu a morte de CGEsµ

induzidas pelas toxinas do C. difficile, observou-se que CGEs expostas a TcdB, mas não

TcdA, e pré-tratadas com butirato na concentração de 0,2 M apresentaram níveis deµ

atividade de caspase 3/7 inferior às CGEs não pré-tratadas e expostas às 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.

(A e B) A atividade de caspase 3/7 em CGEs desafiadas por TcdA e TcdB, previamente incubadas ou não com
butirato, por 18h. O grupo controle são CGEs incubadas apenas com meio de cultivo. Para análise estatística foi
utilizado o teste one-way ANOVA seguido do teste de Tukey, onde o valor de p encontra-se representado no
gráfico.
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5.4. Efeito do butirato na expressão de Bcl-2 em CGEs desafiadas por TcdA e TcdB in

vitro

A proteína Bcl-2 tem função antiapoptótica, faz parte da família de proteínas

indutoras e repressoras de morte por apoptose (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).

Para melhor entendermos se o butirato exerce sua função antiapoptótica via regulação da

expressão gênica de Bcl-2 em CGEs desafiadas pelas toxinas do C. difficile, realizou-se a

avaliação da expressão relativa para esse gene.

De acordo com a figura 17, observa-se que a concentração de butirato (0,2 M)µ

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 redução

significativa na atividade de Bcl-2 quando comparado ao grupo controle (TcdA, P=0,0001;

TcdB, P<0,0001, Figura 17). Em adição, o butirato (0,2 M) aumentou a expressão gênica deµ

Bcl-2 em CGEs desafiadas com TcdB (P=0,02, Figura 17).

Esses resultados sugerem que o butirato possui atividade antiapoptótica por promover

a expressão de Bcl-2 em CGEs expostas a TcdB.
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Figura 15 - Efeito do butirato na atividade da expressão gênica de Bcl-2 em CGEs expostas às
toxinas do C. difficile.

Expressão gênica de Bcl-2 foi avaliada por qPCR em CGEs desafiadas por TcdA e TcdB, previamente incubadas
ou não com butirato (0,2 M) por 18h. O grupo controle são CGEs incubadas apenas com meio de cultivo. Osµ
dados são apresentados como média ± EPM (n=5). Para análise estatística foi utilizado o teste one-way ANOVA
seguido do teste de Tukey, onde o valor de p encontra-se representado no gráfico.
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5.5. Efeito do butirato na expressão de IL-6 e S100B em CGEs desafiadas por TcdA e

TcdB in vitro

Sendo as CGEs uma importante fonte de IL-6 (COSTA, 2019), investigou-se o efeito

do butirato na expressão gênica dessa citocina pleiotrópica nessas células desafiadas por

TcdA e TcdB.

Na figura 16, observa-se que TcdA e TcdB aumentaram a expressão gênica de IL-6

em CGEs quando comparado ao grupo controle (TcdA P=0,001; TcdB P<0,0001). Enquanto

que o butirato diminuiu a expressão dessa citocina em CGEs expostas a TcdB, mas não TcdA

(P=0,0002, figura 16).

Figura 16 - Efeitos do butirato na expressão gênica de IL-6 induzidas por toxinas do C.
difficile em CGEs.

Expressão gênica de IL-6 foi avaliada por qPCR em CGEs desafiadas por TcdA e TcdB, previamente incubadas
ou não com butirato por 18h. O grupo controle são CGEs incubadas apenas com meio de cultivo. Os dados são
apresentados como média ± EPM (n=5). Para análise estatística foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido
do teste de Tukey, onde o valor de p encontra-se representado no gráfico.
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S100B é produzido principalmente por CGEs no intestino e quando liberado em

elevadas concentrações no meio extracelular pode atuar como citocina pró-inflamatória

(COSTA et al., 2019). Diante disso, investigou-se se o butirato poderia reduzir a expressão de

S100B induzida pelas TcdA e TcdB em CGEs.

Na figura 19 observa-se que a TcdA e TcdB aumentaram a expressão gênica de S100B

em CGEs quando comparado ao grupo controle (TcdA p= 0,01; TcdB p=0,034). Em adição,

foi observado que o butirato diminuiu a expressão dessa citocina em CGEs expostas a TcdA,

mas não TcdB (TcdA P=0,04, figura 17).

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

Figura 17 - Efeitos do butirato na expressão gênica de S100B induzidas por toxinas do C.
difficile em CGEs.

Expressão gênica de S100B foi avaliada por qPCR em CGEs desafiadas por TcdA e TcdB, previamente
incubadas ou não com butirato por 18h. O grupo controle são CGEs incubadas apenas com meio de cultivo. Os
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dados são apresentados como média ± EPM (n=5). Para análise estatística foi utilizado o teste one-way ANOVA
seguido do teste de Tukey, onde o valor de p encontra-se representado no gráfico.

6. DISCUSSÃO

Os resultados deste estudo revelaram que, em baixa concentração (0,2 M), o butiratoµ

possui atividade antiapoptótica por promover redução da ativação de caspase 3/7 e aumento

da expressão de Bcl-2 em CGEs expostas a TcdB. Enquanto o butirato em alta concentração

(200 M) potencializou o efeito apoptótico das toxinas do C. difficile em CGEs. Estesµ

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 concentração (0,2 M)µ

modula a expressão de mediadores pró-inflamatórios (IL-6 e S100B) em CGEs desafiadas

pelas toxinas do C. difficile.

Os achados do presente estudo também mostraram que a CGE é drasticamente afetada

pelas toxinas do C. difficile, as quais induzem morte celular e estimulam a expressão de

citocinas pró-inflamatórias (S100B e IL-6), assim como também evidenciado por estudos

prévios (COSTA, 2019; COSTA et al., 2021; FETTUCCIARI et al., 2017, 2018;

MACCHIONI et al. 2017; VON BOYEN et al., 2011).

O butirato, um AGCC produzido pela microbiota, está associado a efeitos benéficos

na barreira epitelial intestinal (DALILE et al., 2019). A redução do butirato no intestino está

associada com inflamação local e agravamento da disbiose, bem como contribui para

alterações na função da barreira epitelial intestinal (CHEAN, 2020). Um estudo em humanos

mostrou que pacientes infectados por C. difficile apresentaram redução nas concentrações de

butirato nas fezes comparado aos pacientes negativos para esse patógeno (NAGPAL et al.,

2018). Na ICD experimental foi demonstrado que o pré-tratamento com butirato reduz a

susceptibilidade de camundongos à infecção sugerindo dessa forma um efeito protetor via

ativação do fator de transcrição HIF1 em células epiteliais intestinais por promover aumento

da expressão das proteínas das junções firmes (FACHI et al., 2019). Fachi et al (2019)

também mostrou que o efeito protetor do butirato não ocorre via efeito direto no patógeno,

uma vez que o pré-tratamento com o butirato não influenciou no crescimento do C. difficile e

produção de toxinas. Embora existam essas evidências sobre o efeito protetor do butirato na

ICD, até o desenvolvimento do presente estudo não era conhecido como esse AGCC

modulava a resposta da CGE às toxinas do C. difficile.

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

análises in vitro em CGEs desafiadas pelas toxinas do C. difficile foram inferiores as

https://www.zotero.org/google-docs/?WgTbcf
https://www.zotero.org/google-docs/?RmrG5T
https://www.zotero.org/google-docs/?RmrG5T
https://www.zotero.org/google-docs/?sk6gUV
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apresentadas por estudos prévios, aos quais utilizaram concentrações 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 concentrações de butirato utilizadas foram de 1 e

10 µM. Estas concentrações 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 condições fisiológicas (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 concentrações de butirato em células

desafiadas pelas toxinas do C. difficile inferiores a outros estudos sugere a possível interface

entre as vias de sinalização do butirato e 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 µM) e altas concentrações (200 µM) respectivamente. De forma semelhante, Peng et al.

(2007) evidenciaram que o butirato em altas concentrações (8mM) induz apoptose de células

epiteliais intestinais (Caco-2). Por outro lado, nesse mesmo estudo o butirato em baixas

concentrações (2mM) não promoveu apoptose e apresentou um potencial benéfico na função

da barreira epitelial intestinal. Estudo anterior também mostrou que o butirato nas

concentrações acima de 0,5 mM promove morte de células tumorais (DYSON; DANIEL;

SURREY, 1992). Além disso, o butirato promoveu apoptose de células epiteliais intestinais,

macrófagos e células T de camundongos (BAILÓN et al., 2010). No entanto, os nossos

dados apontam que na presença das toxinas do C. difficile é requerido concentrações

inferiores de butirato (200 µM) 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 participação 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 participação 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 são as caspases efetoras as quais

promovem a fragmentação 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

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=8wcL7a
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=8wcL7a
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=df6lBz
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=df6lBz
https://www.zotero.org/google-docs/?n6MKlj
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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

antiapoptótico Bcl2 tem papel fundamental em inibir a atividade de BAX, que por sua vez

promove a liberação de citocromo C da mitocôndria ativando as caspases iniciadoras e

efetoras (QIAN et al., 2022).

Há outros mecanismos envolvidos no efeito antiapoptótico do butirato. Por exemplo,

Li et al. (2019) demonstrou que o butirato atenuou a apoptose de MAC-T induzidas por LPS

via redução de ROS por aumentar os níveis antioxidantes, incluindo superóxido dismutase,

glutationa peroxidase e catalase. Estudos anteriores em CGEs mostrou que ROS está

envolvida na morte celular induzida por TcdB (MACCHIONI et al., 2017). No presente

estudo, o efeito do butirato na prevenção 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 relação aos efeitos do butirato na modulação da resposta pró-inflamatória, o

presente estudo mostrou que o butirato modula negativamente a expressão de importantes

mediadores inflamatórios (S100B e IL-6) em CGEs desafiadas pelas toxinas do C. difficile.

As CGEs secretam S100B em condições normais (RAO et al., 2015; COSTA et al.,

2021). As toxinas do C. difficile (TcdA e TcdB) aumentam a síntese de S100B em CGEs, in

vitro e durante a ICD no colón de humanos e camundongos (COSTA et al., 2021). Em um

estudo anterior do nosso grupo foi mostrado que a inibição de S100B reduz tanto a expressão

de IL-6 como a própria expressão de S100B induzido pelas toxinas do C. difficile nas CGEs

(COSTA et al., 2021). Na ICD experimental, o S100B liberado pela CGE em resposta às

toxinas do C. difficile modula a resposta inflamatória na fase aguda da doença (COSTA et al.,

2021a). Nesse cenário, o S100B, durante a inflamação causada pela ICD, ativa a via de

sinalização S100B/RAGE/NFκB resultando no aumento da expressão gênica de diversos

mediadores inflamatórios como iNOS, IL-6 e TNF-α (COSTA et al., 2021). Tendo em vista

que o S100B é um mediador importante para induzir resposta pró-inflamatória durante a ICD,

os resultados do nosso estudo in vitro apontam que o butirato atua como um importante

regulador negativo da expressão dessa citocina induzida pela TcdA em CGEs.

Concomitantemente, o butirato também atua como um importante regulador negativo

da expressão de IL-6 em CGEs desafiadas pela TcdB. Similarmente, um estudo in vitro

mostrou o efeito imunomodulatório do butirato em macrófagos intestinais (CHANG et al.,

2014), onde o butirato (500 M) reduziu a expressão gênica de IL-6 induzido por LPS viaµ

inibição de HDAC (histonas desacetilases). Em modelo murino de lesão pulmonar aguda

https://www.zotero.org/google-docs/?h4Is92
https://www.zotero.org/google-docs/?h4Is92
https://www.zotero.org/google-docs/?h4Is92
https://www.zotero.org/google-docs/?XPWoYf
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(LPA) induzida por LPS, o butirato (500mg/kg) também reduziu os níveis de IL-6 no lavado

broncoalveolar (LI et al., 2018). O pré-tratamento com butirato de sódio mostrou também ser

benéfico na redução da infiltração de células inflamatórias, o qual foi acompanhado pela

diminuição da ativação de NFκB no tecido pulmonar de camundongos (LI et al., 2018). Esses

estudos em conjunto com os nossos achados mostram o potencial efeito do butirato na

expressão de IL-6, que é considerada um importante marcador da gravidade da ICD

(MURAKAMI; KAMIMURA; HIRANO, 2019).

A IL-6, o membro mais conhecido da família da IL-6, é uma citocina pleiotrópica por

apresentar atividade anti-inflamatória e pró-inflamatória (ABHYANKAR et al., 2020; KAUR

et al., 2020). As funções regenerativas e anti-inflamatórias da IL-6 são mediadas pela via de

sinalização clássica que ocorre por meio da sua ligação ao receptor de IL-6Rα e gp130, aos

quais são expressos na membrana plasmática das células alvo. Essa ligação induz a ativação

de diversas vias intracelulares como JAK1, STAT1 e STAT3. Enquanto a atividade

pró-inflamatória da IL-6 ocorre por meio de um processo denominado via de trans

sinalização. Nesse processo, a IL-6 se liga a forma solúvel do receptor IL-6Rα, ao qual se

ligará ao gp130 expresso na célula alvo que está relacionado com a atividade pró-inflamatória

da IL-6 (METCALFE; PUTOCZKI; GRIFFIN, 2020).

Um estudo in vivo realizado em camundongos mostrou que a síntese contínua de IL-6

por astrócitos resultou em ativação de micróglia e aumento da produção de mediadores

pró-inflamatórios (RECASENS et al., 2021). Enquanto em modelo animal de lesão aguda

pulmonar em camundongos, a deficiência de IL-6 causou intensa inflamação broncoalveolar,

sugerindo importante atividade anti-inflamatória dessa citocina nesse modelo (VOIRIOT et

al., 2017). Mais estudos são necessários para melhor entendermos os benefícios de reduzir a

síntese 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 concentração (200 µM), em baixa concentração (0,2 µM) age como protetor contra a

morte celular induzida por essas toxinas. O mecanismo antiapoptótico do butirato em CGEs

desafiadas pela TcdB envolve a redução da clivagem das caspases 3 e 7, bem como aumento

da expressão de Bcl2. Em adição, o butirato em menores concentrações também demonstrou

capacidade para modular a expressão gênica de mediadores pró-inflamatórios, como S100B 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.

Em estado basal, as CGEs apresentam a forma inativa de caspase 3/7, bem como expressam IL-6, S100B e Bcl2.

TcdA e TcdB promovem a formação de caspase 3 e 7 clivadas que por sua vez induzem a fragmentação do DNA

culminando em morte celular. Essas toxinas regulam positivamente a expressão gênica de IL-6 e S100B, bem

como regula negativamente a expressão de bcl2. Suplementação com butirato diminui morte celular e a

expressão de S100B em CGEs desafiadas pela TcdA. Ao passo que a adição desse SCFA em CGEs desafiadas

com TcdB reduziu a expressão de IL-6, bem como diminuiu morte celular via redução da atividade de caspase

3/7 e aumento da expressão de Bcl2.
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7. CONCLUSÃO

Com base nos achados deste estudo, podemos concluir que o butirato tem efeito

duplo: Em altas concentrações (200 µM) potencializa a atividade apoptótica das toxinas do C.

difficile em CGEs. Em baixa concentração (0,2 µM) protege contra morte celular induzidas

pelas toxinas do C. difficile por promover redução da ativação de caspase 3/7 e aumento da

expressão de Bcl-2 em CGEs expostas a TcdB. A atividade antiapoptótica do butirato em

menores concentrações nas CGEs desafiadas pela TcdA não ocorre via modulação da

atividade de caspase 3/7 e expressão de Bcl-2.

O butirato em menores concentrações modula a expressão de mediadores

pró-inflamatórios (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

modulação da resposta dessas células.

Mais estudos são necessários 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 modulação de células epiteliais intestinais ou células do sistema imune (como

macrófagos) pelo butirato podem implicar na resposta das CGEs as toxinas do C. difficile.
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1. APÊNDICE

Fármacos e proteínas Fabricante Código do produto

brometo de tiazolil azul de
tiazolil (MTT)

Sigma-Aldrich M2128

SYBER Green PCR master
mix

Applied biosystems 4309155

Ensaio de apoptose
RealTime-Glo annexin V

Promega JA1000

Butirato de sódio Sigma-Aldrich 303410-500G

Ensaio de atividade de
caspase 3/7

Promega G8090
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