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EFEITO DO PRE-TRATAMENTO COM PROPIONATO NA INFECCAO POR
Clostridioides difficile E NA RESPOSTA DA GLIA ENTERICA AS TOXINAS AE B

Disfung¢des do trato gastrointestinal (GI) apds infec¢do por Clostridioides difficile (ICD) tém
sido observadas em humanos e camundongos, potencialmente decorrentes de danos as células
do sistema nervoso entérico (SNE). A glia entérica, parte do SNE, ¢ vulneravel as toxinas de
C. difficile (TcdA e TcdB), que causam morte celular e resposta inflamatéria. E desconhecido
se o propionato, um acido graxo de cadeia curta (AGCC), pode prevenir a disfuncdo GI apos
ICD e modular as respostas da glia entérica as toxinas de C. difficile. Dessa forma, avaliou-se
se o pré-tratamento com propionato previne a disfungdo GI apds ICD e modula as respostas da
glia entérica (resposta pro-inflamatdria e morte celular) as toxinas de C. difficile. Para o estudo
in vivo, camundongos foram pré-tratados ou ndo com propionato (150 mM na agua de beber)
e infectados com C. difficile. Apods infec¢do, os camundongos foram acompanhados
diariamente para determinagdo do escore de gravidade da doenca e a fungao GI foi avaliada no
dia 14 apo6s a infecgdo. In vitro, glia entérica de ratos foi incubada com TcdA (50 ng/mL) ou
TcdB (1 ng/mL), isoladamente ou com propionato (10 mM), uma hora antes das toxinas. Apos
2, 12 e/ou 18 horas de incubacdo com as toxinas, células foram coletadas para analise da
expressao de transportadores/receptores de AGCC (MCT1, MCT4, FFAR2 e FFAR3 viaqPCR),
de marcadores pro-inflamatorios (S100B e IL-6 por qPCR e imunofluorescéncia,
respectivamente), bem como da translocagdo nuclear de pSTAT3 (por imunofluorescéncia) e
da morte celular. In vivo, camundongos infectados perderam peso e apresentaram diarreia
grave, que se resolveu completamente até o 13° dia apds a infeccdo, a qual foi acompanhada de
retardo do transito do trato gastrointestinal total (TTGIT) no 14° dia. O pré-tratamento com
propionato melhorou a sobrevida, reduziu a perda de peso, a diarreia e o retardo no TTGIT. In
vitro, evidenciou-se que a glia entérica expressa transportadores de AGCC (MCT1 e MCT4) e
receptores (FFAR2 e FFAR3), que sdo alterados pela exposicao as toxinas. TcdA ou TcdB
promoveram a morte celular, aumentaram a atividade das caspases 3 e 7, reduziram a expressao
de Bcl2 (proteina e transcritos), aumentaram os niveis dos mediadores pro-inflamatorios S700B
e IL-6 na glia entérica, bem como promoveram a translocagao nuclear de pSTAT3. Enquanto a
suplementagdao com propionato elevou os niveis de Bcl2, ndo preveniu a morte celular, diminuiu
a expressao proteica de IL-6 e os transcritos de S/00B, e reduziu a transloca¢do nuclear de
pSTAT3 em células da glia entérica desafiadas por TcdA ou TcdB. De forma geral, o pré-
tratamento com propionato € eficaz para prevenir disfuncdo do trato gastrointestinal apds ICD,
além de melhorar a sobrevida e reduzir a gravidade da doenga. Além disso, a suplementacgao
com propionato modula a resposta pro-inflamatoéria (reduzindo a expressao de IL-6/STAT3 e a
regulacdo positiva de S100B) induzida por TcdA ou TcdB na glia entérica. Esses achados
oferecem novas perspectivas sobre como produtos derivados da microbiota podem influenciar
a fungdo gastrointestinal apods a infeccao e a resposta da glia entérica as toxinas de C. difficile.

Palavras-chave: Clostridioides difficile, Propionato, Glia entérica, Infec¢do por Clostridioides

difficile.



EFEITO DO PRE-TRATAMENTO COM PROPIONATO NA INFECCAO POR
Clostridioides difficile E NA RESPOSTA DA GLIA ENTERICA AS TOXINAS AE B

Gastrointestinal (GI) dysfunction following Clostridioides difficile infection (CDI) has been
reported in mouse and human. Enteric glia, part of the enteric nervous system, contribute to GI
motility and are vulnerable to C. difficile toxins, which cause cell death and trigger an
inflammatory response. Little is known about the effect of propionate, a short-chain fatty acid
(SCFA). Therefore, this study aimed to evaluate whether pre-treatment with propionate
prevents GI dysfunction after CDI and modulates enteric glia responses (cell death and pro-
inflammatory responses) to C. difficile toxins. Regarding the in vivo study, 8-week-old mice
were pre-treated with propionate (150 mM in drinking water) or not, and then infected with C.
difficile. After infection, mice were monitored daily to assess disease severity. On day 14 post-
infection, GI function was assessed using the Evans blue method. In vitro, rat enteric glia were
incubated with TcdA (50 ng/mL) or TcdB (1 ng/mL), alone or with propionate (10 mM), one
hour before toxin. After 2, 12, and/or 18 hours of incubation with the toxins, cells were collected
for analysis of SCFA transporter/receptor expression (MCT1, MCT4, FFAR2, and FFAR3 via
gPCR), pro-inflammatory markers (S/00B and IL-6 via qPCR and immunofluorescence,
respectively), as well as nuclear translocation of pSTAT3 (by immunofluorescence) and cell
death. In vivo, infected mice lost weight and developed severe diarrhea, which was completely
resolved by day 13 post-infection, accompanied by delayed total gastrointestinal transit
(TTGIT) on day 14. On the other hand, pre-treatment with propionate improved survival,
reduced weight loss, prevented diarrhea, and decreased delay in TTGIT. In vitro, enteric glial
cells express SCFA transporters (MCT1 and MCT4) and receptors (FFAR2 and FFAR3), which
were altered by exposure to C. difficile toxins. TcdA or TcdB promoted cell death, increased
caspase 3/7 activity, reduced Bcl2 expression (protein and transcripts), increased levels of pro-
inflammatory mediators S/00B (transcripts) and IL-6 (protein) in enteric glia, and promoted
nuclear translocation of pSTAT3. Whereas propionate supplementation elevated Bcl2 levels, it
did not prevent cell death, but decreased IL-6 protein expression, S100B transcripts, and
reduced nuclear translocation of pSTAT3 challenged with TcdA or TcdB. Overall, pre-
treatment with propionate is effective in preventing gastrointestinal dysfunction after CDI,
improving survival, and reducing disease severity in the acute phase. Additionally, propionate
supplementation modulates the pro-inflammatory response (reducing IL-6/STAT3 expression
and the positive regulation of S100B) induced by TcdA or TcdB in enteric glia. These findings
offer new insights into how microbiota-derived products can influence gastrointestinal system
function after infection and the enteric glial response to C. difficile toxins.

Keywords: Clostridioides difficile, Propionate, Enteric glia, Clostridioides difficile infection.
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1 INTRODUCAO

1.1 Clostridioides difficile

Clostridioides (no passado denominado por Clostridium) difficile (C. difficile) é um
bacilo Gram-positivo, anaerdbio estrito formador de esporos e com capacidade de produzir
toxinas (Figura 1). Este micro-organismo ¢ um dos principais causadores de diarreia
nosocomial relacionada a antibioticoterapia, com variacdo sintomatica de diarreia leve a doenga
fulminante que pode ser acompanhada por colite pseudomembranosa (ABT; MCKENNEY;
PAMER, 2016).

Figura 1- Clostridioides difficile

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

A transmissdo de C. difficile ocorre por meio de esporos pela via fecal-oral ou contato
com superficies contaminadas. Os esporos sdo resistentes a acidez estomacal e conseguem
chegar ao duodeno, onde alguns acidos biliares (taurocolato, colato e quenodeoxicolato)
favorecem a germinagdo. Apoés a ativagdo, agora como células vegetativas, a colonizacido no

colon do hospedeiro acontece, sobretudo, em ambiente de exposi¢do prévia a antibidticos, os



quais provocam diminui¢do de bactérias protetoras como Bacteroidota (anterior Bacteroidetes),
Bacillota (anterior Firmicutes) e Bifidobacterias. Além disso, de forma concomitante, hd o
aumento de Pseudomonadota (anterior Proteobacteria), em especial a familia
Enterobacteriaceae, frequentemente associada a patologias (SPIGAGLIA, 2024;
GONZALES-LUNA et al., 2023; CHANDRASEKARAN; LACY, 2017, CZEPIEL et al.,
2019; NIBBERING et al., 2021).

Historicamente, os fatores de risco para infeccdo por Clostridioides difficile (1CD)
envolvem o uso indiscriminado de antibioticos, idosos, imunossupressdo e longos periodos de
hospitalizagdo. O tratamento com inibidores de bomba de prétons, cirurgia gastrointestinal,
doenca inflamatéria intestinal (DII) também sdo fatores que configuram risco para ICD
(YADEGAR et al.,2023; EZE et al.,2017). A ICD esta frequentemente relacionada a infecgdes
adquiridas em ambientes hospitalares, no entanto, este conceito tem sido desafiado com o
surgimento de casos em comunidades e estudos de sequenciamento gendmicos que reforgam a
variabilidade genética dos episodios de ICD, sugerindo casos distintos entre si e um potencial
reservatorio de C. difficile fora dos ambientes de assisténcia a saide (DUROVIC; WIDMER;
TSCHUDIN-SUTTER, 2018; LIM; KNIGHT; RILEY, 2020).

Nos Estados Unidos, em 2021, foram registrados 110,2 casos para cada 100.000
individuos em locais cobertos pelo Programa de Infecgdes Emergentes. Além disso, as taxas de
infeccdo foram superiores em mulheres e pessoas brancas, aumentando com a idade, sendo
observado que 61% dos casos de ICD fizeram uso de antibiotico previamente (CDC, 2023).

No Brasil, Costa et al. (2017) realizaram um estudo com pacientes oncoldgicos no
nordeste brasileiro, onde 23 de um total de 48 pacientes (48%) positivaram para C. difficile.
Outro estudo, multicéntrico e prospectivo, mostrou uma prevaléncia de 15% de ICD, variando
de 0 a 37%, em cinco hospitais brasileiros de diferentes regides do Pais (GIRAO et al., 2020).
Mais recentemente, um estudo de vigilancia ativa diaria, no periodo de trés meses, observou a
incidéncia de 9,2 casos por 10.000 pacientes-dia em um hospital universitario brasileiro de
referéncia quaterndria (BRAGA et al., 2023). Apesar da subnotificacdo, o C. difficile ¢
considerado como a terceira espécie de micro-organismo associada a casos de diarreia em

comunidade (TRINDADE; DOMINGUES; FERREIRA, 2019).

1.2 Toxina A e Toxina B do Clostridioides difficile

As principais toxinas produzidas pelo C. difficile sao TcdA e TcdB. Algumas cepas



conseguem produzir a toxina bindria (CDT), a qual ndo possui mecanismo bem elucidado e,
sozinha, ndo demonstra ser suficiente para causar doenga grave. No entanto, quando combinada
com as toxinas A/B, pode aumentar a viruléncia da bactéria, o risco de complicacao da doenca
e a letalidade (MARKOVSKA et al., 2023; YOUNG et al., 2022; HEILS et al., 2023).

O peso molecular da TcdA e TcdB corresponde, respectivamente, a 308 e 270 kDa.
Sdo toxinas formadas por quatro dominios funcionais: um dominio glicosiltransferase
aminoterminal (DGT), um dominio autoproteolitico (DAP), um dominio de translocagao (DT)
e um dominio de ligagdo ao receptor (DLR), este ultimo constituido por oligopeptideos
repetitivos combinados (CROPS) (SMITS et al., 2016; CHUMBLER et al., 2016; PRUITT et
al., 2012; PAPATHEODOROU et al., 2010).

Inicialmente, as toxinas se ligam a receptores do hospedeiro, como o proteoglicano 4 de
sulfato de condroitina (CSPG4), Frizzled (FZD), Nectina-3 e inibidor da via do fator tecidual
(TFPI), e sdo internalizadas por endocitose. A acidificagdo do endossomo desencadeia
mudangas conformacionais na toxina pelos quais DGT consegue chegar ao citosol, onde
glicosilam e inativam Rho GTPases. A inativacdo dessas proteinas prejudica a sinalizacdo
celular, desregula o citoesqueleto de actina, causando arredondamento celular, e também gera
apoptose. Tais efeitos sdo potencialmente mais observados na toxicidade da TcdB (ALAM et

al., 2024; CHILDRESS et al., 2023; PAPARELLA et al., 2021).

Figura 2 - Estrutura primaria e mecanismo de acdo de TcdA e TcdB
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Fonte: Chandrasekaran e Lacy (2017). Estrutura representando o mecanismo de acdo de TcdA e TcdB. (A) As
toxinas A e B s3o organizadas em quatro dominios funcionais: o dominio glicosiltransferase (DGT) ilustrado na
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cor rosa, o dominio de autoproteolitico (DAP) ilustrado na cor verde, o dominio de entrega ou formacao 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 agucares no epitélio coldnico (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 alteragdo conformacional no dominio de entrega da toxina, resultando na formagdo de poros e
translocag¢do 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 por¢ao de glicose (quadrados na cor laranja) da UDP-glicose para a regido switch I da GTPase (etapa
6). A glicosilacdo interrompe a sinalizagdo da GTPase ¢ leva a efeitos citopaticos de "arredondamento" e morte
celular apoptética.

A patogénese da infec¢do causada por C. difficile esta relacionada ao potencial das
toxinas secretadas que, a nivel celular induz liberagao de citocinas proinflamatérias e morte
celular, culminando na quimiotaxia de neutrofilos, aumento da permeabilidade intestinal e dano
tecidual (HAYASHI et al., 2021; CHANDRASEKARAN; LACY, 2017). Danos intestinais
como a diarreia secretoria e inflamagdo no célon sdo alguns dos sinais e sintomas, além de
ulceragdes e colite pseudomembranosa em casos mais graves, com desfechos que podem ser
fatais (SPIGAGLIA, 2024; ALAM et al., 2024). A dismotilidade gastrointestinal, provocada
pelos efeitos citopaticos das toxinas de C. difficile, também contribui para a neuroplasticidade
do sistema nervoso entérico (SNE), alterando a regulacdo da motilidade e secre¢do do intestino
(COSTA et al., 2025). As células entéricas, neurdnios entéricos e células gliais entéricas sdo
muito suscetiveis aos efeitos deletérios das toxinas, uma vez que sao submetidas a a¢do intensa

de citocinas pro-inflamatorias (FETTUCCIARI et al., 2022).

1.3  Células gliais entéricas

As células gliais entéricas, juntamente com os neurdnios entéricos, formam uma rede
complexa denominado sistema nervoso entérico (SNE). Estas células desempenham funcdes
importantes no trato gastrointestinal. Sdo células derivadas da crista neural vagal encontradas
na camada mucosa (proximo as células epiteliais intestinais), no plexo submucoso (Meissner),
localizado na camada submucosa proximo a camada muscular circular interna, € no plexo
mioentérico (Auerbach), localizado entre a camada muscular circular interna e a camada
longitudinal externa (SANTHOSH, S. et al. 2024; GRUBISIC; GULBRANSEN, 2017; NAGY;
GOLDSTEIN, 2017; VERGNOLLE, CIRILLO, 2018).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grubi%26%23x00161%3Bi%26%23x00107%3B%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27106597
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vergnolle%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29897300

Figura 3 - Representagdo das camadas intestinais e localizagao das células gliais entéricas
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Fonte: Sharkey e Gary (2023). A: a organizagao geral do sistema nervoso entérico. O plexo mioentérico situa-se
entre as camadas musculares longitudinal e circular. O plexo submucoso encontra-se na submucosa ¢ em animais
maiores (ndo mostrado) consiste em um componente externo e um interno. As fibras nervosas conectam os
ganglios e formam plexos nervosos que inervam o musculo longitudinal, o masculo circular, a muscular da mucosa
e a mucosa. Existem também nervos entéricos que inervam as artérias na submucosa, bem como os tecidos
linfoides associados ao intestino. A mucosa ¢ densamente inervada. A glia entérica é encontrada associada aos
nervos entéricos em toda a parede do intestino. B: organizacdo de neurdnios entéricos (marcados com anti-HuC/D,
azul) e glia entérica (marcados com anti-S100B, rosa) no plexo mioentérico do ileo de camundongo. Barra de
escala, 100 um.

A glia entérica ¢ uma populagdo de células reconhecida, historicamente, como “células
de suporte” do SNE. No entanto, estudos vém revelando a gama de fun¢des e ampliando a
importancia dessas células por todo o sistema digestivo (BOESMANS et al 2022;
SEGUELLA, L.; GULBRANSEN, B., 2021; HARRY e RAO, 2021). Elas realizam
comunicagao rapida e bidirecional com neuronios entéricos, regulando reflexos e mediando a

sinalizagao do SNE por meio de receptores purinérgicos e neurotransmissores, como o peptideo

intestinal vasoativo (VIP) (SEGUELLA, L.; GULBRANSEN, B., 2021; FUNG et al., 2017).



As células gliais entéricas também constituem a maior populagdo do SNE e exercem
grande influéncia no trato gastrointestinal quando sofrem alteragdes durante uma infecgao,
estimulando a secre¢io de fluidos para eliminagdo do patégeno (GRUBISIC; GULBRANSEN,
2017).

1.4 Efeitos das toxinas de C. difficile em células gliais entéricas

Os efeitos citotoxicos e inflamatorios das toxinas A ¢ B (TcdA e TcdB) de C. difficile
sdao bastante expressivos, sendo a TcdB responsavel por efeitos mais nocivos. Os neuroénios
entéricos podem ser excitados pela TcdA, inibindo a transmissao noradrenérgica e causando
diarreia secretoria (XIA, Y. et al., 2000). Ao gerar alteragdo intestinal, a [CD provoca morte de
células gliais entéricas a partir da regulacdo de receptores de adenosina (COSTA et al. 2023).
Além disso, as toxinas de C. difficile ativam canais de Panexina-1 que liberam ATP e, por sua
vez, ativam o receptor P2X7, que também provoca morte celular de células gliais entéricas
(LOUREIRO et al. 2022).

Em estudo in vitro, TcdB causa arredondamento celular precoce com glicosilagdo de
Racl, uma proteina pertencente a familia de Rho GTPases que sd@o conhecidas por regular o
citoesqueleto celular. Também foi observado parada do ciclo celular G2/M pela inativagao do
complexo ciclina B1/Cdc2 causada pela regulaciao positiva de p27, a regulacdo negativa de
ciclina B1 e Cdc2 fosforilados em Thr161 e Tyrl5 e apoptose por uma via dependente de
caspase, mas independente de mitocondrias. As células gliais entéricas que sobreviveram aos
efeitos citotoxicos de TcdB ndo apresentaram recuperacao completa (FETTUCCIARI et al.,
2017).

Recentemente, Fettucciari et al. (2024) evidenciou que citocinas pro-inflamatorias
aumentam a citotoxicidade de TcdB em células gliais entéricas ap6s 48h de interagdo entre elas.
A persisténcia do estimulo das citocinas modifica o processo de apoptose para necrose,
envolvendo progressivamente as células em contato com a toxina B. A secre¢do de toxinas,
bem como a germinagdo de C. difficile, esta associada a um ambiente favorecido pelo uso
excessivo de antibidticos, desequilibrio de acidos biliares, aumento de bactérias patologicas e
redugdo de bactérias produtoras de acidos graxos de cadeia curta (AGCCs), que contribui

fortemente para a disbiose intestinal (COSTA et al., 2025).



1.5 Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCCs) e a importancia em condicdes fisiologicas

Os acidos graxos de cadeia curta (AGCCs) constituem o produto da fermentacdao de
fibras da dieta, realizada por bactérias da microbiota intestinal que, metabolizam, via glicolise
ou via das pentoses fosfato, em piruvato. Posteriormente, o piruvato pode ser convertido em
propionato a partir da via de succinato ou via do acrilato, e em acetato e butirato, por meio do
intermediario acetil-CoA (FRAMPTON et al., 2020; Gregory et al., 2021).

O microbioma intestinal € constituido, aproximadamente, 90% de Bacteroidota (géneros
predominantes: Bacteroides, Parabacteroides, Alistipes € Prevotella) e de Bacillota (géneros
predominantes: Eubacterium, Clostridium ¢ Ruminococcus), somado aos filos Actinomycetota
— anterior Actinobactéria — (géneros predominantes: Collinsella e Bifidobacterium) e
Pseudomonadota (género predominante: Escherichia) (VAN TREUREN, DODD, 2020).

A maior parte das bactérias entéricas é capaz de produzir acetato. Enquanto as espécies
das familias Lachnospiraceae € Ruminococcaceae (filo Bacillota) estdo mais envolvidas na
producdo de butirato. O propionato, por sua vez, pode ser obtido por bactérias que utilizam a
via do succinato, como as espécies Prevotella spp. (filo Bacteroidota) e Phascolarctobacterium
succinatutens ou Veillonella spp. (filo Bacillota). Além das espécies Coprococcus spp. (via do
acrilato), Roseburia inilivorans e Blautia (via do propanodiol), ambas pertencentes da familia

Lachnospiraceae (FUSCO et al., 2023; MUKHOPADHY A, LOUIS, 2025) (Figura 4).



Figura 4 — Metabolismo e sintese de AGCCs
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Fonte: Adaptado de FRAMPTON et al., 2020. A microbiota intestinal fermenta os carboidratos ndo digeriveis,
provenientes da dieta, reduzindo-os a monossacarideos, os quais sdo metabolizados para dar inicio as vias
produtoras de AGCCs: acetato, butirato e propionato.

O acetato, propionato e butirato sao os principais AGCCs produzidos no intestino, cuja
producdo esta intrinsicamente ligada ao contetido de fibras dietéticas consumidas (DALILE et
al., 2019; MAKKI ef al., 2018). Os AGCCs sao absorvidos rapidamente por colondcitos via
transportadores, que podem ser acoplados a protons, como os transportadores de
monocarboxilato 1 (MCT1) e 4 (MCT4), ou acoplados a s6dio, como SMCT1 (FUSCO, 2023;
SILVA et al., 2020; DALILE et al., 2019) (Figura 5).

A fungdo dos AGCCs esta relacionada a integridade da barreira intestinal através da
regulagao do pH luminal, produgdo de muco, fornecimento de energia para as células epiteliais,
protecao contra a invasao por patogenos e fun¢ao imunologica da mucosa a partir de processos
envolvendo sinaliza¢do do receptor acoplado a proteina G e inibigdo da histona desacetilase
(HDAC) (MANN, LAM, UHLIG, 2024; BLAAK et al.,2020; BACH et al., 2018). Os AGCCs
podem ativar receptores de acidos graxos livres, como FFAR3, também conhecido como
receptor acoplado a proteina G 41 (GPR41), e FFAR2, também conhecido como receptor
acoplado a proteina G 43 (GPR43). Ao ativar esses receptores, os AGCCs regulam a expressao
de proteinas de juncdes intercelulares, como a quinase ativada por AMP (AMPK), melhorando
a funcdo de barreira intestinal e contribuindo para a homeostase intestinal (PARADA

VENEGAS et al., 2019; DALILE et al., 2019).



Figura 5 — Fibras dietéticas e metabolismo de AGCCs
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Fonte: Adaptado de Dalile et al. (2019). Fibras dietéticas sdo fermentadas por bactérias intestinais, dando origem
aos acidos graxos de cadeia curta (AGCCs), que sdo rapidamente absorvidos pelas células do colon por meio de
transportadores de monocarboxilato (MCT1 e SMCT1), difusdo passiva ou troca com bicarbonato (HCO 3°), que
em seguida, ¢ parcialmente oxidado a CO», produzindo energia para as células na forma de ATP. Os AGCCs que
ndo sdo metabolizados no intestino sdo transportados através da membrana basolateral para a circulagdo portal do
figado, fornecendo um substrato energético para os hepatocitos por meio da oxidagdo. Apenas pequenas
quantidades de AGCCs produzidos no célon atingem a circulagio sistémica.

Um estudo com pacientes pediatricos, diagnosticados com ICD recorrente, observou
diferenca significativa nos niveis de AGCCs antes do transplante de microbiota fecal (TMF),
comparado ao controle saudavel. Acetato, propionato e isovalerato foram os AGCCs que mais
aumentaram 12 meses ap6s TMF (JESS et al, 2023). Os beneficios dos AGCCs superam suas
fungdes metabolicas, pois fortalecem a interface entre o limen e o epitélio, estimulando as
células caliciformes a produzir muco, importante componente imunologico (GREGORY;
PENSINGER; HRYCKOWIAN, 2021).

Fachi et al. (2020) demonstraram um efeito protetor de AGCC na ICD em
camundongos ao observar o aumento das respostas imunes inatas, com acao em neutrofilos e
ILC3s, por meio do receptor de acido graxo livre 2 (FFAR2). Os AGCCs também tém um efeito
inibitério direto sobre a taxa de crescimento de C. difficile em cultura, porém aumentam a
producao de toxinas no intestino (GREGORY; PENSINGER; HRYCKOWIAN, 2021). Além
disso, os AGCCs reduzem a perda de neurénios em camundongos tratados com antibioticos,
como ampicilina, vancomicina e metronidazol (VICENTINI et al., 2021). Recentemente,

SOUSA et al., (2025) demonstraram, em estudo in vitro, que o butirato em baixa concentragdo

(0,2 uM) reduz a morte de células gliais entéricas induzidas pelas toxinas de C. difficile.



O propionato, um AGCC obtido a partir da fermentacdo bacteriana de fibras
alimentares, exerce efeitos protetores no intestino, como a regulagdo da imunidade da mucosa
e acdo anti-inflamatoéria. Pacientes infectados por C. difficile apresentam reducao dos niveis de
propionato nas fezes na fase aguda da doenca (SAYOL-ALTARRIBA et al., 2024). O aumento
do propionato no cédlon pode representar uma estratégia eficaz para a manutengdo da
homeostase intestinal do hospedeiro (WANG et al., 2024). Metabdlitos do propionato, como
propionil-CoA, também podem inibir, por exemplo, o crescimento de Salmonella typhimurium
(ZHAN et al., 2022; HORSWILL; DUDDING; ESCALANTE-SEMERENA, 2001). JEONG
et al. (2019) também demonstraram que o propionato exerce efeito inibitdrio sobre o
crescimento de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), tanto in vitro quanto in
vivo. No entanto, a contribuicdo do propionato na resposta de células gliais entéricas as toxinas
de C. difficile e na disfun¢do intestinal apos infec¢ao por C. difficile ainda ndo foi esclarecida
por estudos anteriores.

Por meio de andlise bioinformatica, Wang et al. (2024) identificaram que a producao de
propionato mediada pela metilmalonil-coenzima A (CoA) mutase (MCM) em Bacteroides
thetaiotaomicron (BT) confere diferenciacdo e homeostase de células caliciformes, além de
potencial melhora na colite. O propionato também atua inibindo diretamente as células T yd
produtoras de IL-17, por meio da inibicdo de HDAC, em pacientes com doenca inflamatoria

intestinal (DII) (DUPRAZ et al., 2021).
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2 JUSTIFICATIVA

C. difficile ¢ uma das causas mais relevantes de quadro diarreico grave em pacientes
hospitalizados (COSTA et al., 2025). Nos ultimos anos, os casos de ICD em comunidades tém
aumentado, evidenciando um desafio para além dos ambientes nosocomiais (DUROVIC;
WIDMER; TSCHUDIN-SUTTER, 2018; LIM; KNIGHT; RILEY, 2020). Um estudo de
revisao sistematica e meta-analise, com base em publicacdes entre 2016 e 2024, evidenciou que
a incidéncia de ICD foi maior em ambientes hospitalares e que as taxas de recorréncia foram
mais elevadas para ICD adquirida na comunidade (AKORFUL et al., 2025). No Brasil, foi
identificada uma incidéncia de 9,2 casos a cada 10. 000 pacientes-dia em um hospital
universitario brasileiro de referéncia quaternaria (BRAGA et al., 2023). Girdo et al. (2020)
relataram uma prevaléncia de 15% de ICD em cinco hospitais brasileiros de diferentes regides
do pais. No Nordeste brasileiro, Costa et al. (2017) realizaram um estudo com pacientes
oncoldgicos, no qual 23 dos 48 pacientes (48%) foram positivos para C. difficile.

A ICD ¢ adquirida pela via fecal-oral, por meio de esporos, que germinam em condicdes
de alteragdo da microbiota intestinal, gerando a forma vegetativa de C. difficile, que produz e
libera TcdA e TcdB no lumen do intestino grosso (SPIGAGLIA, 2024; CYMBAL et al.,
2024). As toxinas de C. difficile podem afetar a funcao de diversas células do intestino grosso,
incluindo as células gliais entéricas. As células gliais entéricas desempenham importante
funcdo na regulacdo da motilidade intestinal (AHMADZAI et al., 2021), e sua
hiperexcitabilidade apds a fase aguda da inflamagdo ndo infecciosa tem sido implicada na
disfun¢do da motilidade intestinal (SEGUELLA et al., 2025). No entanto, os efeitos citopaticos
das toxinas de C. difficile sobre as células gliais entéricas podem ser deletérios devido a intensa
acdo de citocinas pro-inflamatorias (COSTA et al., 2025; FETTUCCIARI et al., 2022).

O propionato, um AGCC obtido a partir da fermentacdo bacteriana de fibras alimentares,
exerce efeitos protetores no intestino, como a regulagdo da imunidade da mucosa e agdo anti-
inflamatoéria. Pacientes infectados por C. difficile apresentam reducao dos niveis de propionato
nas fezes durante a fase aguda da doenga (SAYOL-ALTARRIBA et al., 2024). O aumento do
propionato no colon pode representar uma estratégia eficaz para a manutengao da homeostase
intestinal do hospedeiro (WANG et al., 2024). No entanto, ainda nao esta definido o papel do
propionato na prevengao da disfuncao intestinal apos ICD, nem sua contribui¢cdo para a resposta

das células gliais entéricas as toxinas de C. difficile. Desse modo, este trabalho propods-se a
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investigar o papel do propionato na disfunc¢do do trato gastrointestinal apds ICD e na resposta

das células gliais entéricas as toxinas de C. difficile.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

o Investigar o efeito do pré-tratamento com propionato na infeccdo por C. difficile e na

resposta pro-inflamatéria e na morte celular da glia entérica desafiada por TcdA ou TcdB.

3.2 Objetivos Especificos

e Verificar se o pré-tratamento com propionato reduz a gravidade da doenca causada pela ICD

e diminui a disfun¢do gastrointestinal em camundongos infectados pelo C. difficile.

e Identificar se as células gliais entéricas expressam transportadores (MCTI e MCT4) e

receptores (FFAR2 e FFAR3) de AGCCs;

e Verificar se as toxinas de C. difficile afetam a expressdo dos transportadores (MCTI e MCT4)
e dos receptores (FFAR2 e FFAR3) de AGCCs em células gliais entéricas;

e Avaliar se o propionato reduz a inflamacdo induzida pelas toxinas de C. difficile em células
gliais entéricas, por meio da medi¢do dos marcadores IL-6, STAT3 e S1005.

e Avaliar se o propionato protege células gliais entéricas contra morte celular induzida pelas
toxinas de C. difficile;

e Investigar se o propionato promove expressao de fatores anti-apoptéticos (Bcl2) em células

gliais entéricas expostas as toxinas de C. difficile.
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4  MATERIAIS E METODOS

4.1 Farmacos, reagentes, materiais e solu¢oes utilizados no estudo
Os farmacos, os reagentes, os materiais € as solucdes que foram utilizados neste estudo

encontram-se detalhados no apéndice.

4.2 Experimentos in vivo

4.2.1 Aspectos éticos em pesquisa animal

Os experimentos realizados em camundongos C57BL/6 foram aprovados pela
Comissdo Institucional de Etica e Cuidados em Pesquisa Animal da University of Virginia
(UVA/EUA) sob o protocolo 4096. Todos os experimentos com animais foram realizados na

UVA.

4.2.2 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos de 8 semanas de idade. Os
camundongos C57BL/6 foram provenientes do laboratorio Jackson. Os camundongos foram
mantidos em gaiolas de policarbonato, com tampa de arame e filtro na parte superior, forradas
com madeira processada, trocadas duas vezes por semana. Os animais permaneceram nas
mesmas condi¢des ambientais durante os experimentos (temperatura: 22 + 2 °C, com exaustao

de ar e ciclo de 12 h claro/12 h escuro) e com livre acesso a 4gua e a ragdo padrao.

4.2.3 Preparacao da bactéria

A cepa de C. difficile VPI10463 (ATCC 43255) utilizada no presente estudo para
infectar os camundongos foi obtida da empresa ATCC (Colecdo de Tipos de Culturas
Americano). VPI10463, que foi isolada a partir de uma ferida abdominal, ¢ uma cepa do
toxindtipo 0, ribotipo 087 e contém os genes tcdA e tcdB, que codificam TcdA e TcdB
respectivamente. Além disso, essa cepa € negativa para os genes que codificam a toxina binaria

(cdtA e cdtB).
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Para a preparacdo do in6culo, 10 pL do estoque de C. difficile VPI10463 (em fase de
esporo em caldo de carne picada, CCP) foram inoculados em placas agar sangue de taurocolato-
cicloserina-cefoxitina-frutose, a qual ¢ especifica para obtengao de colonias de C. difficile. Em
seguida, as placas foram incubadas em camara anaerobica (Coy Laboratory) por 24 h a 37 °C.
Decorrido esse periodo de incubagdo, uma colonia de C. difficile foi inoculada em CCP (8 mL)
e incubada em camara anaerobica (Coy Laboratory) por 16-18 h a 37 °C para atingir um
crescimento na fase log. Em seguida, 1 mL desse cultivo foi transferido para um microtubo de
1,5 mL e centrifugado (10000 rpm por 2 min). O sobrenadante foi removido e o pellet foi
ressuspenso com 1 mL de CCP. Esse procedimento de lavagem com CCP foi repetido quatro
vezes. Para obten¢io de 10° UFC (Unidades formadoras de colonia) de C. difficile
VPI10463/100uL, realizou-se uma diluicdo de 1:100 (bactéria em suspensdo: CCP). A leitura
de turbidez de 0,5 McFarland foi considerada equivalente a 108 UFC/ml. Nos grupos infectados,
10° UFC de C. difficile VPI110463 foram inoculadas por gavagem para cada animal.

4.2.4 Modelo de Infeccio por C. difficile e pré-tratamento com propionato

O modelo ICD foi realizado conforme descrito anteriormente (COSTA et al., 2024;
MOORE et al., 2015; CHEN et al., 2008). Inicialmente a microbiota dos camundongos foi
alterada por meio da administragdo de coquetel de antibidticos na dgua de beber por trés dias.
O coquetel de antibidtico consistiu em gentamicina (0,035 mg/mL), colistina (850 U/mL),
metronidazol (0,215 mg/mL) e vancomicina (0,045 mg/mL). Em seguida a 4gua com o coquetel
de antibidticos foi substituida por apenas agua (com novas garrafas). Apos 48h do término do
coquetel de antibidticos, os camundongos receberam clindamicina (32 mg/kg) por via
intraperitoneal. Apds 24h da administracio de clindamicina, os camundongos receberam 107
UFC da forma vegetativa de C. difficile (cepa VP110463 ao qual produz TcdA e TcdB) em CCP
por gavagem. O peso e o desenvolvimento dos sintomas da doenca de cada animal foram
monitorizados diariamente. Animais em processo de dbito ou com perda do peso corporal >
20% e escore de gravidade da doenca superior a 14 foram eutanasiados. Os animais foram
eutanasiados 14 dias apds a inoculacao com C. difficile.

Para os grupos pré-tratados com propionato, 24h antes de iniciar o coquetel de
antibiotico, propionato de soédio (150 mM) foi adicionado na dgua de beber. O propionato foi

mantido continuamente na a4gua de beber até o dia 14 ap6s a inoculagdo com C. difficile. A dose
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de propionato (150 mM) foi determinada conforme estudos prévios (CHANDRA et al., 2025;
WANG et al., 2024).

4.2.5 Grupos experimentais para o modelo de infec¢cio

Os camundongos submetidos ao modelo de ICD foram divididos em dois grupos:
e Grupo Infectado (n=6): Camundongos C57BL/6 submetidos ao modelo de ICD, recebendo
10° UFC de C. difficile (cepa VPI110463) no dia 0 da infeccao.
e Grupo Propionato + infectado (n=6): Camundongos C57BL/6 pré-tratados com propionato
e submetidos ao modelo de ICD, recebendo 10° UFC de C. difficile (cepa VPI10463) no dia
0 da infeccao.
Os animais foram eutanasiados, 14 dias apds a infec¢do, por meio do uso de

tribromoetanol (250 mg/kg, i.p.), conforme apresentado na figura 6.

Figura 6 - Esquema de indu¢ao do modelo de ICD e protocolo experimental

~ Anélise da
Infecgao fungdo
(VPI10463) gastrointestinal
10° UFC e eutanasia
Camundongos C57BL/6 2
machos \

8 semanas de idade

w Clindamicina

! . \ . . Escore de gravidade da doenga and coleta de fezes
T T T 1 ] Ll

-7 -6 -3 -1 0 14

 I—
Coquetel de antibidticos na
agua de beber

150 mM Propionato na agua de beber
| |

-

Fonte: Elaborado pela autora. Coquetel de antibioticos= gentamicina, metronidazol, vancomicina e colistina.
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4.3 Experimentos in vitro

4.3.1 Cultura de células gliais entéricas

A linhagem de células gliais entéricas imortalizadas foram obtidas da ATCC
(PK060399egfr, CRL 2690). Essas células sdo aderentes provenientes do jejuno de Rattus
novergicus adultos. As células gliais entéricas foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de antibidticos
(100 pg/mL de penicilina e 100ug/mL de estreptomicina) € 1 mM de piruvato de sédio, sendo
mantidas em incubadora a 37°C e 5% CO». As células foram utilizadas para a avaliagdo dos
parametros deste estudo entre as passagens 16 a 22. Para todos os experimentos, as células

foram liberadas dos frascos de cultura por meio de 0, 05% tripsina-EDTA por 5 min.

4.3.2 Administracio de toxinas e propionato em células gliais entéricas

As células gliais entéricas foram incubadas com TcdA (50 ng/mL) ou TcdB (1 ng/mL),
provenientes da Techlab, por 2, 12 ou 18h de incubagdo. Para verificar o efeito do propionato,
células gliais entéricas foram pré-tratadas com meio de cultura contendo propionato (10 mM),
ao qual foram adicionados 1 hora antes da incubagdao com TcdA ou TcdB. O pH do meio de
cultura foi mensurado apds incubacao de 18h das células com e sem propionato (Figura 7).

As concentragdes de toxinas foram determinadas conforme estudo prévio do nosso
grupo de pesquisa (COSTA et al., 2021). Enquanto a concentragdo de propionato foi

determinada por meio do ensaio de viabilidade celular.
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Figura 7 — Avalia¢ao do pH no meio de cultura DMEM ap6s adi¢ao de propionato em diferentes

concentragoes.

pH Antes de CO, I l I I I

-
e

pH Depois de CO, I l

DMEM 1000 100 10 1 0,1 0,01

Propionato (mM)

Fonte: Elaborado pela autora.

4.4 Parametros avaliados no estudo in vivo

4.4.1 Avaliacio da carga de C. difficile nas fezes

Para avaliacdo da carga de C. difficile nas fezes de animais infectados pelo C. difficile
(recebendo ou ndo pré-tratamento com propionato), amostras fecais foram coletadas nos dias
1,3,5,7,9, 12 e 14 apos infeccao. Em seguida, o DNA foi extraido das fezes com o Ql4amp
DNA Stool Mini kit (Qiagen), conforme as instru¢des do fabricante. O gene tcdB (toxina B do
C. difficile) foi utilizado para detectar C. difficile nas fezes ap6s ICD. As sequéncias dos primers
foram: tcdB 5’-AATGCATTTTTGATAAACACATTG-3’ (forward) e 5’-
AAGTTTCTAACATCATTTCCAC -3’ (reverse). A PCR em tempo real (QPCR) foi realizada
no Bio-Rad CFX nas seguintes condigoes: 95 °C por 5 min, seguidas de 40 ciclos de 15 s a 95
°Ce60sass5°C.

4.4.2 Determinac¢ao do escore de gravidade da doenca

O escore de gravidade da ICD foi monitorado diariamente por meio do sistema de escore
(WARREN et al., 2012). O sistema de escore de gravidade da ICD baseia-se nos seguintes
critérios: perda de peso (0-4), diarreia (0-3), nivel de atividade (0-4), postura (0-3), aparéncia
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do pelo (0-3) e dos olhos (0-3). A soma dos escores de cada critério determina o valor final do

escore de gravidade da ICD que pode variar de 0 (menos grave) a 20 (mais grave). Cada critério

encontra-se descrito na Quadro 1.

Quadro 1 — Sistema de escore de gravidade da ICD

Critério Escore
0 1 2 3 4
Perda de Nenhuma <10% 10-15% 15-20% >20%
peso
Diarreia Normal Fezes com Fezes com muco Liquidas
formato normal e
amarelada
Atividade Normal Alerta/devagar Letargico/tremendo Inativo, porém, Nao se
responde ao movimenta
estimulo
Postura Normal Costas Completamente Completamente
parcialmente curvado curvado com nariz
curvadas voltado para baixo
Pelo Normal Parcialmente Completamente Extremamente
arrepiado arrepiado com parcial arrepiado com
perda de pelos perda de pelos em
varias regides do
corpo
Olhos Normal Metade fechado Olhos apertados Completamente
fechado

Fonte: WARREN et al., 2012.

4.4.3 Avaliacao do transito do trato gastrointestinal total

A avaliagdo do transito do trato gastrointestinal total (TTGIT) em animais infectados

pelo C. difficile (recebendo ou ndo pré-tratamento com propionato) foi realizada por meio do

método de azul de Evan, conforme descrito em estudo prévio (COSTA et al., 2024). Animais

foram submetidos a 12h de jejum com livre acesso a dgua. Apos esse periodo, 100 puL de solugao

de azul de Evan (5% de azul de Evan em 0, 9% de solucao de cloreto de sédio com 0, 5% de

metilcelulose) foram administrados via gavagem para cada animal. O tempo inicial de

administragao de cada animal foi registrado. Em seguida, os animais foram monitorados a cada

10 min até a expulsdo do primeiro pellet de fezes azul. O TTGIT, em minutos, foi mensurado
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pela diferengca entre o tempo de expulsdo do primeiro pellet fecal azul e o tempo de

administracdo da solucdo de azul de Evan.

4.5 Parametros avaliados no estudo in vitro

4.5.1 Avaliacido da expressido génica de FFAR2, FFAR3, MCT1,MCT4,e S100B por qPCR

Para avaliar a expressdo génica de FFAR2, FFAR3, MCTI, MCT4, e S100B em células
gliais entéricas expostas a TcdA e TcdB foi realizado por qPCR. Células gliais entéricas (6x10°
células/ poco) foram distribuidas em placas de 6 pogos e tratadas com TcdA ou TcdB por 18h.
Ap6s a incubagdo, o RNA total foi extraido com o kit RNeasy Plus Mini (Qiagen) conforme as
instrugdes do fabricante. Em seguida, o RNA foi quantificado por meio do fluorimetro Qubit
3.0 (Life technologies) usando o kit de ensaio Qubit RNA BR (Invitrogen). Para a sintese do
cDNA, 600 ng de RNA foi entdo transcrito reversamente usando o kit de sintese de cDNA
iScript (BioRad) apds remocdo da contaminagdo do DNA gendmico por meio do tratamento
das amostras com DNAse I (Invitrogen). A amplificagdo de FFAR2, FFAR3, MCTI, MCTH4,
S100B, e GAPDH por qPCR foi realizada por meio do sistema CFX Connect (BioRad) com as
seguintes condi¢des 95 ° C por 30s seguido por 40 ciclos a 95 ° C por 5s e 60 ° C por 30 s.
Todas as reagdes foram realizadas com supermix 1Taq universal Syber (BioRad). Os conjuntos
de primers utilizados foram listados na tabela 1. A expressao relativa de cada gene de interesse

foi mensurada pelo método AACt (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Tabela 1 - Primers utilizados no qPCR em células gliais entéricas de ratos.

Gene Forward Reverse
GAPDH AGACAGCCGCATCTTCTTGT CTTGCCGTGGGTAGAGTCAT
S100B TTCAGGGAGAGAGGGTGACAA CTTCCTGCTCTTTGATTTCCTCC
Bcl2 CAGCATGCGACCTCTGTTTG CAGGTATGCACCCAGAGTGA
MCTI CTGTGGGCTTGGTGACCATT AGGTAGAGGCCTGCGATGAT
MCT4 ATGTGTGTGAACCGCTTTGG ATGACCCCTGTGGTGAGGTA
FFAR3 CTGCTTCGGCCCCTACAATA GTGCTGAGGAGAAGCACGTA
FFAR2 GGTGTGGTGACGCTTCTTA GAGGGACTCTGCCTCAAGTG

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.5.2 Ensaio de viabilidade celular

Para definir as concentragcdes de propionato capazes de ndo afetar a viabilidade das
células gliais entéricas em 18h de incubagao, realizou-se o ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetil-
2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazolio (MTT). As células gliais entéricas (5x10° células/poco)
foram semeadas em placas de 96 pogos e, ap6s 24 h, foram incubadas com propionato (0,01,
0,1, 1,10, 100 e 1000 mM) por 24 h de incuba¢ao. Em seguida, as células foram incubadas com
MTT (0,5 mg/mL reconstituido em DMEM suplementado) por 2h a 37°C em incubadora imida
sob condi¢do de 5% de CO». Apo6s remocgao da solugdo de MTT, 150 puL de dimetilsulfoxido
foram adicionados a cada poco para ressuspender os cristais de formazana. As placas foram
agitadas por 2 min a temperatura ambiente, e a absorbancia da reacdo foi mensurada a 570 nm
em um leitor de ELISA (Biotek). Um grupo controle de morte, no qual células gliais entéricas

foram incubadas com dimetilsulféxido (DMSO), foi incluido no experimento.

4.5.3 Imunofluorescéncia para IL-6, STAT3, S100B e Bcl2

Células gliais entéricas (4x10* células/pogo) foram plaqueadas em lamina de vidro de
poliestireno para cultura de células contendo 4 pocos. Apds 24h foram pré-tratadas com
propionato e desafiadas com TcdA ou TedB por 18 h. Apds a incubagdo com as toxinas do C.
difficile, as células foram fixadas em solucdo de paraformaldeido 4% (diluido em PBS) por 20
min em temperatura ambiente e lavadas com PBS. Em seguida, as células foram
permeabilizadas com solugdo de permeabilizagdo (Triton X-100 a 0,5% e albumina sérica
bovina a 3%, BSA, em PBS) durante 3 min (células a serem incubadas com anti-IL-6 ou anti-
S100B) ou 5 min (células a serem incubadas com anti-STAT3) a 4 °C. Apos lavagem em PBS,
realizou-se o bloqueio com soro de burro a 5% (diluido em PBS) durante 40 min em temperatura
ambiente. Apos lavagem em PBS, as amostradas foram incubadas com os anticorpos primarios
para anti-IL-6 (R&D system, AF506, 1:40), anti-Bcl2 (Invitrogen, PA5-27094, 1:500), ou anti-
pSTAT3 (Novus Biological, NB100-82213, 1:200) overnight a 4°C. Apo6s trés lavagens com
PBS, as células foram incubadas com anticorpo secundario burro anti-coelho 488 (Abcam,
ab150073, 1:400) ou burro anti-cabra 647 (Abcam, ab150131, 1:400), por 2h em temperatura
ambiente. Apos trés lavagens com PBS, as amostras foram incubadas com 4’, 6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI, Invitrogen, 1:1000 em PBS) por 8 min. Em seguida, as amostras foram

lavadas com PBS e as laminas foram montadas com o meio de montagem contendo faloidina
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(VECTASHIELD, H-1600-10) ou ndo contendo faloidina (VECTASHIELD, H-1400-10),
marcador de F-actina, ao qual representa um importante componente do citoesqueleto.

As imagens de imunofluorescéncia foram obtidas por microscopia de fluorescéncia
(Zeiss). Para cada condi¢ao experimental foram adquiridas pelo menos trés imagens. A
quantifica¢do de IL-6, e Bcl2 foi baseada na analise de intensidade de fluorescéncia, ao qual foi
obtida por meio do Image J. Enquanto a porcentagem de células (%) com imunomarcagao
nuclear positiva para STAT3 foi determinada pelo percentual de células positivas em relagao

nimero total de células em cada imagem.

4.5.4 Ensaio de ligacao fosfatidilserina-anexina V

Para avaliar morte de células gliais entéricas incubadas com TcdA ou TcdB, realizou-
se um ensaio de ligagdo fosfatidilserina-anexina V em tempo real em células vivas conforme
descrito pelo fabricante (ensaio em tempo real Glo-anexina V apoptose, Promega).
Primeiramente, células gliais entéricas (10* células/ pogo) foram plaqueadas em placas brancas
e opacas de 96 pogos (Falcon). Apds 24 h, as células foram incubadas com TcdA (50 ng/mL)
ou TcdB (1 ng/mL) isoladamente ou precedidas por propionato (10 mM). Em seguida,
adicionaram-se 100 pL de reagente de detec¢ao 2x (2 puL do substrato de anexina NanoBit, 2
pL CaClz, 2 pL anexina V-SmBit e 2 pLL anexina V-LgBit em 992 pl. de DMEM suplementado
pré-aquecido a 37°C) a cada pogo, sendo incubadas a 37°C numa incubadora umidificada sob
5% CO2 condi¢@o. Apds 18h de incubacdo, a luminescéncia foi mensurada por meio de um
luminometro (Infinite M Plex, TECAN). Para a obtencao da unidade de luminescéncia relativa
(ULR), o sinal de luminescéncia de todas as amostras foi subtraido da luminescéncia intrinseca
do reagente de detecgdo (pogo apenas com DMEM suplementado e reagente de detecgdo sem
células), e, em seguida, foi dividido pela média do grupo controle (Células sem propionato e

sem toxinas).

4.5.5 Avaliacido da atividade de caspase 3/7

Para avaliar a atividade de caspase-3 e 7 em células gliais entéricas incubadas com TcdA
ou TcdB, recebendo ou ndo propionato, realizou-se um ensaio de atividade de caspase 3/7
conforme descrito pelo fabricante (caspase-Glo 3/7, Promega). Primeiramente, células gliais

entéricas (10* células/ pogo) foram plaqueadas em placas brancas e opacas de 96 pogos
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(Falcon). Apds 24h, as células foram desafiadas com TcdA (50 ng/mL) ou TedB (1 ng/mL)
isoladamente ou precedida por propionato (10mM). Ap6s 18h de incubacio, a placa de 96 pocgos
contendo as células tratadas foram retiradas da incubadora e colocadas em temperatura
ambiente por 10 min. Em seguida, adicionaram-se 100 pL de reagente de caspase-Glo 3/7
(substrato de caspase- Glo 3/7 reconstituido em 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 2h em temperatura ambiente e protegido da luz. A
luminescéncia foi mensurada por meio de um lumindémetro (Infinite M Plex, TECAN). Para a
obtencdo da unidade de luminescéncia relativa (ULR), o sinal de luminescéncia de todas as
amostras foi subtraido da luminescéncia intrinseca do reagente de caspase-Glo 3/7 (pogo apenas
com DMEM suplementado e reagente de caspase-Glo 3/7 sem células), e, em seguida, foi

dividido pela média do grupo controle (Células sem propionato e sem toxinas).

4.6 Analise estatistica

Todos os resultados quantitativos foram expressos como média + erro padrao da média
(EPM). A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio do software GraphPad Prism,
versao 10.0. Para a realizacdo da andlise estatistica entre os grupos foram utilizados os seguintes
testes: Teste T de Student para a comparacdo de dois grupos; teste de analise de variancia
(ANOVA) unifatorial seguido pelo teste de Tukey para comparar mais de dois grupos; ANOVA
difatorial seguido pelo teste de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de 0,05 (o = 5%) e

niveis descritivos (p) inferiores a esse valor foram considerados significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Contribuicio do pré-tratamento com propionato no desfecho clinico de
camundongos infectados pelo C. difficile

A relevancia clinica do pré-tratamento com propionato foi investigada utilizando o
modelo de ICD em camundongos, no qual também ¢ possivel observar caracteristicas da doenca
em humanos, como diarreia e perda de peso.

Conforme apresentado na figura 8, o pré-tratamento com propionato melhorou a
sobrevivéncia de animais com ICD (p = 0,054, Figura 8A), assim como promoveu reducio da
carga de C. difficile nas fezes (p = 0,05, dia 12 ap6s infeccao, Figura 8B). Além disso, o pré-
tratamento com propionato diminuiu a perda de peso (p = 0,02, dia 5 apos a infeccdo, Figura
8C), diminuiu a gravidade da diarreia (p < 0,05, Figura 8D) e da doenca de forma geral (p <

0,05, Figura 8E) em animais infectados nos dias criticos da fase aguda da ICD.
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Figura 8 — Pré-tratamento com propionato reduz a gravidade da ICD em camundongos
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Camundongos (n=6) foram infectados com 10° UFC de C. difficile e pré-tratados com 150 mM propionato (Grupo
Propionato + infectado) ou nédo tratados (Infectado). (A) Curva de sobrevivéncia (%). Para analise estatistica,
utilizou-se o teste de Log-rank. (B) Quantificacdo da carga de C. difficile nas fezes por qPCR. Os dados sao
apresentados como média £ EPM. * p= 0, 05 e ** p= 0, 04. (C) Mudangas do peso corporal (%). Os dados sao
apresentados como média = EPM. * p= 0, 02. (D) Escore de diarreia. Os dados sdo apresentados como mediana
(minimo e maximo). * p=0, 01, ** p=0, 004. (E) Escore de gravidade da ICD (resultado da soma dos seguintes
critérios: perda de peso corporal, diarreia, atividade, postura, aparéncia do pelo e olhos). Os dados sdo apresentados
como mediana (minimo e méaximo). * p= 0, 03, ** p= 0, 009 e *** p= 0, 004. (B-C) Para anélise estatistica,
utilizou-se o teste de Student para multiplas amostras. (D-E) Para andlise estatistica, utilizou-se o teste de Mann-
Whitney para multiplas amostras.
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5.2 Contribui¢do do pré-tratamento com propionato na disfuncio do trato

gastrointestinal em camundongos infectados pelo C. difficile

Em estudo prévio no nosso grupo, evidenciou-se que a ICD promove disfun¢do do trato
gastrointestinal persistente em humanos e em camundongos (COSTA et al., 2024). Em
camundongos, foi identificada constipacdo fenotipica nos dias 14 e 21 apos infec¢do (COSTA
et al.,2024). A glia entérica desempenha importante funcao na regulagao da motilidade do trato
gastrointestinal (AHMADZALI et al., 2021) e sua hiperexcitabilidade ap6s a fase aguda da
inflamacdo ndo infecciosa tem sido implicada em disfungdo da motilidade intestinal
(SEGUELLA et al., 2025) e que parece envolver a via de sinalizagdo do S100B (THOMASI et
al., 2025). Dado que o propionato parece modular in vitro a resposta da glia entérica as toxinas
do C. difficile, investigou-se se o pré-tratamento com propionato previne a disfuncdo do trato
gastrointestinal em camundongos infectados pelo C. difficile.

Conforme apresentado na figura 9, camundongos infectados pelo C. difficile e pré-
tratados com propionato apresentaram redu¢do do atraso do TTGIT em comparacdo ao grupo
infectado que ndo recebeu o pré-tratamento (p = 0,0238), sugerindo melhora do perfil de

constipac¢ao induzida pela ICD.

Figura 9 — Pré-tratamento com propionato reduz o atraso no transito do trato gastrointestinal
em camundongos infectados por C. difficile
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Camundongos (n=6) foram infectados com 10° UFC de C. difficile e pré-tratados com 150 mM propionato (Grupo
Propionato + infectado) ou nao tratados (Infectado). Transito do trato gastrointestinal total (TTGIT) em minutos
(min) foi avaliado por meio do método Evans blue no dia 14 apds a infec¢do. Os dados sdo apresentados como
média = EPM. Para analise estatistica, utilizou-se o teste t de Student.
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5.3 Expressao de transportadores e receptores para AGCCs em células gliais entéricas

MCT1 e MCT4 sao transportadores de AGCCs. Enquanto FFAR2 (GPR43) e FFAR3
(GPR41) sdo receptores para AGCCs. Esses receptores podem ser ativados por AGCCs de
forma independente dos transportadores (LEE et al., 2024; ANG; DING, 2016). Dado que a
expressdo desses transportadores ou receptores pode variar de acordo com o tipo celular,
avaliou-se, primeiramente, sua expressao em fun¢do do tempo de incubagdo em células gliais
entéricas.

Conforme apresentado na figura 10, células gliais entéricas expressam todos os
transportadores (MCT1 e MCT4) e os receptores (FFAR2 e FFAR3) de AGCCs, os quais nao

sofreram modificagdes significativas com o tempo de incubagdo. MCT/ foi 0 mais expresso nas

células gliais entéricas (Figura 10).

Figura 10 — Células gliais entéricas expressam transportadores e receptores para AGCCs
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Mapa de calor dos valores de Ct (cycle threshold) para MCT1, MCT4, FFAR2 e FFAR3 em células gliais entéricas
incubadas apenas com meio DMEM suplementado por 2h, 12h e 18h.

27



5.4 Toxinas do C. difficile alteram a expressdo de transportadores e receptores de

AGCCs em células gliais entéricas

Em seguida, investigou-se se a expressao dos transportadores (MCT1 ¢ MCT4) e dos
receptores (FFAR2 e FFAR3) de AGCCs em células gliais entéricas poderia ser alterada pelas
toxinas do C. difficile.

Em relagao aos transportadores, TcdA e TcdB reduziram significativamente a
expressao génica de MCT1 em células gliais entéricas nos tempos de 12 h e 18 h de incubagdo
(Figura 11A). Por outro lado, TcdB, mas ndo TcdA, aumentou a expressdo de MCT4 no tempo
de 18h (p <0, 0001, Figura 11B).

Quanto aos receptores, TcdA ou TcdB aumentaram a expressao génica de FFAR3 em
células gliais entéricas apds 12 h de incubagdo (p <0, 0001, Figura 11C) e FFAR2 apds 18 h (p
<0, 009, Figura 11D).
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Figura 11 — Exposicdo as toxinas de C. difficile altera a expressdo de transportadores e

receptores de AGCCs em células gliais entéricas
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A expressao génica de MCTI (A), MCT4 (B), FFAR3 (C) e FFAR2 (D) foi avaliada por qPCR em células gliais
entéricas desafiadas por TcdA ou TcdB por 2 h, 12 h e 18 h. O grupo controle é composto por células gliais
entéricas incubadas apenas no meio de cultivo. Os dados s@o apresentados como média = EPM (n=6). Para andlise
estatistica foi utilizado o teste ANOVA bifatorial seguido do teste de Tukey, onde *p<0,05, ** p<0,009, e
**%p<0,0001, versus o grupo controle.

5.5 Viabilidade de células gliais entéricas expostas ao propionato in vitro

Dado que o propionato ¢ um importante agonista do receptor FFAR3 (TOUGH et al.,
2018), investigou-se, em seguida, a contribui¢ao do propionato para a resposta de células gliais
entéricas as toxinas do C. difficile.

Primeiramente, avaliou-se a viabilidade de células gliais entéricas expostas a
diferentes concentragdes de propionato durante 24h h de incubagdo, por meio do ensaio de
MTT. Observou-se que as concentragdoes de 0, 01, 0,1 1, 10 e 100 mM ndo alteraram a
viabilidade das células gliais entéricas (Figura 12). Dessa forma, a concentracao de 10 mM foi

escolhida para a execu¢@o dos demais pardmetros desse estudo.
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Figura 12 - Efeito do propionato na viabilidade de células gliais entéricas in vitro
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Ensaio de viabilidade celular realizado em células gliais entéricas incubadas com propionato (0,01, 0,1, 1, 10, 100,
1000 mM), apenas com meio de cultura (grupo controle) ou com DMSO (grupo controle de morte) por 24h. A
viabilidade celular foi determinada por meio do ensaio de MTT. Para a analise estatistica, foi utilizado o teste
ANOVA unifatorial, seguido do teste de Tukey.

5.6 Contribuicio do propionato na expressio de IL-6 em células gliais entéricas

desafiadas por TcdA ou TedB

IL-6 ¢ um importante marcador de gravidade da ICD (ABHYANKAR et al., 2020) em
humanos e ¢ suprarregulada pelas toxinas do C. difficile em células gliais entéricas
(LOUREIRO et al., 2022, COSTA et al., 2021). Em seguida, investigou-se a contribui¢ao do
propionato para a expressao de IL-6 em células gliais entéricas desafiadas por TcdA ou TcdB.

A analise dos niveis proteicos (avaliado indiretamente pela intensidade de
fluorescéncia) de IL-6 mostrou que propionato reduz os niveis proteicos de citocina na glia
entérica nao desafiada pelas toxinas do C. difficile (p= 0, 0051, Figura 13 A-B). Ao passo que
TcdA e TcdB aumentam significativamente os niveis proteicos de IL-6 em células gliais
entéricas, o propionato diminui os niveis proteicos dessa citocina em células desafiadas com

TcdA (p=0,03, Figura 13 A-B).
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Figura 13 — Propionato reduz os niveis proteicos de /L-6 em células gliais entéricas desafiadas

por TcdA
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(A) Intensidade de fluorescéncia de IL-6 em células gliais entéricas desafiadas por TcdA ou TedB por 18 h, na
presenga ou na auséncia de propionato, adicionado 1 h antes do desafio. O grupo controle ¢ composto por células
gliais entéricas incubadas apenas no meio de cultivo. Os dados sdo apresentados como média = EPM (n=5). Para
analise estatistica, utilizou-se o teste ANOVA unifatorial, seguido do teste de Tukey, no qual o nivel de
significancia (p) € apresentado no grafico. (B) Imagens representativas da imunomarcagao de IL-6 (em cor rosa)
em células gliais entéricas, que foram incubadas com TcdA (50 ng/mL) ou TedB (1 ng/mL) ou apenas meio de
cultivo (grupo controle) por 18h na presenca ou auséncia de propionato (10 mM), ao qual foi adicionado uma hora
antes do desafio. Barras: 50 pm.
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5.7 Contribuicdo do propionato na translocacdo nuclear de STAT3 em células gliais
entéricas desafiadas por TcdA ou TcdB

Dado que IL-6 contribui para a translocacdo de STAT3 para o nticleo (JOHNSON;
O’KEEFE; GRANDIS, 2018), verificou-se a contribuicdo do propionato para a translocagao
nuclear desse fator de transcricdo em células gliais entéricas desafiadas pelas toxinas do C.
difficile.

TcdA ou TcdB aumentaram a porcentagem de nucleos positivos para STAT3 em células
gliais entéricas (p < 0,0001, Figura 14A-B). Ao passo que o pré-tratamento com propionato
reduziu significativamente a translocagdo desse fator de transcrigdo em células gliais entéricas

desafiadas pelas toxinas do C. difficile (Figura 14A-B).

Figura 14 — Propionato reduz a translocag¢dao nuclear de STAT3 em células gliais entéricas
desafiadas por TcdA ou TcdB
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(A) Porcentagem de nuicleos positivos para STAT3 em células gliais entéricas desafiadas por TcdA (50 ng/mL) ou
TcdB (1 ng/mL) por 18 h, na presenga ou na auséncia de propionato (10 mM), adicionado 1 h antes do desafio. O
grupo controle sdo células gliais entéricas incubadas apenas com meio de cultivo. Os dados sdo apresentados como
média £ EPM (n=6-7). Para andlise estatistica, utilizou-se o teste ANOVA unifatorial, seguido do teste de Tukey,
no qual o valor do nivel de significancia (p) ¢ representado no grafico. (B) Imagens representativas da
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imunomarcagdo de STAT3 (em cor verde), faloidina (em cor vermelha) e DAPI (em cor azul) em células gliais
entéricas, que foram incubadas com TcdA (50 ng/mL) or TcdB (1 ng/mL) ou apenas meio de cultivo (grupo
controle) por 18h na presenca ou auséncia de propionato (10 mM), ao qual foi adicionado uma hora antes do
desafio. Barras: 50 um.

5.8 Contribuicio do propionato na expressiao de S100B em células gliais entéricas

desafiadas por TcdA ou TcdB

S100B atua como um mediador pré-inflamatério na fase aguda da ICD (COSTA et al.,
2021). Previamente, o nosso grupo de pesquisa demonstrou que as toxinas do C. difficile
aumentam a expressao de S100B em células gliais entéricas (COSTA et al., 2021; COSTA et
al., 2023). Dada a relevancia desse mediador na patogénese da ICD e na resposta das células
gliais entéricas as toxinas do C. difficile, investigou-se a contribuicdo do propionato para a
expressdao de SI00B em células gliais entéricas desafiadas por TcdA ou TcdB.

Como apresentado na figura 15, propionato preveniu a suprarregulacdo de S/00B em
células gliais entéricas desafiadas pelas toxinas do C. difficile (p< 0, 0001). Além disso, o
propionato reduziu a expressao de S/00B em células gliais entéricas ndo desafiadas pelas

toxinas do C.difficile (p=0.0041, Figura 15).

Figura 15 — Propionato reduz a expressao génica de S7/00B em células gliais entéricas desafiadas
por TcdA ou TcdB
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(A) Expressao génica de S700B foi avaliada por qPCR em células gliais entéricas desafiadas por TcdA (50 ng/mL)
ou TcdB (1 ng/mL) por 18 h, na presenga ou auséncia de propionato (10 mM), ao qual foi adicionado uma hora
antes do desafio. O grupo controle sdo células gliais entéricas incubadas apenas com meio de cultivo. Os dados
sdo apresentados como média + EPM (n=5-6). Para andlise estatistica, utilizou-se o teste ANOVA unifatorial,
seguido do teste de Tukey, no qual o valor do nivel de significancia (p) é representado no grafico.

5.9 Contribuicio do propionato na morte celular e atividade de caspase 3/7 em células

gliais entéricas desafiadas por TcdA ou TcdB in vitro

As toxinas de C. difficile causam morte de células gliais entéricas in vitro (PACIFICO
etal.,2025; LOUREIRO et al., 2022; COSTA et al., 2021) e in vivo (COSTA et al., 2023). Um
dos mecanismos envolvidos na morte celular promovida pelas toxinas do C. difficile ¢ a
ativagdo das caspases 3/7 (PACiFICO et al., 2025; LOUREIRO et al., 2022; COSTA et al.,
2023). Dado que esses eventos fazem parte dos efeitos deletérios das toxinas nas células gliais
entéricas, investigou-se se o pré-tratamento com propionato poderia reverter esse fendtipo.

De acordo com a figura 16, o pré-tratamento com propionato potencializou a morte
celular induzida por TcdA ou TcdB em células gliais entéricas (p < 0,0001). Além disso, o

propionato também aumentou a atividade de caspase 3/7 induzida por TcdA (p =0, 0122).

Figura 16 — Efeito do propionato na ligacdo fosfatidilserina-anexina V e atividade da caspase

3/7 induzidas por toxinas de C. difficile em cé€lulas gliais entéricas
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(A) A ligagao fosfatidilserina-anexina V em células gliais entéricas desafiadas por TcdA (50 ng/mL) e TedB (1
ng/mL), previamente incubadas ou ndo com propionato (10 mM), por 18h. (B) A atividade de caspase 3/7 em
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células gliais entéricas desafiadas por TcdA e TcdB, previamente incubadas ou ndo com propionato, por 18h. O
grupo controle sdo células gliais entéricas incubadas apenas com meio de cultivo. Para analise estatistica foi
utilizado o teste ANOVA unidirecional seguido do teste de Tukey, onde o valor de p encontra-se representado no
gréfico.

5.10 Efeito do propionato na atividade de Bcl2 em células gliais entéricas desafiadas

por TcdA e TcdB

A proteina Bcl2 regula a morte celular por apoptose, atuando como fator antiapoptdtico
(GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007). Para melhor entendermos se o propionato, em
células gliais entéricas desafiadas pelas toxinas do C. difficile, exerce funcdo apoptdtica via
regulacdo da expressdo génica de Bcl2, foi realizada a avaliagdo da expressdo relativa desse
gene. Além disso, validaram-se os achados de expressio génica pelo ensaio de
imunofluorescéncia de Bcl2.

De acordo com a figura 17, o propionato, sozinho, aumentou significativamente a
atividade de Bcl2, tanto na expressdo génica quanto nos niveis proteicos (representados pela
intensidade de fluorescéncia), em comparagdo ao grupo controle (p < 0,0001, Figura 17A-B).
O propionato também aumentou significativamente a expressao génica de Bcl2 em células gliais
entéricas desafiadas por TcdA (p <0, 0001, Figura 17A-B) ou TcdB (p = 0,0069, Figura 17A-
B). Enquanto o propionato aumentou os niveis proteicos de Bcl2 apenas em células desafiadas

por TcdA (p=0, 0114, Figura 17A-B).
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Figura 17 — Efeito do propionato na atividade de Bcl2 em células gliais entéricas desafiadas
por TcdA e TcdB
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(A) Expressdo génica de Bc/2 foi avaliada por qPCR em células gliais entéricas desafiadas por TcdA (50 ng/mL)
ou TcdB (1 ng/mL) por 18 h, na presenga ou auséncia de propionato (10 mM), ao qual foi adicionado uma hora
antes do desafio. O grupo controle sdo células gliais entéricas incubadas apenas com meio de cultivo. Os dados
sao apresentados como média + EPM (n=5-6). (B) Intensidade de fluorescéncia de Bcl2 em células gliais entéricas
desafiadas por TcdA ou TcdB por 18 h, na presenca ou na auséncia de propionato, adicionado 1 h antes do desafio.
O grupo controle sdo células gliais entéricas incubadas apenas com meio de cultivo. Os dados sdo apresentados

36



como média + EPM (n=5). (A-B) Para analise estatistica, utilizou-se o teste ANOVA unifatorial, seguido do teste
de Tukey, no qual o valor do nivel de significancia (p) € representado no grafico. (C) Imagens representativas da
imunomarcagdo de Bcl2 (em cor verde) em células gliais entéricas, que foram incubadas com TcdA or TcedB ou
apenas meio de cultivo (grupo controle) por 18h na presenca ou auséncia de propionato, ao qual foi adicionado
uma hora antes do desafio. Barras: 50 pm.

6 DISCUSSAO

Nossos achados no modelo de ICD em camundongos mostram que o pré-tratamento
com propionato diminui a perda de peso corporal e previne o desenvolvimento de diarreia grave
na fase aguda da doenca, além de reduzir a colonizacdo por C. difficile apds a fase aguda,
melhorando a sobrevivéncia e reduzindo o atraso do transito gastrointestinal apos a infeccao.
No nosso modelo in vitro de intoxicacdo de células gliais entéricas, que expressam
transportadores (MCTI e MCT4) e receptores (FFAR2 e FFAR3) para AGCCs (como o
propionato), com TcdA ou TcdB revelou-se que essas toxinas diminuem a expressao génica de
MCTI e aumentam a de MCT4, FFAR2 ¢ FFAR3. Adicionalmente, suplementacdo com
propionato modula a resposta pro-inflamatoéria (diminuindo o componente pro-inflamatdrio da
sinalizagdo de IL-6/STAT3 e diminuindo a expressdao de S100B), e aumenta a expressao de
Bcl2, mas ndo previne a morte celular, de células gliais entéricas desafiadas por TcdA ou TcdB.

No estudo in vivo, a dose de propionato ofertada aos animais foi de 150mM. Tal
intervencao foi reproduzida em outros modelos murinos/rato prévios que também utilizaram
150mM de propionato na agua de beber ou via gavagem, com o objetivo de investigar possiveis
efeitos imunometabdlicos e neuroprotetores desse AGCC (CHANDRA; POPOVIC;
SINGHAL; WATKINS et al., 2025) (HAGHIKIA et al., 2021; GRUTER et al., 2023;
RAMESH et al., 2023). No contexto da ICD, essa dose também foi aplicada (FACHI; DE
OLIVEIRA; TRSAN; PENATI et al., 2025) em estudos limitados a fase aguda da doenga. A
concentracdo final de propionato utilizada nas andlises in vitro com células gliais entéricas
desafiadas por toxinas do C. difficile foi de 10 mM. Estudos prévios utilizaram a mesma
concentragdo final, como o modelo que analisou o propionato e butirato na modificagao direta
da cromatina de células de cancer colorretal em camundongos (NSHANIAN et al., 2025), a
avaliacdo in vitro do impacto do propionato na eficacia da imunoterapia em células humanas
de cancer colorretal (WANG, HU, 2025) e a investigagao da parada do ciclo celular e apoptose
em células humanas de cancer de pulmao tratadas com propionato (KIM et al., 2019).

Em humanos saudéveis, as concentragdes s€ricas de propionato variam entre 150 e 170

nmol/mL (equivalentes a 0,15 a 0,17 mM, respectivamente) (TREND; LEFFLER; JONES;
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CHA et al., 2021) e no lumen do intestino grosso de 14,2 mM a 26,7 mM/kg de fezes
(CUMMINGS; POMARE; BRANCH; NAYLOR et al., 1987). As concentragdes de propionato
no sangue sao extremamente baixas, pois cerca de 80-95% sao metabolizados pelo figado na
primeira passagem (ALBERTS et al., 1996; CUMMINGS et al., 1987, MARTIN-
GALLAUSIAUX et al., 2021; LANGE et al., 2023). No lumen intestinal proximal, ha
predominio da fermentagdo de fibras por bactérias, por isso, os AGCCs estio elevados. A
medida que avancam em dire¢do ao coOlon distal, os niveis de AGCCs diminuem. A
concentracdo de AGCCs nas fezes depende da dieta, mas costuma seguir a propor¢do de
60:20:20 entre acetato, propionato e butirato, respectivamente (CUMMINGS et al., 1987;
BOETS et al., 2025; DEN BESTEN et al., 2013).

No presente estudo, o pré-tratamento com propionato melhorou a sobrevivéncia,
diminuiu a perda do peso corporal e reduziu a gravidade da diarreia na fase aguda da ICD em
camundongos. Em contraste, Ciarlo et al. (2016) demonstraram que o pré-tratamento com
propionato (200 mM) nao alterou pardmetros de morbidade ou mortalidade em modelos de
infec¢do induzidos por bactérias gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae),
bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae) e Candida
albicans, apesar de, in vitro, atenuar a resposta de macréfagos derivados da medula dssea a
estimulagdo microbiana, reduzindo a produgdo de citocinas pro-inflamatorias. A suplementagao
com dieta rica em fibras, fonte de AGCCs (como o propionato), mostrou reduzir a mortalidade
por ICD em modelos pré-clinicos em camundongos (APGAR; WALL; MIDURA-KIELA;
NEFF et al., 2026; FACHI; DE OLIVEIRA; TRSAN; PENATI et al., 2025). De forma
semelhante aos nossos achados, estudo prévio mostrou que o uso de propionato (150 mM) como
pré-tratamento de camundongos com ICD diminui a gravidade da doenga e a perda de peso
(FACHI; DE OLIVEIRA; TRSAN; PENATI et al., 2025). Esses achados sugerem que o
desfecho do uso do propionato como pré-tratamento em infec¢des entéricas depende do
patogeno e da dose utilizada.

De forma inédita, mostramos que o pré-tratamento com propionato em camundongos
infectados por C. difficile reduz a disfungdo do trato gastrointestinal e diminui o fendtipo de
constipacdo no dia 14. Em um modelo pré-clinico de deplecao da microbiota intestinal induzida
por antibidticos, a suplementacao com AGCCs (incluindo 25,9 mM de propionato) ndo restaura
as alteracoes na motilidade intestinal induzidas pelo antibiotico (VICENTINI; KEENAN;
WALLACE; WOODS et al., 2021). Estudo prévio utilizando o ensaio de expulsdo de bead de

vidro avaliou a motilidade colonica em camundongos saudaveis, e evidenciou que

38


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0303720722000193?utm_source=chatgpt.com#bib50
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0303720722000193?utm_source=chatgpt.com#bib50
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0303720722000193?utm_source=chatgpt.com#bib57

suplementagdo aguda de AGCCs via enema causa retardo na motilidade coldnica por ativar
neuronios mioentéricos (WONGKRASANT; WALLACE; LE; MACNAUGHTON et al.,
2026). A inibicao da motilidade intestinal por propionato (10 mM) também foi observada em
camundongos livres de germes (VINCENT; WANG; PARSONS; KHAN et al., 2018) e em
porcos da India. Dado que o propionato pode ter efeito contrario ao observado no nosso estudo,
¢ possivel que o seu efeito benéfico na reducdo da disfungdo da motilidade do trato
gastrointestinal ocorra de forma indireta como reducao da inflamagao ou da carga de bactérias,
0 que requer mais investigacgoes.

A célula glial entérica desempenha um papel importante na regulagdo da motilidade
intestinal ¢ da resposta inflamatoria (GRUBISIC; VERKHRATSKY; ZOREC; PARPURA,
2018). Estudos recentes demonstram que o S100B, derivado de células gliais, regula a
excitabilidade neuronal e a conectividade funcional em circuitos colinérgicos, sendo essencial
para a geracao e manutencao da fun¢do motora ritmica do intestino (THOMASI et al., 2025).
Além disso, em condic¢des patoldgicas, como a inflamagdo intestinal, essas células assumem
um fenotipo reativo, alterando a sinalizagdo neuroglial e contribuindo para distarbios da
motilidade (GRUBISIC et al., 2018). Além disso, as células gliais entéricas sdo suscetiveis as
toxinas do C. difficile, causando morte celular e resposta pro-inflamatoria (COSTA; MOURA-
NETO; BOLICK; GUERRANT et al., 2021; COSTA; SHIN; GOLDBECK; BOLICK et al.,
2022; FETTUCCIARI; PONSINI; GIO¢; MACCHIONI ef al., 2017; LOUREIRO; MOURA-
NETO; MARTINS; SILVA et al., 2022; MACCHIONI; DAVIDESCU; FETTUCCIARI,
PETRICCIUOLO et al., 2017; PACIFICO; COSTA; LIMA BARBOSA; REBOUCAS et al.,
2025; SOUSA; LOUREIRO; LEITAO; WARREN et al., 2025).

Os nossos achados também revelaram que as células gliais entéricas expressam
transportadores e receptores de AGCCs, sendo o MCT1 o transportador mais expresso. Dentre
os receptores, o FFAR3 foi o mais expresso nas células gliais entéricas. Em concordancia com
este achado, um estudo prévio relatou a expressaio de MCT1 e FFAR3 em células gliais
entéricas obtidas por meio de cultura primaria do SNE de rato (COSSAIS et al., 2016). Um
estudo que investigou a expressdo dos receptores FFAR3 e FFAR2 no trato gastrointestinal,
utilizando camundongos transgénicos que expressavam a proteina fluorescente vermelha
monomérica (mRFP), identificou o FFAR3 em células enteroendocrinas e em neurdnios dos
ganglios submucosos e mioentéricos (NOHR ez al., 2013). FFAR3 também foi identificado em
neurdnios colinérgicos do plexo mioentérico de ratos (CAETANO; MAGALHAES; DUARTE;
CONCEICAO et al., 2023). Enquanto o FFAR2 foi identificado em leucécitos da lamina
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propria intestinal (NOHR et al., 2013). Estudo prévio ndo identificou FFAR3 em células gliais
entéricas expressando GFAP (CAETANO; MAGALHAES; DUARTE; CONCEICAOQ et al.,
2023), no entanto, mais investigagdes em outros tipos de células gliais, como células
expressando S100B, SOX10 ou PLP1, sdo necessarias para confirmar que essas células de fato
ndo expressam esse receptor.

Os MCTs podem ser expressos em varias células, uma vez que ndo estdo envolvidos
apenas no transporte de AGCCs, mas também de lactato, piruvato, corpos cetonicos e, até
mesmo, de farmacos monocarboxilatos, sendo cruciais para o equilibrio hormonal, lipidico e
glicémico (FELMLEE et al., 2020). Diferentemente, FFAR3 e FFAR2 sdo receptores acoplados
a proteina G, especializados para AGCCs, sendo o acetato exibindo maior preferéncia por
FFAR?2 e, propionato apresentando maior afinidade por FFAR3 (LE PAUL, 2003; BROWN et
al.,2003).

Adicionalmente, o presente estudo mostrou que a exposi¢ao as toxinas de C. difficile
reduziu a expressdo de MCTI e aumentou a de MCT4 nas células gliais entéricas. Embora o
papel desses transportadores na ICD nao esteja bem documentado, no contexto da colite
ulcerativa nao infecciosa, a inflamagao intestinal regula negativamente a expressao de MCT/
(ERDMANN et al., 2019; THIBAULT et al., 2007). Por outro lado, a expressao de MCT4
aumenta na mucosa inflamada do co6lon de pacientes com doenca inflamatoria intestinal (DII)
(HE et al., 2018).

As toxinas do C. difficile também aumentaram a expressdo de FFAR3 e de FFAR2 nas
células gliais entéricas. O aumento de células positivas para FFAR3 também foi observado no
colon distal de camundongos submetidos ao modelo de colite induzida por DSS (dextran sulfate
sodium) (SALAGA et al., 2021). Em modelo pré-clinico de ICD em camundongos, a perda de
FFAR?2 impediu que a dieta rica em fibras ou suplementacdo com AGCCs produzisse efeitos
benéficos no desfecho clinico e na reducdo da resposta pro-inflamatoria (FACHI; DE
OLIVEIRA; TRSAN; PENATI et al., 2025; FACHI; SECCA; RODRIGUES; MATO et al.,
2020). A ativagao dos receptores de AGCCs promove a sinalizagao da proteina quinase e a
rapida producdo de citocinas e quimiocinas, mediando a imunidade e a inflamagdo em
camundongos (KIM et al., 2013). Enquanto a internalizagdo desses 4cidos graxos via
transportadores permite efeitos imunolédgicos, incluindo supressao da colite e cancer de colon
(SIVAPRAKASAM et al., 2017, GURAYV et al, 2015). O papel desses transportadores e
receptores nas células da glia entérica durante a ICD precisa ser elucidado em investigagdes

futuras.
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A presenga desses transportadores e receptores de AGCC permite que a célula glial
entérica responda ao butirato, ao acetato e ao propionato. Durante a ICD, os niveis de butirato,
acetato e propionato encontram-se reduzidos no limen intestinal (SAYOL-ALTARRIBA et al.,
2024). Estudo prévio do nosso grupo de pesquisa mostrou que a suplementagao com butirato
em baixa concentracdo reduz a morte de células gliais entéricas induzida pelas toxinas do C.
difficile (SOUSA et al., 2025). Até o presente estudo, os beneficios do propionato na resposta
dessas células as toxinas do C. difficile eram desconhecidos.

Estudos do nosso grupo de pesquisa mostraram que as toxinas do C. difficile aumentam
a expressao de IL-6 em células gliais entéricas (SOUSA et al., 2025; BARBOSA et al., 2025;
COSTA et al., 2023). No presente estudo, evidenciou-se que o pré-tratamento com propionato
reduziu os niveis proteicos de IL-6 em células gliais entéricas expostas as toxinas de C. difficile.
Em macréfagos humanos incubados com lipopolissacarideo (LPS), a suplementacdo com
propionato reduziu interleucinas pré-inflamatorias, dentre elas IL-6, e suprimiu a transcri¢ao
de IL-10 por meio da inibicdo de HDAC (histona desacetilase), removendo assim a regulagdo
negativa do inflamassoma NLRP3 (proteina 3 contendo dominio NOD, LRR e pirina) que, por
sua vez, aumentou a liberacao de IL-1 (WANG et al., 2024). IL-6 ¢ uma citocina pleiotropica,
portanto, exercendo efeitos pro-inflamatorios ou anti-inflamatorios a depender do contexto
estimulatério (GARCIA-JUAREZ et al., 2022; LUO et al., 2016). Dado que IL-6 est4 associada
a gravidade da ICD e a mortalidade apos a infeccao, o aumento da expressao de IL-6 pelas
toxinas de C. difficile sugere papel inicial pro-inflamatério (ABHYANKAR et al., 2020; YU et
al.,2017).

O mecanismo pelo qual o propionato reduz a expressdo proteica de IL-6 em células
gliais entéricas ainda ndo estd completamente elucidado. No entanto, pode envolver
mecanismos poOs-transcricionais. O aumento da acetilacdo das histonas e a inibi¢ao das enzimas
desacetilases (HDAC) pelos AGCCs, somados a alteracdes em fatores de transcri¢cao, podem
desregular a estabilidade do RNA, a traducdo, a secrecdo ou a degradacao proteica, alterando
assim a transcricdo de muitos genes pro-inflamatoérios (ZOU et al., 2021; TORUN et al., 2019;
CHANG et al., 2014).

No presente estudo, a suplementacdo com propionato reduziu a translocagdo nuclear de
STAT3 em células gliais entéricas expostas as toxinas do C. difficile. De forma similar, em um
estudo in vitro com células T CD4 positivas, a incubacdo com propionato também reduziu a
ativacdo de STAT3 (HAN; MEADOWS; RODMAN; RUSSO et al., 2024). Em modelo pré-

clinico de colite induzida por DSS em camundongos, suplementa¢do com propionato também
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diminuiu a ativagdo de STAT3 no célon (TONG; WANG; WANG; LIU et al., 2016). IL-6 pode
se ligar ao seu receptor IL-6R e ativar a glicoproteina 130 na membrana celular, promovendo a
fosforilagdo de STAT3 e, consequentemente, sua translocacao para o nucleo, onde estimula a
expressao génica de diversos genes, como Bcl2, MCL-1, Cyclin D1, VEGF, Integrina 6 € HIF-
Lo (LIN et al., 2020). O componente pro-inflamatoério da sinalizagdo de IL-6, quando se liga a
forma soluvel do receptor sIL-6R, pode ativar STAT3 e estimular a expressao génica de IL-6
(HU; SUI JIN; SHAN et al., 2024; WANG; VAN BOXEL-DEZAIRE; CHEON; YANG et al.,
2013). Dessa forma, a ativacdo de STAT3, pode desempenhar um papel dual: regulando
positivamente genes antioxidantes, antiapoptdticos e prdé-angiogénicos, mas também
suprimindo genes anti-inflamatérios e antifibréticos (HARHOUS et al., 2019).

No presente estudo, o pré-tratamento com propionato potencializou a morte celular de
células gliais entéricas desafiadas por toxinas de C. difficile, embora tenha aumentado a
expressdo do fator antiapoptdtico Bcel2. Isso pode refletir uma resposta compensatéria ao
estresse induzido pelas toxinas, na qual a regulacdo positiva de Bcl2 ndo ¢é suficiente para
mitigar morte celular. Além disso, estudos mostram que o propionato pode induzir apoptose
por vias alternativas, incluindo estresse oxidativo, mitofagia e ferroptose, sugerindo que a morte
celular também pode ocorrer por mecanismos independentes da regulacdao de Bcl2 (WEI et al.,
2024; FILIPPONE et al., 2022; TANG et al., 2011). Aqui, apenas foi explorado o mecanismo
de morte celular por apoptose. No entanto, as toxinas do C. difficile podem promover outros
tipos de morte celular além da apoptose, como a necrose de células epiteliais, a piroptose em
células imunes e a autofagia em colonodcitos (KORDUS et al., 2022; CHUMBLER et al., 2012;
CHAN et al., 2018).

Outro achado importante desse estudo € que o pré-tratamento com propionato reduziu a
expressdao génica de S100B em células gliais entéricas desafiadas com TcdA ou TedB. A
capacidade dos AGCCs de reduzir a expressdo de S100B foi previamente demonstrada em
camundongos submetidos ao modelo experimental de esclerose multipla e suplementados com
AGCCs na agua de beber (LIN et al., 2024). Estudo prévio do nosso grupo de pesquisa mostrou
que S100B contribui para a patogénese da ICD, amplificando a resposta inflamatoéria na fase
aguda da doenga (COSTA et al., 2021). Dessa forma, ¢ possivel que os beneficios da
suplementagdao com propionato na ICD sejam, em parte, mediados pelo seu efeito negativo
sobre a expressao de S100B. No entanto, sao necessarios mais estudos para compreendermos
melhor se os mecanismos de protecdo mediados pelo propionato sdo dependentes ou

independentes de S100B.
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Em resumo (Figura 18), os nossos achados sugerem que o pré-tratamento com
propionato ¢ eficaz para melhorar a sobrevida e reduzir a disfuncdo do trato gastrointestinal em
camundongos infectados por C. difficile. In vitro, células gliais entéricas expressam
transportadores e receptores para AGCC, os quais sao modulados pela exposicao as toxinas do
C. difficile. Além disso, a suplementagdo com propionato modula a resposta de células gliais
entéricas as toxinas do C. difficile, diminuindo vias de sinalizagdo pro-inflamatoérias, como as

vias IL-6/STAT3 e S100B.

Figura 18 — Sumario dos achados desse estudo
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Resumo da contribuicéo do pré-tratamento com propionato na prevencdo de complicagdes gastrointestinais pos-
infecgdo por Clostridioides difficile (ICD) e danos as células gliais entéricas promovidos pelas toxinas de C.
difficile. Em um modelo pré-clinico de ICD (imagem superior), o pré-tratamento com propionato diminui a
gravidade da doenga, melhora a sobrevida e, apos a fase aguda, reduz a colonizagio por C. difficile e diminui o
retardo do transito do trato GI total (TTGIT). In vitro, as células gliais entéricas expressam transportadores e
receptores para AGCC, que sdo modificados pela exposicao as toxinas de C. difficile (imagem inferior esquerda).
Nas células gliais entéricas, TcdA ou TcdB promovem a morte celular, aumentam a expressao de mediadores pro-
inflamatorios (IL-6 e S/00B) e a translocacdo nuclear de STAT3 (imagem inferior direita). Por outro lado, a
suplementagdo com propionato reduz a sinalizagao de IL-6/STAT3, aumenta a expressao do gene Bcl2 e diminui
a expressdo do gene S700B em células gliais entéricas expostas as toxinas de C. difficile (imagem inferior direita).
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7 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que o pré-tratamento com propionato atenua a gravidade
da ICD e reduz a disfungao gastrointestinal em camundongos infectados, evidenciando um
potencial efeito protetor desse AGCC na fisiopatologia da doenga.

Além disso, foi mostrado que células gliais entéricas expressam os transportadores
de AGCCs MCT1 e MCT4, bem como os receptores FFAR2 e FFAR3, sendo MCT1 o
transportador mais expresso. As toxinas de C. difficile modulam a expressdo génica de
transportadores e receptores para AGCCs na glia entérica, reduzindo a expressdo de MCT1
e aumentando a expressao de MCT4 (apenas em células desafiadas com TcdB), FFAR2 e
FFARS3.

No contexto inflamatorio, o propionato reduziu os niveis proteicos de IL-6 na glia
entérica desafiada com TcdA. Adicionalmente, o propionato reduziu a expressao de S/00B
e diminuiu a translocacdo nuclear de STAT3 na glia entérica exposta a TcdA ou TcdB,
indicando interferéncia em vias associadas a sinalizagdo pro-inflamatoria.

Em relagdo a morte celular, embora o propionato tenha promovido aumento da
expressao do fator antiapoptotico Bel2 em células expostas as toxinas de C. difficile, esse
efeito ndo foi suficiente para proteger as células gliais entéricas contra a morte celular ou
ativagao de caspase 3/7 induzida por TcdA ou TcdB.

Em conjunto, os resultados deste estudo mostram que o propionato previne a
disfungdo do trato gastrointestinal ap6s ICD em modelo pré-clinico, mostrando ser um
potente candidato para prevenir sequelas apds infecgdo por esse patogeno a ser validado em
humanos. Os achados desse estudo também evidenciaram que o propionato modula a
resposta pro-inflamatoria da glia entérica desafiada pelas toxinas do C. difficile.

As limitagoes deste estudo incluem: a falta de avaliagao da densidade de neurdnios e
de glia entérica em animais infectados, tratados ou ndo tratados com propionato no dia 21
apods a infecgdo, bem como a mensuragdo da expressao de IL-6, SI00B e STAT3 na fase
aguda (dia 3 ap6s a infec¢do) da ICD em animais infectados, tratados ou ndo tratados com
propionato. Além disso, foram avaliados apenas alguns mediadores inflamatérios e vias de
sinalizagdo, 0 que ndo abrange outros mecanismos potencialmente envolvidos na agdao do
propionato sobre a glia entérica in vitro.

Futuras investigagdes no modelo de ICD s3o fundamentais para desvendar os

mecanismos subjacentes ao pré-tratamento com propionato na melhora da disfungdo do trato
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gastrointestinal. Adicionalmente, a eficacia do uso de propionato em animais infectados com
diarreia, tratados ou ndo com antibioticos eficazes contra C. difficile, precisa ser avaliada para
a translacdo desses achados para pesquisas em humanos.

Adicionalmente, sdo necessarios estudos para melhor entender a dindmica da via de IL-
6/STAT3 pro-inflamatoria versus anti-inflamatoria na modulagdo propiciada pelo propionato

na resposta de células gliais entéricas as toxinas do C. difficile.
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Abstract

Gastrointestinal (Gl) dysfunction following Clostridioides difficile infection (CDI) has been reported. Enteric glia
contribute to GI motility and are vulnerable to C. difficile toxins. We aimed to investigate whether pretreatment
with propionate prevents Gl dysfunction after CDI and influences enteric glia responses (cell death and
proinflammatory responses) to C. difficile toxins (TcdA or TcdB). Mice were infected with C. difficile and
euthanized on day 14 for Gl function analysis. In vitro, enteric glia were incubated with TcdA or TcdB, alone
or with propionate. After challenge with toxins, enteric glia were collected to analyze expression of short-chain
fatty acids (SCFAs) transporters (MCT1, and MCT4) and receptors (FFAR2, and FFARS3), as well as to
evaluate proinflammatory responses (IL-6, S100B, and pSTAT3) and cell death. Propionate pretreatment
improved survival, reduced weight loss, prevented diarrhea, and decreased the total Gl transit time (TGITT) in
infected mice. In vitro, enteric glia expressed all SCFA transporters and receptors, which were modified by
exposure to C. difficile toxins. Propionate supplementation decreased IL-6 protein, S100B transcripts, and
pSTAT3 nuclear translocation, and increased Bcl2 gene and protein expression, but did not prevent cell death,
in TcdA- or TcdB-challenged enteric glia. Overall, our in vivo findings suggest that propionate pretreatment is
effective in preventing poor outcomes in CDI, including Gl dysfunction. In addition, our in vitro findings suggest
that propionate supplementation modulates TcdA- or TcdB-induced proinflammatory responses in enteric glial

cells, which express transporters and receptors for SCFAs.

KEYWORDS: Clostridioides difficile; Propionate; Gastrointestinal dysfunction; C. difficile toxins; Enteric glia.
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Introduction

Clostridioides difficile (C. difficile) is a gram-positive, strict anaerobic, spore-forming, toxin-producing
bacillus, with C. difficile toxins A (TcdA) and B (TcdB) associated with intestinal damage during infection [1, 2].
C. difficile is the major cause of nosocomial and community diarrhea associated with antibiotic use worldwide
[3, 4], with symptoms ranging from mild diarrhea to fulminant disease that can be accompanied by
pseudomembranous colitis [5]. Gastrointestinal (Gl) dysfunction post-infection has been reported in patients
recovering from C. difficile infection (CDl)-associated symptoms [6], which may be associated with damage to
the enteric nervous system (ENS) cells. The ENS comprises enteric neurons and glia, which together regulate
GI motility [7-11].

Enteric glia are susceptible to C. difficile toxins, which promote cell death and inflammatory responses
in these cells [12-19]. It has been documented that modulation of microbial-derived signaling, such as toll-like
receptor 4 (TLR4) blockade [12] and butyrate supplementation [19], decreased cell death and/or inflammatory
responses in enteric glial cells challenged with C. difficile toxins. Besides butyrate, propionate is another short-
chain fatty acid (SCFA) produced by bacterial fermentation of dietary fibers. However, it remains to be
elucidated whether propionate supplementation can modulate enteric glia responses to C. difficile toxins.

A previous study showed that patients infected with C. difficile exhibit reduced fecal propionate levels
during the acute phase of the disease [20]. In a mouse preclinical model of CDI, supplementation with a soluble
fiber found in fruits and vegetables (pectin), which increased the cecal concentration of SCFAs, reduced
intestinal epithelial permeability and decreased proinflammatory responses in the cecum of infected mice [21].
Another preclinical study in mice showed that diets rich in microbiota-accessible carbohydrates (MACs) or
inulin supplementation suppress persistent colonization by C. difficile and facilitate its elimination [22].
Additionally, the increase in acetate, propionate, and butyrate was associated with a reduced ability of C.
difficile to colonize the gut [22]. These studies overall demonstrate the benefit of SCFA supplementation for
CDI. However, the full mechanisms of protection are not well defined. Among the SCFAs, propionate acts as
a pleiotropic signaling molecule, primarily by activating the free fatty acid receptor 2 (FFAR2, also known as
GPR43) and 3 (FFARS3, also known as GPR41) [23-25]. This signaling is essential for modulating the immune
response, energy metabolism, and the integrity of the gut-brain axis [26-28]. Nevertheless, it remains unknown
whether pretreatment with propionate specifically prevents Gl dysfunction after CDI.

The aim of this study was to determine whether pretreatment with propionate prevents Gl dysfunction
after CDI and if its supplementation influences the response of enteric glial cells (specifically cell death and

proinflammatory responses) to C. difficile toxins (specifically TcdA and TcdB).
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Materials and Methods

Mice

Wild-type (WT, Jackson Laboratory, US) C57BL/6 mice (N=60) were kept in temperature-controlled
rooms with a 12-hour light-dark cycle. All experiments involved male mice aged 8 weeks. The animals had
unrestricted access to water and a standard diet. Surgical procedures and treatments followed the Guidelines
for Institutional and Animal Care and Use of the University of Virginia, Charlottesville, US. All protocols were

approved by the University of Virginia's Committee on the Ethics of Animal Experiments (Protocol 4096).

C. difficile infection and experimental groups

Our translational CDI preclinical model in C57BL/6 mice (n= 6-8) was performed as previously
described [6, 12, 29]. In brief, from days 3 to 6 before infection, all mice were given an antibiotic cocktail in
their drinking water, which included metronidazole (0.215mg/mL), vancomycin (0.045mg/mL), colistin
(850 U/mL), and gentamicin (0.035 mg/mL). Additionally, on the day prior to infection, they received an
intraperitoneal injection of clindamycin at a dose of 32 mg/kg. Subsequently, mice were infected with the
vegetative 105 colony-forming units (CFU, in 100 pL of chopped meat broth, a pre-reduced medium) C. difficile
strain VPI10463 (ATCC 43255, tcdA+tcdB+ cdtA-cdtB-) by oral gavage (Figure 1A). The inoculum was
prepared as previously described [12].

The following groups were used: infected and infected pretreated with propionate (150 mM in drinking
water, started on day 7 before infection), which were named here propionate infected. Mice were monitored
for 14 days. The propionate dose (150 mM in drinking water) used was based on previous preclinical studies

[30-32].

Disease severity score
The development of disease symptoms was monitored daily using a disease severity score system
(based on weight loss, diarrhea, activity level, and the appearance of the eyes and hair), as previously

described [29].

C. difficile shedding in stools

Regarding the detection of C. difficile shedding in stool samples, DNA was extracted from stool
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specimens utilizing the QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen) in accordance with the manufacturer's
instructions. The tcdB (C. difficile toxin B) gene was used as a specific target to identify C. difficile in stool
samples after CDI. Primer sequences included tcdB 5-AATGCATTTTTGATAAACACATTG-3' (forward) and
5-AAGTTTCTAACATCATTTCCAC-3' (reverse). Real-time PCR was performed on a Bio-Rad CFX system
under the following conditions: an initial denaturation at 95°C for 5 minutes, followed by 40 cycles of 15 seconds

at 95°C and 60 seconds at 55°C.

Functional GI motility assessment

For in vivo functional GI motility assessment on day 14 post-infection, the Evans blue method was
used to measure total Gl transit time (TGITT) as previously described [6, 33, 34]. After a 12-hour fast, mice
received an oral gavage of 100 pL Evan's blue solution (5% Evans blue in 0.9% NaCl with 0.5%
methylcellulose). The mice were then checked every 10 minutes until their first blue fecal pellet was observed.
The total Gl transit time (TGITT) was calculated as the interval between the start time (time 0) and the

appearance of Evans blue in the feces.

Enteric glia cell culture and treatment

All in vitro assays for our mechanistic investigation were performed using an immortalized rat enteric
glia cell line (PK060399egfr, ATCC CRL-2690). This cell line has been employed in numerous mechanistic
studies [12-19, 35].

Enteric glia cells were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco) supplemented
with 10% fetal bovine serum, 1% antibiotics (100 pg/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin, Gibco), and 1
mM sodium pyruvate (Gibco) at 37°C in a humidified incubator under 5% CO- for no more than 20 passages.
For all experiments, enteric glia were dissociated using TrypLE (Gibco, 12-604-013) for 5 min at 37°C in a
humidified incubator under 5% CO..

To better understand whether propionate exerts any direct function in cell death and in the
inflammatory response of enteric glia challenged by C. difficile toxins (50ng/mL TcdA or 1 ng/mL TcdB), cells
were incubated with propionate at different concentrations (0.01, 0.1, 1, 10, 100 and 1000 mM) one hour prior
the toxins challenge. Cells were collected after 2, 12 and/or 18 hours of incubation with the toxins for
subsequent analysis. The final propionate concentrations were based on the viability test (Figure S1).

Purified TcdA and TcdB, produced by C. difficile strain VP110463, were obtained from TechLab (VA,

United States). Concentrations of TcdA or TcdB were determined based on previous studies [16]. A literature
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review was conducted on how propionate concentration affects various cells to determine the initial

concentrations tested in the cell viability assay [36-38].

Cell viability assay

Enteria glia cell viability was determined as previously described [19]. Cells (5x10° cells/well) were
seeded in 96-well plates and treated with sodium propionate (0.01, 0.1, 1, 10, 100 and 1000 mM) for 24h. After
incubation, the media were removed, and the cells were treated with thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT,
Sigma-Aldrich, M2128, at 0.5 mg/mL reconstituted in supplemented DMEM) for 2 hours at 37°C in a humidified
incubator with 5% CO.. After removing the MTT solution, 150 pL of pure dimethyl sulfoxide (DMSO) was added
to each well. Plates were then shaken for 2 minutes at room temperature to dissolve the formazan crystals,

and absorbance was measured at 570 nm using a plate reader (BioTek).

Quantitative real-time PCR

To assess the gene expression of FFAR2, FFAR3, monocarboxylate transporter 1 (MCT1),
monocarboxylate transporter 1 (MCT4), B-cell lymphoma 2 (Bc/2), and S100 calcium-binding protein B
(S700B) in enteric glia exposed to TcdA or TcdB, with or without sodium propionate, we performed quantitative
real-time PCR (gPCR). Enteric glia (6x10° cells/well) were seeded in 6-well plates and treated with TcdA or
TcdB for 2, 12 and/or18 hours. Post-treatment, cells were harvested, and total RNA was extracted using the
RNeasy Mini kit (QIAGEN) and QlAcube (QIAGEN). RNA concentration was measured via Qubit 3
Fluorometer 3000 (Invitrogen), treated with DNAse (Invitrogen), and reverse transcribed into cDNA (iScript
cDNA, Bio-Rad) following the manufacturer’s instructions. gPCR amplification of FFAR2, FFAR3, MCT1,
MCT4, Bcl2, S100B, and Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was conducted on a CFX
Connect system (Bio-Rad) with the conditions: 95°C for 30 seconds, 40 cycles at 95°C for 5 seconds, and
60°C for 30 seconds, followed by melt curve analysis from 65°C to 95°C in 0.5°C steps for 2 seconds each.
All gPCRs used iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, 172-5124). Primer sequences are provided
in Table S1. GAPDH was used as the housekeeping gene. Fold changes were calculated using the AACt

method [39].

Immunofluorescence in enteric glial cells
Immunofluorescence was employed to assess the expression of Bcl2 and IL-6 proteins, as well as the

nuclear translocation of phosphorylated signal transducer and activator of transcription 3 (pSTAT3) in enteric
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glial cells treated with TcdA or TcdB, with or without propionate pretreatment. Enteric glia cells (4x104
cells/well) were seeded onto 4-chamber glass tissue culture slides in polystyrene vessels (Nunc, 154526).
After 24 hours, cells were treated with 10 mM propionate or media. One hour later, TcdA (50 ng/mL) or TcdB
(1 ng/mL) was added. After 18 hours of toxin exposure, cells were fixed using 4% paraformaldehyde (Thermo
scientific, 043368.9M) in phosphate-buffered saline (PBS) for 30 minutes at room temperature, followed by
three washes in PBS for 5 minutes each. They were then permeabilized with 0.5% Triton X-100 and 3% BSA
in PBS for 5 minutes at 4°C. Non-specific binding was blocked with 5% normal donkey serum (Jackson
ImmunoResearch, 017-000-121) in PBS for 40 minutes at room temperature. Following three PBS washes,
cells were incubated overnight at 4°C with primary antibodies against IL-6 (R&D system, AF5086, 1:40), Bcl2
(Invitrogen, PA5-27094, 1:500), or pSTAT3 (Novus Biological, NB100-82213, 1:200). After three PBS washes,
cells were incubated for 2 hours at room temperature with AlexaFluor 488 donkey anti-rabbit secondary
antibody (1:400, Abcam, ab150073) or AlexaFluor 647 donkey anti-goat secondary antibody (1:400, Abcam,
ab150131). Nuclei were stained with DAPI (1:1000 in PBS) for 10 minutes. Slides were mounted using antifade
mounting medium (Vector Labs), with some containing phalloidin (Vector Labs, H1600) to visualize the actin
cytoskeleton. Fluorescent images were captured using a Zeiss fluorescence microscope. Fluorescence
intensity of Bcl2 and IL-6 was quantified using ImagedJ. The percentage of cells with nuclear pSTAT3

immunoreactivity was determined by analyzing 100 cells per condition.

Realtime-glo annexin V apoptosis assay

To evaluate cell death in enteric glia incubated with TcdA or TcdB and/or pretreated with sodium
propionate, a real-time phosphatidylserine (PS)-annexin V binding assay was performed in live cells as
described by the manufacturer (Promega, JA1011) and previous studies [12, 13, 17, 18]. Enteric glia (104
cells/well) were cultured and seeded in white and opaque 96-well plates (Falcon). After 24 hours, the cells
were treated with sodium propionate (10 mM) or media. After 1 hour of incubation, TcdA (50 ng/mL) or TcdB
(1 ng/mL) was added. Then, 100 pL of 2x detection reagent (2 pL of NanoBit annexin substrate, 2 L CaCl2,
2 pL annexin V-SmBit and 2 pL annexin V-LgBit in 1000 pL of supplemented DMEM pre-warmed to 37 °C)
was added to each well and incubated at 37 °C in a humidified incubator under 5% CO2 for 18 hours.
Luminescence was measured using a luminometer (Infinite M plex, Tecan). To obtain the relative
luminescence unit (RLU), the luminescence signal of all samples was subtracted from the intrinsic
luminescence of the detection reagent (a well containing supplemented DMEM without cells) and normalized

to the control group (cells incubated only in the supplemented culture media).
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Caspase 3/7 activity assay

To evaluate caspase-3 and -7 activity in enteric glia incubated with TcdA or TcdB and/or pretreated
with sodium propionate, a caspase 3/7 assay was conducted following the manufacturer's instructions
(caspase-Glo 3/7, Promega, G8090) and as previously described [17, 19]. Enteric glia (10* cells per well) were
plated in white, opaque 96-well plates (Falcon). After 24 hours, cells were treated with 10 mM propionate or
media. One hour later, TcdA (50 ng/mL) or TcdB (1 ng/mL) was added. After 18 hours of toxin exposure, 100
uL of caspase-Glo 3/7 reagent (prepared in caspase-Glo 3/7 buffer and equilibrated at room temperature) was
added to each well. The plate was shaken for 30 seconds at 500 rpm and incubated for 2 hours at room
temperature. Luminescence was measured with a luminometer (Infinite M plex, Tecan). To calculate relative
luminescence units (RLU), the signal from each sample was corrected by subtracting the background
luminescence from wells containing only media and reagent without cells, then normalized to the control group

(cells in media only).

Statistical analysis

The data are presented as the mean * standard error of the mean (SEM). Student's t test or one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by the Turkey test was used to compare means. P< 0.05 was

considered to indicate significance.

Results

Propionate supplementation improves CDI outcomes and post-infection Gl dysfunction in mice
Non-pretreated C. difficile-infected mice began to die on day 4 post-infection, reaching 50% survival
on day 14 post-infection (Figure 1B). On the other hand, all infected mice receiving propionate supplementation
survived post-infection (p=0.054; Figure 1B). Furthermore, mice infected with C. difficile that received
propionate supplementation exhibited significantly reduced body weight loss on day 5 post-infection, lower
disease severity scores, and decreased diarrhea scores on days 5, 7 and 9 post-infection compared to non-

treated infected mice (Figure 1C-E).
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Over 14 days following up, infected mice that were not treated or received propionate supplementation
shed C. difficile in their stools (Figure 1F). However, infected mice receiving propionate supplementation
presented higher C. difficile shedding in stools on day 3 post-infection compared to infected non-treated mice
(p= 0.04, Figure 1F), followed by a decrease in C. difficile shedding on day 12 post-infection (p= 0.05, Figure
1F).

Post-CDI Gl dysfunction has been reported in humans [6, 40-42] and modeled in a mouse model [6].
Subsequently, an assessment was conducted to determine whether supplementation with propionate could
prevent gastrointestinal dysfunction following infection. To accomplish this, we evaluated TGITT utilizing the
Evans blue method. Infected mice receiving propionate supplementation exhibited lower TGITT than non-
treated infected mice, suggesting an improvement in the constipation phenotype promoted by the infection (p=

0.0238, Figure 1G).

Enteric glia cells express transporters and receptors to SCFAs, which are modified by C. difficile toxin
challenge

Given that ENS cells, including enteric glia, contribute to the regulation of GI motility, we focused our
mechanistic investigations on whether propionate can modulate enteric glia responses (cell death and
proinflammatory responses) to C. difficile toxins using our in vitro model.

Firstly, we investigated whether enteric glia express transporters (MCT1 and MCT4) and receptors
(FFAR2 and FFARS3) for SCFAs. We found that enteric glia express MCT1, MCT4, FFAR2, and FFARS3, with
MCT4 being the most highly expressed (Figure 2A). However, the challenge with TcdA or TcdB led to a
significant downregulation of MCT1 and upregulation of MCT4 (only with TcdB), as well as increased

expression of FFAR3 and FFARZ2 in enteric glia in a time-dependent manner (Figure 2B-E).

Supplementation with propionate decreases IL-6 synthesis in enteric glia challenged with TcdA
Increased IL-6 levels are a marker of poor prognosis in patients with CDI [43, 44]. Increased IL-6
synthesis in enteric glia challenged with TcdA or TcdB has previously been reported [17, 18]. We found that
pretreatment with propionate decreased IL-6 synthesis in enteric glial cells challenged with TcdA but trended
to reduce in cells challenged with TcdB (TcdA: p= 0.0364, TcdB: p= 0.0501 Figure 3A-B). Interestingly,
pretreatment with propionate alone decreases IL-6 synthesis in non-challenged enteric glia (p=0.0051, Figure

3A-B).
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Supplementation with propionate decreases pSTAT3 nuclear translocation and upregulates Bcl2
expression in enteric glia challenged with TcdA or TcdB

Given that previous studies showed that IL-6 can mediate the nuclear translocation of STAT3 [45, 46],
which in turn can lead to IL-6 expression[47, 48], we investigated whether supplementation with propionate
could decrease the nuclear translocation of STAT3 in enteric glial cells challenged with TcdA or TcdB. We
found that TcdA or TcdB increased nuclear translocation of pSTAT3, as shown by the increased percentage
of cells with nuclear pSTAT3 staining (p< 0.0001, Figure 4A-B) in enteric glia cells. Meanwhile,
supplementation with propionate reduced the nuclear translocation of pSTAT3 in enteric glia cells exposed to
TcdA or TcdB (TedA: p< 0.0001, TcdB: p= 0.0361, Figure 4A-B).

Given that STAT3 can mediate Bcl2 expression[49, 50], we investigated whether propionate
supplementation could modulate Bcl2 expression in enteric glial cells challenged with C. difficile toxins. We
found that propionate supplementation significantly boosted Bcl2 transcripts and protein in enteric glial cells
challenged with TcdA or TcdB (Figure 5A-C). Notably, propionate supplementation by itself upregulated Bcl2
in enteric glia cells non-challenged with C. difficile toxins (p< 0.0001, Figure 5A-C). Despite propionate
supplementation increasing Bcl2, a well-known antiapoptotic molecule [51, 52], in enteric glia exposed to C.

difficile toxins, neither TcdA- or TcdB-induced cell death nor caspase 3/7 activity was prevented (Figure S3).

Supplementation with propionate downregulates ST100B gene expression in enteric glia challenged
with TcdA or TcdB

Another proinflammatory marker upregulated in enteric glia cells under C. difficile toxin challenge is
S100B [16, 17], which has been shown to worsen CDI [16]. We then examined whether propionate
supplementation could prevent C. difficile toxin-induced upregulation of S700B in enteric glial cells. We found
that propionate supplementation decreased S100B gene expression in enteric glial cells challenged with TcdA
or TcdB (p< 0.0001, Figure 6A). Notably, propionate supplementation alone downregulated S100B in enteric

glial cells not challenged with C. difficile toxins (p< 0.0041, Figure 6A).

Discussion

Our findings in the mouse model of CDI showed that propionate pretreatment reduces body weight
loss, prevents the development of severe diarrhea, and decreases C. difficile colonization after the acute phase
of the disease, improving survival and reducing gastrointestinal transit delay following infection. Our in vitro

findings revealed that enteric glial cells express transporters (MCT71 and MCT4) and receptors (FFAR2 and
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FFARS3) for SCFAs (such as propionate), and that TcdA or TcdB decreases MCT1 expression and increases
MCT4, FFAR2, and FFAR3 expression in a time-dependent manner. Additionally, propionate supplementation
modulates the proinflammatory response (by reducing the proinflammatory component of IL-6/STAT3/IL-6
signaling and decreasing S100B expression), and increases the expression of Bcl2, but does not prevent cell
death in enteric glial cells challenged by TcdA or TcdB.

Here, 150 mM propionate was applied in our in vivo studies, which had previously been used in other
preclinical mouse models, including neuroinflammation models, lung carcinoma, and CDI [30, 32, 53-55]. While
the final concentration of propionate used in our in vitro analyses with enteric glial cells challenged with C.
difficile toxins was 10 mM, this concentration was also used in previous studies on colorectal and lung cancer
cells [38, 56, 57]. In healthy humans, serum concentrations of propionate range between 150 and 170
nmol/mL, which are equivalent to 0.15 to 0.17 mM, respectively [58], and in the lumen of the large intestine
from 14.2 mM to 26.7 mM per kilogram of feces [59]. Propionate concentrations in the blood are much lower
than in the colon lumen, since approximately 80-95% of it is metabolized by the liver during first-pass
metabolism [59-62]. Since the enteric glial cells are close to the intestinal lumen, the concentrations used in
this study are translational and feasible, as demonstrated in our viability assay.

Using our CDI preclinical model, we showed that propionate pretreatment improved survival, reduced
body weight loss, prevented severe diarrhea, and decreased disease severity during the acute phase of the
disease in mice. Consistent with our results, a previous study showed that propionate (150 mM) pretreatment
in mice with colitis induced by CDI decreases disease severity and weight loss [32]. Our investigations focused
on Gl dysfunction and the enteric glial response to C. difficile toxins, an area not previously explored in Fachi
et al.’s study [32]. Supplementation with a fiber-rich diet, which is a source of SCFAs (such as propionate),
has also been shown to reduce mortality from CDI in preclinical mouse models [32, 63]. In contrast, in other
models of infection induced by gram-negative (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae), and gram-positive
bacteria (Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae), as well as induced by Candida albicans,
propionate (200 mM) pretreatment did not alter morbidity or mortality parameters, although in vitro, it
attenuated the response of bone marrow-derived macrophages to microbial stimulation, reducing the
production of proinflammatory cytokines [64]. These findings suggest that the outcome of using propionate as
a pretreatment in enteric infections depends on the pathogen and the dose used.

For the first time, we showed that propionate pretreatment alleviates post-CDI-induced gastrointestinal
dysfunction, as shown by the reduction in constipation phenotype on day 14 post-infection. In contrast,

propionate (10 mM) inhibited intestinal motility in germ-free mice [65]. In a preclinical model of antibiotic-
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induced depletion of the gut microbiota, supplementation with SCFAs (including 25.9 mM propionate) does not
restore the antibiotic-induced changes in intestinal motility [66]. Similarly, acute SCFA supplementation via
enema delays colonic motility by activating myenteric neurons in healthy mice [67]. Since propionate may have
an effect opposite to that observed in our study, its beneficial influence on reducing gastrointestinal motility
dysfunction might occur by preventing the inflammation in CDI. Enteric glia play an important role in regulating
intestinal motility and inflammatory response [8]. Recent studies show that enteric glia-derived S100B
regulates neuronal excitability and functional connectivity in cholinergic circuits, being essential for the
generation and maintenance of the rhythmic motor function of the intestine [68]. During intestinal inflammation,
enteric glia can adopt a reactive phenotype, altering neuroglial signaling and contributing to motility disorders
[69]. Of note, enteric glia cells are susceptible to C. difficile, which promote proinflammatory responses and
cell death [13-19].

Our findings also showed that enteric glial cells express SCFA transporters and receptors, with MCT1
being the most highly expressed transporter in vitro. Among the receptors, FFAR3 was the most prevalent in
enteric glial cells. Supporting this, a previous study reported the expression of MCT1 and FFARS3 in enteric
glial cells derived from a rat primary culture [70]. Another study did not find FFAR3 in enteric glial cells
expressing glial fibrillary acidic protein (GFAP) in mouse samples [71]. However, further research into other
types of glial cells, such as those expressing S100B, SOX10, or PLP1, is needed to confirm whether these
cells indeed do not express this receptor, since FFAR3 is a receptor with low expression under normal
conditions, and its levels increase when enteric glial cells are exposed to C. difficile toxins, as shown in our in
vitro study.

Additionally, our study showed that exposure to C. difficile toxins reduced MCT1 gene expression and
increased MCT4 in enteric glial cells. Although the role of these transporters in CDI is not well documented, in
the context of non-infectious ulcerative colitis, intestinal inflammation negatively regulates MCT1 expression
[72, 73]. On the other hand, MCT4 expression increases in the inflamed colon mucosa of patients with
inflammatory bowel disease (IBD) [74]. Our study also showed that TcdA or TcdB increased the expression of
FFAR3 and FFAR?2 in enteric glial cells. Increased FFAR3 was also observed in the distal colon of mice with
DSS (dextran sulfate sodium)-induced colitis [75]. In @ mouse preclinical model of CDI, loss of FFAR2
prevented a high-fiber diet or SCFA supplementation from producing beneficial effects on clinical outcomes
and from reducing the proinflammatory response [32, 76]. Future research should clarify the roles of these

transporters and receptors in enteric glial cells during CDI.
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These SCFA transporters and receptors can enable the enteric glial cell to respond to butyrate,
acetate, or propionate, which are decreased in patients with CDI [20]. Our previous study showed that
supplementation with low concentrations of butyrate reduces the death of enteric glial cells induced by C.
difficile toxins [19]. Prior to this study, it was unknown whether propionate could modulate the response of
enteric glia cells to C. difficile toxins.

Also, we showed that propionate supplementation reduced IL-6 protein levels in enteric glial cells
exposed to C. difficile toxins. In human macrophages challenged with lipopolysaccharide (LPS), propionate
supplementation reduced proinflammatory interleukin production, including IL-6, by inhibiting HDAC (histone
deacetylase) [77]. IL-6 is a pleiotropic cytokine, therefore exerting proinflammatory or anti-inflammatory effects
depending on the context in which it is involved [78, 79]. Since increased IL-6 is associated with the severity
of CDI and mortality after infection [43, 44], modulation of IL-6 expression induced by C. difficile toxins may be
involved in the positive outcomes observed in the preclinical results presented here, which require further
investigation.

The present study also showed that propionate supplementation reduced nuclear translocation of
STATS3 in enteric glial cells exposed to C. difficile toxins. Similarly, in previous studies using CD4-positive T
cells in vitro [80] or a mouse model of DSS-induced colitis [81], propionate also reduced STAT3 activation.
Classically, IL-6 can bind to its receptor IL-6R and activate the glycoprotein 130 on the cell membrane,
promoting the phosphorylation of STAT3 and, consequently, its translocation to the nucleus, where it
stimulates the gene expression of various genes, such as Bcl2, Cyclin D1, VEGF, and HIF-1a [82].
Alternatively, IL-6 can bind to the soluble form of its receptor, sIL-6R, activating STAT3 and stimulating IL-6
synthesis [47, 48]. Thus, STAT3 activation can serve a dual purpose: either promoting antiapoptotic genes or
proinflammatory genes, depending on the context.

Here, we also showed that propionate supplementation increased Bcl2 expression, an antiapoptotic
mediator, but enhanced cell death in enteric glial cells challenged with C. difficile toxins. This may reflect a
compensatory response to stress induced by the toxins, in which the positive regulation of Bcl2 is insufficient
to mitigate cellular damage. Additionally, previous reports showed that propionate can induce apoptosis
through alternative pathways, including oxidative stress, mitophagy, and ferroptosis, suggesting that cell death
may also occur via mechanisms independent of Bcl2 regulation [83-85]. Further, it is important to note that C.
difficile toxins can promote cell death beyond apoptosis, including necrosis, pyroptosis, and autophagy [1, 86,

87]. Therefore, future research should incorporate other mechanisms of cell death.
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Another important finding of this study is that propionate supplementation reduced S700B gene
expression in enteric glial cells challenged with TcdA or TcdB. The ability of SCFAs supplementation to reduce
S100B expression has already been demonstrated in a mouse model of multiple sclerosis [88]. Our previous
study using a mouse model of CDI showed that S100B contributes to disease exacerbation by amplifying the
proinflammatory response in the acute phase of the disease [16]. Further, we speculate that the benefits of
propionate supplementation in CDI may partly result from its ability to inhibit S100B expression. Nonetheless,
future studies are needed to determine whether the protective effects of propionate rely on or are independent
of S100B.

In summary, our findings suggest that propionate pretreatment improves survival and reduces
gastrointestinal dysfunction in mice infected with C. difficile. In vitro, enteric glial cells express SCFA
transporters and receptors, which are modulated by exposure to C. difficile toxins. Additionally, propionate
supplementation modulates the response of enteric glial cells to C. difficile toxins, decreasing proinflammatory
signaling pathways, such as IL-6/STAT3/IL-6, and S100B upregulation (Figure 6B). Future investigations using
the CDI model are necessary to uncover the mechanisms underlying the beneficial effects of propionate
pretreatment on gastrointestinal dysfunction, as well as to define the dynamics of propionate modulation of the
proinflammatory versus anti-inflammatory IL-6/STAT3 pathway in enteric glial cells' response to C. difficile

toxins.
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Figure legends

Figure 1. Pretreatment with propionate improves Gl transit in C. difficile-infected mice. (A) C. difficile
infection (CDI) experimental model and scheme of continuous treatment with propionate (150 mM in drinking
water). (B) Survival curve post-infection. Log-rank (Mantel-Cox) test. (C) Change in body weight of C57BL/6
mice. Line graphs represent mean + SEM. Multiple Student’s t-test. * p= 0. 02. (D) Diarrhea score (median

*

and range) of infected mice and infected mice receiving propionate (n= 8). Multiple Mann-Whitney test. * p=
0. 01, and ** p= 0. 004. (E) Disease severity score (median and range) of infected mice (n= 8) and infected
mice receiving propionate. Multiple Mann-Whitney test. * p= 0. 03, ** p= 0. 009 and *** p= 0. 004. (F) C. difficile
shedding in stools in infected mice and infected mice receiving propionate (n= 6). Multiple Student’s t-test. *

p= 0. 05, and ** p= 0. 04. (G) Total Gl transit time (TGITT) in minutes (mean + SEM) measured by the Evans

blue method. Unpaired Student's t-test.

Figure 2. Enteric glial cells express receptors and transporters for SCFAs. (A) Heatmap of gene
expression (Ct values) of FFAR2, FFAR3, MCT1, and MCT4 in rat enteric glia cells not challenged. (B-E) Gene
expression of MCT1 (B), MCT4 (C), FFAR3 (D), and FFAR?2 (E), in enteric glial cells challenged with TcdA (50
ng/mL) or TcdB (1 ng/mL) for 2h, 12h, and 18h. Mean + SEM (n=6), two-way ANOVA followed by the Tukey

test. *p<0.03, ** p<0.003, e ***p<0.0001.

Figure 3. Pretreatment with propionate reduces IL-6 synthesis in enteric glial cells challenged with C.
difficile toxins. (A) The intensity of IL-6 staining was measured in enteric glia exposed to TcdA or TcdB, with
or without 10 mM propionate, after 18 hours. Data are mean + SEM (n=5). A one-way ANOVA followed by
Tukey's test was used. (B) Representative images showing IL-6 (pink) immunostaining in enteric glia
challenged with TcdA or TcdB, with or without 10 mM propionate, for 18 hours. The control group involved

cells incubated only with culture media.

Figure 4. Pretreatment with propionate reduces pSTAT3 nuclear translocation in enteric glial cells
challenged with TcdA or TcdB. (A) The percentage of cells with nuclear pSTAT3 positive staining in enteric
glia exposed to TcdA (50 ng/mL) or TcdB (1 ng/mL), with or without 10 mM propionate, for 18 hours. Data are
mean + SEM (n=6-7). (B) Representative images showing pSTAT3 (green), phalloidin (red, cytoplasm marker)

and DAPI (blue) nuclear staining in enteric glia challenged with TcdA (50 ng/mL) or TcdB (1 ng/mL), incubated
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or not with 10mM propionate, for 18h. Merge represents the combined image of pSTATS3, phalloidin, and
nuclear staining. (A-B) A one-way ANOVA followed by Tukey's test was used. The control group involved cells

incubated only with culture media.

Figure 5. Pretreatment with propionate boosts Bcl2 production in enteric glial cells exposed to TcdA
or TcdB. (A) Bcl2 gene expression was evaluated by gPCR in enteric glia exposed to TcdA (50 ng/mL) or
TcdB (1 ng/mL), with or without 10 mM propionate, for 18 hours. Data are mean + SEM (n=5-6). (B) The
intensity of Bcl2 staining was measured in enteric glia exposed to TcdA or TcdB, with or without 10 mM
propionate, after 18 hours. Data are mean + SEM (n=5). (C) Representative images showing Bcl2 (green)
immunostaining in enteric glia challenged with TcdA or TcdB, with or without 10 mM propionate, for 18 hours.
(A-B) One-way ANOVA followed by Tukey's test was used. The control group involved cells incubated only

with culture media.

Figure 6. Pretreatment with propionate decreases S100B upregulation induced by TcdA or TcdB in
enteric glial cells. (A) S7T00B gene expression was evaluated by gPCR in enteric glia exposed to TcdA (50
ng/mL) or TcdB (1 ng/mL), with or without 10 mM propionate, for 18 hours. Data are mean + SEM (n= 6-7).
One-way ANOVA followed by Tukey's test was used. The control group involved cells incubated only with
culture media. (B) Summary of the contribution of pretreatment with propionate to prevent Gl complications
post-CDI and enteric glial damage promoted by C. difficile toxins. In a preclinical model of CDI (top image),
propionate pretreatment decreases disease severity, improves survival, and, after the acute phase of the
disease, reduces C. difficile colonization and decreases the delay in TGITT. In vitro, enteric glial cells express
transporters and receptors for SCFAs, which are modified by exposure to C. difficile toxins (left bottom image).
In enteric glial cells, TcdA or TcdB promotes cell death, increases expression of proinflammatory mediators
(IL-6 and S700B), and nuclear translocation of STAT3 (right bottom image). On the other hand, propionate
supplementation reduces IL-6/STAT3 signaling, increases Bcl2, and decreases S700B gene expression in

enteric glial cells challenged with C. difficile toxins (right bottom image).
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Table S1. Primers used in qPCR for investigations of gene expression in rat enteric glia cells.

Gene Forward Reverse
GAPDH AGACAGCCGCATCTTCTTGT CTTGCCGTGGGTAGAGTCAT
S100B TTCAGGGAGAGAGGGTGACAA CTTCCTGCTCTTTGATTTCCTCC

Bcl2 CAGCATGCGACCTCTGTTTG CAGGTATGCACCCAGAGTGA
MCTI CTGTGGGCTTGGTGACCATT AGGTAGAGGCCTGCGATGAT
MCT4 ATGTGTGTGAACCGCTTTGG ATGACCCCTGTGGTGAGGTA
FFRA3 CTGCTTCGGCCCCTACAATA GTGCTGAGGAGAAGCACGTA
FFRA2 GGTGTGGTGACGCTTCTTA GAGGGACTCTGCCTCAAGTG
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Figure S1. Determination of viable propionate concentrations for exposing enteric glia in vitro. (A) Cell viability
assay performed on enteric glia incubated with propionate (0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 and 1000 mM), with medium only
(control group) or with DMSO (death control group) for 24h. Cell viability was determined by MTT assay. Data are

presented as mean = SEM (n=7). For statistical analysis, one-way ANOVA followed by Tukey's test was used.
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Figure S2. Supplementation with propionate does not prevent cell death in enteric glial cells exposed to TcdA or

TcdB. (A) Phosphatidylserine (PS)-annexin V binding, a marker of cell death, was measured in real-time in enteric glia

exposed to TcdA (50 ng/mL) or TedB (1 ng/mL), with or without 10 mM propionate, for 18 hours. Data are shown as mean

+ SEM (n=3). The relative luminescence unit (RLU) reflects the level of PS-annexin V binding. (B) Caspase 3/7 activity was

measured in enteric glia exposed to TcdA (50 ng/mL) or TcdB (1 ng/mL), with or without 10 mM propionate, for 18 hours.

Data are mean + SEM (n=3). (A-B) A one-way ANOVA followed by Tukey's test was used. The control group involved cells

incubated only with culture media.
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ABSTRACT

Microbiota, which plays a vital role in susceptibility to Clostridioides difficile infection (CDI), synthesizes butyrate. Enteric glia is
a component of the enteric nervous system (ENS) and is affected by C. difficile toxins A (TcdA) and B (TcdB). Here, we
evaluated whether butyrate modulates the response of enteric glia to C. difficile toxins. In vitro, rat enteric glia were incubated
with TedA or TedB alone, or in combination with butyrate 1 h before the toxin challenge. After 18 h incubation, enteric glia
were collected to analyze cell death and expression of Bel2 (an antiapoptotic factor), S100B, and IL-6 by qPCR. C. difficile toxins
induced enteric glia death, increased levels of caspase 3/7, downregulated Bcl2, and upregulated the expression of pro-
inflammatory mediators (S100B and IL-6). In high concentration, butyrate (200 uM) potentialized the effects of C. difficile toxins
in promoting enteric glia death and caspase 3/7 activity. In contrast, a low butyrate concentration (0.2 uM) decreased enteric
glia death and caspase 3/7 activity induced by C. difficile toxins. In addition, a low concentration of butyrate (0.2 uM) upre-
gulated Bel2 expression compared to control cells and decreased the downregulation of Bel2 and upregulation of IL-6 induced by
TcdB. Further, a low butyrate concentration (0.2 M) also diminished S100B upregulation induced by TcdA. Our findings
suggest that low and high concentrations of butyrate can differentially affect the susceptibility of enteric glia to C. difficile toxins.
These findings bring new perspectives on how microbiota-derived products may modulate the response of enteric glia to
C. difficile toxins.

1 | Introduction CDI have a three times greater risk of death and an overall

hospital stay of 14.5 days longer compared to patients without

Clostridioides difficile (C. difficile) is a gram-positive, anaerobic,
spore-forming, toxin-producing bacillus [1-3]. C. difficile
infection (CDI) is considered the tenth leading cause of hospital
readmissions and the fifth leading cause of death from gastro-
intestinal diseases in the United States [4, 5]. In Latin American
countries (Argentina, Brazil, Chile, and Mexico), patients with

the infection [6].

CDI is characterized by intense intestinal inflammation and
diarrhea at the peak of the infection and intestinal motility
dysfunction post-infection [7]. C. difficile toxins A (TcdA) and B
(TcdB) are the main virulence factors associated with intestinal

Arkila P.R. Sousa and Andrea V. Loureiro share the first authorship, and Cirle A. Warren, Gerly A.C. Brito, and Deiziane V.S. Costa share the last authorship.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Handling Editor: Shan Goh Objectives: In the US, Clostridioides difficile (C. difficile) infection (CDI) is the 8th leading cause of hospital
readmission and 7th for mortality among all g i inal (GI) disorders. Here, we i d GI dysfunction
post-CDI in humans and mice post-acute infection.

Materials and methods: From March 2020 to July 2021, we reviewed the clinical records of 67 patients referred to
the UVA Complicated C. difficile clinic for fecal microbiota transplantation (FMT) eligibility. C57BL/6 mice were
infected with C. difficile and clinical scores were determined daily. Stool samples from mice were collected to
measure the shedding of C. difficile and myeloperoxidase (MPO) levels. On day 21 post-infection, Evans’s blue
and FITC-70kDa methods were performed to evaluate GI motility in mice.

Results: Of the 67 patients evaluated at the C. difficile clinic, 40 patients (59.7%) were confirmed to have CDI, and
22 patients (32.8%) with post-CDI IBS (diarrhea-type, constipation-type, and mixed-type). In infected mice,
levels of MPO in stools and clinical score were higher on day 3. On day 21, mice recovered from body weight loss
induced by CDI, and fecal MPO was undetectable. The total GI transit time (TGITT) and FITC-70kDa levels on the
proximal colon were increased in infected mice (p = 0.002), suggesting a constipation phenotype post-acute
phase of CDL. A positive correlation intestinal inflammation on day 3 and TGITT on day 21 was observed.
Conclusion: In lusion, post-i | dysfunction occurs in humans and mice post-CDI. Importantly,
we have validated in the mouse model that CDI causes abnormal GI transit in the recovery phase of the disease,
indicating the potential utility of the model in exploring the underlying h of post-infecti IBS in
humans.

Keywords:

Clostridioides difficile
Irritable bowel syndrome
Gastrointestinal disorders

1. Introduction gastroesophageal reflux disease (GERD), functional diarrhea, dyspepsia

and constipation [6]. IBS and constipation were the most common GI

In the US, Clostridioides difficile (C. difficile) infection (CDI) is the
eighth leading cause of hospital readmission and seventh for mortality
among all gastrointestinal (GI) disorders [1]. C. difficile is an anaerobic,
Gram-positive, spore-forming bacterium that is transmitted by oral
ingestion of spores. Once intestinal microbiota is disrupted by antibiotic
use, C. difficile spores can germinate and grow into vegetative cells,
which in turn secrete toxins [2]. C. difficile toxins A (TcdA) and B (TedB)
are the main virulence factors involved in CDI [3-5].

In humans, CDI has been shown to promote long-term GI symptoms
after resolution of infection including irritable bowel syndrome (IBS),

* Corresponding author.
** Corresponding author.

complications in patients post-CDI [6].

The enteric nervous system (ENS), which is formed by enteric glia
and neurons, is composed of two major plexuses: submucosal (Meiss-
ner's) and myenteric (Auerbach’s). The submucosal plexus is si don
the submucosa layer close to circular muscle layer, while the myenteric
plexus is located between the circular and longitudinal muscle layers
[7]. ENS plays a crucial role in regulating important GI functions such as
permeability, secretion and intestinal motility [7]. Previously, we
showed that CDI causes changes in the ENS, including loss of enteric
neurons and reactive gliosis in the acute phase of the disease [3,4,8].
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Changes in intestinal microbiota are integral to development of Clostridioides difficile
(C. difficile)—associated nosocomial diarrhea. Certain diets, especially Western diets,
increase susceptibility to C. difficile infection (CDI). Here, we discuss recent findings
regarding how nutrients modulate response of the host and C. difficile during infection.
Calcium has a role in the sporulation and germination process. Selenium is effective in
reducing the total amount of C. difficile toxin A (TcdA) and toxin B (TcdB) and in decreasing
its cytotoxicity. In addition, selenium phosphate synthetase deficiency reduces C. difficile
growth and spore production. On the other hand, iron has a dual role in C. difficile growth.
For instance, high intracellular levels can generate reactive hydroxyl radicals, whereas
low levels can reduce its growth. In humans, zinc deficiency appears to be related to the
recurrence of CDI, in contrast, in the CDI model in mice a diet rich in zinc increased the
toxin’s activity. Low vitamin D levels contribute to C. difficile colonization, toxin production,
and inflammation. Furthermore, glutamine appears to protect intestinal epithelial cells
from the deleterious effects of TcdA and TedB. In conclusion, nutrients play an important
role in modulating host and pathogen response. However, further studies are needed to
better understand the mechanisms and address some controversies.

P

Keywords: Ci difficile, calci |

iron, zinc, 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 immunosuppression are risk factors
for acquiring C. difficile infection (CDI) (3). The incidence of CDI worldwide increased between
2001-2011, when it is stabilized (4). However, it remains a challenge in hospitals around the world
and in the community. In European hospitals, seven cases of CDI occur 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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