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EFEITO DO PRÉ-TRATAMENTO COM PROPIONATO NA INFECÇÃO POR 

Clostridioides difficile E NA RESPOSTA DA GLIA ENTÉRICA ÀS TOXINAS A E B  

 

Disfunções do trato gastrointestinal (GI) após infecção por Clostridioides difficile (ICD) têm 

sido observadas em humanos e camundongos, potencialmente decorrentes de danos às células 

do sistema nervoso entérico (SNE). A glia entérica, parte do SNE, é vulnerável às toxinas de 

C. difficile (TcdA e TcdB), que causam morte celular e resposta inflamatória. É desconhecido 

se o propionato, um ácido graxo de cadeia curta (AGCC), pode prevenir a disfunção GI após 

ICD e modular as respostas da glia entérica às toxinas de C. difficile. Dessa forma, avaliou-se 

se o pré-tratamento com propionato previne a disfunção GI após ICD e modula as respostas da 

glia entérica (resposta pró-inflamatória e morte celular) às toxinas de C. difficile. Para o estudo 

in vivo, camundongos foram pré-tratados ou não com propionato (150 mM na água de beber) 

e infectados com C. difficile.  Após infecção, os camundongos foram acompanhados 

diariamente para determinação do escore de gravidade da doença e a função GI foi avaliada no 

dia 14 após a infecção. 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. Após 

2, 12 e/ou 18 horas de incubação com as toxinas, células foram coletadas para análise da 

expressão de transportadores/receptores de AGCC (MCT1, MCT4, FFAR2 e FFAR3 via qPCR), 

de marcadores pró-inflamatórios (S100B e IL-6 por qPCR e imunofluorescência, 

respectivamente), bem como da translocação nuclear de pSTAT3 (por imunofluorescência) e 

da morte celular. In vivo, camundongos infectados perderam peso e apresentaram diarreia 

grave, que se resolveu completamente até o 13º dia após a infecção, a qual foi acompanhada de 

retardo do trânsito do trato gastrointestinal total (TTGIT) no 14º 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 são alterados pela exposição às toxinas. TcdA ou TcdB 

promoveram a morte celular, aumentaram a atividade das caspases 3 e 7, reduziram a expressão 

de Bcl2 (proteína e transcritos), aumentaram os níveis dos mediadores pró-inflamatórios S100B 

e IL-6 na glia entérica, bem como promoveram a translocação nuclear de pSTAT3. Enquanto a 

suplementação com propionato elevou os níveis de Bcl2, não preveniu a morte celular, diminuiu 

a expressão proteica de IL-6 e os transcritos de S100B, e reduziu a translocação nuclear de 

pSTAT3 em células da glia entérica desafiadas por TcdA ou TcdB. De forma geral, o pré-

tratamento com propionato é eficaz para prevenir disfunção do trato gastrointestinal após ICD, 

além de melhorar a sobrevida e reduzir a gravidade da doença. Além disso, a suplementação 

com propionato modula a resposta pró-inflamatória (reduzindo a expressão de IL-6/STAT3 e a 

regulação 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 função gastrointestinal após a infecção e a resposta da glia entérica às toxinas de C. difficile. 
 

Palavras-chave: Clostridioides difficile, Propionato, Glia entérica, Infecção por Clostridioides 

difficile. 

 

 

 

 



EFEITO DO PRÉ-TRATAMENTO COM PROPIONATO NA INFECÇÃO POR 

Clostridioides difficile E NA RESPOSTA DA GLIA ENTÉRICA ÀS TOXINAS A E 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 

qPCR), pro-inflammatory markers (S100B 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 S100B (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 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Clostridioides difficile 

 

 Clostridioides (no passado denominado por Clostridium) difficile (C. difficile) é um 

bacilo Gram-positivo, anaeróbio estrito formador de esporos e com capacidade de produzir 

toxinas (Figura 1). Este micro-organismo é um dos principais causadores de diarreia 

nosocomial relacionada a antibioticoterapia, com variação sintomática de diarreia leve a doença 

fulminante que pode ser acompanhada por colite pseudomembranosa (ABT; MCKENNEY; 

PAMER, 2016). 

 

Figura 1- Clostridioides difficile 

 
Fonte: Smits et al. (2016). (A) Colônias 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 bastão 

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

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

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

amareladas) causada pelo C. difficile. 

 

 A transmissão de C. difficile ocorre por meio de esporos pela via fecal-oral ou contato 

com superfícies contaminadas. Os esporos são resistentes à acidez estomacal e conseguem 

chegar ao duodeno, onde alguns ácidos biliares (taurocolato, colato e quenodeoxicolato) 

favorecem a germinação. Após a ativação, agora como células vegetativas, a colonização no 

cólon do hospedeiro acontece, sobretudo, em ambiente de exposição prévia a antibióticos, os 



 

2 
 

quais provocam diminuição de bactérias protetoras como Bacteroidota (anterior Bacteroidetes), 

Bacillota (anterior Firmicutes) e Bifidobacterias. Além disso, de forma concomitante, há o 

aumento de Pseudomonadota (anterior Proteobacteria), em especial a família 

Enterobacteriaceae, frequentemente associada à 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 infecção por Clostridioides difficile (ICD) 

envolvem o uso indiscriminado de antibióticos, idosos, imunossupressão e longos períodos de 

hospitalização. O tratamento com inibidores de bomba de prótons, cirurgia gastrointestinal, 

doença inflamatória intestinal (DII) também são fatores que configuram risco para ICD 

(YADEGAR et al., 2023; EZE et al., 2017). A ICD está frequentemente relacionada a infecções 

adquiridas em ambientes hospitalares, no entanto, este conceito tem sido desafiado com o 

surgimento de casos em comunidades e estudos de sequenciamento genômicos que reforçam a 

variabilidade genética dos episódios de ICD, sugerindo casos distintos entre si e um potencial 

reservatório de C. difficile fora dos ambientes de assistência à saúde (DUROVIC; WIDMER; 

TSCHUDIN-SUTTER, 2018; LIM; KNIGHT; RILEY, 2020). 

 Nos Estados Unidos, em 2021, foram registrados 110,2 casos para cada 100.000 

indivíduos em locais cobertos pelo Programa de Infecções Emergentes. Além disso, as taxas de 

infecção foram superiores em mulheres e pessoas brancas, aumentando com a idade, sendo 

observado que 61% dos casos de ICD fizeram uso de antibiótico previamente (CDC, 2023). 

No Brasil, Costa et al. (2017) realizaram um estudo com pacientes oncológicos no 

nordeste brasileiro, onde 23 de um total de 48 pacientes (48%) positivaram para C. difficile. 

Outro estudo, multicêntrico e prospectivo, mostrou uma prevalência de 15% de ICD, variando 

de 0 a 37%, em cinco hospitais brasileiros de diferentes regiões do País (GIRÃO et al., 2020). 

Mais recentemente, um estudo de vigilância ativa diária, no período de três meses, observou a 

incidência de 9,2 casos por 10.000 pacientes-dia em um hospital universitário brasileiro de 

referência quaternária (BRAGA et al., 2023). Apesar da subnotificação, o C. difficile é 

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 são TcdA e TcdB. Algumas cepas  
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conseguem produzir a toxina binária (CDT), a qual não possui mecanismo bem elucidado e, 

sozinha, não demonstra ser suficiente para causar doença grave. No entanto, quando combinada 

com as toxinas A/B, pode aumentar a virulência da bactéria, o risco de complicação da doença 

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.  

São toxinas formadas por quatro domínios funcionais: um domínio glicosiltransferase 

aminoterminal (DGT), um domínio autoproteolítico (DAP), um domínio de translocação (DT) 

e um domínio de ligação ao receptor (DLR), este último constituído por oligopeptídeos 

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 são internalizadas por endocitose. A acidificação do endossomo desencadeia 

mudanças conformacionais na toxina pelos quais DGT consegue chegar ao citosol, onde 

glicosilam e inativam Rho GTPases. A inativação dessas proteínas prejudica a sinalização 

celular, desregula o citoesqueleto de actina, causando arredondamento celular, e também gera 

apoptose. Tais efeitos são potencialmente mais observados na toxicidade da TcdB (ALAM et 

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

 

Figura 2 - Estrutura primária e mecanismo de ação de TcdA e TcdB 

 

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

toxinas A e B são organizadas em quatro domínios funcionais: o domínio glicosiltransferase (DGT) ilustrado na 
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cor rosa, o domínio de autoproteolítico (DAP) ilustrado na cor verde, o domínio de entrega ou formação de poros 

ilustrado na cor azul e o domínio de oligopeptídeos repetitivos combinados que é o CROPS na cor amarelo. (B) 

Os quatro domínios funcionais contribuem para um mecanismo de intoxicação em diferentes etapas. TcdA e TcdB 

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

por vias endocíticas distintas (etapa 2). As toxinas atingem os endossomos acidificados (etapa 3) e o baixo pH 

desencadeia uma alteração conformacional no domínio de entrega da toxina, resultando na formação de poros e 

translocação do DGT (e provavelmente do DAP) para o citosol (etapa 4). Inositol hexaquisfosfato (InsP6) se liga 

e ativa o DAP, resultando na clivagem e liberação do DGT (etapa 5). O DGT inativa as proteínas da família Rho 

transferindo a porção de glicose (quadrados na cor laranja) da UDP-glicose para a região switch I da GTPase (etapa 

6). A glicosilação interrompe a sinalização da GTPase e leva a efeitos citopáticos de "arredondamento" e morte 

celular apoptótica. 

 

A patogênese da infecção causada por C. difficile está relacionada ao potencial das 

toxinas secretadas que, a nível celular induz liberação de citocinas proinflamatórias e morte 

celular, culminando na quimiotaxia de neutrófilos, aumento da permeabilidade intestinal e dano 

tecidual (HAYASHI et al., 2021; CHANDRASEKARAN; LACY, 2017). Danos intestinais 

como a diarreia secretória e inflamação no cólon são alguns dos sinais e sintomas, além de 

ulcerações 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 citopáticos das toxinas de C. difficile, também contribui para a neuroplasticidade 

do sistema nervoso entérico (SNE), alterando a regulação da motilidade e secreção do intestino 

(COSTA et al., 2025). As células entéricas, neurônios entéricos e células gliais entéricas são 

muito suscetíveis aos efeitos deletérios das toxinas, uma vez que são submetidas à ação intensa 

de citocinas pró-inflamatórias (FETTUCCIARI et al., 2022). 

 

1.3 Células gliais entéricas  

 

 As células gliais entéricas, juntamente com os neurônios entéricos, formam uma rede 

complexa denominado sistema nervoso entérico (SNE). Estas células desempenham funções 

importantes no trato gastrointestinal. São células derivadas da crista neural vagal encontradas 

na camada mucosa (próximo as células epiteliais intestinais), no plexo submucoso (Meissner), 

localizado na camada submucosa próximo à camada muscular circular interna, e 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
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Figura 3 - Representação das camadas intestinais e localização das células gliais entéricas 

 

 

Fonte: Sharkey e Gary (2023). A: a organização geral do sistema nervoso entérico. O plexo mioentérico situa-se 

entre as camadas musculares longitudinal e circular. O plexo submucoso encontra-se na submucosa e em animais 

maiores (não mostrado) consiste em um componente externo e um interno. As fibras nervosas conectam os 

gânglios e formam plexos nervosos que inervam o músculo longitudinal, o músculo circular, a muscular da mucosa 

e a mucosa. Existem também nervos entéricos que inervam as artérias na submucosa, bem como os tecidos 

linfóides associados ao intestino. A mucosa é densamente inervada. A glia entérica é encontrada associada aos 

nervos entéricos em toda a parede do intestino. B: organização de neurônios entéricos (marcados com anti-HuC/D, 

azul) e glia entérica (marcados com anti-S100B, rosa) no plexo mioentérico do íleo de camundongo. Barra de 

escala, 100 μm. 

 

A glia entérica é uma população de células reconhecida, historicamente, como “células 

de suporte” do SNE. No entanto, estudos vêm revelando a gama de funções e ampliando a 

importância dessas células por todo o sistema digestivo (BOESMANS et al. 2022; 

SEGUELLA, L.; GULBRANSEN, B., 2021; HARRY e RAO, 2021). Elas realizam 

comunicação rápida e bidirecional com neurônios entéricos, regulando reflexos e mediando a 

sinalização do SNE por meio de receptores purinérgicos e neurotransmissores, como o peptídeo 

intestinal vasoativo (VIP) (SEGUELLA, L.; GULBRANSEN, B., 2021; FUNG et al., 2017).  
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 As células gliais entéricas também constituem a maior população do SNE e exercem 

grande influência no trato gastrointestinal quando sofrem alterações durante uma infecção, 

estimulando a secreção de fluidos para eliminação do patógeno (GRUBIŠIĆ; GULBRANSEN, 

2017).  

 

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

 

Os efeitos citotóxicos e inflamatórios das toxinas A e B (TcdA e TcdB) de C. difficile 

são bastante expressivos, sendo a TcdB responsável por efeitos mais nocivos. Os neurônios 

entéricos podem ser excitados pela TcdA, inibindo a transmissão noradrenérgica e causando 

diarreia secretória (XIA, Y. et al., 2000). Ao gerar alteração intestinal, a ICD provoca morte de 

células gliais entéricas a partir da regulação 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 glicosilação de 

Rac1, uma proteína pertencente à família de Rho GTPases que são conhecidas por regular o 

citoesqueleto celular. Também foi observado parada do ciclo celular G2/M pela inativação do 

complexo ciclina B1/Cdc2 causada pela regulação positiva de p27, a regulação negativa de 

ciclina B1 e Cdc2 fosforilados em Thr161 e Tyr15 e apoptose por uma via dependente de 

caspase, mas independente de mitocôndrias. As células gliais entéricas que sobreviveram aos 

efeitos citotóxicos de TcdB não apresentaram recuperação completa (FETTUCCIARI et al., 

2017). 

Recentemente, Fettucciari et al. (2024) evidenciou que citocinas pró-inflamatórias 

aumentam a citotoxicidade de TcdB em células gliais entéricas após 48h de interação entre elas. 

A persistência do estímulo das citocinas modifica o processo de apoptose para necrose, 

envolvendo progressivamente as células em contato com a toxina B. A secreção de toxinas, 

bem como a germinação de C. difficile, está associada a um ambiente favorecido pelo uso 

excessivo de antibióticos, desequilíbrio de ácidos biliares, aumento de bactérias patológicas e 

redução de bactérias produtoras de ácidos graxos de cadeia curta (AGCCs), que contribui 

fortemente para a disbiose intestinal (COSTA et al., 2025). 
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1.5 Ácidos Graxos de Cadeia Curta (AGCCs) e a importância em condições fisiológicas  

 

Os ácidos graxos de cadeia curta (AGCCs) constituem o produto da fermentação de 

fibras da dieta, realizada por bactérias da microbiota intestinal que, metabolizam, via glicólise 

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 

intermediário acetil-CoA (FRAMPTON et al., 2020; Gregory et al., 2021).  

O microbioma intestinal é constituído, aproximadamente, 90% de Bacteroidota (gêneros 

predominantes: Bacteroides, Parabacteroides, Alistipes e Prevotella) e de Bacillota (gêneros 

predominantes: Eubacterium, Clostridium e Ruminococcus), somado aos filos Actinomycetota 

– anterior Actinobactéria – (gêneros predominantes: Collinsella e Bifidobacterium) e 

Pseudomonadota (gênero predominante: Escherichia) (VAN TREUREN, DODD, 2020).  

A maior parte das bactérias entéricas é capaz de produzir acetato. Enquanto as espécies 

das famílias Lachnospiraceae e Ruminococcaceae (filo Bacillota) estão mais envolvidas na 

produção 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 família 

Lachnospiraceae (FUSCO et al., 2023; MUKHOPADHYA, LOUIS, 2025) (Figura 4).  
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Figura 4 – Metabolismo e síntese de AGCCs 

 

Fonte: Adaptado de FRAMPTON et al., 2020. A microbiota intestinal fermenta os carboidratos não digeríveis, 

provenientes da dieta, reduzindo-os a monossacarídeos, os quais são metabolizados para dar início às vias 

produtoras de AGCCs: acetato, butirato e propionato. 

 

 

O acetato, propionato e butirato são os principais AGCCs produzidos no intestino, cuja 

produção está intrinsicamente ligada ao conteúdo de fibras dietéticas consumidas (DALILE et 

al., 2019; MAKKI et al., 2018). Os AGCCs são absorvidos rapidamente por colonócitos via 

transportadores, que podem ser acoplados a prótons, como os transportadores de 

monocarboxilato 1 (MCT1) e 4 (MCT4), ou acoplados a sódio, como SMCT1 (FUSCO, 2023; 

SILVA et al., 2020; DALILE et al., 2019) (Figura 5). 

A função dos AGCCs está relacionada à integridade da barreira intestinal através da 

regulação do pH luminal, produção de muco, fornecimento de energia para as células epiteliais, 

proteção contra a invasão por patógenos e função imunológica da mucosa a partir de processos 

envolvendo sinalização do receptor acoplado à proteína G e inibição da histona desacetilase 

(HDAC) (MANN, LAM, UHLIG, 2024; BLAAK et al., 2020; BACH et al., 2018). Os AGCCs 

podem ativar receptores de ácidos graxos livres, como FFAR3, também conhecido como 

receptor acoplado a proteína G 41 (GPR41), e FFAR2, também conhecido como receptor 

acoplado a proteína G 43 (GPR43). Ao ativar esses receptores, os AGCCs regulam a expressão 

de proteínas de junções intercelulares, como a quinase ativada por AMP (AMPK), melhorando 

a função de barreira intestinal e contribuindo para a homeostase intestinal (PARADA 

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



 

9 
 

Figura 5 – Fibras dietéticas e metabolismo de AGCCs 

 

Fonte: Adaptado de Dalile et al. (2019). Fibras dietéticas são fermentadas por bactérias intestinais, dando origem 

aos ácidos graxos de cadeia curta (AGCCs), que são rapidamente absorvidos pelas células do cólon por meio de 

transportadores de monocarboxilato (MCT1 e SMCT1), difusão passiva ou troca com bicarbonato (HCO 3 
-), que 

em seguida, é parcialmente oxidado a CO2, produzindo energia para as células na forma de ATP. Os AGCCs que 

não são metabolizados no intestino são transportados através da membrana basolateral para a circulação portal do 

fígado, fornecendo um substrato energético para os hepatócitos por meio da oxidação. Apenas pequenas 

quantidades de AGCCs produzidos no cólon atingem a circulação sistêmica.  

 

Um estudo com pacientes pediátricos, diagnosticados com ICD recorrente, observou 

diferença significativa nos níveis de AGCCs antes do transplante de microbiota fecal (TMF), 

comparado ao controle saudável. Acetato, propionato e isovalerato foram os AGCCs que mais 

aumentaram 12 meses após TMF (JESS et al, 2023). Os benefícios dos AGCCs superam suas 

funções metabólicas, pois fortalecem a interface entre o lúmen e o epitélio, estimulando as 

células caliciformes a produzir muco, importante componente imunológico (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 ação em neutrófilos e 

ILC3s, por meio do receptor de ácido graxo livre 2 (FFAR2). Os AGCCs também têm um efeito 

inibitório direto sobre a taxa de crescimento de C. difficile em cultura, porém aumentam a 

produção de toxinas no intestino (GREGORY; PENSINGER; HRYCKOWIAN, 2021). Além 

disso, os AGCCs reduzem a perda de neurônios em camundongos tratados com antibióticos, 

como ampicilina, vancomicina e metronidazol (VICENTINI et al., 2021). Recentemente, 

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

(0,2 µM) reduz a morte de células gliais entéricas induzidas pelas toxinas de C. difficile. 
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O propionato, um AGCC obtido a partir da fermentação bacteriana de fibras 

alimentares, exerce efeitos protetores no intestino, como a regulação da imunidade da mucosa 

e ação anti-inflamatória. Pacientes infectados por C. difficile apresentam redução dos níveis de 

propionato nas fezes na fase aguda da doença (SAYOL-ALTARRIBA et al., 2024). O aumento 

do propionato no cólon pode representar uma estratégia eficaz para a manutenção da 

homeostase intestinal do hospedeiro (WANG et al., 2024). Metabólitos 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 inibitório sobre o 

crescimento de Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA), tanto in vitro quanto in 

vivo. No entanto, a contribuição do propionato na resposta de células gliais entéricas às toxinas 

de C. difficile e na disfunção intestinal após infecção por C. difficile ainda não foi esclarecida 

por estudos anteriores. 

Por meio de análise bioinformática, Wang et al. (2024) identificaram que a produção de 

propionato mediada pela metilmalonil-coenzima A (CoA) mutase (MCM) em Bacteroides 

thetaiotaomicron (BT) confere diferenciação e homeostase de células caliciformes, além de 

potencial melhora na colite. O propionato também atua inibindo diretamente as células T γδ 

produtoras de IL-17, por meio da inibição de HDAC, em pacientes com doença inflamatória 

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

  

   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9530198/#B36
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9530198/#B36
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/goblet-cell
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2 JUSTIFICATIVA 

 

C. difficile é uma das causas mais relevantes de quadro diarreico grave em pacientes 

hospitalizados (COSTA et al., 2025). Nos últimos anos, os casos de ICD em comunidades têm 

aumentado, evidenciando um desafio para além dos ambientes nosocomiais (DUROVIC; 

WIDMER; TSCHUDIN-SUTTER, 2018; LIM; KNIGHT; RILEY, 2020). Um estudo de 

revisão sistemática e meta-análise, com base em publicações entre 2016 e 2024, evidenciou que 

a incidência de ICD foi maior em ambientes hospitalares e que as taxas de recorrência foram 

mais elevadas para ICD adquirida na comunidade (AKORFUL et al., 2025). No Brasil, foi 

identificada uma incidência de 9,2 casos a cada 10. 000 pacientes-dia em um hospital 

universitário brasileiro de referência quaternária (BRAGA et al., 2023). Girão et al. (2020) 

relataram uma prevalência de 15% de ICD em cinco hospitais brasileiros de diferentes regiões 

do país. No Nordeste brasileiro, Costa et al. (2017) realizaram um estudo com pacientes 

oncológicos, no qual 23 dos 48 pacientes (48%) foram positivos para C. difficile. 

A ICD é adquirida pela via fecal-oral, por meio de esporos, que germinam em condições 

de alteração da microbiota intestinal, gerando a forma vegetativa de C. difficile, que produz e 

libera TcdA e TcdB no lúmen do intestino grosso (SPIGAGLIA, 2024; CYMBAL et al., 

2024). As toxinas de C. difficile podem afetar a função de diversas células do intestino grosso, 

incluindo as células gliais entéricas. As células gliais entéricas desempenham importante 

função na regulação da motilidade intestinal (AHMADZAI et al., 2021), e sua 

hiperexcitabilidade após a fase aguda da inflamação não infecciosa tem sido implicada na 

disfunção da motilidade intestinal (SEGUELLA et al., 2025).  No entanto, os efeitos citopáticos 

das toxinas de C. difficile sobre as células gliais entéricas podem ser deletérios devido à intensa 

ação de citocinas pró-inflamatórias (COSTA et al., 2025; FETTUCCIARI et al., 2022).  

O propionato, um AGCC obtido a partir da fermentação bacteriana de fibras alimentares, 

exerce efeitos protetores no intestino, como a regulação da imunidade da mucosa e ação anti-

inflamatória. Pacientes infectados por C. difficile apresentam redução dos níveis de propionato 

nas fezes durante a fase aguda da doença (SAYOL-ALTARRIBA et al., 2024). O aumento do 

propionato no cólon pode representar uma estratégia eficaz para a manutenção da homeostase 

intestinal do hospedeiro (WANG et al., 2024). No entanto, ainda não está definido o papel do 

propionato na prevenção da disfunção intestinal após ICD, nem sua contribuição para a resposta 

das células gliais entéricas às toxinas de C. difficile. Desse modo, este trabalho propôs-se a 
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investigar o papel do propionato na disfunção do trato gastrointestinal após ICD e na resposta 

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

 

3.1 Objetivo Geral 

 

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

resposta pró-inflamatória e na morte celular da glia entérica desafiada por TcdA ou TcdB.  

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

• Verificar se o pré-tratamento com propionato reduz a gravidade da doença causada pela ICD 

e diminui a disfunção gastrointestinal em camundongos infectados pelo C. difficile.  

• Identificar se as células gliais entéricas expressam transportadores (MCT1 e MCT4) e 

receptores (FFAR2 e FFAR3) de AGCCs; 

• Verificar se as toxinas de C. difficile afetam a expressão dos transportadores (MCT1 e MCT4) 

e dos receptores (FFAR2 e FFAR3) de AGCCs em células gliais entéricas; 

• Avaliar se o propionato reduz a inflamação induzida pelas toxinas de C. difficile em células 

gliais entéricas, por meio da medição dos marcadores IL-6, STAT3 e S100B. 

• Avaliar se o propionato protege células gliais entéricas contra morte celular induzida pelas 

toxinas de C. difficile; 

• Investigar se o propionato promove expressão de fatores anti-apoptóticos (Bcl2) em células 

gliais entéricas expostas às toxinas de C. difficile. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Fármacos, reagentes, materiais e soluções utilizados no estudo 

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

encontram-se detalhados no apêndice. 

 

4.2 Experimentos in vivo 

 

4.2.1 Aspectos éticos em pesquisa animal 

 

Os experimentos realizados em camundongos C57BL/6 foram aprovados pela 

Comissão Institucional de Ética e Cuidados em Pesquisa Animal da University of Virginia 

(UVA/EUA) 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 laboratório 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 condições ambientais durante os experimentos (temperatura: 22 ± 2 °C, com exaustão 

de ar e ciclo de 12 h claro/12 h escuro) e com livre acesso à água e à ração padrão. 

 

4.2.3 Preparação da bactéria 

 

A cepa de C. difficile VPI10463 (ATCC 43255) utilizada no presente estudo para 

infectar os camundongos foi obtida da empresa ATCC (Coleção de Tipos de Culturas 

Americano). VPI10463, que foi isolada a partir de uma ferida abdominal, é uma cepa do 

toxinótipo 0, ribotipo 087 e contém os genes tcdA e tcdB, que codificam TcdA e TcdB 

respectivamente. Além disso, essa cepa é negativa para os genes que codificam a toxina binária 

(cdtA e cdtB).  
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Para a preparação do inóculo, 10 μL do estoque de C. difficile VPI10463 (em fase de 

esporo em caldo de carne picada, CCP) foram inoculados em placas ágar sangue de taurocolato-

cicloserina-cefoxitina-frutose, a qual é específica para obtenção de colônias de C. difficile. Em 

seguida, as placas foram incubadas em câmara anaeróbica (Coy Laboratory) por 24 h a 37 °C. 

Decorrido esse período de incubação, uma colônia de C. difficile foi inoculada em CCP (8 mL) 

e incubada em câmara anaeróbica (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 obtenção de 105 UFC (Unidades formadoras de colônia) de C. difficile 

VPI10463/100μL, realizou-se uma diluição de 1:100 (bactéria em suspensão: CCP). A leitura 

de turbidez de 0,5 McFarland foi considerada equivalente a 10⁸ UFC/ml. Nos grupos infectados, 

105 UFC de C. difficile VPI10463 foram inoculadas por gavagem para cada animal. 

 

4.2.4 Modelo de Infecção 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 administração de coquetel de antibióticos na água de beber por três dias. 

O coquetel de antibiótico 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 água com o coquetel 

de antibióticos foi substituída por apenas água (com novas garrafas).  Após 48h do término do 

coquetel de antibióticos, os camundongos receberam clindamicina (32 mg/kg) por via 

intraperitoneal. Após 24h da administração de clindamicina, os camundongos receberam 105 

UFC da forma vegetativa de C. difficile (cepa VPI10463 ao qual produz TcdA e TcdB) em CCP 

por gavagem. O peso e o desenvolvimento dos sintomas da doença de cada animal foram 

monitorizados diariamente. Animais em processo de óbito ou com perda do peso corporal > 

20% e escore de gravidade da doença superior a 14 foram eutanasiados. Os animais foram 

eutanasiados 14 dias após a inoculação com C. difficile. 

Para os grupos pré-tratados com propionato, 24h antes de iniciar o coquetel de 

antibiótico, propionato de sódio (150 mM) foi adicionado na água de beber. O propionato foi 

mantido continuamente na água de beber até o dia 14 após a inoculação 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 infecção 

 

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

• Grupo Infectado (n=6): Camundongos C57BL/6 submetidos ao modelo de ICD, recebendo 

105 UFC de C. difficile (cepa VPI10463) no dia 0 da infecção. 

• Grupo Propionato + infectado (n=6): Camundongos C57BL/6 pré-tratados com propionato 

e submetidos ao modelo de ICD, recebendo 105 UFC de C. difficile (cepa VPI10463) no dia 

0 da infecção. 

Os animais foram eutanasiados, 14 dias após a infecção, por meio do uso de 

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

 

Figura 6 - Esquema de indução do modelo de ICD e protocolo experimental 

 

Fonte: Elaborado pela autora. Coquetel de antibióticos= 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 são 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 antibióticos 

(100 μg/mL de penicilina e 100μg/mL de estreptomicina) e 1 mM de piruvato de sódio, sendo 

mantidas em incubadora a 37ºC e 5% CO2. As células foram utilizadas para a avaliação dos 

parâmetros deste estudo entre as passagens 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 Administração 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 incubação. 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 incubação com TcdA ou TcdB. O pH do meio de 

cultura foi mensurado após incubação de 18h das células com e sem propionato (Figura 7). 

As concentrações de toxinas foram determinadas conforme estudo prévio do nosso 

grupo de pesquisa (COSTA et al., 2021). Enquanto a concentração de propionato foi 

determinada por meio do ensaio de viabilidade celular. 
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Figura 7 – Avaliação do pH no meio de cultura DMEM após adição de propionato em diferentes 

concentrações. 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

4.4 Parâmetros avaliados no estudo in vivo 

 

4.4.1 Avaliação da carga de C. difficile nas fezes 

 

Para avaliação da carga de C. difficile nas fezes de animais infectados pelo C. difficile 

(recebendo ou não pré-tratamento com propionato), amostras fecais foram coletadas nos dias 

1, 3, 5, 7, 9, 12 e 14 após infecção. Em seguida, o DNA foi extraído das fezes com o QIAamp 

DNA Stool Mini kit (Qiagen), conforme as instruções do fabricante. O gene tcdB (toxina B do 

C. difficile) foi utilizado para detectar C. difficile nas fezes após ICD. As sequências 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 condições: 95 °C por 5 min, seguidas de 40 ciclos de 15 s a 95 

°C e 60 s a 55 °C.  

 

4.4.2 Determinação do escore de gravidade da doença 

 

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), nível de atividade (0-4), postura (0-3), aparência 
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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 

peso 

Nenhuma <10% 10-15% 15-20% >20% 

Diarreia Normal Fezes com 

formato normal e 

amarelada 

Fezes com muco Liquidas  

Atividade Normal Alerta/devagar Letárgico/tremendo Inativo, porém, 

responde ao 

estímulo 

Não se 

movimenta 

Postura Normal Costas 

parcialmente 

curvadas 

Completamente 

curvado 

Completamente 

curvado com nariz 

voltado para baixo 

 

Pelo Normal Parcialmente 

arrepiado 

Completamente 

arrepiado com parcial 

perda de pelos 

Extremamente 

arrepiado com 

perda de pelos em 

várias regiões do 

corpo 

 

Olhos Normal Metade fechado Olhos apertados Completamente 

fechado 

 

Fonte: WARREN et al., 2012. 

 

4.4.3 Avaliação do trânsito do trato gastrointestinal total 

 

A avaliação do trânsito do trato gastrointestinal total (TTGIT) em animais infectados 

pelo C. difficile (recebendo ou não 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 água. Após esse período, 100 μL de solução 

de azul de Evan (5% de azul de Evan em 0, 9% de solução de cloreto de sódio com 0, 5% de 

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

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

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

administração da solução de azul de Evan.  

 

4.5 Parâmetros avaliados no estudo in vitro 

 

4.5.1 Avaliação da expressão gênica de FFAR2, FFAR3, MCT1, MCT4, e S100B por qPCR 

 

Para avaliar a expressão gênica de FFAR2, FFAR3, MCT1, MCT4, e S100B em células 

gliais entéricas expostas à TcdA e TcdB foi realizado por qPCR. Células gliais entéricas (6x105 

células/ poço) foram distribuídas em placas de 6 poços e tratadas com TcdA ou TcdB por 18h. 

Após a incubação, o RNA total foi extraído com o kit RNeasy Plus Mini (Qiagen) conforme as 

instruções do fabricante. Em seguida, o RNA foi quantificado por meio do fluorímetro Qubit 

3.0 (Life technologies) usando o kit de ensaio Qubit RNA BR (Invitrogen). Para a síntese do 

cDNA, 600 ng de RNA foi então transcrito reversamente usando o kit de síntese de cDNA 

iScript (BioRad) após remoção da contaminação do DNA genômico por meio do tratamento 

das amostras com DNAse I (Invitrogen). A amplificação de FFAR2, FFAR3, MCT1, MCT4, 

S100B, e GAPDH por qPCR foi realizada por meio do sistema CFX Connect (BioRad) com as 

seguintes condições 95 ° C por 30s seguido por 40 ciclos a 95 ° C por 5s e 60 ° C por 30 s. 

Todas as reações foram realizadas com supermix iTaq universal Syber (BioRad). Os conjuntos 

de primers utilizados foram listados na tabela 1. A expressão relativa de cada gene de interesse 

foi mensurada pelo método ΔΔCt (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 

MCT1 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 concentrações de propionato capazes de não afetar a viabilidade das 

células gliais entéricas em 18h de incubação, realizou-se o ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetil-

2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazólio (MTT). As células gliais entéricas (5x103 células/poço) 

foram semeadas em placas de 96 poços e, após 24 h, foram incubadas com propionato (0,01, 

0,1, 1, 10, 100 e 1000 mM) por 24 h de incubação. Em seguida, as células foram incubadas com 

MTT (0,5 mg/mL reconstituído em DMEM suplementado) por 2h a 37ºC em incubadora úmida 

sob condição de 5% de CO2. Após remoção da solução de MTT, 150 μL de dimetilsulfóxido 

foram adicionados a cada poço para ressuspender os cristais de formazana. As placas foram 

agitadas por 2 min à temperatura ambiente, e a absorbância da reação foi mensurada a 570 nm 

em um leitor de ELISA (Biotek). Um grupo controle de morte, no qual células gliais entéricas 

foram incubadas com dimetilsulfóxido (DMSO), foi incluído no experimento. 

 

 

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

 

Células gliais entéricas (4x104 células/poço) foram plaqueadas em lâmina de vidro de 

poliestireno para cultura de células contendo 4 poços. Após 24h foram pré-tratadas com 

propionato e desafiadas com TcdA ou TcdB por 18 h. Após a incubação com as toxinas do C. 

difficile, as células foram fixadas em solução de paraformaldeído 4% (diluído em PBS) por 20 

min em temperatura ambiente e lavadas com PBS. Em seguida, as células foram 

permeabilizadas com solução de permeabilização (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. Após lavagem em PBS, 

realizou-se o bloqueio com soro de burro a 5% (diluído em PBS) durante 40 min em temperatura 

ambiente. Após lavagem em PBS, as amostradas foram incubadas  com os anticorpos primários 

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. Após três lavagens com 

PBS, as células foram incubadas com anticorpo secundário burro anti-coelho 488 (Abcam, 

ab150073, 1:400) ou burro anti-cabra 647 (Abcam, ab150131, 1:400), por 2h em temperatura 

ambiente. Após três 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 lâminas foram montadas com o meio de montagem contendo faloidina 
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(VECTASHIELD, H-1600-10) ou não contendo faloidina (VECTASHIELD, H-1400-10), 

marcador de F-actina, ao qual representa um importante componente do citoesqueleto.  

As imagens de imunofluorescência foram obtidas por microscopia de fluorescência 

(Zeiss). Para cada condição experimental foram adquiridas pelo menos três imagens. A 

quantificação de IL-6, e Bcl2 foi baseada na análise de intensidade de fluorescência, ao qual foi 

obtida por meio do Image J. Enquanto a porcentagem de células (%) com imunomarcação 

nuclear positiva para STAT3 foi determinada pelo percentual de células positivas em relação 

número total de células em cada imagem.  

 

4.5.4 Ensaio de ligação fosfatidilserina-anexina V 

 

Para avaliar morte de células gliais entéricas incubadas com TcdA ou TcdB, realizou-

se um ensaio de ligação 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 (104 células/ poço) foram plaqueadas em placas brancas 

e opacas de 96 poços (Falcon). Após 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 μL de reagente de detecção 2x (2 μL do substrato de anexina NanoBit, 2 

μL CaCl2, 2 μL anexina V-SmBit e 2 μL anexina V-LgBit em 992 μL de DMEM suplementado 

pré-aquecido a 37°C) a cada poço, sendo incubadas a 37°C numa incubadora umidificada sob 

5% CO2 condição. Após 18h de incubação, a luminescência foi mensurada por meio de um 

luminômetro (Infinite M Plex, TECAN). Para a obtenção da unidade de luminescência relativa 

(ULR), o sinal de luminescência de todas as amostras foi subtraído da luminescência intrínseca 

do reagente de detecção (poço apenas com DMEM suplementado e reagente de detecção sem 

células), e, em seguida, foi dividido pela média do grupo controle (Células sem propionato e 

sem toxinas). 

 

4.5.5 Avaliação 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 não propionato, realizou-se um ensaio de atividade de caspase 3/7 

conforme descrito pelo fabricante (caspase-Glo 3/7, Promega). Primeiramente, células gliais 

entéricas (104 células/ poço) foram plaqueadas em placas brancas e opacas de 96 poços 
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(Falcon). Após 24h, as células foram desafiadas com TcdA (50 ng/mL) ou TcdB (1 ng/mL) 

isoladamente ou precedida por propionato (10mM). Após 18h de incubação, a placa de 96 poços 

contendo as células tratadas foram retiradas da incubadora e colocadas em temperatura 

ambiente por 10 min. Em seguida, adicionaram-se 100 μL de reagente de caspase-Glo 3/7 

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

temperatura ambiente antes do uso) a cada poço, agitou-se a placa num agitador de placas por 

30s em 500 rpm e incubou-se por 2h em temperatura ambiente e protegido da luz. A 

luminescência foi mensurada por meio de um luminômetro (Infinite M Plex, TECAN). Para a 

obtenção da unidade de luminescência relativa (ULR), o sinal de luminescência de todas as 

amostras foi subtraído da luminescência intrínseca do reagente de caspase-Glo 3/7 (poço 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 Análise estatística 

 

 Todos os resultados quantitativos foram expressos como média ± erro padrão da média 

(EPM). A análise estatística dos dados foi realizada por meio do software GraphPad Prism, 

versão 10.0. Para a realização da análise estatística entre os grupos foram utilizados os seguintes 

testes: Teste T de Student para a comparação de dois grupos; teste de análise de variância 

(ANOVA) unifatorial seguido pelo teste de Tukey para comparar mais de dois grupos; ANOVA 

difatorial seguido pelo teste de Tukey. O nível de significância adotado foi de 0,05 (α = 5%) e 

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

 

5.1 Contribuição do pré-tratamento com propionato no desfecho clínico de 

camundongos infectados pelo C. difficile 

 

A relevância clínica do pré-tratamento com propionato foi investigada utilizando o 

modelo de ICD em camundongos, no qual também é possível observar características da doença 

em humanos, como diarreia e perda de peso.  

Conforme apresentado na figura 8, o pré-tratamento com propionato melhorou a 

sobrevivência de animais com ICD (p = 0,054, Figura 8A), assim como promoveu redução da 

carga de C. difficile nas fezes (p = 0,05, dia 12 após infecção, Figura 8B). Além disso, o pré-

tratamento com propionato diminuiu a perda de peso (p = 0,02, dia 5 após a infecção, Figura 

8C), diminuiu a gravidade da diarreia (p < 0,05, Figura 8D) e da doença de forma geral (p < 

0,05, Figura 8E) em animais infectados nos dias críticos da fase aguda da ICD. 
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Figura 8 – Pré-tratamento com propionato reduz a gravidade da ICD em camundongos 

 
 

Camundongos (n=6) foram infectados com 105 UFC de C. difficile e pré-tratados com 150 mM propionato (Grupo 

Propionato + infectado) ou não tratados (Infectado). (A) Curva de sobrevivência (%). Para análise estatística, 

utilizou-se o teste de Log-rank. (B) Quantificação da carga de C. difficile nas fezes por qPCR. Os dados são 

apresentados como média ± EPM. * p= 0, 05 e ** p= 0, 04. (C) Mudanças do peso corporal (%). Os dados são 

apresentados como média ± EPM. * p= 0, 02. (D) Escore de diarreia. Os dados são apresentados como mediana 

(mínimo e máximo). * 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, aparência do pelo e olhos). Os dados são apresentados 

como mediana (mínimo e máximo). * p= 0, 03, ** p= 0, 009 e *** p= 0, 004. (B-C) Para análise estatística, 

utilizou-se o teste de Student para múltiplas amostras. (D-E) Para análise estatística, utilizou-se o teste de Mann-

Whitney para múltiplas amostras. 
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5.2 Contribuição do pré-tratamento com propionato na disfunção do trato 

gastrointestinal em camundongos infectados pelo C. difficile 

 

Em estudo prévio no nosso grupo, evidenciou-se que a ICD promove disfunção do trato 

gastrointestinal persistente em humanos e em camundongos (COSTA et al., 2024). Em 

camundongos, foi identificada constipação fenotípica nos dias 14 e 21 após infecção (COSTA 

et al., 2024). A glia entérica desempenha importante função na regulação da motilidade do trato 

gastrointestinal (AHMADZAI et al., 2021) e sua hiperexcitabilidade após a fase aguda da 

inflamação não infecciosa tem sido implicada em disfunção da motilidade intestinal 

(SEGUELLA et al., 2025) e que parece envolver a via de sinalização do S100B (THOMASI et 

al., 2025). Dado que o propionato parece modular in vitro a resposta da glia entérica às toxinas 

do C. difficile, investigou-se se o pré-tratamento com propionato previne a disfunção 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 redução do atraso do TTGIT em comparação ao grupo 

infectado que não recebeu o pré-tratamento (p = 0,0238), sugerindo melhora do perfil de 

constipação induzida pela ICD. 

 

Figura 9 – Pré-tratamento com propionato reduz o atraso no trânsito do trato gastrointestinal 

em camundongos infectados por C. difficile 
 

 
 

Camundongos (n=6) foram infectados com 105 UFC de C. difficile e pré-tratados com 150 mM propionato (Grupo 

Propionato + infectado) ou não tratados (Infectado). Trânsito do trato gastrointestinal total (TTGIT) em minutos 

(min) foi avaliado por meio do método Evans blue no dia 14 após a infecção. Os dados são apresentados como 

média ± EPM. Para análise estatística, utilizou-se o teste t de Student. 
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5.3 Expressão de transportadores e receptores para AGCCs em células gliais entéricas  

 

MCT1 e MCT4 são transportadores de AGCCs. Enquanto FFAR2 (GPR43) e FFAR3 

(GPR41) são 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 

expressão desses transportadores ou receptores pode variar de acordo com o tipo celular, 

avaliou-se, primeiramente, sua expressão em função do tempo de incubação 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 não 

sofreram modificações significativas com o tempo de incubação. MCT1 foi o mais expresso nas 

células gliais entéricas (Figura 10).  

 

Figura 10 – Células gliais entéricas expressam transportadores e receptores para AGCCs 

 

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

AGCCs em células gliais entéricas 

 

Em seguida, investigou-se se a expressão dos transportadores (MCT1 e MCT4) e dos 

receptores (FFAR2 e FFAR3) de AGCCs em células gliais entéricas poderia ser alterada pelas 

toxinas do C. difficile. 

Em relação aos transportadores, TcdA e TcdB reduziram significativamente a 

expressão gênica de MCT1 em células gliais entéricas nos tempos de 12 h e 18 h de incubação 

(Figura 11A). Por outro lado, TcdB, mas não TcdA, aumentou a expressão de MCT4 no tempo 

de 18h (p < 0, 0001, Figura 11B).  

 Quanto aos receptores, TcdA ou TcdB aumentaram a expressão gênica de FFAR3 em 

células gliais entéricas após 12 h de incubação (p < 0, 0001, Figura 11C) e FFAR2 após 18 h (p 

< 0, 009, Figura 11D). 
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Figura 11 – Exposição às toxinas de C. difficile altera a expressão de transportadores e 

receptores de AGCCs em células gliais entéricas 

 

A expressão gênica de MCT1 (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 são apresentados como média ± EPM (n=6). Para análise 

estatística 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 é um importante agonista do receptor FFAR3 (TOUGH et al., 

2018), investigou-se, em seguida, a contribuição do propionato para a resposta de células gliais 

entéricas às toxinas do C. difficile.  

Primeiramente, avaliou-se a viabilidade de células gliais entéricas expostas a 

diferentes concentrações de propionato durante 24h h de incubação, por meio do ensaio de 

MTT. Observou-se que as concentrações de 0, 01, 0,1 1, 10 e 100 mM não alteraram a 

viabilidade das células gliais entéricas (Figura 12). Dessa forma, a concentração de 10 mM foi 

escolhida para a execução dos demais parâmetros desse estudo. 
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Figura 12 - Efeito do propionato na viabilidade de células gliais entéricas in vitro 

 

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 análise estatística, foi utilizado o teste 

ANOVA unifatorial, seguido do teste de Tukey.  

 

5.6 Contribuição do propionato na expressão de IL-6 em células gliais entéricas 

desafiadas por TcdA ou TcdB 

 

IL-6 é um importante marcador de gravidade da ICD (ABHYANKAR et al., 2020) em 

humanos e é suprarregulada pelas toxinas do C. difficile em células gliais entéricas 

(LOUREIRO et al., 2022, COSTA et al., 2021). Em seguida, investigou-se a contribuição do 

propionato para a expressão de IL-6 em células gliais entéricas desafiadas por TcdA ou TcdB.  

A análise dos níveis proteicos (avaliado indiretamente pela intensidade de 

fluorescência) de IL-6 mostrou que propionato reduz os níveis proteicos de citocina na glia 

entérica não desafiada pelas toxinas do C. difficile (p= 0, 0051, Figura 13 A-B). Ao passo que 

TcdA e TcdB aumentam significativamente os níveis proteicos de IL-6 em células gliais 

entéricas, o propionato diminui os níveis proteicos dessa citocina em células desafiadas com 

TcdA (p=0,03, Figura 13 A-B). 
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Figura 13 – Propionato reduz os níveis proteicos de IL-6 em células gliais entéricas desafiadas 

por TcdA  

 

(A) Intensidade de fluorescência de IL-6 em células gliais entéricas desafiadas por TcdA ou TcdB por 18 h, na 

presença ou na ausência de propionato, adicionado 1 h antes do desafio. O grupo controle é composto por células 

gliais entéricas incubadas apenas no meio de cultivo. Os dados são apresentados como média ± EPM (n=5). Para 

análise estatística, utilizou-se o teste ANOVA unifatorial, seguido do teste de Tukey, no qual o nível de 

significância (p) é apresentado no gráfico. (B) Imagens representativas da imunomarcação de IL-6 (em cor rosa) 

em células gliais entéricas, que foram incubadas com TcdA (50 ng/mL) ou TcdB (1 ng/mL) ou apenas meio de 

cultivo (grupo controle) por 18h na presença ou ausência de propionato (10 mM), ao qual foi adicionado uma hora 

antes do desafio. Barras: 50 μm. 
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5.7 Contribuição do propionato na translocação nuclear de STAT3 em células gliais 

entéricas desafiadas por TcdA ou TcdB 

Dado que IL-6 contribui para a translocação de STAT3 para o núcleo (JOHNSON; 

O’KEEFE; GRANDIS, 2018), verificou-se a contribuição do propionato para a translocação 

nuclear desse fator de transcrição em células gliais entéricas desafiadas pelas toxinas do C. 

difficile. 

TcdA ou TcdB aumentaram a porcentagem de núcleos positivos para STAT3 em células 

gliais entéricas (p < 0,0001, Figura 14A-B). Ao passo que o pré-tratamento com propionato 

reduziu significativamente a translocação desse fator de transcrição em células gliais entéricas 

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

 

Figura 14 – Propionato reduz a translocação nuclear de STAT3 em células gliais entéricas 

desafiadas por TcdA ou TcdB 

 

(A) Porcentagem de núcleos positivos para STAT3 em células gliais entéricas desafiadas por TcdA (50 ng/mL) ou 

TcdB (1 ng/mL) por 18 h, na presença ou na ausência de propionato (10 mM), adicionado 1 h antes do desafio. O 

grupo controle são células gliais entéricas incubadas apenas com meio de cultivo. Os dados são apresentados como 

média ± EPM (n=6-7). Para análise estatística, utilizou-se o teste ANOVA unifatorial, seguido do teste de Tukey, 

no qual o valor do nível de significância (p) é representado no gráfico. (B) Imagens representativas da 
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imunomarcação 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 presença ou ausência de propionato (10 mM), ao qual foi adicionado uma hora antes do 

desafio. Barras: 50 μm. 

 

5.8 Contribuição do propionato na expressão de S100B em células gliais entéricas 

desafiadas por TcdA ou TcdB 

 

S100B atua como um mediador pró-inflamatório na fase aguda da ICD (COSTA et al., 

2021). Previamente, o nosso grupo de pesquisa demonstrou que as toxinas do C. difficile 

aumentam a expressão de S100B em células gliais entéricas (COSTA et al., 2021; COSTA et 

al., 2023). Dada a relevância desse mediador na patogênese da ICD e na resposta das células 

gliais entéricas às toxinas do C. difficile, investigou-se a contribuição do propionato para a 

expressão de S100B em células gliais entéricas desafiadas por TcdA ou TcdB.  

Como apresentado na figura 15, propionato preveniu a suprarregulação de S100B em 

células gliais entéricas desafiadas pelas toxinas do C. difficile (p< 0, 0001). Além disso, o 

propionato reduziu a expressão de S100B em células gliais entéricas não desafiadas pelas 

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

 

Figura 15 – Propionato reduz a expressão gênica de S100B em células gliais entéricas desafiadas 

por TcdA ou TcdB 
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(A) Expressão gênica de S100B foi avaliada por qPCR em células gliais entéricas desafiadas por TcdA (50 ng/mL) 

ou TcdB (1 ng/mL) por 18 h, na presença ou ausência de propionato (10 mM), ao qual foi adicionado uma hora 

antes do desafio. O grupo controle são células gliais entéricas incubadas apenas com meio de cultivo. Os dados 

são apresentados como média ± EPM (n=5-6). Para análise estatística, utilizou-se o teste ANOVA unifatorial, 

seguido do teste de Tukey, no qual o valor do nível de significância (p) é representado no gráfico.  

 

 

5.9 Contribuição 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 (PACÍFICO 

et al., 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 é a 

ativação das caspases 3/7 (PACÍFICO 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 fenótipo. 

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 ligação fosfatidilserina-anexina V e atividade da caspase 

3/7 induzidas por toxinas de C. difficile em células gliais entéricas 

 
(A) A ligação fosfatidilserina-anexina V em células gliais entéricas desafiadas por TcdA (50 ng/mL) e TcdB (1 

ng/mL), previamente incubadas ou não 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 não com propionato, por 18h. O 

grupo controle são células gliais entéricas incubadas apenas com meio de cultivo. Para análise estatística foi 

utilizado o teste ANOVA unidirecional seguido do teste de Tukey, onde o valor de p encontra-se representado no 

gráfico. 

 

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

por TcdA e TcdB 

 

A proteína Bcl2 regula a morte celular por apoptose, atuando como fator antiapoptótico 

(GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007). Para melhor entendermos se o propionato, em 

células gliais entéricas desafiadas pelas toxinas do C. difficile, exerce função apoptótica via 

regulação da expressão gênica de Bcl2, foi realizada a avaliação da expressão relativa desse 

gene. Além disso, validaram-se os achados de expressão gênica pelo ensaio de 

imunofluorescência de Bcl2. 

 De acordo com a figura 17, o propionato, sozinho, aumentou significativamente a 

atividade de Bcl2, tanto na expressão gênica quanto nos níveis proteicos (representados pela 

intensidade de fluorescência), em comparação ao grupo controle (p < 0,0001, Figura 17A-B). 

O propionato também aumentou significativamente a expressão gênica 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 níveis 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 

 

(A) Expressão gênica de Bcl2 foi avaliada por qPCR em células gliais entéricas desafiadas por TcdA (50 ng/mL) 

ou TcdB (1 ng/mL) por 18 h, na presença ou ausência de propionato (10 mM), ao qual foi adicionado uma hora 

antes do desafio. O grupo controle são células gliais entéricas incubadas apenas com meio de cultivo. Os dados 

são apresentados como média ± EPM (n=5-6). (B) Intensidade de fluorescência de Bcl2 em células gliais entéricas 

desafiadas por TcdA ou TcdB por 18 h, na presença ou na ausência de propionato, adicionado 1 h antes do desafio. 

O grupo controle são células gliais entéricas incubadas apenas com meio de cultivo. Os dados são apresentados 
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como média ± EPM (n=5). (A-B) Para análise estatística, utilizou-se o teste ANOVA unifatorial, seguido do teste 

de Tukey, no qual o valor do nível de significância (p) é representado no gráfico. (C) Imagens representativas da 

imunomarcação de Bcl2 (em cor verde) em células gliais entéricas, que foram incubadas com TcdA or TcdB ou 

apenas meio de cultivo (grupo controle) por 18h na presença ou ausência de propionato, ao qual foi adicionado 

uma hora antes do desafio. Barras: 50 μm. 

 

 

6 DISCUSSÃO 

 

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 doença, além de reduzir a colonização por C. difficile após a fase aguda, 

melhorando a sobrevivência e reduzindo o atraso do trânsito gastrointestinal após a infecção.  

No nosso modelo in vitro de intoxicação de células gliais entéricas, que expressam 

transportadores (MCT1 e MCT4) e receptores (FFAR2 e FFAR3) para AGCCs (como o 

propionato), com TcdA ou TcdB revelou-se que essas toxinas diminuem a expressão gênica de 

MCT1 e aumentam a de MCT4, FFAR2 e FFAR3. Adicionalmente, suplementação com 

propionato modula a resposta pró-inflamatória (diminuindo o componente pró-inflamatório da 

sinalização de IL-6/STAT3 e diminuindo a expressão de S100B), e aumenta a expressão de 

Bcl2, mas não 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 

intervenção foi reproduzida em outros modelos murinos/rato prévios que também utilizaram 

150mM de propionato na água de beber ou via gavagem, com o objetivo de investigar possíveis 

efeitos imunometabólicos e neuroprotetores desse AGCC (CHANDRA; POPOVIC; 

SINGHAL; WATKINS et al., 2025) (HAGHIKIA et al., 2021; GRÜTER 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 à fase aguda da doença. A 

concentração final de propionato utilizada nas análises in vitro com células gliais entéricas 

desafiadas por toxinas do C. difficile foi de 10 mM. Estudos prévios utilizaram a mesma 

concentração final, como o modelo que analisou o propionato e butirato na modificação direta 

da cromatina de células de câncer colorretal em camundongos (NSHANIAN et al., 2025), a 

avaliação in vitro do impacto do propionato na eficácia da imunoterapia em células humanas 

de câncer colorretal (WANG, HU, 2025) e a investigação da parada do ciclo celular e apoptose 

em células humanas de câncer de pulmão tratadas com propionato (KIM et al., 2019).  

 Em humanos saudáveis, as concentrações séricas 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 lúmen do intestino grosso de 14,2 mM a 26,7 mM/kg de fezes 

(CUMMINGS; POMARE; BRANCH; NAYLOR et al., 1987). As concentrações de propionato 

no sangue são extremamente baixas, pois cerca de 80-95% são metabolizados pelo fígado na 

primeira passagem (ALBERTS et al., 1996; CUMMINGS et al., 1987; MARTIN-

GALLAUSIAUX et al., 2021; LANGE et al., 2023). No lúmen intestinal proximal, há 

predomínio da fermentação de fibras por bactérias, por isso, os AGCCs estão elevados. À 

medida que avançam em direção ao cólon distal, os níveis de AGCCs diminuem. A 

concentração de AGCCs nas fezes depende da dieta, mas costuma seguir a proporção 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 sobrevivência, 

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) não alterou parâmetros de morbidade ou mortalidade em modelos de 

infecção 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 macrófagos derivados da medula óssea à 

estimulação microbiana, reduzindo a produção de citocinas pró-inflamatórias. A suplementação 

com dieta rica em fibras, fonte de AGCCs (como o propionato), mostrou reduzir a mortalidade 

por ICD em modelos pré-clínicos 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 doença 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 infecções entéricas depende do 

patógeno e da dose utilizada. 

De forma inédita, mostramos que o pré-tratamento com propionato em camundongos 

infectados por C. difficile reduz a disfunção do trato gastrointestinal e diminui o fenótipo de 

constipação no dia 14. Em um modelo pré-clínico de depleção da microbiota intestinal induzida 

por antibióticos, a suplementação com AGCCs (incluindo 25,9 mM de propionato) não restaura 

as alterações na motilidade intestinal induzidas pelo antibiótico (VICENTINI; KEENAN; 

WALLACE; WOODS et al., 2021). Estudo prévio utilizando o ensaio de expulsão de bead de 

vidro avaliou a motilidade colônica em camundongos saudáveis, e evidenciou que 

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
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suplementação aguda de AGCCs via enema causa retardo na motilidade colônica por ativar 

neurônios mioentéricos (WONGKRASANT; WALLACE; LE; MACNAUGHTON et al., 

2026). A inibição 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 Índia. Dado que o propionato pode ter efeito contrário ao observado no nosso estudo, 

é possível que o seu efeito benéfico na redução da disfunção da motilidade do trato 

gastrointestinal ocorra de forma indireta como redução da inflamação ou da carga de bactérias, 

o que requer mais investigações.  

A célula glial entérica desempenha um papel importante na regulação da motilidade 

intestinal e da resposta inflamatória (GRUBIšIć; 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 geração e manutenção da função motora rítmica do intestino (THOMASI et al., 2025). 

Além disso, em condições patológicas, como a inflamação intestinal, essas células assumem 

um fenótipo reativo, alterando a sinalização neuroglial e contribuindo para distúrbios da 

motilidade (GRUBISIC et al., 2018). Além disso, as células gliais entéricas são suscetíveis às 

toxinas do C. difficile, causando morte celular e resposta pro-inflamatória (COSTA; MOURA-

NETO; BOLICK; GUERRANT et al., 2021; COSTA; SHIN; GOLDBECK; BOLICK et al., 

2022; FETTUCCIARI; PONSINI; GIOè; MACCHIONI et 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 concordância com 

este achado, um estudo prévio relatou a expressão de MCT1 e FFAR3 em células gliais 

entéricas obtidas por meio de cultura primária do SNE de rato (COSSAIS et al., 2016). Um 

estudo que investigou a expressão dos receptores FFAR3 e FFAR2 no trato gastrointestinal, 

utilizando camundongos transgênicos que expressavam a proteína fluorescente vermelha 

monomérica (mRFP), identificou o FFAR3 em células enteroendócrinas e em neurônios dos 

gânglios submucosos e mioentéricos (NØHR et al., 2013). FFAR3 também foi identificado em 

neurônios colinérgicos do plexo mioentérico de ratos (CAETANO; MAGALHAES; DUARTE; 

CONCEICAO et al., 2023). Enquanto o FFAR2 foi identificado em leucócitos da lâmina 
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própria intestinal (NØHR et al., 2013). Estudo prévio não identificou FFAR3 em células gliais 

entéricas expressando GFAP (CAETANO; MAGALHAES; DUARTE; CONCEICAO et al., 

2023), no entanto, mais investigações em outros tipos de células gliais, como células 

expressando S100B, SOX10 ou PLP1, são necessárias para confirmar que essas células de fato 

não expressam esse receptor.  

Os MCTs podem ser expressos em várias células, uma vez que não estão envolvidos 

apenas no transporte de AGCCs, mas também de lactato, piruvato, corpos cetônicos e, até 

mesmo, de fármacos monocarboxilatos, sendo cruciais para o equilíbrio hormonal, lipídico e 

glicêmico (FELMLEE et al., 2020). Diferentemente, FFAR3 e FFAR2 são receptores acoplados 

à proteína G, especializados para AGCCs, sendo o acetato exibindo maior preferência por 

FFAR2 e, propionato apresentando maior afinidade por FFAR3 (LE PAUL, 2003; BROWN et 

al., 2003).  

Adicionalmente, o presente estudo mostrou que a exposição às toxinas de C. difficile 

reduziu a expressão de MCT1 e aumentou a de MCT4 nas células gliais entéricas. Embora o 

papel desses transportadores na ICD não esteja bem documentado, no contexto da colite 

ulcerativa não infecciosa, a inflamação intestinal regula negativamente a expressão de MCT1 

(ERDMANN et al., 2019; THIBAULT et al., 2007). Por outro lado, a expressão de MCT4 

aumenta na mucosa inflamada do cólon de pacientes com doença inflamatória intestinal (DII) 

(HE et al., 2018).  

As toxinas do C. difficile também aumentaram a expressão de FFAR3 e de FFAR2  nas 

células gliais entéricas. O aumento de células positivas para FFAR3 também foi observado no 

cólon distal de camundongos submetidos ao modelo de colite induzida por DSS (dextran sulfate 

sodium) (SALAGA et al., 2021). Em modelo pré-clínico de ICD em camundongos, a perda de 

FFAR2 impediu que a dieta rica em fibras ou suplementação com AGCCs produzisse efeitos 

benéficos no desfecho clínico e na redução da resposta pró-inflamatória (FACHI; DE 

OLIVEIRA; TRSAN; PENATI et al., 2025; FACHI; SECCA; RODRIGUES; MATO et al., 

2020). A ativação dos receptores de AGCCs promove a sinalização da proteína quinase e a 

rápida produção de citocinas e quimiocinas, mediando a imunidade e a inflamação em 

camundongos (KIM et al., 2013). Enquanto a internalização desses ácidos graxos via 

transportadores permite efeitos imunológicos, incluindo supressão da colite e câncer de cólon 

(SIVAPRAKASAM et al., 2017; GURAV et al, 2015). O papel desses transportadores e 

receptores nas células da glia entérica durante a ICD precisa ser elucidado em investigações 

futuras. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0303720722000193#bib24
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0303720722000193#bib24
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A presença desses transportadores e receptores de AGCC permite que a célula glial 

entérica responda ao butirato, ao acetato e ao propionato. Durante a ICD, os níveis de butirato, 

acetato e propionato encontram-se reduzidos no lúmen intestinal (SAYOL-ALTARRIBA et al., 

2024). Estudo prévio do nosso grupo de pesquisa mostrou que a suplementação com butirato 

em baixa concentração reduz a morte de células gliais entéricas induzida pelas toxinas do C. 

difficile (SOUSA et al., 2025). Até o presente estudo, os benefícios do propionato na resposta 

dessas células às toxinas do C. difficile eram desconhecidos. 

Estudos do nosso grupo de pesquisa mostraram que as toxinas do C. difficile aumentam 

a expressão 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 níveis proteicos de IL-6 em células gliais entéricas expostas às toxinas de C. difficile. 

Em macrófagos humanos incubados com lipopolissacarídeo (LPS), a suplementação com 

propionato reduziu interleucinas pró-inflamatórias, dentre elas IL-6, e suprimiu a transcrição 

de IL-10 por meio da inibição de HDAC (histona desacetilase), removendo assim a regulação 

negativa do inflamassoma NLRP3 (proteína 3 contendo domínio NOD, LRR e pirina) que, por 

sua vez, aumentou a liberação de IL-1β (WANG et al., 2024). IL-6 é uma citocina pleiotrópica, 

portanto, exercendo efeitos pró-inflamatórios ou anti-inflamatórios a depender do contexto 

estimulatório (GARCIA-JUAREZ et al., 2022; LUO et al., 2016). Dado que IL-6 está associada 

à gravidade da ICD e à mortalidade após a infecção, o aumento da expressão de IL-6 pelas 

toxinas de C. difficile sugere papel inicial pró-inflamatório (ABHYANKAR et al., 2020; YU et 

al., 2017).  

O mecanismo pelo qual o propionato reduz a expressão proteica de IL-6 em células 

gliais entéricas ainda não está completamente elucidado. No entanto, pode envolver 

mecanismos pós-transcricionais. O aumento da acetilação das histonas e a inibição das enzimas 

desacetilases (HDAC) pelos AGCCs, somados a alterações em fatores de transcrição, podem 

desregular a estabilidade do RNA, a tradução, a secreção ou a degradação proteica, alterando 

assim a transcrição de muitos genes pró-inflamatórios (ZOU et al., 2021; TORUN et al., 2019; 

CHANG et al., 2014).  

No presente estudo, a suplementação com propionato reduziu a translocação nuclear de 

STAT3 em células gliais entéricas expostas às toxinas do C. difficile. De forma similar, em um 

estudo in vitro com células T CD4 positivas, a incubação com propionato também reduziu a 

ativação de STAT3 (HAN; MEADOWS; RODMAN; RUSSO et al., 2024). Em modelo pré-

clínico de colite induzida por DSS em camundongos, suplementação com propionato também 
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diminuiu a ativação de STAT3 no cólon (TONG; WANG; WANG; LIU et al., 2016). IL-6 pode 

se ligar ao seu receptor IL-6R e ativar a glicoproteína 130 na membrana celular, promovendo a 

fosforilação de STAT3 e, consequentemente, sua translocação para o núcleo, onde estimula a 

expressão gênica de diversos genes, como Bcl2, MCL-1, Cyclin D1, VEGF, Integrina β6 e HIF-

1α (LIN et al., 2020). O componente pró-inflamatório da sinalização de IL-6, quando se liga à 

forma solúvel do receptor sIL-6R, pode ativar STAT3 e estimular a expressão gênica de IL-6 

(HU; SUI; JIN; SHAN et al., 2024; WANG; VAN BOXEL-DEZAIRE; CHEON; YANG et al., 

2013). Dessa forma, a ativação de STAT3, pode desempenhar um papel dual: regulando 

positivamente genes antioxidantes, antiapoptóticos e pró-angiogênicos, mas também 

suprimindo genes anti-inflamatórios e antifibróticos (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 

expressão do fator antiapoptótico Bcl2. Isso pode refletir uma resposta compensatória ao 

estresse induzido pelas toxinas, na qual a regulação positiva de Bcl2 não 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 regulação 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 colonócitos (KORDUS et al., 2022; CHUMBLER et al., 2012; 

CHAN et al., 2018).  

Outro achado importante desse estudo é que o pré-tratamento com propionato reduziu a 

expressão gênica de S100B em células gliais entéricas desafiadas com TcdA ou TcdB. A 

capacidade dos AGCCs de reduzir a expressão de S100B foi previamente demonstrada em 

camundongos submetidos ao modelo experimental de esclerose múltipla e suplementados com 

AGCCs na água de beber (LIN et al., 2024). Estudo prévio do nosso grupo de pesquisa mostrou 

que S100B contribui para a patogênese da ICD, amplificando a resposta inflamatória na fase 

aguda da doença (COSTA et al., 2021). Dessa forma, é possível que os benefícios da 

suplementação com propionato na ICD sejam, em parte, mediados pelo seu efeito negativo 

sobre a expressão de S100B. No entanto, são necessários mais estudos para compreendermos 

melhor se os mecanismos de proteção mediados pelo propionato são dependentes ou 

independentes de S100B. 



 

43 
 

Em resumo (Figura 18), os nossos achados sugerem que o pré-tratamento com 

propionato é eficaz para melhorar a sobrevida e reduzir a disfunção do trato gastrointestinal em 

camundongos infectados por C. difficile. In vitro, células gliais entéricas expressam 

transportadores e receptores para AGCC, os quais são modulados pela exposição às toxinas do 

C. difficile. Além disso, a suplementação com propionato modula a resposta de células gliais 

entéricas às toxinas do C. difficile, diminuindo vias de sinalização pró-inflamatórias, como as 

vias IL-6/STAT3 e S100B.  

 

Figura 18 – Sumário dos achados desse estudo 

 

Resumo da contribuição do pré-tratamento com propionato na prevenção de complicações gastrointestinais pós-

infecção por Clostridioides difficile (ICD) e danos às células gliais entéricas promovidos pelas toxinas de C. 

difficile. Em um modelo pré-clínico de ICD (imagem superior), o pré-tratamento com propionato diminui a 

gravidade da doença, melhora a sobrevida e, após a fase aguda, reduz a colonização por C. difficile e diminui o 

retardo do trânsito do trato GI total (TTGIT). In vitro, as células gliais entéricas expressam transportadores e 

receptores para AGCC, que são modificados pela exposição às toxinas de C. difficile (imagem inferior esquerda). 

Nas células gliais entéricas, TcdA ou TcdB promovem a morte celular, aumentam a expressão de mediadores pró-

inflamatórios (IL-6 e S100B) e a translocação nuclear de STAT3 (imagem inferior direita). Por outro lado, a 

suplementação com propionato reduz a sinalização de IL-6/STAT3, aumenta a expressão do gene Bcl2 e diminui 

a expressão do gene S100B em células gliais entéricas expostas às toxinas de C. difficile (imagem inferior direita). 
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7 CONCLUSÃO 

 

O presente estudo mostrou que o pré-tratamento com propionato atenua a gravidade 

da ICD e reduz a disfunção gastrointestinal em camundongos infectados, evidenciando um 

potencial efeito protetor desse AGCC na fisiopatologia da doença. 

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 expressão gênica de 

transportadores e receptores para AGCCs na glia entérica, reduzindo a expressão de MCT1 

e aumentando a expressão de MCT4 (apenas em células desafiadas com TcdB), FFAR2 e 

FFAR3.  

No contexto inflamatório, o propionato reduziu os níveis proteicos de IL-6 na glia 

entérica desafiada com TcdA. Adicionalmente, o propionato reduziu a expressão de S100B 

e diminuiu a translocação nuclear de STAT3 na glia entérica exposta a TcdA ou TcdB, 

indicando interferência em vias associadas à sinalização pró-inflamatória. 

Em relação à morte celular, embora o propionato tenha promovido aumento da 

expressão do fator antiapoptótico Bcl2 em células expostas às toxinas de C. difficile, esse 

efeito não foi suficiente para proteger as células gliais entéricas contra a morte celular ou 

ativação de caspase 3/7 induzida por TcdA ou TcdB. 

Em conjunto, os resultados deste estudo mostram que o propionato previne a 

disfunção do trato gastrointestinal após ICD em modelo pré-clínico, mostrando ser um 

potente candidato para prevenir sequelas após infecção por esse patógeno a ser validado em 

humanos. Os achados desse estudo também evidenciaram que o propionato modula a 

resposta pró-inflamatória da glia entérica desafiada pelas toxinas do C. difficile. 

As limitações deste estudo incluem: a falta de avaliação da densidade de neurônios e 

de glia entérica em animais infectados, tratados ou não tratados com propionato no dia 21 

após a infecção, bem como a mensuração da expressão de IL-6, S100B e STAT3 na fase 

aguda (dia 3 após a infecção) da ICD em animais infectados, tratados ou não tratados com 

propionato. Além disso, foram avaliados apenas alguns mediadores inflamatórios e vias de 

sinalização, o que não abrange outros mecanismos potencialmente envolvidos na ação do 

propionato sobre a glia entérica in vitro. 

Futuras investigações no modelo de ICD são fundamentais para desvendar os 

mecanismos subjacentes ao pré-tratamento com propionato na melhora da disfunção do trato 
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gastrointestinal. Adicionalmente, a eficácia do uso de propionato em animais infectados com 

diarreia, tratados ou não com antibióticos eficazes contra C. difficile, precisa ser avaliada para 

a translação desses achados para pesquisas em humanos.  

Adicionalmente, são necessários estudos para melhor entender a dinâmica da via de IL-

6/STAT3 pró-inflamatória versus anti-inflamatória na modulação propiciada pelo propionato 

na resposta de células gliais entéricas às toxinas do C. difficile.   
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(MTT) 
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SYBER Green PCR master mix Applied biosystems 4309155 

Ensaio de apoptose RealTime-Glo 

annexin V 

Promega JA1000 
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