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INTRODUGAO:

A microbiota intestinal e sua interacdo com o sistema imune e outras células do hospedeiro é
essencial para a manutengdo da homeostase, sendo que alteragdes nesse balango estdo diretamente
ligadas ao aumento da incidéncia de infecgbes, inflamagdes, tumores e doengas imunomediadas. Os
metabdlitos liberados pela microbiota intestinal interagem com as células da mucosa intestinal e com
as células imunes do intestino, desencadeando reagdes em cascata e influenciando o comportamento
dessas células. Dentre esses metabdlitos estdo os acidos graxos de cadeia curta (AGCCs), produzidos
por bactérias que metabolizam fibras alimentares. A presenca de AGCCs no lumen intestinal contribui
para reduzir a incidéncia de inflamagbes e a prevengéo de doengas imunomediadas. Entre os AGCCs,
acetato, propionato e butirato interagem com receptores acoplados a proteina G e desencadeiam
sinais em células epiteliais, imunes e no tecido adiposo. Embora a maioria dos receptores envolvidos
nesse processo seja relativamente bem compreendida, o papel do receptor GPR109A, o qual é ativado
por butirato, na regulacdo do funcionamento do epitélio intestinal ainda é pouco conhecido. Portanto,
este projeto tem como objetivo elucidar o papel do receptor GPR109A na fungdo das células
intestinais. Para tanto, avaliamos sua expressdo génica nos diferentes tipos celulares que compdem o
epitélio intestinal via analises de bioinformatica e o papel desse receptor no desenvolvimento dos

organoides.
METODOLOGIA:

1) Analises de bioinformatica: Dados disponiveis em repositorios internacionais como o NCBI,
Human Protein Atlas e CellxGene foram selecionados com base em palavras chaves incluindo

‘HCARZ2”, “intestinal epithelial cells” e “single cell RNA sequencing”. Apds a triagem inicial dos
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mesmos, selecionamos os melhores datasets com base na qualidade e/ou profundidade do
sequenciamento e obtivemos um panorama da expressao do receptor HCAR2 (GPR109a) nos
tecidos do corpo humano, com foco nos tecidos intestinais.

2) Camundongos: Foram utilizados camundongos machos C57BL/6 e GPR109a-/-
(B6.129S6-Cd109tm1Mat) de 8 a 10 semanas de idade. Os camundongos foram obtidos no
Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biologica (CEMIB) — UNICAMP, e Centro de Criacao
de Camundongos Especiais (CCCE) — USP, e foram mantidos no Biotério do Departamento de
Genética, Evolucao, Microbiologia e Imunologia (DGEMI) do Instituto de Biologia da UNICAMP.
Todos os protocolos foram previamente submetidos a analise da Comiss&o de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UNICAMP n° 6479-1/2024 .

3) Organoides intestinais: Os organoides intestinais de camundongos foram obtidos a partir de
criptas isoladas do célon. De modo resumido, 100 a 200 criptas foram ressuspensas em
Matrigel sem phenol red (BD Biosciences) acrescido de meio de cultura (1:1), e plaqueadas em
placa de 96 pocos. As células foram mantidas em meio completo contendo fatores de
crescimento. As criptas foram fotografadas apds o plaqueamento (dia 0), e nos dias 3 e 5 de
cultivo.

4) Organoides de células isoladas: Os organoides obtidos de criptas foram dissociados apds 5
dias de cultura com o uso de TrypLE Express (Thermo Fisher Scientific) e as células isoladas
foram plaqueadas em Matrigel contendo 0 meio completo. O desenvolvimento dos organdides
foi acompanhado pela contagem do total de organdides e mensuragao do volume dos mesmos
nos dias 0, 3 e 5 apds o seu plaqueamento.

5) Analises estatisticas: as analises estatisticas sdo e serao realizadas por meio do programa
Prism, sendo eles Ordinary one-way ANOVA, 2-way ANOVA, teste T, e testes de normalidade e

log normalidade como o teste de Anderson-Darling e de D'Agostino & Pearson.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Foram coletados dados disponiveis em bancos de dados sobre a expressdo do gene HCAR2
em células de tecidos de humanos saudaveis. Em suma, a expressdo de HCAR2 detectada em
diferentes grupos celulares encontrados no intestino (células epiteliais, neuronais e imunes) é muito
baixa, independentemente do sexo e da idade do individuo. Entre os tipos celulares, a expressao
também é muito baixa, mas ela é consistente e predominante em células imunes como macrofagos,
células T e células B. A expressao proteica do gene é majoritariamente baixa ou ndo detectada ao
longo de todos os tecidos do corpo, como indica a Figura 1, e a expressdo de RNA nos tecidos do trato

digestivo é baixa, quase 0 nTPM (normalized transcriptions per million).
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Figura 1: Overview da expressao proteica de HCAR2 nos tecidos humanos (grafico obtido do
site Human Protein Atlas)

Para avaliar o efeito do gene na proliferacao das células epiteliais intestinais, foram cultivados
organoides formados a partir de criptas do célon de camundongos com e sem ligantes do receptor,
sendo estes o butirato (BT) e o beta-hidroxibutirato (BHB). Foram feitos testes usando criptas do célon
de animais WT (animais que expressam o gene GPR109a) e animais KO (que nao expressam o gene
GPR109a). Apds a normalizagdo em relagdo ao numero de criptas plaqueadas no dia 0, observou-se
que tratamentos com BT (concentragdo 0.5mM) induziram maior formagao de organdides tanto no dia
3 quanto no dia 5 (Figura 2) em animais WT, enquanto tratamentos com BHB (concentragdo 0.5mM)
apresentaram menor formacao de organdides ou nenhuma diferenca em relagdo ao controle. No
entanto, os organdides formados a partir das criptas de animais KO nao apresentaram diferenca na

clonogenicidade entre tratamentos (Figura 2).
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Figura 2: Graficos de clonogenicidade de organdides formados a partir de criptas de célon de

animais WT e KO, em porcentagem, nos dias 3 (esquerda) e 5 (direita).

0

S 0.8-

S

(=}

[

£

(=]

'u-, WT Control

3 WT BT 0.5mM
2 WT BHB 0.5m!
g’ KO Control

> KO BT 0.5mM

2 KO BHB 0.5mh\
(]

(2]

]

£ 0.0 r r .

5 0 2 4 6

Treatment Groups

Figura 3: Gréficos de barras de clonogenicidade de organdides formados a partir de criptas de

colon de animais WT e KO, em porcentagem, ao longo dos dias O - 5.
CONCLUSOES:

A expressao do gene HCAR2 é extremamente baixa na grande maioria dos tecidos, incluindo
os do trato digestivo, o que indica uma dificuldade em detecta-lo por meio das técnicas de analise de
expressdo utilizadas. E possivel que a expressdo de RNA seja reduzida devido & sua produgéo ser
limitada a um periodo especifico do desenvolvimento das células. Apds a sintese de uma quantidade
determinada do receptor GPR109A, a transcricdo poderia ser interrompida, o que explicaria a
expressao proteica mais alta em comparacao a de RNA. Apds o processamento das informacoes
disponiveis em bancos de dados, conclui-se que a expressado do gene é predominante em células do

sistema imune.

Em relagédo a clonogenicidade de organdides de animais WT e KO tratados com ligantes do
receptor GPR109a, a auséncia do aumento caracteristico da clonogenicidade em grupos KO tratados
com butirato indica que o gene HCAR2 esta relacionado a proliferagdo de células epiteliais intestinais
e, possivelmente, possui um papel central nessa funcao, ja que a auséncia do receptor resultou na
eliminacdo do perfil proliferativo. Em relacdo ao beta-hidroxibutirato, € possivel que a auséncia de
alteracao na proliferacdo das células tronco do epitélio do colon esteja relacionada a concentragao de
BHB utilizada no experimento, sugerindo a necessidade de testar outras condigdes. Alternativamente,

essas células podem ser intrinsecamente resistentes aos efeitos do BHB.

Futuros experimentos utilizando RNA Scope e RNA sequencing devem elucidar mais

especificamente quais células dentro das criptas expressam o gene, além de suas posi¢cdes nas
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criptas, e quais genes sao afetados pela presenga ou auséncia do receptor GPR109a. Além disso,

concentragdes diferentes de BHB serdo utilizadas em tratamentos de organdides para confirmar a

hipétese previamente proposta.
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