N
a¥

UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
Instituto de Biologia

Jaqueline de Souza Felipe

Analise do efeito da ingestéo alimentar e producéo intestinal
de acidos graxos de cadeia curta sobre a expressao de genes
alvos de HIF-1 em células epiteliais intestinais

Analysis of the effect of food intake and intestinal production
of short-chain fatty acids on the expression of HIF-1 target
genes in intestinal epithelial cells

Campinas
2020



Jaqueline de Souza Felipe

Analise do efeito da ingestédo alimentar e producao intestinal
de acidos graxos de cadeia curta sobre a expressao de genes
alvos de HIF-1 em células epiteliais intestinais

Analysis of the effect of food intake and intestinal production
of short-chain fatty acids on the expression of HIF-1 target
genes in intestinal epithelial cells

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-Graduacdo em
Genetica e Biologia Molecular da Universidade Estadual de
Campinas como parte dos requisitos exigidos para a
obtencdo do titulo de Mestra em Genética e Biologia
Molecular, na Area de Imunologia.

Dissertation presented to the Graduate Program in Genetics
and Molecular Biology at the University of Campinas in
partial fulfillment of the requirements for the degree of
Master's Degree in Genetics and Molecular Biology in the
Immunology Area.

Orientador: Prof. Dr. Marco Aurelio Ramirez Vinolo

Este trabalho corresponde a versdo final da
dissertacdo defendida pela aluna JAQUELINE DE
SOUZA FELIPE e orientada pelo Prof. Dr. MARCO

AURELIO RAMIREZ VINOLO

Campinas
2020



FICHA CATALOGRAFICA

Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca do Instituto de Biologia
Mara Janaina de Oliveira - CRB 8/6972

Felipe, Jaqueline de Souza, 1993-

F335a Analise do efeito da ingestdo alimentar e produgdo intestinal de acidos
graxos de cadeia curta sobre a expressdo de genes alvos de HIF-1 em células
epiteliais intestinais / Jaqueline de Souza Felipe. — Campinas, SP : [s.n.], 2020.

Orientador: Marco Aurélio Ramirez Vinolo.
Dissertacao (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Instituto de
Biologia.

1. Acidos graxos de cadeia curta. 2. Células epiteliais. 3. Mucosa intestinal.
4. Subunidade alfa do fator 1 induzivel por hipodxia. |. Vinolo, Marco Aurélio
Ramirez, 1982-. Il. Universidade Estadual de Campinas. Instituto de Biologia.
ll. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: Analysis of the effect of food intake and intestinal production of
short-chain fatty acids on the expression of HIF-1 target genes in intestinal epithelial cells
Palavras-chave em inglés:

Short chain fatty acids

Epithelial cells

Intestinal mucosa

Hypoxia-inducible factor 1, Alpha subunit

Area de concentragdo: Imunologia

Titulagao: Mestra em Genética e Biologia Molecular

Banca examinadora:

Marco Aurélio Ramirez Vinolo [Orientador]

Angelica Thomaz Vieira

Marcelo Alves da Silva Mori

Data de defesa: 14-08-2020

Programa de Pés-Graduagio: Genética e Biologia Molecular

Identificagéo e informagdes académicas do(a) alunofa)
- ORCID do autor: https://orcid.org/0000-0002-9595-0337
- Curriculo Lattes do autor: http://lattes cnpq.br/7900848951064739



Campinas, 14 de Agosto de 2020

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Dr. Marco Aurelio Ramirez Vinolo

Prof. Dr. Marcelo Alves da Silva Mori

Prof.2 Dr.2 Angelica Thomaz Vieira

Os membros da Comissdao Examinadora acima assinaram a Ata de Defesa, que se
encontra no processo de vida académica da aluna no SIGA/Sistema de Fluxo de

Dissertacdo/Tese e na Secretaria do Programa da Unidade.



Dedicatoéria

Dedico a minha mée e ao meu pai, Eliane e Evaldir, e a minha irma, Mariane, por serem meus

principais incentivadores.



AGRADECIMENTOS

Agradeco ao Prof. Dr. Marco Aurelio, por ter aberto as portas de seu laboratério e
compartilhado seu apreco pela ciéncia e conhecimento. Agradeco, também, a sua paciéncia,
incentivo e conselhos ao longo do caminho.

A0s meus amigos, o mais sincero obrigada pelos momentos felizes que tornaram os dias
dificeis em dias mais maleéaveis, principalmente aos amigos que fiz no L2: obrigada por todo
carinho e aprendizagem partilhada. Sem vocés esse processo ndo teria sido 0 mesmo. Estendo os
meus agradecimentos a todos os amigos que fiz no Programa de P6s Graduacdo: vocés tornaram
minhas experiéncias inesqueciveis.

Agradeco ao Programa de Pds-graduacdo em Genética e Biologia Molecular e ao
Departamento de Genética, Evolucdo e Microbiologia e Imunologia da Universidade Estadual de
Campinas por toda a infraestrutura e disponibilidade ao longo desta trajetoria. O presente trabalho
foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior -
Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001.



RESUMO

A funcdo de barreira das células epiteliais intestinais (IECs) é influenciada pelos acidos graxos de
cadeia curta (AGCCs), produtos do metabolismo da microbiota intestinal. Esses compostos
regulam o consumo de oxigénio das IECs, promovendo hipdxia tecidual e consequente ativagdo
do fator induzivel por hipoxia (HIF). Nesse contexto, trabalhamos com a hipétese de que, com
disponibilidade reduzida de acidos graxos de cadeia curta, haveria diminuicdo na estabilizacdo de
HIF-1a e, consequentemente, da funcdo da barreira epitelial. Nesse estudo utilizamos o modelo
experimental de jejum/realimentagdo; com isso, primeiramente reduzimos a disponibilidade de
AGCCs e observamos um aumento gradual desses metabélitos quando os animais foram
realimentados, sendo que, a partir de 8 horas, houve aumento significativo de butirato. A seguir,
avaliamos se a estabilidade de HIF-1a apos a ingestdo alimentar poderia ser mediada pelos
AGCCs — para isso, usamos camundongos ODD-luciferase. Os testes in vivo feitos com
imageamento mostraram aumento na luminescéncia abdominal, e o ensaio de luciferase em
amostras do célon evidenciou a estabilidade de HIF-lo em animais realimentados. Com a
restauracdo na disponibilidade de AGCCs no epitélio intestinal, mostramos que houve diferenca
na estabilizacdo da proteina HIF-1a no c6lon de animais em diferentes periodos de realimentagao.
Apos administracdo oral de tributirina, uma pro-droga de butirato, 0s nossos dados mostraram que
a estabilizacdo de HIF-1a pode ser mediada via butirato, com efeitos a partir de 4 horas e mais
evidente com 8 horas de administracdo. De forma complementar a esses dados, observamos que
houve aumento de HIF-1a nas IECs, com evidéncia no grupo de animais realimentadoS por 8
horas. Desta forma, também houve modulacdo dos genes alvos de HIF-1 como Muc2, Tff3,
Pfkfb3, Vegf e Cldnl. Associado a isto, analisamos a interacdo das IECS com os componentes da
microbiota intestinal, e nossos resultados demonstraram que o efeito pode ser dependente de HIF-
la. Utilizamos animais knockout tecido especifico para HIF-1a (VilCre*HIF-1), que apresentaram
um aumento na carga bacteriana no muco quando comparados com animais wildtype (VilCre'HIF-
1) depois de 8 horas de realimentacdo. Em conjunto, nossos dados apontaram uma possivel
contribuicdo dos AGCCs para a estabilizagdo de HIF-1a ¢ expressao de seus genes alvos no
epitélio intestinal no contexto da realimentacdo, o que pode modular a funcdo de barreira.
Complementando, a auséncia de HIF-1 o provavelmente impacta a interacdo entre IECs e a

microbiota intestinal.

Palavras-chave: Acidos graxos de cadeia curta, células epiteliais intestinais, HIF-1a



ABSTRACT

The barrier function of IECs can be influenced by the action of short-chain fatty acids
(SCFA:s), products of the metabolism of the intestinal microbiota. These compounds regulate the
oxygen consumption of IECs, promoting tissue hypoxia and consequent activation of the hypoxia-
inducible factor (HIF). In this context, we work with the hypothesis that with reduced availability
of short-chain fatty acids, there would be a decreased stabilization of HIF-1a and consequently
damage to the epithelial barrier. In this study we used the experimental model of aumento
daeeding, so we first reduced the availability of AGCCs and observed a gradual increase in these
metabolites when the animals were fed, and after 8 hours there was a significant increase in
butyrate. Next, we assessed whether the stability of HIF-1a, after food intake could be mediated
by the SCFAs. For this we used an ODD-luciferase. In vivo tests performed with imaging showed
an increased abdominal luminescence and luciferase assay in the colon samples showed stability
of HIF-1a in refed mice. With the restoration in the availability of SCFAs in the intestinal
epithelium, we showed that there was a difference in the stabilization of the HIF-1a protein in the
colon in mice in different periods of refeeding. After oral administration of tributyrin, a prodrug of
butyrate, our data showed that stabilization of HIF-1a can be mediated via butyrate, with effects
from 4 hours and more evident with 8 hours of administration. In addition to these data, we
observed that there was an increase in HIF-1a in IECs, with evidence in the group of animals fed
back for 8 hours. Thus, there was also modulation of the target genes with increased expression of
the Muc2, Tff3, Pfkfb3, Vegf and Cldnl genes, which are responsible for mucus production and
viscosity, glycolytic metabolism, angiogenesis and junction components between intestinal
epithelial cells, respectively. Associated with this, we analyzed the interaction of IECs with the
components of the intestinal microbiota and our results demonstrated that the effect may be
dependent on HIF-1a. We used tissue-specific mice knockout for HIF-1a (VilCre + HIF-1) that
showed an increase in bacterial load within the mucus when compared with widtype mice
(VilCre-HIF-1) after 8 hours of refeeding. Together, our data pointed to a possible contribution of
SCFAs to the stabilization of HIF-1a and expression of its target genes in the intestinal epithelium
in the context of refeeding, which can modulate the barrier function. In addition, the absence of

HIF-1a probably impacts the interaction between IECs and the intestinal microbiota.

Keywords: Short-chain fatty acids, intestinal epithelial cells, HIF-1a
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1. INTRODUCAO

O epitélio intestinal estd em contato diariamente com uma vasta quantidade de produtos
que variam desde os componentes da dieta a uma grande comunidade microbiana que habita, de
forma simbidtica, o intestino. A sua estrutura é formada por células epiteliais — que, além de
fungdes absortivas, sdo produtoras de hormdnios, muco e de peptideos antimicrobianos — e por
células imunoldgicas, caracterizando uma organizacdo altamente especializada e localizada
estrategicamente ao longo do trato gastrointestinal. A atuacdo sinérgica desse conjunto de células
mantém a integridade de barreira, garantindo a absor¢do de nutrientes e o monitoramento de
microrganismos potencialmente patogénicos. O epitélio intestinal € um componente importante da
imunidade inata, pois € nele que ocorre o inicio da sinalizacdo para células imunoldgicas
promoverem uma resposta imune eficaz (Allaire et al., 2018; Branca et al., 2019).

A organizagcdo em uma camada Unica de células epiteliais intestinais (IECs) difere no
intestino delgado e no colon em relagédo a estrutura e a composicao celular. O epitélio intestinal
varia de acordo com as diferentes regides do intestino caracterizadas por seus requisitos
funcionais distintos. No intestino delgado, o epitélio se estende através de vilosidades voltadas
para o limen, aumentando a superficie de contato; em contrapartida, as vilosidades estdo ausentes
no colon. Em geral, a maioria dos tipos de céelulas localizados no célon também sdo encontrados
no intestino delgado, que incluem os enterocitos, células enteroenddcrinas, células caliciformes e
as tuft cell, responsaveis pela absorcdo, secrecdo de hormobnios, de muco e defesa contra
helmintos, respectivamente. Contudo, alguns tipos de células sdo predominantes no intestino
delgado, como as células de Paneth, responsaveis pela liberacdo de fatores antimicrobianos e pela
sustentacdo do nicho de células tronco e células M, que contribuem para a captacao e o transporte
de antigenos para a apresentacdo ao sistema imunoldgico (Fig.1) (Allaire et al., 2018).

As células em locais de barreira sdo constantemente expostas a elementos microbianos que
podem comprometer a funcédo do tecido, seja por danificar diretamente as células ou por ativacao
excessiva de processos inflamatérios (Nowarski, Jackson, Flavell, 2017). Uma camada de IECs
segrega o meio interno do contetdo presente no limen intestinal. Esse sistema de barreira epitelial
é especialmente adaptado para lidar com colonizacdo por bactérias comensais que auxiliam na
digestdo dos alimentos, além de proteger o hospedeiro de infeccdes e da exposicdo continua a
estimulos potencialmente inflamatdrios, coordenando respostas apropriadas, variando de

tolerdncia imunoloégica a uma resposta a patdgenos. A funcdo de barreira do epitélio é
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proporcionada pelas IECs e por complexos juncionais intercelulares que selam o espago
paracelular (Peterson, Artis, 2014; Blander et al., 2017; Kurashima, Kiyono, 2017).
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Figura 1. llustracdo da estrutura intestinal. (A) Representacdo das células epiteliais intestinais presentes no
intestino delgado. Os enterdcitos sdo os principais tipos celulares presentes: além de serem responsaveis pela absorcédo
de nutrientes, secretam alguns peptideos antimicrobianos. As células de Paneth, localizadas na base da cripta,
secretam peptideos antimicrobianos especificos, como: lisozima, alfa-defensina e sPLA2. As células M estdo
localizadas no epitélio associado ao foliculo e sdo responsaveis pela captacdo de antigenos. (B) Representacdo das
celulas epiteliais intestinais presentes no co6lon. Os colondcitos e as células caliciformes sdo os tipos celulares
predominantes no célon. As células caliciformes sdo responsaveis pela formacdo da camada de muco. Imagem
publicada por Allaire et al., Trends Immunol, 2018.

A microbiota intestinal é composta por um grupo amplo, heterogéneo e dinamico de
micro-organismos (bactérias, virus, fungos e protozoarios) que colonizam, temporaria ou
permanentemente, as superficies do trato gastrointestinal (Branca et al., 2019). Diversos estudos
tém demonstrado que a microbiota é extremamente importante para a homeostase do hospedeiro,
contribuindo para diferentes fungdes fisioldgicas, incluindo absorcao de nutrientes e metabolismo,
desenvolvimento e ativacdo do sistema imunoldgico e protecdo contra agentes patogénicos
(Hooper et al., 2002; Maynard et al., 2012; Brestoff et al., 2013; Purchiaroni et al., 2013; Sommer
et al. 2013). Nesse sentido, alteracdes da microbiota intestinal (disbiose) estdo envolvidas no
desenvolvimento de muitas patologias, incluindo a doenca inflamatéria intestinal, a asma, a
obesidade, entre outras (Brestoff et al., 2013; Ferreira et al., 2014Trompette et al., 2014).

A investigacdo dos mecanismos envolvidos na comunicacdo entre microbiota e as células
do hospedeiro € um campo de pesquisa que vem sendo aprofundado nos Gltimos anos. Dentro
desse contexto, sabe-se que a geracdo e liberagcdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCCs) no
limen intestinal tém papel relevante, pois sdo metabolitos importantes produzidos no processo de

fermentacdo bacteriana e estdo presentes em altas concentragdes (milimolar) no intestino, sendo
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0S mais abundantes acetato, propionato e butirato (Cummings et al., 1987; Corréa et al., 2016,
Allaire et al., 2018; Branca et al., 2019).

Os AGCCs sdo utilizados como substrato energético por diferentes espécies bacterianas e
também sdo captados e absorvidos pelas IECs (por via passiva e ativa, envolvendo transportadores
como o Slc5a8), nas quais exercem fungdes relevantes para a fisiologia do epitélio intestinal.
Trabalhos recentes tém mostrado que os AGCCs atuam sobre as células epiteliais intestinais,bn
regulando diferentes aspectos funcionais dessas células, incluindo sua funcdo de barreira,
producdo de hormbdnios enteroenddcrinos, citocinas e peptideos antimicrobianos, além da
modulacdo da proliferacdo e apoptose de células que compdem o epitélio intestinal (Corréa et al.,
2016; Chen, Vitetta, 2018; Schulthess et al., 2019).

Atualmente, sabe-se que esses compostos, principalmente o butirato, constituem fonte
essencial de energia para as células epiteliais intestinais. Nesse sentido, diversos estudos tém
mostrado que essas ceélulas utilizam butirato preferencialmente em relacdo a outras moléculas,
como glutamina e glicose, na geracdo de energia, e a auséncia ou reducdo das concentracdes
luminais desse produto bacteriano desencadeiam alteragdes importantes como inducdo de
autofagia (Roediger, 1982; Ahmad et al., 2000; Donohoe et al., 2011; Allaire et al., 2018).

As concentracbes de AGCCs podem ser alteradas de acordo com a composicdo da
microbiota intestinal, que influencia a capacidade das bactérias em fermentar carboidratos e fibras
ndo digeriveis e também é dependente da dieta. A microbiota intestinal desempenha um papel
relevante no metabolismo energético das células (Cani et al. 2019). Oscila¢bes diurnas na
composicdo e nas suas funcbes sdo controladas pelo momento da ingestdo de alimentos e pela
composicao da dieta. A interacdo diurna entre o hospedeiro e sua microbiota intestinal pode afetar
a atividade de tecidos e é particularmente critica para a homeostase metab6lica do hospedeiro
(Thaiss et al., 2016).

Com isso, fica clara a influéncia da dieta na microbiota e na saide do hospedeiro. Estudos
com restricao alimentar indicam uma série de alterac6es que afetam o metabolismo energético e a
proliferacdo celular. Higashizono et al., 2018 demonstram em seu estudo a influéncia do jejum
por 24 horas na morfologia intestinal. Os pesquisadores apontam diminuicdo na altura das
vilosidades e na profundidade das criptas intestinais, assim como uma diminui¢do nos linfocitos
da lamina prépria e do espaco intraepitelial. Tais alteracfes representam uma mudanca importante
na morfologia intestinal, influenciando a funcdo da barreira intestinal, tornando-a vulneravel a
danos. Este estudo, como a maioria dos outros estudos, analisou especificamente o intestino
delgado. Contudo, pouco se sabe sobre esse impacto no colon, local de maior produgdo dos
AGCCs.
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Os AGCCs regulam o metabolismo energético das células epiteliais, contribuindo para o
consumo de oxigénio, o que promove hipdxia tecidual e consequente ativacdo do fator induzivel
pela hipoxia (HIF) (Kelly et al., 2015). Os colondcitos na regido apical das criptas metabolizam o
butirato como fonte de energia através da -oxidagdo, consumindo o oxigénio local (O2) oriundo
dos vasos sanguineos subjacentes. Esse processo forma um gradiente de butirato-oxigénio
inversamente proporcional, garantindo um microambiente luminal anaerdébico rico em butirato,
enquanto a base da cripta permanece rica em oxigénio (Fig. 2) (Allaire et al., 2018). No intestino,
a tensdo de oxigénio € normalmente baixa (variando de 8% a 1%) (Colgan et al., 2016; Zeitouni et
al., 2016), estando as celulas epiteliais em estado de "hipoxia fisiologica™ (Taylor, Colgan, 2017).
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Figura 2. Consumo de oxigénio pelas células epiteliais intestinais. Ha a formacdo de um gradiente de concentracao
de butirato e oxigénio no célon. Micro-organismos comensais, como as bactérias do géneros Clostridia e Bacteroides,
consomem as fibras alimentares e sdo as principais produtoras de butirato. O colondcitos na regido apical da cripta
utilizam o butirato como substrato energético e consomem o oxigénio local oriundo dos vasos sanguineos subjacentes.
Desse modo, forma-se um gradiente inversamente proporcional de butirato e oxigénio, sendo a regido luminal mais
rica em butirato e a base da cripta rica em oxigénio. Imagem modificada de Allaire et al., Trends Immunol, 2018.

Esse microambiente hipdxico e a consequente ativacdo de sensores de hipdxia € crucial
para a funcdo da mucosa intestinal, tanto em condicdo fisiolégica quanto durante processos
patolégicos, como na inflamacdo intestinal (Glover et al., 2016; Taylor, Colgan, 2017). O HIF ¢
um dos principais mecanismos pelos quais as células monitoram e respondem a reducéo da tenséo
de O,. Este fator de transcri¢do é formado por duas subunidades: HIF-1pB, que é constantemente

expressa, e HIF-o, que tem trés isoformas: la, 20 ¢ 30, sendo a primeira a mais estudada e cuja
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estabilidade € regulada por enzimas prolil-hidroxilases. Resumidamente, em condi¢fes normais de
0., essas enzimas sdo ativadas e hidroxilam a subunidade alfa de HIF, que permite sua interacao
com a proteina supressora de tumores von Hippel-Lindau (VHL), responsavel pela ubiquitinacéo
HIF-a, contribuindo para sua degradagao via proteassoma (Kelly et al., 2013).

Em hipoxia, esses mecanismos séo inibidos, o que faz com que a subunidade alfa de HIF
se acumule na célula e, juntamente com outras proteinas, desencadeie a expressao de diversos
genes relevantes para a adaptacdo celular a condicdo de baixa disponibilidade de oxigénio
(Semenza, 2004). Dentre esses, vale ressaltar genes associados ao metabolismo e a funcdo de
barreira, incluindo componentes da via glicolitica (Xue, Ramakrishnan, Shah, 2014), genes
envolvidos na producdo de muco como, por exemplo, o da mucina-3 (Louis et al., 2006),
interacbes entre células como as claudinas (Saeedi et al., 2015) e defesa (peptideos
antimicrobianos, como defensinas e catelicidinas) (Kelly et al., 2013).

A estabilizacdo de HIF-1a pelo butirato é relevante para a barreira epitelial no célon em
condicdo homeostética e durante condicGes patoldgicas. Essa interacdo possui papel importante na
regulacdo da integridade da barreira epitelial através da regulacdo coordenada de proteinas de
juncdo (Morrison & Preston, 2016). A estabilizacdo epitelial do HIF-1a esta ligada a barreira
epitelial por meio dos seus genes alvos, sendo importantes componentes para a homeostase
intestinal. De acordo com trabalho recente do nosso grupo, em um contexto de disbiose intestinal
e infeccdo induzida por Clostridioides difficile, a ativacdo do fator de transcricdo HIF-1 € um
mecanismo relevante e com atuacdo importante na resisténcia a infeccdo intestinal. Dentro desse
cendrio, o butirato exerce um papel protetor nas células epiteliais intestinais contra os danos
causados pelas toxinas de C. difficile por meio da estabilizacdo de HIF-1a, atenuando a resposta
inflamatdria local e suas consequéncias sistémicas (Fachi et al., 2019).

Tendo em vista 0 exposto, analisamos como a ingestdo alimentar, ap6s um periodo de
jejum, poderia afetar o epitélio intestinal. Nossa hipotese € que, com a ingestdo alimentar e o
processamento das fibras alimentares, haja aumento da disponibilidade de acidos graxos de cadeia
curta e, consequentemente, estabilizacdo de HIF-1o ¢ modulagdo de seus genes alvos, o que

contribuiria para a funcao de barreira, conforme ilustrado pela figura 3.
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Figura 3. Esquema da hipotese do projeto. Com o aumento da disponibilidade de acidos graxos de cadeia curta no
epitélio intestinal devido a degradacéo de fibras no intestino, havera maior expressao de HIF-1a e, consequentemente,
aumento da funcdo de barreira.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a relevancia da ingestdo alimentar na disponibilidade dos acidos graxos de
cadeia curta e seus efeitos na estabilizacdo do fator induzivel por hipoxia-1 (HIF-1a) no epitélio

intestinal do célon.

2.2  Objetivos especificos

- Avaliar a producéo dos AGCCs no co6lon de animais apds ingestdo alimentar;

- Analisar a estabilizacdo de HIF-1a em células epiteliais intestinais em modelo in vivo ap6s
ingestdo alimentar;

- Examinar a expressao de genes alvos de HIF-1a e sua relevancia na manutencdo da

barreira intestinal.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1  Animais utilizados

Para realizar os experimentos deste projeto, foram utilizados animais C57BL/6

provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biologica (CEMIB) da UNICAMP,
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além da linhagem transgénica ODD-luciferase (HIF-1a luciferase
FVB.129S6Gt(ROSA)26Sorm2HIFIAI) Kaelly “v/j|lin-Cre (B6.Cg-Tg(Vill-cre)997Gum/J) e HIF-
1floxed (B6.129-Hiflatm3Rsjo/J) provenientes da Jackson Laboratory. Em todos os
experimentos, foram utilizados camundongos machos e adultos. Os camundongos foram mantidos
no biotério do Departamento de Genética, Evolucdo, Microbiologia e Imunologia da Universidade
Estadual de Campinas e receberam comida e &gua autoclavadas durante todo o protocolo
experimental, exceto quando pontuado. Eles foram mantidos em ciclo de 12 horas claro escuro,
com temperatura e umidade relativa do ar monitorada. Todos os protocolos apresentados foram
previamente aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de
Biologia da UNICAMP (protocolo nimero 4828-1/2018).

3.2 Condig0es dos grupos experimentais

Neste projeto foram utilizados trés grupos experimentais: 1) Jejum: Animais foram
mantidos em jejum de 24 horas; 2) Realimentado: Os animais desse grupo foram realimentados
e, posteriormente, analisados apds diferentes tempos da exposicdo a racdo e 3) Ad libitum:
animais mantidos com acesso livre a ragdo durante todo o protocolo experimental (Figura 4). Vale
destacar, ainda, que os animais em jejum foram mantidos em gaiolas com maravalha sem
resquicios de racdo ou fezes, e a agua foi oferecida ad libitum para todos os grupos. Tanto o jejum
quanto a eutanasia dos animais foram realizados sempre no mesmo horario (14h), sendo animais
dos diferentes grupos experimentais rapidamente eutanasiados para evitar a interferéncia do ciclo

circadiano nas respostas analisadas.

-\I
- *'--_\ { Fasting 24h }
o\
i— J |

Time (h)

Quantificacdo de AGCCs
[ Fasting 24h + Re-fed 2h —24h } Ensaio de Luciferase
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-24 Re-Fed 0
Time (h)

‘ Ad libitum ’

Time (h) 0

Figura 4. Protocolo experimental utilizado no projeto. Foram utilizados 3 camundongos machos por grupo em
cada experimento, os quais receberam racdo (comercial) de acordo com os periodos de jejum programado e dgua
autoclavada durante todo o protocolo experimental.
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3.3 Anadlise atividade de HIF in vivo - IVIS Spectrum

Para este experimento, utilizaram-se animais machos ODD-luciferase, separados em
quatro grupos experimentais com dieta convencional: ad libitum, jejum 24h, realimentados ap6s 6
ou 24h de jejum. Esses camundongos, como apresentado na figura 5, sdo reporters de
estabilizacdo de HIF-1a. O imageamento foi realizado com um animal de cada grupo, sendo 3
animais por imagem. Os animais foram colocados em camara de isoflurano (3%) com Oz 2 L/min.
Foi administrada solugdo de luciferina (VivoGlo™ Luciferin, In Vivo Grade - P1041, Promega)
i.p., na concentracdo de 50 mg/Kg, e, apds 2 minutos, foi iniciado o imageamento no IVIS
Spectrum. Durante o imageamento, os animais foram mantidos em anestesia com 2% de

isoflurano. As imagens foram geradas em intervalos de 1 em 1 minuto, ao longo de 10 minutos.
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Figura 5. Esquema do animal transgénico ODD-luciferase. Camundongo da linhagem ODD luciferase
FVB.129S6Gt(ROSA)26Sortm(HIFIAluKael ‘nroveniente da Jackson Laboratory.

Luciferase

3.4 Extracédo de proteinas para analise de atividade de luciferase

Ap0s a eutanasia dos animais, coletou-se um fragmento do célon (aproximadamente, 1,5 cm e 50
mg), ao qual foram adicionados 200 pl de tampao de lise (a dilui¢ao foi realizada de acordo com a
recomendada pelo fabricante — Luciferase Assay System with Reporter Lysis Buffer, Promega
E4030) com cloreto de cobalto 100 uM (Synth). O tecido foi, entdo, triturado com politron até
obter-se conteudo homogéneo. As amostras foram congeladas em nitrogénio e descongeladas em
banho-maria por 3 vezes e, em seguida, centrifugadas a 12.000 rpm, por 2 minutos, a 4 °C. O
sobrenadante foi coletado, armazenado a -80 °C e utilizado para a quantificacdo da atividade de

luciferase, conforme descrito a seguir (item 3.5).
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3.5 Quantificacdo de luciferase em tecidos homogeneizados
A reconstituicdo do substrato da luciferase foi realizado de acordo com a recomendagéo do
fabricante. Para leitura usamos placa branca, na qual foram adicionados 20 ul do lisado celular e
50 ul de substrato. A leitura foi realizada imediatamente apds a adicdo do substrato em leitor de
placas Biotek Synergy HT™ (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA). Os resultados
foram normalizados a partir da quantificacdo de proteinas totais do material lisado através do
método de Bradford, sendo calculada a razdo da luminescéncia pela quantidade de proteinas

presentes em cada amostra avaliada. As analises foram realizadas em duplicatas.

3.6 Quantificacdo de acido graxo de cadeia curta

Os animais mantidos em diferentes condi¢bes de jejum tiveram seu contetdo coldnico
coletado para a quantificacdo dos AGCCs. As amostras foram imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido para evitar a degradagdo do material a ser analisado. Em seguida, foram
pesados 30 mg de amostra e adicionou-se solucéo padréo (20 mg de NaCl, 10 mg de &cido citrico,
20 pL de HCI 0,1N e 100 pL de solvente butanol), adicionando, em seguida, 20 pL de &cido
caprilico (0,5 mg/mL) e vortexou-se por 2 minutos, até se obter um aspecto homogéneo na
solucdo. As amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm, por 15 minutos, a 25 °C. Coletaram-se 50
ML da fase superior para a analise por cromatografia gasosa. As analises foram realizadas em
cromatografo gasoso acoplado a espectrdmetro de massa e as concentracdes, calculadas com uso

de curva padrédo contendo os trés AGCCs.

3.7 Genes-alvo de HIF

Camundongos C57BL/6 mantidos nas mesmas condicdes de tratamento foram utilizados
para quantificar a expressdo de alguns dos genes-alvo de HIF-1. Os animais foram eutanasiados, e
as IECs, extraidas do colon para PCR. Para a extracdo das IECs, o colon foi lavado com PBS
gelado. O tecido foi cortado em fragmentos de 0,5 cm e, em seguida, foram realizadas duas
lavagens com HBSS suplementado com 5% de soro bovino fetal (SBF), e o sobrenadante foi
descartado ao final das lavagens. Em seguida, incubou-se a 37° C, por 1 hora, com HBSS
contendo EDTA 2 mM, vortexando-o0 a cada 10 minutos. Ao final da incubacdo, filtrou-se com
cell strainer 70 um (Cell Strainer, BD Bioscience) e centrifugou-se a 2000 rpm, por 10 minutos a
4 °C. O pellet foi ressuspenso em 1 mL de HBSS, e as células foram contadas com auxilio de
camara de Neubauer. Para 0 PCR, foram necessarias 2x10° células que foram, em seguida,

ressuspensas em 600 ul tampdo de lise do kit de extracio de RNA (PureLink™ RNA - Ambion),
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contendo 1% de B-mercaptoetanol (Bio-Rad). A extracdo de RNA foi realizada de acordo com o
protocolo do kit. Apds a extragdo do RNA, as amostras foram quantificadas por leitura em
espectrofotometro (Nanodrop), no comprimento de onda de 260 nm, e 0 grau de pureza,
determinado pela razdo 260/280 nm. A sintese de cDNA foi realizada a partir de 1 pg do RNA
total extraido, utilizando o kit High Capacity cDNA reverse transcription, da Applied Bioscience
(Life Technologies), e a quantificacdo da expressdo génica foi determinada por PCR em tempo
real, através do software Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System, utilizando SYBR™
Green Master Mix como fluor6foro (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) e pares de primers
especificos para 0s genes analisados, de acordo com a tabela 1. Os genes-alvo de HIF analisados
foram o transportador de glicose do tipo 1 (Slc2al), 6-fosfofruto-2-quinase / frutose2,6-bifosfatase
3 (Pfkfb3), mucina-2 (Muc2), fator de crescimento vascular endotelial (Vegf), Fator Trefoil-3

(Tff3) e claudina-1 (Cldnl), sendo -2 microglobulina (B2m) o controle endogeno.

Tabela 1. Sequéncia sense e anti-sense dos primers.

Primer Sequéncia (5’ - 3°)
CCCCACTGAGACTGATACATACG sense
B2m CGATCCCAGTAGACGGTCTTG anti-sense

ATCGTCACCGTTGACAGAACA sense
Vegf GGCATCCGAGTGAGGACATC anti-sense

GGAGGTCGGCATGTTGAAGA sense
Pfkfb3 CTTTGGAAGGGCCTGAGAGG anti-sense

CTTTGTGGCCTTCTTTGAAGT sense
Sic2al CCACACAGTTGCTCCACAT anti-sense

TGCAGATTACGTTGGCCTGT sense
Tff3 TGCAGAGGTTTGAAGCACCA anti-sense

CGACTGTGAGCAGTGTGTCA sense
Muc2 GGGTAGGGTCACCTCCATCT anti-sense

CACTTCCAGACTCCACCACC sense
Cldn1 CGATCCATCCCAGAGAAGCC anti-sense

ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT sense
Eubacteria ATTACCGCGGCGGCTGCTGGC anti-sense

TGCATGTGTATGGGTGTTTTG sense
Hifla GAAAACTGTCTGTAACCTTCATTTCC
anti-sense
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3.8 Analise da microbiota associada a mucosa

Apé6s a eutanasia dos animais, coletamos 1 cm do colon proximal, o qual foi,
cuidadosamente, lavado com PBS autoclavado e, com auxilio de uma tesoura, foi aberto
longitudinalmente. Com o fragmento do c6lon aberto em uma placa de Petri, utilizou-se uma
lamina de bisturi para a retira da camada de muco em contato direto com a mucosa intestinal.
Apobs a coleta, as amostras foram centrifugadas a 800 x g, por 5 minutos, a 4° C. As amostras
foram mantidas a -80° C e, depois, utilizadas para a realizacdo de PCR quantitativo (QPCR) para

analise da carga bacteriana (Jimeno, Brailey, Barral, 2018).

3.9 (gPCR carga bacteriana

A extracdo foi realizada com o kit DNeasy Blood & Tissue Qiagen, e seguimos o
protocolo do fabricante. As amostras foram quantificadas por leitura em espectrofotdmetro
(Nanodrop) no comprimento de onda de 260 nm, e 0 grau de pureza, determinado pela razdo
260/280 nm, e a quantificacdo da expressdo génica foi determinada por PCR em tempo real,
atraves do software Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System, utilizando SYBR™ Green
Master Mix como fluoréforo (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) e pares de primers especificos

para os genes de Eubacteria de acordo com a tabela 1.

3.10 Curva padréao E. coli para analise da carga bacteriana

Para determinar a carga bacteriana fecal, uma curva padrdo com dilui¢6es seriadas (1:10)
foi empregada usando DNA gendmico extraido de 1x10° UFC de Escherichia coli cultivada in
vitro em meio agar LA (Lauril sulfato + Ampicilina). Todas as amostras foram amplificadas

seguindo o mesmo protocolo de amplificacdo por gPCR.

3.11 Extracédo das células da lamina propria

O intestino foi removido e lavado com HBSS/HEPES para remover todo o material do
conteddo luminal. Apo6s a lavagem, o intestino foi aberto longitudinalmente e cortado em
fragmentos de, aproximadamente, 1,5 cm. Os fragmentos foram, entdo, colocados em tubo falcon
com HBSS/EDTA, e foi feita homogeneizacdo por 1 minuto, seguida de vortexamento por 20
segundos. A seguir, o sobrenadante contendo as IECs foi descartado. O procedimento foi repetido
e, depois, os fragmentos foram lavados com HBSS/HEPES, sendo realizada a digestdo do tecido.

Para tanto, os tecidos foram colocados em erlenmeyer contendo meio RPMI com 0,18 ul de -
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mercapto e colagenase 1V (concentragdo final 100 pl/mL) (Sigma-Aldrich) e incubou-se a 37 °C a
220 rpm por 40 minutos. Apos a incubacéo, utilizou-se um cell strainer de 70 um para filtrar as
celulas (Cell Strainer, BD Bioscience), que, em seguida, foram lavadas com HBSS/HEPES e o0s
fragmentos, descartados. As amostras apés a filtragem foram centrifugadas a 2000 rpm, a 4 °C.
por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso no reagente de Percoll (Ge
Healthcare Bio-Sciences AB) 40% e, cuidadosamente, adicionou-se o Percoll 70%, formando um
gradiente. As células foram centrifugadas a 2000 rpm, a 4 °C, por 20 minutos, com aceleracéo e
break no minimo, e coletou-se a banda interfasica, aproximadamente 3 mL, adicionando-se PBS
estéril para lavagem das células, e, novamente, centrifugou-se a 2000 rpm, a 4 °C, por 10 min. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet, ressuspenso, em 1 mL de meio RPMI sem f-
mercapto. A marcacdo foi realizada conforme descrito no item 3.12.

3.12 Marcacao dos leucécitos

Para marcacéo, as células foram ressuspensas em HBSS sem soro, centrifugadas a 1500
rpm, 4 °C por 5 min e o sobrenadante foi descartado. Repetiu-se o processo 1 vez. As amostras
foram ressuspensas em 100 pl do mix de anticorpos e mantidas ao abrigo da luz por 20 minutos.
ApoOs esse periodo, foram centrifugadas a 12000 rpm, por 2 minutos, e descartou-se o
sobrenadante. As células foram ressuspensas em 200 ul de tampdo FACS, centrifugadas a 12000
rpm, por 2 minutos, e descartou-se 0 sobrenadante. Para marcacdo intracelular, as células foram
incubadas com Perm Buffer (PBS com 0,1% de triton) por 30 minutos, e foi realizada a marcacao
utilizando o anticorpo de HIF-1, com incubacdo de 1 hora, a 4 °C, no escuro. Em seguida,
adicionaram-se 200 pl de PBS, e as células foram adquiridas no citdmetro FACSVerse (BD). Para
analise da populacdo de neutréfilos na lamina propria, foram usados os anticorpos purificados
anti-mouse, anti-Ly6G PE (BioLegend) clone 1A8 e anti-CD11b APC-Cy7 clone M1/70
(BioLegend); e, para os macrofagos, anti-F4/80 PE-Cy7, clone BM8 (BioLegend) e anti-CD11b
PerCP clone M1/70 (BD Biosciences); para a marcacao de células dendriticas, anti-mouse CD11c
PE-Cy7, clone N418. (BioLegend); para a marcacdo de HIF-1, anti-mouse FITC, clone 241812
(R&D System); e, para a marcacdo de EpCAM, anti-mouse CD326 F4/80, clone G8.8
(BioLegend). Para andlise, selecionou-se a populacdo celular de interesse, baseada em aspectos
morfométricos, por meio de graficos de distribuicdo pontual de tamanho (FSC) versus
granulosidade (SSC). Os resultados foram adquiridos no citdmetro BD FACSVerse, com 0
software BD FACSSuite™, e analisados com software FlowJo™. As estratégias de gate sdo

demonstradas nas figuras dos resultados.
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3.13 Tratamento com tributirina

Os camundongos ODD-luciferase foram mantidos em condi¢do de jejum de 24h e
receberam por gavagem 200 ul de tributirina em diferentes periodos de tempo. Neste estudo
tivemos 0s seguintes grupos experimentais: 1) animais em jejum de 24h; 2) animais realimentados
por 24 horas; 3) animais em jejum de 24h que receberam tributirina 1 hora antes da eutanésia; 4)
animais em jejum de 24h que receberam tributirina 4 hora antes da eutanasia; e 5) animais em
jejum de 24h que receberam tributirina 8 horas antes da eutanasia. ApOs a eutanasia, coletou-se
um fragmento do c6lon proximal e procedemos ao processamento conforme descrito no item 3.4,

para posterior quantificacdo de atividade de luciferase.
3.14 Analise estatistica dos dados

Os resultados obtidos séo apresentados como média +/- erro padrdo. Para as comparagdes
entre dois grupos, foi utilizado o teste T de student. Para as comparagdes entre dois ou mais
grupos, utilizou-se One-Way ANOVA e Tukey's multiple comparisons. As analises estatisticas
foram realizadas no programa Prism 8.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). As

diferencas foram consideradas significantes para p < 0,05.

4. RESULTADOS

4.1 Aingestdo alimentar altera a producéo dos acidos graxos de cadeia
curta no intestino

A dinamica entre a microbiota e o hospedeiro é de suma importancia para a manutencédo da
homeostase e da salde dele. Neste sentido, analisamos a producdo de acidos graxos de cadeia
curta no colon de animais que passaram por um periodo de 24 horas de jejum para sincronizacao
da ingestdo alimentar e, posteriormente, tiveram acesso a racdo e eutanasiados em diferentes
tempos (2 a 12 horas). Coletamos o contetdo luminal do célon, e a analise da quantificacdo de
AGCCs foi realizada em cromatografo a gas acoplado a espectrdmetro de massa, e as
concentragdes, calculadas com uso de curva padrdo contendo os trés AGCCs. Com o intuito de
reduzir o impacto do ciclo circadiano nos resultados obtidos, todos o0s animais foram eutanasiados

no mesmo horario (14h ou ZT6, zeitgeber time).

Os dados obtidos apds ingestdo alimentar foram comparados utilizando o grupo fasting

como controle. Os animais realimentados apresentaram aumento gradual na producéo dos acidos
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graxos de cadeia curta de acordo com o tempo total de acesso a racdo/periodo de realimentagédo
(Fig. 6). O grupo ad libitum é utilizado como valor de referéncia do estado basal em todos os

experimentos realizados.
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Figura 6. Quantificagao total dos AGCCs no contetido luminal de animais ODD-luciferase. Os animais passaram
por jejum de 24 horas (Fast) e, em seguida, por periodos de realimentacdo de 2 horas (RF2), 4 horas (RF4), 8 horas
(RF8) e 12 horas (RF12), exceto o grupo ad libitum, que manteve o acesso livre a alimentagdo. A quantificacdo dos
acidos graxos de cadeia curta foi realizada através de espectrometria gasosa. Cada valor representa a média = SEM.
ANOVA, * significancia de p < 0.05 n = 5 animais por grupo.

Além da quantificacao total dos AGCCs presentes no contetido luminal dos camundongos,
analisamos as concentrac¢des de cada um dos metabdlitos de forma individual (acetato, propionato
e butirato). Nessas analises, observamos que, a partir de 8 horas de realimentacdo, ha um aumento
na producdo de acetato e butirato, enquanto que, para o propionato, esse aumento ja esta presente

com 4 horas de realimentacao (Fig.7).
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Figura 7. Quantificacdo individual dos AGCCs no conteudo luminal de animais ODD-luciferase. Os animais
passaram jejum de 24 horas (Fast) e, em seguida, por periodos de realimentacdo de 2 horas (RF2), 4 horas (RF4), 8
horas (RF8) e 12 horas (RF12), exceto o grupo ad libitum, que manteve o acesso livre a alimentagdo. A quantificacéo
dos &cidos graxos de cadeia curta foi realizada através de espectrometria gasosa. Cada valor representa a média +
SEM. ANOVA, * significancia de p < 0.05 n = 5 animais por grupo

Vale ressaltar que, nesses experimentos, utilizamos um grupo de animais que foi mantido

com acesso a racdo durante todo o protocolo experimental, ad libitum. Nesses, as concentragdes
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de AGCCs totais e, também, individuais foram maiores em relagdo aos animais em jejum, porém
inferiores as dos realimentados, nos quais houve a "sincronizacdo" da ingestdo do alimento apds o
periodo de indisponibilidade dele (jejum). Apos analisarmos as concentracbes de AGCCs no
conteddo luminal dos camundongos em jejum e realimentados, questionamo-nos quanto a
estabilidade de HIF-1a no cdlon dentro dos parametros de jejum e realimentagdo, € Se essa se
relacionava com a disponibilidade de AGCCs no epitélio intestinal.

4.2  Aingestdo alimentar altera a estabilidade de HIF-1a nas IECs do
colon

Os resultados obtidos foram a partir de ensaios realizados com animal transgénico,
expressando o dominio de degradacdo dependente de oxigénio (ODD) do gene HIF-1a, fundido a
um gene reporter (luciferase). Esse gene transgénico é continuamente transcrito e traduzido em
todas as células e, rapidamente, degradado sob condigdes de normdxia, mas, em condi¢Oes de
hipoxia, ele ndo é degrado, e a luciferase se acumula. Ao fornecer o substrato luciferina, tecidos
em hipoxia podem ser visualizados com equipamento de bioluminescéncia (Goldman, et al.,
2011).

Considerando os dados obtidos e trabalho prévio que associou os AGCCs com a
estabilizacdo de HIF-1 em camundongos com inflamacao intestinal (Kelly, et al. 2015),
analisamos a estabilidade da subunidade alfa dessa proteina em camundongos nas condicdes de
jejum de 24 horas e realimentados. Inicialmente, a analise foi realizada in vivo e, depois, com
amostra obtida da porcdo proximal do célon em animais ODD-luciferase. A anélise realizada em
corpo inteiro com o animal vivo mostrou uma maior luminescéncia na regido abdominal dos
animais que foram realimentados em relacdo aos animais mantidos em jejum (Fig. 8). Esses dados
indicam diferencas na estabilizacdo da proteina de HIF-1a, sendo essa estabilizada em periodos de

realimentacéo.

E importante esclarecer que, para este experimento, foram necessarias adaptacdes, pois
utilizamos um equipamento em outro espaco (IVIS Spectrum) e, devido as dificuldades de
transporte dos animais, os periodos de realimentacdo foram rearranjados. No entanto, ndo houve
nenhum prejuizo para as analises, visto que demonstramos a estabilizacdo de HIF apos a ingestédo

alimentar.
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Figura 8. Deteccdo de bioluminescéncia total em animais ODD-luciferase. Imagem representativa da
bioluminescéncia total realizada em animais alimentados com dieta convencional, divididos em grupos: jejum 24h,
realimentado 6h e realimentado 24h. A bioluminescéncia foi avaliada pelo IVIS Spectrum. Cada valor representa a
média £ SEM. ANOVA, com pos-teste de Kruskal-Wallis; * significancia de p < 0.05 n = 3 animais por grupo.

A seguir, mensuramos a atividade de luciferase em amostras de colon dos animais.
Conforme apresentado na figura 9, o animal que teve 8 horas de realimentacdo (RF8) apresentou
aumento na estabilidade de HIF-1 em relagdo aos animais fasting 24h. No grupo ad libitum, a
quantidade de luminescéncia e, consequentemente, a estabilidade de HIF-1o ficaram acima dos
grupos fasting 24h e realimentado 8 horas (RF8). Em conjunto, os dados obtidos indicam

diferencas na estabilizacdo da proteina HIF-1a no célon de camundongos realimentados ou néo.
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Figura 9. Analise da estabilizacdo de HIF-1a. Os animais passaram por jejum de 24 horas e, em seguida, por um
periodo de realimentacdo de 8 horas. A atividade da luciferase (reporter de HIF-1a) foi avaliada utilizando extratos
do colon proximal dos camundongos. Os valores foram normalizados por proteina. Cada valor representa a média +
SEM. Teste t de student, * significancia de p < 0.05 n = 9 animais por grupo.
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4.3 Aingestdo alimentar altera a expressao de HIF-1a e seus alvos nas
IECs do colon

A seguir, analisamos a porcentagem de células positivas para HIF-1a dentre as TECs do
cblon. Observamos que a ingestdo de dieta aumentou significativamente a porcentagem de IECs
positivas para HIF-1a. Esse efeito foi observado a partir de 2 horas, ficando ainda mais evidente
com 8 horas de realimentagdo, quando os valores ficaram préximos dos observados nos animais
que estavam em ad libitum (Fig. 10).
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Figura 10. Marcacao de HIF-1 a nas TECs do célon por citometria de fluxo. Os animais passaram por jejum de 24
horas (Fast) e, em seguida, por periodos de realimentacdo de 2 horas (RF2) e 8 horas (RF8), exceto o grupo ad
libitum, que manteve o acesso livre a alimentacdo. Cada valor representa a média £ SEM. ANOVA, * significancia
de p < 0.05 n = 3 animais por grupo.

Apos avaliar a estabilidade da proteina HIF-1a, realizamos um experimento a fim de
analisar se a expressdo do gene Hifla estava sendo modulada. As células epiteliais intestinais do
célon dos camundongos foram coletadas e preparadas para analise de expressao génica por RT-
PCR. Conforme pode ser observado abaixo, o gene Hifla ndo foi diferencialmente expresso nos

grupos analisados (Figura 11).
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Figura 11. Analise do gene Hifla em IECs de camundongos apds ingestao alimentar. RT-gPCR a partir do RNA
total extraido das células epiteliais intestinais do colon de animais em jejum ou realimentados 2 horas (RF 2h), 4
horas (RF 4h), 8 horas (RF 8h) e 12 horas (RF 12h). Cada valor representa a média £ SEM. n = 8 animais por grupo.

Uma vez que a atividade do fator HIF-1a pode ser regulada por diferentes mecanismos, €
ndo apenas a nivel transcricional (Glover, Lee e Colgan, 2016), a seguir analisamos a expressao de
genes alvos desse fator e, também, a estabilizacdo da proteina. Nesses experimentos consideramos
apenas o tempo de 8 horas. Conforme apresentado na figura 12, observou-se mudanca da
expressdo de quase todos os genes analisados no epitélio intestinal dos animais realimentados em

relacdo aos em jejum.
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Figura 12. Andlise de genes-alvo de HIF-1 em células epiteliais intestinais. RT-qPCR a partir do RNA total
extraido das células epiteliais intestinais do colon de animais em jejum ou realimentados 8h. Cada barra representa a
média + SEM, seguido por teste Mann Whitney com * significancia de p<0,05. n= 10 animais por grupo.

Nesse sentido, vemos que, apds realimentacdo, ha aumento da expressdo de genes
relacionados a producdo de mucina (Muc2) e do trefoil factor intestinal (ITF ou Tff3), o qual,
assim como as mucinas, tem sua relevancia na formagdo da camada de muco (Glover, Lee e
Colgan, 2016). Outros genes também tiveram a sua expressao aumentada, como o Pfkfb3, que esta

relacionado ao metabolismo glicolitico da célula, sendo um regulador chave do fluxo glicolitico
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(Obach, et al., 2004); a claudina-1 (Cldn1), um componente central da juncdo entre as células
epiteliais intestinais (Glover, Lee e Colgan, 2016); e o fator de crescimento vascular endotelial

(Vedf), que é conhecido por participar diretamente da angiogénese (Lee, et al., 2004).

4.4 A estabilizacdo de HIF-1a observada apos ingestdo alimentar pode ser
mediada por acidos graxos de cadeia curta

A fim de analisar se a estabilizagcdo de HIF-1a (observada nos grupos acima) é dependente

dos AGCCs, em especial do butirato, realizamos um experimento com tributirina. A tributirina é
um composto que contém trés moléculas de acido butirico. Quando hidrolisada, é rapidamente
metabolizada no cdlon, apresentando uma cinética mais eficiente em relacdo ao butirato (Vinolo et
al., 2012). Os animais foram mantidos em jejum por 24 horas, e, apds esse periodo, foi realizada
gavagem com tributirina, nos tempos de 1, 4 e 8 horas antes da eutanasia. Neste experimento
também utilizamos um grupo com realimentacdo por 24 horas. Conforme pode ser observado
abaixo, a tributirina foi capaz de estabilizar HIF-1a no colon dos camundongos. Esse efeito foi

evidente apos 4 e 8 horas da administragéo da tributirina (Fig. 13).
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Figura 13. Anélise da estabiliza¢do de HIF-1 em camundongos tratados com tributirina. Os animais passaram
por um periodo de jejum de 24 horas, recebendo gavagem nos tempos de 1 hora (FTh 1h), 4 horas (FTbh 4h) e 8 horas
(FTb 8h), exceto o grupo realimentado 24 horas (RF24), que recebeu alimento apds as 24 horas de jejum. A atividade
da HIF foi avaliada pelo ensaio de luciferase. Cada valor representa a média £ SEM. ANOVA, * significancia de p <
0.05. N = 3 animais por grupo.

45 A ingestdo alimentar tem pouca influéncia na presenca de células
inflamatorias na lamina proépria

Quando hd o comprometimento das funcdes de barreira, as células imunes inatas do

epitélio intestinal podem ser ativadas propiciando o desenvolvimento de inflamacdes intestinais

(Okumura, Takeda, 2017). Nesse sentido, analisamos se havia migracdo de células imunes inatas a
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lamina propria dos camundongos realimentados. Avaliamos quatro tipos celulares: neutrofilos,
mondcitos, macrofagos e células dendriticas.

Conforme apresentado na figura 14, a realimentacdo promoveu uma reducao no numero de
neutréfilos em relacdo ao fasting, mas isso ndo foi visto nas demais populagdes. No entanto,
vemos que, mesmo com a realimentacdo, ndo houve reducdo de células inflamatérias a nimeros
basais, como observado nos animais com acesso ad libitum a racdo, o que talvez possa ser

explicado devido ao tempo de vida dessas células no tecido.
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Figura 14. Analise das células miel6ides no epitélio intestinal por citometria de fluxo. Os animais passaram por
jejum de 24 horas (Fast) e, em seguida, por periodos de realimentacdo de 2 horas (RF2) e 8 horas (RF8), exceto o
grupo ad libitum, que manteve o acesso livre a alimentacdo. Cada valor representa a média + SEM. ANOVA, *
significancia de p < 0.05 n = 3 animais por grupo.

4.6 A ingestdo alimentar aumenta a proliferacdo de IECs

A renovacdo das células do epitélio intestinal € um processo altamente regulado e
essencial para a manutencdo da funcdo de barreira (Branca et al., 2019). Sabe-se que 0s AGCCs
gerados pela fermentacdo bacteriana tém efeitos importantes na diferenciacdo e proliferacédo
celular no intestino. Considerando isso e as variacGes observadas nas concentracfes de AGCCs
apos a realimentacdo, a seguir analisamos se a proliferacdo de células epiteliais seria modulada

pela ingestdo alimentar.

Conforme mostrado na figura 15, observamos que a realimentacdo aumentou o nimero de
celulas epiteliais em proliferagdo no célon. A andlise da proliferacdo realizada a partir do ensaio
de incorportacdo de EdU (5-Ethynyl-2"-deoxyuridine) é amplamente utilizada para rastrear células

em proliferacdo (Zhao et al., 2013). Conforme apresentado abaixo, vemos que houve um aumento
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da proliferacdo celular no grupo RF8. Observa-se que, ap6s 8 horas, a proliferacdo de IECs é
semelhante ao observado na condigcdo ad libitum. Esse experimento foi realizado apenas uma vez
e tera de ser repetido, mas indica que a ingestdo alimentar regula agudamente a proliferacdo das
células epiteliais intestinais, efeito esse que pode estar associado as maiores concentracdes de
AGCCs.
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Figura 15. Proliferacdo das IECs do colon por EdU. A) Imagem representativa da estratégia de gate. B) Os
animais passaram por jejum de 24 horas (Fast) e, em seguida, por periodos de realimentacdo de 2 horas (RF2) e 8
horas (RF8), exceto o grupo ad libitum, que manteve o acesso livre a alimentagdo. O EdU foi injetado intraperitoneal
2h antes da coleta. Cada valor representa a média + SEM. ANOVA, significancia de p < 0.05 n = 3 animais por

grupo

4.7 A ingestdo alimentar modifica a interacdo das IECs com os componentes

da microbiota intestinal, efeito esse que parece ser dependente de HIF-1a,

As células epiteliais intestinais e 0 muco juntos formam uma barreira que separa as células
do hospedeiro da microbiota intestinal, limitando o acesso de bactérias ao epitélio. Dessa forma, o
muco age em conjunto para manter a integridade da barreira intestinal (Capaldo, Domonica,
Kalman, 2017). Nesses experimentos, analisamos quantitativamente as bactérias que estdo em
contato com o muco e em maior proximidade com as IECs. Para essa analise, coletamos a camada
de muco do célon proximal com o auxilio de uma lamina de bisturi, e a carga bacteriana foi
analisada por qPCR.

Nesse contexto, analisamos a carga bacteriana presente na mucosa de animais knockout
tecido especifico para HIF-1a (VilCre"HIF-1) e animais WT (VilCre'HIF-1) para esse mesmo
gene. Desses dados pudemos tirar duas informacdes. A primeira delas é que, nos animais WT,
apos a ingestdo de alimento, hd uma reducdo da carga bacteriana associada a mucosa (Fig. 16).
Esse dado indica que a realimentacdo altera a interacdo entre as bactérias associadas a mucosa e as
celulas epiteliais, 0 que pode ser o resultado de maior producdo de peptideos antimicrobianos ou

muco pelas células do epitélio intestinal dos animais realimentados. Um segundo ponto que
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podemos levantar € que, em animais knockout para HIF-1, a carga bacteriana € maior do que em

WT, o que pode indicar o envolvimento de HIF-1a nesse efeito (Fig. 16).
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Figura 16. Analise da carga bacteriana por q°PCR RT-gPCR a partir do DNA total extraido do muco do célon
proximal de animais que passaram por jejum de 24 horas (Fast); em seguida, os animais passaram por periodo de
realimentacdo 8 horas (RF8). Cada valor representa a média + SEM. ANOVA, * significancia de p < 0.05 n= 6-10
animais por grupo.

5. DISCUSSAO

Neste trabalho, investigamos a relevancia da ingestdo alimentar na producdo de acidos
graxos de cadeia curta e estabilizacdo do fator induzivel por hipoxia-1 (HIF-1a) no epitélio
intestinal do colon. Nossa hipdtese inicial foi que, com a ingestdo alimentar, haveria aumento da
disponibilidade de &cidos graxos de cadeia curta e, consequentemente, estabilizacdo de HIF-1a e
expressao de genes alvos, o que contribuiria para a fungéo de barreira epitelial do intestino. Desta
forma, utilizamos o modelo de jejum/realimentacdo para avaliar os efeitos fisioldgicos
desencadeado nas IECs. Como resultado, notamos que a ingestdo alimentar altera a producdo dos
acidos graxos de cadeia curta no intestino, sendo que, a partir de 8 horas de realimentacdo, ha um
aumento significativo de acetato e butirato. Observamos maior estabilidade de HIF-1o apds
ingestdo alimentar, assim como aumento da expressdo de genes alvos de HIF-1a nas IECs do
célon. Esses efeitos parecem ter relacio com a concentracdo luminal dos AGCCs,
particularmente, butirato. Por Gltimo, vimos, também, que ha aumento na proliferacdo de IECs e
modificacdo nas suas interagdes com componentes da microbiota intestinal, efeito esse que pode
ser dependente de HIF-1a.

Os AGCCs sdo os principais produtos finais da fermentacdo de carboidratos ndo digeriveis

e fibras insoluveis, que, a partir da dieta, tornam-se disponiveis para a microbiota intestinal, sendo
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0S principais 0 acetato, o propionato e o butirato produzidos pela fermentacdo bacteriana
intestinal. Essa producdo ocorre no colon, principalmente na regido proximal, onde a concentracao
pode variar entre 70 a 140 mM. Apo6s os AGCCs serem produzidos, sdo absorvidos répida e
eficientemente, sendo muito pouco excretados pelas fezes (Morrison & Preston, 2016). O butirato
é extensivamente absorvido no célon e atua como a principal fonte de energia para os colonécitos
(Kelly et al., 2015).

Dependendo da dieta, a concentracdo total de AGCCs diminui de 70 a 140 mM, no c6lon
proximal, para 20 a 70 mM. A quantidade e o tipo de fibra consumida tém efeito importante na
composicdo da microbiota intestinal e, consequentemente, quantidade de AGCCs produzidos
(Besten et al., 2013). A dieta é reconhecida como um fator ambiental chave que modula a
composicdo e as funcGes metabdlicas. Nota-se que o consumo de componentes alimentares
especificos, como as fibras, € uma via pela qual a microbiota pode ser alterada, bem como as
atividades metabodlicas microbianas, incluindo a producdo de produtos finais, como os AGCCs
(Holscher, 2017).

A hipdxia fisiologica do intestino é mantida, entre alguns fatores, através do metabolismo
das IECs, uma vez que essas utilizam o butirato como substrato da sua fonte energética. Dessa
forma, ha uma via de mao dupla, em que as bactérias fermentadoras anaerébias mantém a
producdo dos AGCCs e, por sua vez, esses, através de mecanismos bioquimicos do metabolismo
celular, consomem o oxigénio que € disponibilizado pelos vasos sanguineos adjacentes ao
intestino. Essa dinamica é estritamente relacionada com a estrutura do célon, garantindo a
formacdo de um gradiente de concentracdo inversamente proporcional: onde hd uma maior
concentracdo de AGCCs, no limen, ha uma menor tensdo de oxigénio (Allaire et al., 2018).

Dadas essas consideracdes, ndo é de surpreender que episodios antecipados ou imprevistos
de jejum e realimentacdo afetem a abundancia, composicédo e atividades da microbiota intestinal.
Nesse contexto, destacamos a interdependéncia entre dieta (substrato), microbiota intestinal e
metabolismo do hospedeiro. Alteracdes na disponibilidade de AGCCs e na microbiota estdo
associadas a perturbaces no metabolismo do hospedeiro (Morrison & Preston, 2016). Os AGCCs
tém uma atuacdo relevante no metabolismo energético das células epiteliais intestinais,
contribuindo para a homeostase do epitélio, além de promover hipdxia tecidual e consequente
ativacdo do HIF-1a devido ao alto consumo metabdlico de O, (Kelly et al., 2015). Nesse sentido,
as alteracdes observadas na producdo dos AGCCs apds a ingestdo alimentar podem influenciar as
funcgdes epiteliais e constituir mecanismos relevantes na manutengdo da homeostase intestinal, que

parece ser dependente da estabilizacdo de HIF-1.
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As analises com o ensaio de luciferase nos mostraram que hd uma estabilizacdo da
proteina HIF-1a em diferentes periodos de realimentagio, indicando-nos que a disponibilidade de
acidos graxos de cadeia curta provenientes da alimentacéo pode influenciar a estabilidade de HIF-
lo de alguma forma. Assim, também analisamos as células positivas para HIF-1a nas IECs do
cblon, o que confirmou nossa hipdtese de que os AGCCs modulam HIF-1a.

O HIF-1a modula a transcrigdo de mais de 90 genes envolvidos na entrega de oxigénio
para areas hipdxicas, na renovagdo celular e no metabolismo da glicose, atuando na adaptacéo e
sobrevivéncia das células em hipdxia (Popravka, et al. 2018). Nossos dados mostram um aumento
na expressao relativa de genes alvos de HIF-1a, que estdo relacionados a via glicolitica associada
ao metabolismo e ligados a estrutura da barreira epitelial, como producdo de muco (mucina) e
funcdo de barreira (claudinas). A menor expressao de genes associados a producdo de muco e a
proteinas de juncdo pode indicar um enfraquecimento do epitélio na auséncia de ingestdo
alimentar. A diminuicdo da expressdo desses genes pode afetar a integridade da barreira epitelial,
podendo aumentar o acesso de bactérias da propria microbiota a lamina prépria e, inclusive, a
outros tecidos e orgaos. (Allaire et al., 2018).

A regulacdo da claudina-1 dependente de HIF-1a é central para a integridade da jungdo
estreita do epitélio intestinal. A claudina-1 (CLDN1) é um componente central da morfologia
juncional das IECs. HIF-1o mantém a expressdo de CLDNI através da ligagdo de sequéncias do
elemento de resposta a hipoxia (HRE) no promotor do gene, indicando uma ligagéo critica entre o
HIF-1a e a fungdo especifica da TJ (tight junctions) como um mecanismo importante na barreira
epitelial regulada pelo HIF-1a (Glover, Lee ¢ Colgan, 2016).

A camada de muco presente na superficie do célon desempenha um papel critico na
protecdo do epitélio intestinal. Dentro dessa camada de muco, ha duas areas: uma primeira
camada interna, firme e livre de bactérias, que esta em contato proximo com o epitélio intestinal; e
uma segunda camada externa, menos firme, que fornece uma superficie lubrificada para o
desenvolvimento do conteddo luminal e um substrato nutricional para certas espécies de micro-
organismos. E importante destacar que a densidade do muco ndo impede o acesso de metabdlitos
ao epitélio (Branca et al., 2019; Capaldo, Domonica, Kalman, 2017).

A protecdo da mucosa intestinal € representada pela producdo das mucinas, dando
destague a0 MUC2 e o TFF3. A falta de MUC2 permite que bactérias comensais entrem em
contato diretamente com IECs e, assim, podem comprometer a integridade do epitélio e conduzir a
uma inflamacdo intestinal. O TFF3 interage com 0 MUC2 e possui influéncia na viscosidade do
muco e no reparo epitelial (Peterson, Artis, 2014; Kurashima, Kiyono, 2017). Um artigo

publicado por Higashizono et al., 2018 demonstra que a atrofia intestinal causada pelo jejum
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representa uma grande mudanca na sua morfologia, tornando a barreira mecénica intestinal
vulneréavel. Os linfocitos da Iamina prépria e do espaco intraepitelial atuam como locais efetores
da imunidade da mucosa intestinal. A perda desses linfocitos devido ao jejum de curto prazo pode
resultar em deterioracdo da funcdo da barreira imunoldgica intestinal. No entanto, esse foi um
estudo realizado utilizando o intestino delgado; ja em nosso trabalho, avaliamos as células imunes
inatas no colon.

A barreira fisica formada pelo muco e pelas células epiteliais intestinais impede o conflito
entre a microbiota intestinal e as células imunoldgicas do hospedeiro. Quando hd o
comprometimento das fungdes de barreira, as células imunes inatas do epitélio intestinal podem
ser ativadas propiciando o desenvolvimento de inflamacgdes intestinais. Portanto, as células
epiteliais intestinais estimuladas interagem com as células imunes do hospedeiro e modulam as
respostas das células imunes do intestino (Okumura, Takeda, 2017). Nesse sentido, nosso estudo
avaliou a migracdo de células imunes inatas. Nesse caso, os neutrofilos foram as Unicas células
que apresentaram uma reducdo em seus numeros quando da realimentagdo. Entretanto, mesmo
com a realimentacgdo, ndo houve redugéo das demais celulas inflamatorias a niveis basais, como o
ad libitum, o que talvez possa decorrer do tempo de vida dessas células no tecido.

O epitélio intestinal é danificado por insulto fisico, patologico ou bacteriano. Ja o processo
de recuperacdo da mucosa ocorre através de células imunes, células mesenquimais, células-tronco
e IECs. De modo geral, o processo inflamatdrio esta associado ao rapido acumulo de neutrdéfilos e
monacitos para uma resposta imune eficiente e para uma recuperacéo eficaz do tecido danificado
(Kurashima, Kiyono, 2017). Em contrapartida, as analises com camundongos HIF-14E€ mostram
aumento na carga bacteriana presente no muco e, apés a realimentacéo, nota-se uma diminuicéo
das bactérias. Além disso, a carga bacteriana € maior em KO do que em WT, o que indica

envolvimento de HIF-1a nesse processo, podendo, assim, ambos o0s efeitos estarem associados.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho evidenciou que a ingestdo alimentar e, possivelmente, os AGCCs gerados
pela fermentagéo das fibras alimentares, contribuem para a estabilizacdo de HIF-1a e expressdo de
seus genes alvos no epitélio intestinal, o que pode favorecer a funcdo de barreira desse epitélio.
Além disso, mostramos que a auséncia de HIF-1a possivelmente impacta a interacdo entre as IECs
e a microbiota intestinal. No entanto, ainda sdo necessarios experimentos complementares,
incluindo analises em animais HIF-121E€ e seus controles, que nos fornecerdo informagdes quanto
a relacdo direta entre HIF-1a e seus efeitos bioldgicos no epitélio intestinal no contexto do NOSSO

trabalho.
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