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RESUMO

BRITO, C.F.C. Papel do nervo vago na regulacéo fisioldgica e circadiana hepatica. Tese
de Doutorado. Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, MG, Brasil, 2022,101f.

Introducdo: O reldgio bioldgico adapta a fisiologia do corpo a ciclos diarios de 24 horas,
antecipando e coordenando as respostas fisiologicas de acordo com as pistas ambientais. A
luz é classicamente referida como a principal pista na sincronizacdo dos ritmos circadianos,
mas estudos recentes indicam que a alimentacdo/horédrio da alimentacdo também é um
importante regulador dos reldgios periféricos e da oscilacdo das funcdes fisioldgicas ao longo
do dia. O figado apresenta um reldgio interno que ajusta os processos fisioldgicos a sua hora
do dia relevante e o desalinhamento de suas func@es ritmicas pode implicar em complicacdes
hepéticas. No entanto, os componentes e 0s circuitos envolvidos na sincronizacdo de seu
reldgio periférico através do alimento ndo sdo bem compreendidos. Hipotese: Como o0 nervo
vago € uma importante fonte de inervacdo sensorial e motora para o figado, e também atinge o
relogio mestre no sistema nervoso central, formulamos a hipdtese de que esse circuito neural
poderia estar envolvido na sincronizacdo do relégio bioldgico e funcdes fisiologicas ritmicas
no figado. Métodos: Para testar nossa hipotese, performamos vagotomia cervical lateral
(VNX) em animais mantidos sob ciclo de luz normal e alimentados com dieta ad libitum.
Realizamos ensaios de expressdo génica (RT-PCR) para genes de relogio, analise global de
proteomas e validacdo fisiologica de funcbes hepaticas, em condicGes de dieta padrdo e rica
em carboidratos/lipideos, em diferentes pontos do dia. Resultados: A VNX alterou 0s niveis
de mRNA dos genes de reldgio Bmall, Clock, Ror-a e Rev-Erba no ZT6. Por outro lado, a
VNX ndo impactou os ciclos diarios de temperatura corporal e atividade locomotora — saidas
classicas do reldgio bioldgico central. A VNX alterou a ritmicidade de glicose sérica e
estoque de glicogénio hepético, em condicGes de dieta normal. Essas alteracdes ndo foram
acompanhadas por mudancas na atividade alimentar, motilidade intestinal e absorcdo de
nutrientes. Diferentes vias funcionais do figado foram alteradas pela VNX, conforme revelado
pela protebmica no ZT6. O impacto metabdlico mostrou-se proeminente, com aumento na
glicolise e biossintese de acidos graxos (etapas de iniciacdo e alongamento) paralelamente a
reducdo da beta-oxidacdo no grupo VNX. Para validar a relevancia bioldgica dessas
descobertas, acompanhamos camundongos VNX por 5 semanas apés a cirurgia. Os animais
VNX acumularam lipideos no figado, mesmo quando alimentados com dieta padrdo. Ao

introduzirmos dietas ricas em carboidratos refinados (HC) e rica em &cido graxo (HFD),



notamos que o acumulo de gordura hepatica nos animais VNX tornou-se mais acentuado
ainda. Conlusdo: Juntos, nossos resultados apontam um papel autondmico parassimpatico
relevante sobre a regulacdo do reldgio periférico hepatico, possivelmente de modo
independente do relogio central e da modulacdo da absorcdo de nutrientes, estando envolvido
no controle do metabolismo do figado durante o dia. Ainda, a redugdo do ténus colinérgico
associada a cronodisrupcdo hepatica, predispde a esteatose, sendo esse acumulo exacerbado

na presenca de um estresse metabolico.

Palavras-chave: Nervo vago, figado, reldgio biolégico, metabolismo.



ABSTRACT

BRITO, C.F.C. Role of the vagus nerve in hepatic physiological and circadian regulation.
Doctoral thesis. Institute of Biological Sciences, Federal University of Minas Gerais, Belo
Horizonte, MG, Brazil, 2022,101f.

Introduction: The biological clock adapts the body's physiology to daily 24-hour cycles,
anticipating and coordinating physiological responses according to environmental cues. Light
is classically referred to as the main clue in the synchronization of circadian rhythms, but
recent studies indicate that feeding/feeding schedule is also an important regulator of
peripheral clocks and the oscillation of physiological functions throughout the day. The liver
has an internal clock that adjusts physiological processes to its relevant time of day, and
misalignment of its rhythmic functions can lead to liver complications. However, the
components and circuitry involved in synchronizing your peripheral clock through food are
not well understood. Hypothesis: As the vagus nerve is an important source of sensory and
motor innervation to the liver, and also reaches the master clock in the central nervous system,
we hypothesized that this neural circuit could be involved in biological clock synchronization
and rhythmic physiological functions in the liver. Methods: To test our hypothesis, we
performed lateral cervical vagotomy (VNX) in animals maintained under a normal light cycle
and fed an ad libitum diet. We performed gene expression assays (RT-PCR) for clock genes,
global proteome analysis and physiological validation of liver functions, under standard and
carbohydrate/lipid-rich diet conditions, at different times of the day. Results: VNX altered the
MRNA levels of the Bmall, Clock, Ror-o and Rev-Erba clock genes in ZT6. On the other
hand, VNX did not impact the daily cycles of corporal temperature and locomotor activity —
classic outputs from the central biological clock. VNX altered the rhythmicity of serum
glucose and hepatic glycogen stores under normal diet conditions. These changes were not
accompanied by changes in food activity, intestinal motility and nutrient absorption. Different
functional pathways in the liver were altered by VNX, as revealed by proteomics in ZT6. The
metabolic impact was shown to be prominent, with an increase in glycolysis and fatty acid
biosynthesis (initiation and elongation steps) in parallel with the reduction of beta-oxidation
in the VNX group. To validate the biological relevance of these findings, we followed VNX
mice for 5 weeks after surgery. VNX animals accumulated lipids in the liver, even when fed a
standard diet. When we introduced diets rich in refined carbohydrates (HC) and rich in fatty
acid (HFD), we noticed that the accumulation of liver fat in VNX animals became even more

pronounced. Conclusion: Together, our results point to a relevant parasympathetic autonomic



role on the regulation of the hepatic peripheral clock, possibly independent of the central
clock and the modulation of nutrient absorption, being involved in the control of liver
metabolism during the day. Furthermore, the reduction in cholinergic tone associated with
hepatic chronodisruption predisposes to steatosis, and this accumulation is exacerbated in the

presence of metabolic stress.

Keywords: Vagus nerve, liver, biological clock, metabolism.
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INTRODUGCAO E JUSTIFICATIVA

O figado é um 6rgdo multifuncional responsavel por integrar, auxiliar e gerir fungdes
fisiolOgicas essenciais para a manutencdo da homeostase do organismo, atuando, de modo
geral, como 6rgao imunoldgico, como centro metabolico, como agente desintoxicante, bem
como sintetizador de proteinas. Devido as suas diversificadas funcdes, desequilibrios neste
Orgdo acarretam distdrbios que representam um conjunto heterogéneo de doencas. A
disfuncdo metabolica associada a doenca hepética gordurosa (MAFLD), por exemplo, é
frequentemente considerada como a principal manifestacdo hepéatica da Sindrome Metabolica
e ocorre em muitos paises com uma prevaléncia de 20-40% da populacdo adulta
(YOUNOSSI et al., 2016). A MAFLD, termo recentemente proposto (ESLAM et al., 2020;
FOUAD et al., 2020), compreende um amplo espectro de doencgas que vai desde esteatose
simples até esteatohepatite ndo alcoolica (NASH), a forma agressiva e inflamatoria da
MAFLD (BRUNT et al., 2011), podendo progredir para cirrose e cancer hepatico (FAN;
PEDERSEN, 2021). Apesar de os mecanismos da patogénese da MAFLD serem bastante
complexos, sabe-se que o acumulo de gordura hepética compreende um desbalan¢o na
regulacdo do metabolismo lipidico pelo figado, com consideraveis alteracfes nas vias de
lipogénese hepatica e da oxidacao lipidica nos hepatdcitos.

Um aumento na prevaléncia da sindrome metabolica foi observado pela primeira vez
em nagdes "ocidentalizadas" que seguem um estilo de vida ocidental. O estilo de vida
ocidental é caracterizado por habitos de vida adversos, incluindo o consumo de dietas ricas
em gordura e carne vermelha, pobre em fibras, estilo de vida sedentario e disritmia circadiana.
Todos esses habitos sdo postulados por desregular o eixo metabdlico e levar a inflamacao
cronica e a sindrome metabdlica (ZHENG; LEY; HU, 2018).

Sabe-se que fungdes hepaticas relacionadas ao papel imunoldgico, ao metabolismo de
carboidratos e lipideos, desintoxicacdo e sintese de componentes essenciais do soro devem se
adaptar a um ambiente sisttmico que muda ritmicamente. O figado apresenta um sistema
interno, o reldgio circadiano, que ajusta 0s processos fisioldgicos a sua hora do dia relevante,
sendo usado para antecipar mudancas sistémicas e ambientais recorrentes essenciais para o
correto funcionamento do organismo. Esse reldgio é capaz de atuar de modo cooperativo, mas
também independente de informag6es do reldgio central, tendo como importante sinalizador
de seu ritmo autdbnomo o nutriente ou horério da alimentacdo. Por conta disso, além das
alteracdes no tempo de exposicao a luz — principal pista ambiental do reldgio central —, o tipo

de dieta e 0o consumo exagerado de alimentos podem interromper os ritmos circadianos,
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resultando em disfungdo celular e orgénica, incluindo disfuncdo metabolica (BISHEHSARI;
VOIGT; KESHAVARZIAN, 2020).

Para que o figado desempenhe suas funcgdes ritmicas com maestria, a comunicagao
com o resto do corpo é essencial e ocorre através de sinais humorais e neurais. Nesse sentido,
0 sistema nervoso autdnomo tem papel fundamental na modulagéo desses eventos (JENSEN;
ALPINI; GLASER, 2013). Um bom exemplo a destacar, pois, € a sinalizacdo parassimpatica
vagal na manutencdo da homeostase de energia, uma vez que 0 nervo vago é capaz de
conduzir informacdes sobre a presenca de nutrientes no limen intestinal, de maneira rapida e
bastante eficiente, para o cérebro e de volta para os 6rgdos gastrointestinais, incluindo o
figado. Estudos de cronobiologia também ja relataram (CAILOTTO et al., 2008, 2009) a
participacdo da sinalizacdo autondémica na conducdo de informacgdes do relégio bioldgico
central para a sincronizacdo dos relogios de tecidos periféricos, todavia, ainda é pouco
explorado se e como esses circuitos neurais, como o vagal, participam da regulagcdo autbnoma
de relégios periféricos. Nesse ensejo, apesar da associacdo entre o reldgio circadiano
molecular hepatico e o metabolismo serem bem estabelecidos (BASS; TAKAHASHI, 2010;
PANDA et al., 2002), ha escassez de trabalhos que investiguem se a sinalizacdo colinérgica
mediada pelo nervo vago pode ser um elo que atue sobre as fungdes circadianas hepaticas.

Além do grande impacto do estilo de vida moderna sobre funcdes circadianas de
orgdos periféricos, como o figado, tem sido postulado que complicacdes hepaticas
relacionadas a MAFLD também sdo previstas para se tornar a indicacdo mais frequente para
transplante de figado na proxima década (MANTOVANI et al., 2020). Ademais, também ha
relatos sobre pacientes transplantados terem uma frequéncia aumentada em desenvolver
esteatose hepética de novo (PERITO et al., 2017), chamando a atengdo para o papel da
inervacao hepatica, que ndo é reconstituida em virtude do transplante, na integridade central e
sistémica regulando o metabolismo do novo 6rgao.

O objetivo deste trabalho €, portanto, investigar se o circuito neural mediado pelo
nervo vago exerce um papel na regulacdo do relogio periférico hepatico e os impactos da
deficiéncia desse circuito sobre a fisiologia do figado. Os resultados obtidos poderdo
representar um avanco significativo no conhecimento basico da fisiologia hepatica, bem como
no conhecimento da interacdo entre circuitos neurais, ritmos circadianos periféricos e fungoes
hepaticas. Por fim, o trabalho contribuira com novas possibilidades na abordagem da

sindrome metabdlica e suas manifestagdes no figado.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 O figado
1.1.1 Conceito, anatomia e funcdes

O figado é um dos maiores Orgdos solidos no organismo, compreendendo
aproximadamente 2% do peso corporal total em humanos e 5% em camundongos. Em um
homem adulto o peso do figado varia entre 1,4 a 1,6 kg, enquanto que em mulheres varia de
1,2 a 1,4 kg. Este 6rgdo esté localizado na parte superior direita do abdome entre o diafragma
e 0 estbmago. O figado possui cinco ligamentos com a parede anterior do abdome e mais dois
com o estdbmago, os quais permitem sua fixacdo ao corpo. Anatomicamente, existem quatro
porc¢des hepaticas: lobos direito, esquerdo, medial e caudato, sendo o direito o maior deles. Os
vasos que se conectam ao figado sdo a artéria hepatica, veia porta e as veias hepéaticas. Em
roedores, ele esté localizado na parte mais cranial da cavidade abdominal imediatamente atras
do diafragma e macroscopicamente pode ser didaticamente subdivido em quatro lobos,
separados de maneira incompleta: mediano, esquerdo, direito e caudado. Sua superficie
externa é revestida por uma fina camada de tecido conjuntivo, também conhecida como
capsula de Glisson, e que, por sua vez, é recoberta pelo peritdnio. O hilo hepatico (porta
hepatis) é bem definido e serve de passagem para os ductos hepaticos (direito, esquerdo e
comum) e para 0s vasos sanguineos que irrigam ou drenam o 6rgao (VOLLMAR; MENGER,
2009) (Figura 1).

Figura 1. Diferengas anatdémicas entre o figado de humano e de roedor.
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O figado tem um duplo sistema de irrigacdo sanguinea. A veia porta, que transporta o
sangue drenado dos leitos capilares do tubo digestivo, baco e pancreas, é responsavel pelo
suprimento de 75% de todo o sangue que chega ao figado. E interessante ressaltar que esse
sangue € rico em nutrientes, mas é pobre em oxigénio e pode conter toxinas e micro-
organismos invasores. A artéria hepatica, ramo do tronco celiaco, transporta sangue bem
oxigenado e fornece os outros 25% do aporte sanguineo do figado. O sangue proveniente
dessas duas origens distintas se mistura durante a passagem nos capilares sinusoides
hepaticos. Por fim, o sangue é drenado, pela veia central, dos capilares sinusoides no lébulo
hepatico que se unem para formar as veias sublobulares ou intercalares que, finalmente,
desembocam nas veias hepaticas. O sangue retorna ao coracao através da veia cava inferior
(JENNE; KUBES, 2013; VOLLMAR; MENGER, 2009) (Figura 2).

Figura 2. Desenho esquematico do figado humano. A: anatomia macroscdpica do figado. B: l6bulos
hepéticos. C: Parte de um lébulo hepético em maior aumento.
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O lébulo hepdtico ¢é a unidade histologica estrutural basica do figado e possui a forma
de um hexagono. Essa estrutura é delimitada por septos de tecido conjuntivo originados da
capsula de Glisson e € composta por fileiras de hepatocitos intercaladas por capilares do tipo
sinusdide, alem de células estreladas (ou células de 1to) e macrofagos residentes (ou células de
Kupffer). Também sdo descritas outras populacbes de células do sistema imunolégico no
figado, como células dendriticas, linfocitos e células natural killer (NK). Os hepatdcitos
representam a grande maioria das células hepaticas e exercem uma parte relevante das
funcGes metabdlicas e secretoras do figado. Por outro lado, as células de Kupffer, que se
situam na parede dos sinusoides hepéaticos apresentam capacidade fagocitica, secretdria e
metabdlica. Por essa razdo e por estarem em contato direto com o sangue, essas células
desempenham a funcéo de identificar micro-organismos invasores e, por meio da fagocitose,
elimina-los da microcirculacdo hepatica. Os macrofagos residentes, em conjunto com as
celulas endoteliais, células dendriticas, células de Ito, além de linfocitos T, B e NK
constituem a populacdo de células residentes ndo-parenquimais (NPCs) do figado (JENNE;
KUBES, 2013). Os colangiocitos alinham os canais biliares que coletam a bile produzida
pelos hepatdcitos e canalizam para a vesicula biliar; as células endoteliais revestem o0s vasos
sanguineos hepéticos; as células estreladas sdo células tipo fibroblastos ativadas por estimulo
inflamatorio para depositar coladgeno e facilitar o reparo — um processo que pode resultar em
cicatrizes hepéticas, ou fibrose, no caso de inflamacéo cronica (BECKWITT et al., 2018).
Todos esses componentes celulares trabalham de modo coordenado para realizar as mais
diversas funcdes hepaticas.

O figado desempenha inimeras funcdes essenciais para a homeostasia do organismo,
tais como regulacdo do metabolismo de carboidratos e lipideos, producdo de lipoproteinas,
fatores sanguineos, horménios, producdo de bile (RUI, 2014), além de desempenhar varias
funcBes imunoldgicas (CURTIS et al., 2015). As células parenquimatosas, principalmente os
hepatdcitos, sdo responsaveis pela atividade metabodlica do figado, producdo e liberagdo de
proteinas de fase aguda, producdo de proteinas plasmaticas e a integracdo de varios
componentes do metabolismo de glicose, lipidios, nitrogénio e oxidativo (BECKWITT et al.,
2018).

1.1.2 Inervagao hepética
O figado é um 6rgdo importante em nosso corpo devido ao seu papel na manutengéo
da homeostase e na vigilancia imunoldgica. A comunicagdo com o resto do corpo é essencial

para o desempenho de suas fungdes e ocorre através de sinais humorais e neurais. O sistema
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nervoso autbnomo tem papel fundamental na modulacdo de numerosos eventos fisioldgicos
do figado (JENSEN; ALPINI; GLASER, 2013), como na regulacdo do compartimento
neuroenddcrino hepatico (ROSKAMS et al., 2004), metabolismo da glicose (PUSCHEL,
2004), ritmo circadiano (MUKHERJI et al., 2019b; SHIBATA, 2004), hidratacéo das células
hepéticas e contetido osmolitico (HAUSSINGER, 2004), regeneracéo hepatica (COLLE et al.,
2004), reparo hepatico (OBEN; DIEHL, 2004) e sistema imunoldgico (CHAVAN; PAVLOV;
TRACEY, 2017; KANDILIS et al., 2015). O aumento da frequéncia de transplantes de figado
despertou interesse no estudo da inervagdo hepatica, no entanto, a observacao de que o figado
continua funcionando bem, mesmo ap0ds a desnervacédo, levou a visdo de que o impacto da
inervacdo hepética € altamente limitado (TIMMERMANS; GEERTS, 2005). Essa visdo
mudou nas Ultimas décadas, principalmente devido ao fato de os pacientes transplantados
terem uma frequéncia aumentada de desenvolver esteatose hepatica (PERITO et al., 2017),
aumentada chance de desenvolverem obesidade, dislipdemia, hipertenséo e diabetes mellitus
anos apds o transplante (BIANCHI et al., 2008; LARYEA et al., 2007), bem como ap6s
publicacbes de revisdes detalhadas enfatizando os aspectos morfoldgicos e funcionais da
inervacdo hepatica (BARJA; MATHISON, 1984; BERTHOUD, HANS RUDOLF, 2004;
HORN; FRIEDMAN, 2004; JENSEN; ALPINI; GLASER, 2013; LAUTT, 1980) e devido ao
impacto que a inervacdo hepética pode ter sobre doencas como diabetes mellitus tipo 2,
obesidade, sindromes metabolicas e outras patologias (JENSEN; ALPINI; GLASER, 2013).

O eixo neural do cérebro/figado, que coordena as varias funcbes hepaticas, é
bidirecional, com fibras nervosas aferentes (sensoriais) e eferentes (motoras) de origem
parassimpatica vagal e simpatica espinhal (BERTHOUD, HANS RUDOLF, 2004), contém
vias de sinalizacdo aferente que emitem sinais do figado para o cérebro e vias eferentes
respondendo com sinais do cérebro para o figado. Os nervos simpatico e parassimpatico que
inervam o figado contém componentes aminérgicos aferentes e eferentes, colinérgicos,
peptidérgicos e nitrérgicos (MCCUSKEY, 2004). Uma quantidade crescente de evidéncias
implica papéis importantes para essa inervacdo na regulacdo do metabolismo hepatico,
hemodinamica e sistema imunolégico (BECKH et al., 1990; CARRENO; SEELAENDER,
2004; COX et al., 2004; FRIEDMAN, SCOTT L., 2000; GLASER et al., 2006; SHIMAZU,
1996).

A distribuicé@o dos nervos autonémicos no figado é complexa e, embora existam varias
técnicas experimentais que podem ser usadas para caracterizar a inervacao hepética anatémica
e funcionalmente, como ensaios retrégrados e rastreadores anterdgrados, imuno-histoquimica,

registro eletrofisiologico e ablacdo seletiva, a organizacdo neural hepatica varia entre espécies
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e cada técnica, apesar de seus pontos fortes, tem limitagdes (BERTHOUD, HANS RUDOLF,
2004). No entanto, foram feitos progressos para melhorar o conhecimento basico sobre a
distribuicdo das fibras do nervo hepatico e a importancia do sistema nervoso hepatico na
comunicacdo entre 6rgdos e na homeostase do organismo.

No que diz respeito as vias centrais dos nervos hepaticos, os neurdnios aferentes
parassimpaticos estdo localizados nos ganglios nodosos, com processos axonais para a
periferia e processos centrais para o nucleo do trato solitario (NTS) e menos na area postrema,
nucleo motor dorsal e nucleo do trato solitario contralateral, enquanto os neurdnios motores
eferentes pré-ganglionares vagais ou com projec6es abdominais superiores estdo localizados
no ndcleo motor dorsal do vago (DMN). Nos neur6nios simpaticos laterais da coluna
vertebral, a inervacdo simpatica pré-ganglionar é derivada da coluna intermediolateral (corno
lateral) da medula espinhal (T7 a T12), enquanto a inervacdo pos-ganglionar é derivada do
ganglio celiaco ou do mesentério superior (BERTHOUD, HANS RUDOLF, 2004,
BERTHOUD HR, 1998).

A inervacdo neural que controla a funcdo hepética é complexa e a inervacao extrinseca
é melhor compreendida do que a inervacdo intra-hepatica. A anatomia extrinseca do sistema
nervoso hepatico é composta por ramos simpaticos e parassimpaticos: (1) as fibras aferentes
simpéticas originarias do figado entram no ganglio da raiz dorsal, que termina no corno dorsal
da medula espinhal (BERTHOUD, HANS RUDOLF, 2004; TAHER; FARR; ADELI, 2017),
geralmente, os neurdnios pré-ganglionares simpaticos derivados da medula espinhal sdo
colinérgicos e os neurbnios pds-ganglionares derivados dos ganglios celiaco ou mesentérico
superior sdo noradrenérgicos; (I1) neurdnios parassimpaticos que inervam o figado sao
derivados principalmente do nervo vago. Estudos de rastreamento neural demonstraram que
ramos que saem do vago cervical no térax inervam também a pele, meato acustico, faringe,
laringe, traquéia, brénquios, pulmdo, arco aortico, coracdo e esbfago. A medida que 0s
troncos vagais ventral (esquerdo) e dorsal (direito) entram no abdome através do diafragma,
eles se dividem em varios ramos com padrdes de inervacdo de 6rgédos ligeiramente diferentes.
Os ramos celiaco ventral, dorsal gastrico e acessorio dorsal tém inervacdo no figado, mas
unem-se predominantemente ao ramo celiaco ventral, inervando o duodeno distal, jejuno, ileo,
ceco e colon. O ramo hepatico comum deriva exclusivamente do tronco ventral. Como o
nome sugere, esse ramo fornece inervagdo a triade hepatica, que compreende a artéria
hepética, o ducto biliar e a veia porta no figado, mas também se ramifica para inervar partes
inferiores do estdmago, esfincter pildrico, pancreas e duodeno proximal (BERTHOUD HR,
1998; DE LARTIGUE, 2016) (Figura 3).
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Figura 3. Diagrama esquematico mostrando a organizacdo anatdémica da inervagéo aferente vagal e
espinhal do figado de rato e 6rgdos associados e suas representagdes centrais. A inervagao aferente
vagal é mostrada em linhas solidas em azul, a inervagdo aferente espinhal em linhas tracejadas em
vermelho. A abundancia relativa da inervacéo € indicada pela espessura dos axonios e pelo diametro dos
pontos que representam os terminais sensoriais nos varios compartimentos.
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Foi demonstrado que as fibras nervosas entram no figado através de dois plexos
formados por nervos simpético e parassimpatico que se comunicam através do: i) plexo
anterior colocado ao redor da artéria hepatica, consistindo de fibras nervosas com sua origem

no ganglio celiaco e nervo vago esquerdo e ii) plexo posterior localizado ao redor da veia
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porta e do ducto biliar, formado por fibras do ganglio celiaco e do vago direito (STREBA,
2014). Alguma inervacdo adicional no figado também pode acompanhar a veia hepética
(FRIEDMAN, RW, 1988).

No que diz respeito a anatomia intrinseca do sistema nervoso hepatico, a distribuicéo
intra-hepatica dos nervos é incompletamente compreendida e, embora as técnicas de
conhecimento e manipulacdo tenham avancado nos ultimos anos, ainda existem algumas
limitacbes que dificultam o estudo da inervacdo intra-hepatica. Um obstaculo estd na
dificuldade de experimentos com desnervacdo ou estimulacdo de ramos nervosos mais
especificos do figado, uma vez que o figado é suprido por muitos bragos nervosos, de modo
que as técnicas neurobioldgicas precisam ser aprimoradas (BERTHOUD, HANS RUDOLF,
2004). Além disso, embora existam marcadores neuroquimicos disponiveis para técnicas
imuno-histoquimicas para estudar a identidade dos nervos intra-hepaticos, a maioria desses
marcadores ndo é completamente especifica para fibras aferentes ou eferentes nessa area. Esse
aspecto foi discutido anteriormente (BERTHOUD, HANS RUDOLF, 2004; BERTHOUD
HR, 1998; FUKUDA et al., 1996; KANDILIS et al., 2015; LAUTT, 1980; MCCUSKEY,
2004). No entanto, houve progresso na caracterizacdo da neuroanatomia intra-hepatica em
humanos e outras espécies (JENSEN; ALPINI; GLASER, 2013).

As dificuldades descritas acima, a respeito do estudo e caracterizagdo da inervagao
hepética, ndo limitam completamente ou descredibilizam resultados de pesquisas envolvendo
investigacbes funcionais neurohepéticas, como as realizadas neste estudo, uma vez que é
incontestavel que o figado é um érgdo comprovadamente inervado, restando apenas atentar
para a ponderagédo na interpretacdo dos dados, levando-se sempre em consideracéo a relacéo

conjunta e a coexisténcia fisiologica e funcional dos demais 6rgéos e sistemas.

1.2 O nervo vago

O nervo vago, ou X nervo craniano, é o principal componente do sistema nervoso
autondmico parassimpatico (PAVLOV, VALENTIN A.; TRACEY, 2012). Seu nome deriva
da palavra em Latim “vagus”, cujo significado mais proximo em Portugués ¢ “errante”. Essa
nomenclatura foi utilizada pela caracteristica anatémica do nervo, que possui um caminho
tortuoso, que se desvia do tracado original e inerva diversos orgdos, incluindo coragéo,
pulmdo e o trato gastrointestinal. O X nervo craniano é considerado misto por possuir fibras
aferentes (sensoriais) e eferentes (motoras) (MCCUSKEY, 2004). Em camundongos 0 nervo
vago é composto por aproximadamente 2.300 fibras aferentes e um nimero bem menor de
fibras eferentes (WILLIAMS et al., 2016).
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O répido processamento e transmissdo de sinais do nervo vago dependem da estrutura
e atividade do sistema aferente vagal e, assim, o padrdo de ramificacdo do nervo aferente
vagal é essencial para determinar as fungdes biologicas seletivas. Os neurbnios do sistema
aferente vagal sdo pseudobipolares e detectam varios sinais na periferia (Figura 4A) que sao
transmitidos ao NTS do tronco cerebral para exercer respostas autonémicas, enddcrinas e
comportamentais (BJ UNDEM, 2005). Esses corpos celulares neuronais estéo localizados em
duas estruturas separadas em forma de fuso conhecidas como géanglios nodosos esquerdo e
direito (ganglios sensoriais cranianos) que residem sob o forame jugular (entre 0s 0ssos
occipitais) proximo ao seio carotideo (MARIA A. PATESTAS, 2016; MONKHOUSE, 2005;
WAISE; DRANSE; LAM, 2018).

O padrdao de ramificacdo desses neurbnios € semelhante na maioria das espécies
estudadas, incluindo humanos (HAMMER et al., 2015; LIU, HONG-FU et al., 2015), em que
0s ramos do nervo vago esquerdo e direito entram no abdome como dois troncos (ventral e
dorsal) e se dividem em ramos distintos primarios no nivel esofagico subdiafragmatico
(WANG, FENG-BIN; YOUNG; KAO, 2012). O ganglio nodoso esquerdo inerva o figado
através do ramo hepatico, a superficie dorsal do estdmago via ramos gastricos e o pancreas
através do ramos acessorios celiaco e hepético. O ganglio nodoso direito recebe sinais da
superficie ventral do estbmago, através dos ramos gastricos, e do pancreas, através do ramos
celiacos (BERTHOUD, H. R.; CARLSON; POWLEY, 1991; BERTHOUD, HANS-
RUDOLF; NEUHUBER, 2000).

As fibras aferentes do nervo vago enviam informacgdes sensoriais viscerais para 0
NTS, na medula oblongata. Em seguida, essas fibras integram a informagdo com o hipotalamo
e regides cerebrais superiores responsaveis pelo controle das fun¢Ges autonémicas e respostas
comportamentais (GOEHLER et al., 2000). A comunicacdo bidirecional entre 0s neurénios
do NTS e do DMN ativa fibras eferentes que descendem para diversos orgdos periféricos
incluindo o trato gastrointestinal e os érgdos componentes do sistema reticuloendotelial
(MCCUSKEY, 2004; PAVLOV, VALENTIN A; TRACEY, 2017). As fibras eferentes do
nervo vago sao moduladas no sistema nervoso central (SNC) pelos receptores muscarinicos
de acetilcolina (PAVLQOV, V. A. et al., 2006; PAVLOV, VALENTIN A.; TRACEY, 2012)
(Figura 4B).
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Figura 4. Inervacdo aferente vagal subdiafragmatica. A: Os neurdnios aferentes vagais sdo
pseudobipolares. O axénio bifurca-se com uma extremidade terminando no tronco cerebral e outra
em um local periférico; B: No nivel subdiafragmatico, os neurbnios aferentes vagais inervam o
figado, estdmago, intestinos e pancreas e retransmitem sinais para o tronco cerebral para regular as
funcgdes de corpo inteiro. AP, area postrema; DMV, nlcleo dorsal motor do vago; NTS, nucleus
tractus solitaries.
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A sinalizagdo parassimpética participa diretamente do controle homeostéatico do
organismo uma vez que regula diversas funcgdes vitais, como por exemplo a frequéncia
cardiaca, secrecdo e motilidade intestinal, producdo hepatica de glicose, dentre outras funcées
viscerais (PAVLOV, VALENTIN A.; TRACEY, 2012). Além dessas funcbes, nas ultimas
décadas o nervo vago tem sido apontado como mediador da interacdo entre o sistema nervoso
e o sistema imunoldgico, sendo sua participacdo indispensavel para o reflexo inflamatério
(TRACEY, 2002).

1.2.1 Transmisséo de sinais vagais pelo eixo cérebro-figado

O nervo vago ¢ a principal fonte de inervagdo do trato gastrointestinal. De todos 0s
orgdos abdominais, o figado é o que recebe a maior quantidade de fibras do nervo vago, tanto
aferentes quanto eferentes. Para se ter uma ideia, aproximadamente 30% de todas as fibras
vagais subdiafragmaticas sdo encontradas no ramo hepatico comum do nervo vago
(BERTHOUD, H. R.; CARLSON; POWLEY, 1991). Esse nervo possui fibras aferentes e
eferentes, encarregados da transmissdo de estimulos das visceras para o sistema nervoso
central e deste de volta as visceras. As vias aferentes do sistema vagal sdo compostas por
neurdnios cujos corpos celulares encontram-se nos ganglios nodosos e conduzem informagdes

sensoriais até o NTS, no SNC. Por outro lado, as fibras eferentes do nervo vago, originadas a
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partir de neurénios localizados no DMN e no nucleo ambiguo e suas terminacGes inervam as
mesmas estruturas das fibras aferentes.

O nervo vago, como 0 nervo craniano mais longo, é o elo principal entre o figado e o
cérebro e, depois de deixar o cérebro, no térax, o ramo vagal esquerdo forma o tronco vagal
anterior que entra no abdomen através do hiato esofagico originando o ramo hepatico vagal.
Esses ramos juntam-se ao plexo hepatico e através dele sdo distribuidos para o figado em seu
hilo e abastecem o 6rgao (HAJIASGHARZADEH; BARADARAN, 2017).

Recentemente, um grupo de cientistas mostrou que as células neuroendocrinas
presentes na mucosa do tubo digestivo séo capazes de realizar sinapse com as fibras aferentes
do nervo vago (KAELBERER et al., 2018). Esse circuito neuroepitelial mediado pelo nervo
vago é capaz de conduzir informacgdes sobre a presenca de nutrientes no lumen intestinal,
tipos de nutrientes presentes na ingesta (acidos graxos e carboidratos), metabolitos produzidos
pela microbiota, toxinas e alterages mecanicas no tubo digestivo de maneira rapida e
bastante eficiente, para o cérebro e de volta para os 6rgdos gastrointestinais, incluindo o
figado. O sistema neuroepitelial descrito € recrutado e ativado antes mesmo da producéo e
secrecdo dos hormonios que classicamente sdo descritos como regulatorios da funcao
gastrointestinal.

O papel modulatério potencial do nervo vago tem sido ainda previamente relacionado
a algumas doencas metabdlicas e inflamatorias crénicas (GIDRON et al., 2018) e a um
conjunto de fatores de riscos, incluindo obesidade, niveis elevados de lipideos, glicose e
pressdo arterial, que podem ser vistos como uma doenca por si s6, bem como um fator de
risco para outras doencas, e, em vista da sua importancia fisioldgica, alguns trabalhos
sugerem que uma via comum que poderia unificar a etiopatogenia das doencas descritas
acima pode envolver o nervo vago (DE COUCK; MRAVEC; GIDRON, 2012).

1.3 O reldgio bioldgico

Em mamiferos, o reldgio bioldgico é um temporizador que adapta a fisiologia corporal
a ciclos diarios de 24 horas, também conhecidos como "ritmo circadiano™ (DIERICKX; VAN
LAAKE; GEINSEN, 2018). Este reldgio antecipa e coordena respostas fisiologicas,
comportamentais e biogquimicas, influenciando uma miriade de processos fundamentais tais
como atividade, temperatura corporal, comportamento alimentar, regulacdo do ciclo celular,
secrecdo hormonal, dentre outras, além de ser importante para a coordenacdo de respostas
altamente integradas de sistemas, tais como metabolismo, homeostasia cardiovascular e

funcdo imune (CURTIS et al., 2015). Quando esse sistema de reldgio é defasado, seja por
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privacdo ou mé qualidade do sono, alteracdo no horério da alimentac&o, jet lag ou em casos
dos trabalhadores em turnos rotativos (SHETTY et al., 2018), ocorre uma perturbacéo
profunda dos reldgios moleculares e, a longo prazo, esta associado a uma ampla gama de
distarbios, incluindo sindrome metabdlica (GARAULET; ORDOVAS, 2013), doencas
vasculares (VYAS et al., 2012) e maior risco de cancer (HAUS; SMOLENSKY, 2013).

Os ritmos bioldgicos dependem de um programa molecular complexo composto por
uma alca transcricional-traducional de retroalimentacdo positiva e negativa de genes
conhecidos como "genes do relogio™, compreendidos em Bmall, Clock, Perl e Per2 (period),
Cryl e Cry2 (cryptochrome), Reverb a/ff e Ror a/f/y (Figura 5). As proteinas BMALI e
CLOCK formam um heterodimero que ativa a transcrigdo dos genes Per e Cry, e outros genes
controlados pelo relégio (CCG), ligando-se a elementos responsivos E-box dentro de seus
promotores. As proteinas CRY e PER sdo subsequentemente fosforiladas por CKI (caseina
quinase I) € ou CKIS e translocadas para o nucleo, onde reprimem a atividade transcricional
das proteinas BMAL1 e CLOCK. Por outro lado, a transcricdo de Bmall é reprimida por
REV-ERBa (também conhecido como NR1D1) e REV-ERB (também conhecido como
NR1D?2) e ativada por ROR (receptor 6rfao relacionado a RAR) a, RORB e RORYy, via ligacao
a seu elemento responsivo a ROR nas regies promotoras. As familias de genes Rev-erb e Ror
sdo, por sua vez, reguladas positivamente pelas proteinas BMAL1 e CLOCK. Dessa forma,
um conjunto de genes ativa a expressdo de outro grupo de genes que, por sua vez, reprimem a
expressao dos ativadores iniciais. A presenca desse relégio circadiano interno € uma
caracteristica comum a todos os tecidos e permite que eles sejam interconectados para que,
juntos, possam produzir ritmos sincronizados de inumeras func@es biol6gicas (MOHAWK;
GREEN; TAKAHASHI, 2012).
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Figura 5: A maquinaria molecular do relégio bioldgico em mamiferos. A alca transcricional-traducional
de retroalimentacdo positiva e negativa envolve a ativacdo do heterodimero CLOCK/BMALL, que estimula
a expressdo dos genes PERI, PER2, CRY, REVERBa e RORo. Os genes PER e CRY formam outro
heterodimero e, assim como REVERBa, inibem a expressdo de CLOCK/BMALL. O gene RORa, por sua
vez, faz parte da alca de retroalimentacdo positiva do complexo, uma vez que ele regula positivamente a
expressao de BMALL.
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O modelo inicial e geralmente aceito do sistema do reldgio circadiano sugere uma
organizacdo hierarquica desse sistema, existindo um relégio central controlado pelo nucleo
supraquiasmatico (NSQ) no SNC, que atua como um marcador principal e dirige o ritmo dos
tecidos centrais e periféricos através de sinais humorais, como hormdnios, ou diversos
circuitos neurais (DIBNER; SCHIBLER; ALBRECHT, 2010; KOWALSKA; BROWN,
2007; LOWREY; TAKAHASHI, 2011; WEIGL et al., 2013).

Tradicionalmente, acredita-se que a interagcdo da luz com o sistema retinohipotalamico
seja a principal pista ambiental na sincronizacdo dos reldgios bioldgicos (BERSON; DUNN;
TAKAO, 2002). A retina, uma das estruturas presente nos olhos, é composta por
aproximadamente 10 camadas funcionais diferentes. De especial interesse é a camada
ganglionar, cujos neurdnios possuem melanopsina, um pigmento altamente sensivel a luz. A
interacdo da luz com a melanopsina estimula esses neur6nios e essa informacdo é transmitida
para o cérebro através do nervo dptico. Os nlcleos visuais possuem projecdes para 0 NSQ e
essa informacédo acerca da luminosidade ambiental é entdo usada para sincronizar o reldgio
central com o ambiente (BELENKY et al., 2003; NAJJAR; ZEITZER, 2016; PROVENCIO
et al., 2000). Varios sinais humorais e nervosos sdo originados a partir do NSQ e atuam nos
tecidos periféricos. Essa interpretacdo € corroborada por estudos que mostram a
dessincronizagdo dos ritmos periféricos apds a lesdo do NSQ, relogio central (REPPERT;
WEAVER, 2002; SEGAL et al., 2018).
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1.3.1 O sistema circadiano e o balan¢o do sistema nervoso autondmico

O reldgio biologico central e sua regulacdo sobre 0 SNC e 6rgdos periféricos é bem
caracterizado na literatura desde a descoberta do NSQ, em 1972. De forma bem evidenciada
sabe-se que, a fim de manter a homeostase, o hipotalamo — area-alvo onde se encontra 0 NSQ
— ndo so precisa integrar as informagfes do ambiente, corpo e cérebro, mas também traduzir
esta informacdo em uma resposta que sirva para manter homeostase. Para esse fim, é
necessaria uma rede intrincada de conexbes entre as diferentes funcbes do nucleo
hipotalamico de tal forma que as informacdes podem ser trocadas e compartilhadas, fazendo
parte dessa rede a producdo hormonal e o0s circuitos neurais autonémicos (BUIJS;
ESCOBAR; SWAAB, 2013).

As projecBes do NSQ atingem diferentes niveis hipotalamicos onde neurdnios
separados do NSQ tém como alvo neurénios pré-autondmicos parassimpatico ou simpatico no
Nucleo Paraventricular (PVN) ou Hipotadlamo Lateral (LH). Essas conexdes autonémicas
servem para transmitir a mensagem diretamente do NSQ para os 6rgdos periféricos,
permitindo que o NSQ module, por exemplo, a pressdo sanguinea e frequéncia cardiaca
através dos sistemas simpatico e parassimpatico com um tempo completamente diferente e
uma configuragdo autondmica distinta (KREIER et al., 2006; SCHEER et al., 2001, 2009).
Além disso, essas conexdes autondémicas servem para cronometrar a producgdo de glicose no
figado e sensibilidade a insulina, dependendo da hora do dia (LA FLEUR et al., 2001; Y1 et
al., 2012). Por outro lado, 0 NSQ também envia projecGes as areas que servem para integrar
informacBes, como o Ndcleo Hipotalamico Dorsomedial (DMH) e o Nucleo Paraventricular
do Talamo (PVT).

As informacdes que chegam ao NSQ sdo traduzidas principalmente pelo PVN em um
sinal hormonal e autonémico. Esses sinais hormonais, parassimpaticos e simpaticos atingirdo
orgaos periféricos como a glandula adrenal, figado, tecido adiposo e génadas. A partir desses
orgdos, as informagbes sensoriais, viscerais e hormonais chegardo ao hipotalamo. A
informagao sensorial simpatica entra no cérebro ao nivel das camadas I e V do corno dorsal e
chegara ao hipotalamo através NTS e do nucleo parabraquial (PBN). A informagéo sensorial
vagal entra no cérebro no nivel do NTS e chega ao hipotalamo direta ou indiretamente por
meio do PBN (Figura 6). Essas conexdes fornecem ao hipotalamo informacgdes que permitem
ao organismo ajustar e equilibrar as informagdes claro-escuras periféricas com as informacdes
metabolicas dos érgados periféricos (BUIS; KALSBEEK, 2001a). Buijis e Kalsbeek (2001)
foram um dos primeiros estudiosos a chamarem atencgéo ao fato de que o NTS e o PBN visam

fortemente as mesmas estruturas hipotalamicas que séo inervadas pelo NSQ e concluiram que
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essas observagdes indicam um terreno comum para o funcionamento dos sistemas de relégio.
Dessa forma, os reldgios periféricos, assim como o reldgio central, podem controlar os
nucleos hipotaldamicos para manter o equilibrio entre o corpo e o cérebro.

A maioria dos mecanismos que podem influenciar ritmos nos érgédos periféricos esta,
portanto, relacionada ao sinal do relégio central no NSQ, sendo exemplos a temperatura
corporal, atividade locomotora, secre¢cdo de hormonios como corticosterona e melatonina e o
comportamento alimentar. Apesar de o ritmo de genes do relogio na periferia estar fortemente
acoplado ao NSQ, evidéncias mais recentes tém demonstrado que a luz nédo é a Unica pista
ambiental capaz de modular os relégios periféricos, contrariando 0 modelo hierarquico desse
sistema e gerando debate intenso entre cronobiologistas (BUIJS; ESCOBAR; SWAAB,
2013). A literatura cientifica tem mostrado, cada vez mais, que a alimentacdo é outro fator
envolvido na sincronizacdo dos ritmos em tecidos periféricos, sobretudo em érgdos do trato
gastrointestinal, mesmo em condi¢Ges normais de ciclo claro/escuro (ASHER; SASSONE-
CORSI, 2015a; BISHEHSARI et al., 2016). Em outras palavras, cientistas tém demonstrado
que o horério de alimentacdo € importante para o funcionamento correto do relégio bioldgico
periférico, entretanto, os mecanismos pelos quais a alimentacdo impacta esse reldgio ainda

nédo sdo completamente conhecidos.

Figura 6. Interacdo entre reldgios periféricos e centrais. Uma ilustragdo das principais vias pelas quais
os relégios periféricos e centrais podem se comunicar com o sistema nervoso central. Adaptada de Bujis e
Kalsheek (2001).
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A partir da andlise da literatura, observa-se que, embora exista entendimento solido da
importancia da integragdo autondmica na modulacéo de funcgdes do organismo com oscilagéo
circadiana, grande parte das investigacGes concentra-se no papel dos sistemas autondmicos
em transmitir as informacdes de luz do NSQ, indicando que o sistema nervoso auténomo é
uma importante porta de entrada para o reldgio central reinicializar a fisiologia periférica,
através da luz. Contudo, poucos ainda sdo os trabalhos que exploram se a inervagdo
autondmica direta sobre 6rgdos periféricos, através dos seus ramos sensoriais (aferentes),
pode atuar no reconhecimento ou como transmissores de outros Zeitbergers, como o

nutriente.

1.3.2 As funcgdes do relogio bioldgico na fisiologia

O relogio molecular coordena as mais variadas fungdes fisioldgicas do organismo,
funcdes estas consolidadas e bem descritas na literatura (PILORZ; HELFRICH-FORSTER;
OSTER, 2018; ROENNEBERG; MERROW, 2016) (Figura 7).

No sistema imune, por exemplo, o reldgio biologico regula muitos aspectos de suas
funcBes e a maioria das células imunes, como células T, granulécitos e macrofagos, apresenta
variacOes diarias em sua funcdo. Além disso, muitos genes responsaveis pelo reconhecimento
de patdgenos e secrecdo de citocinas exibem expressdo circadiana robusta (HAYASHI,
SHIMBA; TEZUKA, 2007; HUSSE et al., 2014; KELLER et al., 2009). Portanto, a
interrupcao dos reldgios e ritmos circadianos tem efeitos prejudiciais sobre a funcéo imune e
as respostas aos patdgenos (BOLLINGER et al., 2011; WANG, WEI et al., 2011). Por outro
lado, a prépria resposta inflamatoria pode alterar a expressdo celular dos genes do reldgio
(COOGAN; WYSE, 2008). O trabalho constante em turnos noturnos estad fortemente
associado ao desenvolvimento de inimeras doencas imuno-associadas, como distirbios
cardiovasculares, cancer e inflamacdo metabdlica (HARRINGTON, 2010; PILORZ;
HELFRICH-FORSTER; OSTER, 2018).

No sistema cardiovascular, por sua vez, o ritmo do batimento cardiaco é caracterizado
por uma flutuagdo diurna com frequéncia e débito cardiaco mais altos durante a fase ativa e
diminuidos durante a fase do sono (DURGAN; YOUNG, 2010). Isso resulta em um ritmo
concomitante no sangue dos tecidos e, portanto, na suplementacdo de oxigénio e nutrientes.
No nivel molecular, a expressdo de genes do reldgio exibe oscilagbes nos musculos lisos
vasculares, veias e artérias. Modelos genéticos de camundongos com funcdo de relogio

circadiano alterado mostram um grau variado de anormalidades na frequéncia cardiaca e
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outros ritmos circadianos cardiacos, dependendo de qual componente distinto do relégio
circadiano é modificado (BRAY et al., 2008; DURGAN; YOUNG, 2010).

Muitos componentes do sistema enddcrino exibem ritmos dependentes da hora do dia.
Os fatores enddcrinos mais bem estudados entre os quais flutuam ao longo do dia sdo
glicocorticéides, horménio do crescimento, prolactina, horménio da tiredide, horménios
sexuais e melatonina (AVRAM et al., 2005; PILORZ; HELFRICH-FORSTER; OSTER,
2018; RUSSELL et al., 2008; TANOUE et al., 2004).

Ainda, a regulacdo circadiana afeta sistemas de temperatura corporal, sono-vigilia,
reproducédo e controle do ciclo celular. Por exemplo, 0 nocaute de um importante gene do
relégio em camundongos, Bmall (também conhecido como Arntl), resulta em ciclos
arritmicos de sono e vigilia, longevidade reduzida e metabolismo energético irregular em
comparacdo com camundongos do tipo selvagem (PILORZ; HELFRICH-FORSTER;
OSTER, 2018).

Nos mamiferos, os ritmos circadianos também orquestram processos metabolicos
criticos para a saude e a doenca. Notavelmente, a primeira ligacdo genética entre reldgios
circadianos e metabolismo foi descoberta em camundongos portadores de uma mutagdo
missense no gene Clock (Clock-A19). Esses animais apresentam ritmos comportamentais
enfraquecidos e de longo periodo, acompanhados por uma perda da expressao ritmica dos
principais genes metabdlicos e proliferativos no figado, musculo e pancreas, resultando em
uma extensa interrupcdo da glicose e da homeostase lipidica e obesidade (MARCHEVA et
al., 2010; TUREK et al., 2005). Uma exclusdo do gene parceiro, Bmall, causa inimeras
alteragBes nos ritmos comportamentais e fisioldgicos, como atividade locomotora arritmica,
adipogénese prejudicada, alteracdo no metabolismo hepético de carboidratos e patologias dos
musculos esqueléticos (LAMIA; STORCH; WEITZ, 2008a; MCCARTHY et al., 2007). A
perda de membros negativos do TTFL (Transcription Translation Feedback Loop), como
PER e CRY, também foi relatada como tendo consequéncias metabdlicas. Por exemplo, as
mutacdes em Per2 resultam em sensibilidade alterada a insulina, hipoglicemia, obesidade
induzida pela dieta e perda da ritmicidade de glicocorticoide (CARVAS et al., 2012; SO et
al., 2009; YANG et al., 2009), enquanto um nocaute para Cryl e Cry2 aumenta a expressao
de genes da gliconeogénese e producdo de glicose hepatica (PILORZ; HELFRICH-
FORSTER; OSTER, 2018).

O fato de quase todas as facetas da fisiologia exibirem ritmos oscilatérios ritmicos
torna de grande interesse entender a funcdo do sistema de relogio circadiano e seus processos

associados. Além disso, um melhor conhecimento sobre as fungdes circadianas do relogio tem
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implicagdes clinicas importantes, uma vez que a descoberta de novos alvos terapéuticos, por
exemplo, poderd fortalecer a fungcdo do relégio e de ritmos fisiologicos subjacentes a

circunstancias cronodisruptivas dependentes ou ndo da luz.

Figura 7. Inputs do sistema de relégio circadiano (luz e alimentos) e algumasfuncdes
bioldgicas reguladas pelos reldgios central e periféricos.
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1.4 O relogio hepatico

O figado, 6rgdo de interesse desta pesquisa, desempenha um papel fundamental no
processamento diurno de nutrientes e na desintoxicacdo de componentes endo e xenobi6ticos
prejudiciais. Consequentemente, o acumulo e/ou atividades de muitas proteinas e enzimas
regulatérias hepaticas que participam dessas atividades apresentam ritmos diarios robustos.
Estes incluem fatores de transcricdo que regem a homeostase de lipidios e carboidratos, a
desintoxicacdo xenobiética e enzimas cuja expressao esta sob o controle de tais fatores de
transcri¢do e/ou cujas atividades sdo ajustadas pela disponibilidade de substrato (SINTUREL
etal., 2017).

Um exemplo facil de visualizar, acerca do controle circadiano periférico, é o
metabolismo hepatico, o qual, fisioldgica e bioquimicamente, sabe-se que, em jejum, o figado
fornece glicose por meio da glicogendlise e da gliconeogénese. Ja a oxidacgdo de &cidos graxos
no figado é alta no estado de jejum e baixa na alimentacéo. VVé-se, portanto, que o ciclo diario

natural de alimentacéo e jejum interage com o metabolismo hepético sob controle circadiano
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(MATSUMURA et al., 2021). No nivel molecular, o controle circadiano da funcédo
metabdlica hepatica é alcancado por meio de mecanismos transcricionais e pds-transcricionais
envolvendo uma grande variedade de genes e fatores de transcricdo. Em analises globais de
expressaio de mRNA juntamente com a imunoprecipitacdo da cromatina seguido por
sequenciamento profundo (ChlIP-seq) estudos revelaram que os nds reguladores centrais das
principais vias metabolicas do figado estdo sob controle circadiano. Subsequentes protedmica,
metabolémica e analises lipidémicas complementaram esses estudos e revelaram uma ampla
influéncia de mecanismos pos-traducionais no metabolismo circadiano hepatico (REINKE;
ASHER, 2019).

1.4.1 Cross-talk entre reldgio bioldgico e fungdes hepaticas

Dada a centralidade do figado na manutencéo da fisiologia do corpo inteiro, varios
estudos circadianos de alto rendimento ao longo do tempo foram realizados em modelos de
camundongos investigando cistroma (KOIKE et al., 2012), transcriptoma (PANDA et al.,
2002), proteoma (ROBLES; COX; MANN, 2014) e lipidoma (AVIRAM et al., 2016). As
andlises do transcriptoma circadiano revelaram duas grandes cristas de transcri¢cdo no figado,
correspondendo a transicdo entre as fases sucessivas ativas e de repouso (ASHER;
SCHIBLER, 2011). Andlises cistromicas (KOIKE et al., 2012) revelaram que esses dois
repertorios distintos de mMRNA sdo gerados devido a ritmicidade do oscilador dos
componentes do relégio, que permite o recrutamento/remocdo periddica de fatores de
transcricdo e co-reguladores para alterar epigeneticamente a paisagem da cromatina dos
CCGs. Processos celulares como reparo de DNA, biogénese de ribossomo, autofagia, estresse
do reticulo endoplasmatico também estdo sujeitos a regulacdo circadiana, mas principalmente
no nivel pos-traducdo (MUKHERJI et al., 2019b; WANG, JINGKUI et al., 2017). No
conjunto, essas investigacdes revelaram um nivel sem precedentes de controle do relégio
circadiano na fisiologia hepatica.

Um exemplo robusto da ritmicidade central e periférica em fungdes fisioldgicas é
visualizado no papel do reldgio central controlando os ritmos de alimentacdo/jejum, enquanto
os relogios periféricos, como o do figado, atuam conduzindo os programas de expressao
génica coordenados temporalmente para manter os niveis fisiologicos de glicose no sangue,
isto em conjunto com o metabolismo de outras células envolvidas nesse processo, como as
células beta pancredticas e as células musculares. Um dos primeiros estudos indicando um

papel para o oscilador circadiano do figado-relégio no metabolismo da glicose mostrou que a



36

delecdo de Bmall em hepatocitos reduziu a expressdo do GLUT2 levando a uma diminuicéo
da captacgdo de glicose pos-absortiva em camundongos mutantes (MUKHERJI et al., 2019b).

Por outro lado, em um estudo inspirador (TUREK et al., 2005) demonstrou-se que
camundongos mutantes para o gene Clock sdo obesos e tém niveis sanguineos elevados de
colesterol e triglicerideos (TG). Desde entdo, varios estudos genéticos em modelos de
camundongos estabeleceram o reldgio circadiano como um regulador critico do metabolismo
lipidico (GRIMALDI et al., 2010; PASCHOS et al., 2012). De fato, os niveis plasmaticos de
acidos graxos livres (FFA), TG e colesterol apresentam variacdes diurnas e sao alterados apds
mutacdes de componentes do sistema circadiano. Ja foi demonstrado que a delecao especifica
de Rev-Erbo/p em hepatocitos aumenta os niveis plasmaticos de FFA, TG e colesterol (CHO
et al., 2012; JORDAN; LAMIA, 2013). A este respeito, um estudo lipidémico revelou que
TG, fosfatidil inositol e fosfatidil colina se acumulam preferencialmente no figado de
camundongo durante a fase de descanso (ADAMOVICH et al., 2014). Mecanicamente, 0
relégio circadiano controla enzimas que estdo criticamente envolvidas na regulacdo de varias
etapas do metabolismo lipidico (MUKHERJI et al., 2019b).

Notavelmente, as vias de sintese de &cido biliar, bem como processos autofagicos e
imunolégicos/inflamatorios, todos mostram padrdes circadianos impulsionados pelo relégio
biolégico (MAZZOCCOLI; DE COSMO; MAZZA, 2018).

Dado que tais funcgdes representam uma importante saida do reldgio circadiano no
figado de camundongos (ZHOU, DEXI et al.,, 2016a) e que a inervagdo parassimpatica
mediada pelo nervo vago participa da dindmica funcional do figado, a investigacdo dessa
inter-relacdo torna-se relevante para a compreensao dos processos bioquimicos e moleculares
que podem estar por tras do desenvolvimento de comorbidades/patologias hepaticas
associadas ao ndo funcionamento do nervo vago (ou sua auséncia em casos de transplante

hepético) e a disrupcdo do ciclo circadiano.

1.4.2 Cronodisrupcédo e doencas hepéticas

Ritmos circadianos anormais ou desajustados tém sido associados a condi¢gdes como
obesidade, diabetes melitus tipo 2, doenca cardiovascular, cancer e transtornos de humor
(SCHWIMMER et al., 2009), todos componentes da Sindrome Metabolica, 0 conjunto de
fatores de risco e comorbidades cardiometabolicos responsavel por grandes custos de saude e
problemas socioecondmicos na maioria dos paises (BESSONE; RAZORI; ROMA, 2019).

As doencas hepaticas gordurosas ndo alcodlicas (NAFLDs), recentemente renomeadas
como doencas hepaticas gordurosas associadas ao metabolismo (MAFLDs) para refletir
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melhor a patogénese (FOUAD et al., 2020), s&o as doencas hepéticas cronicas mais comuns,
com uma prevaléncia mundial de 25% (VERNON; BARANOVA; YOUNOSSI, 2011;
YOUNOSSI et al., 2011), sendo a manifestacdo clinica hepatica uma das principais na
sindrome metabdlica (BESSONE; RAZORI; ROMA, 2019; LUCI et al., 2020). As MAFLDs
cobrem todo o espectro da doenca hepéatica gordurosa, desde a esteatose hepética até a
esteatohepatite ndo alcoolica (NASH), fibrose/cirrose e cancer hepatocelular. A prevaléncia
geral de MAFLD estad crescendo em paralelo com a epidemia global de obesidade
(SWINBURN et al., 2011). Ganho de peso, resisténcia a insulina, diabetes mellitus tipo 2 e
hipertensdo séo fatores de risco para a progressdo da MAFLD (RAFF, 2015; SAMUEL;
SHULMAN, 2018). Reciprocamente, as MAFLDs sé&o um fator de risco para muitas doengas
metabolicas, incluindo doencas cardiovasculares (8) e diabetes tipo 2 (LALLUKKA; YKI-
JARVINEN, 2016).

Bem consolidado na literatura, o reldgio circadiano estad envolvido na regulacdo do
acumulo de triglicerideos hepaticos, inflamacéo, estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial,
que contribuem para a patogénese da esteatohepatite ndo alcodlica (NASH) — forma mais
avancada da MAFLD (ZHOU, DEXI et al., 2016a).

Os primeiros experimentos demonstrando a importancia dos genes do relégio para a
homeostase metabdlica envolveram camundongos com mutagfes no gene Clock (TUREK et
al., 2005). Camundongos homozigotos para mutacdes no gene Clock exibiram obesidade em
condicdes de alimentacdo com racdo padrdo, hiperglicemia em jejum, lipidios elevados e
esteatose hepatica e maior propensdo para obesidade induzida por dieta quando alimentados
com dietas refinadas com alto teor de gorduras saturadas e sacarose. O fen6tipo foi atribuido a
hiperfagia durante os periodos normalmente associados ao sono (MCCOMMIS; BUTLER,
2021).

Os estudos mais iniciais sobre o tema foram traduzidos em vérias observacdes na
fisiologia e patologia humana. Estudos com voluntarios humanos demonstraram que a
dessincronizacdo dos ritmos circadianos resulta em desregulacdo metabdlica e risco elevado
de efeitos cardiometabdlicos adversos (MORRIS et al., 2016; QIAN et al., 2019). Por outro
lado, restringir a ingestdo caldrica (alimentacdo restrita por tempo) melhora a salde
cardiometabodlica em humanos (GILL; PANDA, 2015; MORO et al., 2016). Ainda ndo foi
relatado se esta abordagem beneficia a MAFLD, embora ensaios clinicos estejam em
andamento. No entanto, foi relatado que a alimentagdo restrita por tempo previne a
desregulacdo metabodlica e um fendtipo de figado gorduroso em camundongos C57BL/6J
alimentados com uma dieta rica em gordura (MCCOMMIS; BUTLER, 2021).
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A prevaléncia de doencas hepaticas metabolicas estd aumentando dramaticamente em
conjunto com as mudancas de habito atuais, a obesidade e diabetes tipo Il. A maioria das
estratégias terapéuticas para essa vertigionosa modalidade de doenga hepatica visa diminuir a
inflamacéo, fibrose e disponibilidade de substrato metabolico ou aumentar sua eliminagédo
pelo figado. Considerando o grande impacto do controle de ciclo circadiano na regulagédo do
metabolismo hepatico, é provavel que os alvos moleculares de varios candidatos a drogas
sejam regulados pelos genes de relogio (MUKHERJI et al., 2019b).

Nessa perspectiva, entende-se que a desregulacdo do relogio hepatico e,
possivelmente, os sinais dos osciladores ativos fora do figado (relégios periféricos de outros
6rgdos) podem, portanto, contribuir para a patogénese da doenca hepética.
Consequentemente, os componentes do relogio molecular agora estdo sendo investigados
ativamente como alvos de drogas. Estratégias de intervencdo direcionadas a esses
componentes poderdo, portanto, ser usados no tratamento de doencas hepaticas.

Sumarizando, evidéncias recentes vém considerando o desalinhamento circadiano
como um fator de risco para doenca metabolica, sendo assim, € valido reiteirar que investigar
redes de sinalizacdo participantes da comunicacdo entre genes do rel6gio e componentes de
vias hepaticas torna-se de grande importancia para desvendar os mecanismos por tras do
desenvolvimento de fatores de risco para doencas hepaticas e cardiovasculares, problemas de
salde publica cada vez mais frequentes, sobretudo em funcdo do estilo de vida moderno.
Nesse sentido, nosso grupo — que ja trabalha com o circuito mediado pelo nervo vago em
outras modalidades de estudo — iniciou uma pesquisa pioneira que busca investigar um
possivel papel da inervacdo vagal participando da regulacdo de componentes do reldgio
periférico e funcBes fisioldgicas hepéticas, instigados pelos seguintes fatos: o nervo vago
apresenta consideravel inervacdo no o6rgao de estudo (figado), faz conexdes com estruturas
hipotalamicas que sdo inervadas pelo NSQ, também participa do circuito neuroepitelial sendo
uma via integrativa que conecta diferentes 6rgdos do trato gastrointestinal, é eficiente na
transducédo de sinais e ainda, até o momento, ndo existem muitos trabalhos relacionando o

papel do nervo vago com a sincronizacao circadiana de fungdes do figado.
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2 HIPOTESE E OBJETIVOS

2.1 Hipotese

Considerando as informacgfes apresentadas, nossa hipdtese é a de que o circuito

colinérgico mediado pelo nervo vago regula a maquinaria do relégio biologico hepatico e

as funcbes do figado ao longo do dia.
2.2 Objetivo Geral

Avaliar o impacto do circuito vagal na sincronizacdo circadiana do relégio e de

funcGes associadas ao figado.

2.3 Objetivos especificos

2.3.1

2.3.2

2.3.3

234

Avaliar o papel do nervo vago na sincroniza¢do do relégio bioldgico
periférico hepatico através da analise do perfil ritmico de expressao dos
principais genes envolvidos na maquinaria do relégio biolégico (Bmall,
Perl, Per2, Rev-Erba, Cryl e Rora) ao longo do dia (ZT1, ZT6, ZT13 ¢
ZT18).

Investigar se as possiveis alteracdes na expressdo dos genes de relégio no
figado sdo dependentes ou independentes do reldgio bioldgico central;
Investigar se as possiveis alteracGes na expressao dos genes de relégio no
figado sdo decorrentes de alteracdes fisioldgicas nos intestinos, que
constituem alvos importantes da inervagéo vagal;

Avaliar alteracdes em processos funcionais no figado, bem como a
relevancia fisiologica desses processos, no contexto de possivel

disrupcéo do relégio bioldgico hepatico.

Figura 8. Desenho esquematico da hipotese do trabalho.
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos selvagens da linhagem C57/BI6 machos, com idade
entre 8 e 12 semanas, provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais foram acondicionados
em biotério com livre acesso a racdo e dgua e em condicBes controladas de temperatura (25°
C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12h/12h). Todos os procedimentos experimentais

foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais — CEUA (Protocolo 311/2016).

3.2 Vagotomia unilateral cervical

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais: animais do grupo controle
(Sham) ou animais vagotomizados (VNX). No grupo controle foi realizada a operacédo
simulada de vagotomia. Apds devidamente anestesiados com injecdo intraperitoneal de
cetamina (80 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg), nos animais deste grupo, foi realizada uma
incisdo na regido cervical ventral esquerda, isolado o nervo vago, sem ser, entretanto,
seccionado. No grupo de animais vagotomizados, ap0s anestesia, realizou-se a incisdo na
regido cervical esquerda e, ap6s a identificacdo do nervo vago esquerdo, foi realizada uma
vagotomia, dividindo 0 nervo em um coto proximal ao corte e um coto distal ao corte. Em
seguida, € feita a sutura da regido operada. Os grupos de animais submetidos a vagotomia
(VNX) e seu controle foram deixados em recuperacdo por um periodo de sete dias antes da
realizacdo dos testes experimentais. Apods o0s sete dias de recuperacdo, o figado dos animais
foi coletado em diferentes fases do dia, que indica os Zeitgeber (agente do meio ambiente ou
um evento que ocasiona a sincronizacdo do relégio biol6gico) ZT1, ZT6, ZT13 e ZT18
correspondendo aos horarios (07h, 13h, 20h, 01h), congelados em nitrogénio liquido e

armazenados em freezer -80° C até o processamento.
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Delineamento Experimental:

Figura 9. Delineamento dos experimentos usando o modelo de vagotomia
cervical esquerda. Apés 7 dias da vagotomia, os animais, mantidos em ciclo
claro-escuro normal e alimentacdo ad libitum, sdo anestesiados para a coleta
de figado em diferentas fases do dia, representados pelos ZT.
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3.3 RT-PCR
A quantificacdo dos niveis de mMRNA dos genes do relégio (Bmall, Perl, Per2, Rev-

Erba, Cryl e Rora) foi feita por PCR em tempo real nos animais dos grupos Sham e VNX.

3.3.1 Extragédo de RNA

O RNA total foi isolado de 15 mg de tecido usando o Mini Kit AurumTM Total RNA
da BIO-RAD. Adicionamos 700 pL do reagente de lise para a homogeneizagdo. Essa mistura
foi centrifugada a 12000 G, por 3 minutos, a temperatura ambiente. Ao sobrenadante
resultante dessa centrifugac@o, foram adicionados 700 puL de etanol 60%. Posteriormente, o
homogeneizado lisado foi pipetado na coluna de coleta de RNA, encaixada em um tubo de
coleta e esse aparato foi centrifugado a 12000 G, por 1 minuto, a temperatura ambiente. Em
seguida, descartamos o sobrenadante, adicionamos 700 pL de solugdo adstringente de
lavagem low na colona de coleta de RNA e centrifugamos a 12000 G, por 1 minuto, a
temperatura ambiente. Descartamos o sobrenadante, adicionamos 80 puL da solucdo de DNase
no centro da coluna de coleta recolhido e incubamos esse sistema por 25 min, a temperatura
ambiente. Depois, adicionamos 700 uL de solug¢do adstringente de lavagem high a coluna e
centrifugamos a 12000 G, por 1 minuto, a temperatura ambiente. Novamente, descartamos o
sobrenadante, adicionamos 700 pL de solugdo adstringente de lavagem low e centrifugamos
nas mesmas condi¢cbes mencionadas acima. Descartamos o sobrenadante e repetimos a

centrifugagdo, porém por um tempo de 2 minutos. Finalmente, transferimos a coluna de coleta
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de RNA para um tubo de microcentrifugacao, pipetamos 60 pL da solucdo de eluicdo e apds
incubar o sistema por 2 minutos, centrifugamos a 12000 G, por 2 minutos, a temperatura
ambiente, permitindo a eluicdo completa do RNA retido na coluna de coleta. A quantificacdo
do RNA foi feita em NanoDrop (NanoVue Plus ).

3.3.2 Confeccdo do cDNA

Utilizamos um volume da amostra suficiente para 2000 ng de RNA. Adicionamos 4
puL do 5x iScript Reaction Mix (iScript cDNA Synthesis Kit/Bio-Rad), 1 uL da iScript
Transcriptase Reversa e completamos a solu¢do com &gua ultrapura (nuclease free) para um
volume final de 20 pL. Em seguida, a solu¢do foi incubada em termociclador usando o
sequinte protocolo: Priming (5 min a 25 °C); Reverse transcription (20 min a 4 °C); RT
inactivation (1 min a 95 °C); Optional step (4 °C).

3.3.3 PCR em tempo real

O cDNA obtido foi diluido (1:5) e, em seguida, quantificado por RT-PCR quantitativo.
SYBR Green iTag™ Supermix (BIO-RAD) foi usado para quantificar a expressdo dos genes
de interesse de acordo com as instrugdes do fabricante. Adiciona-se a 2 pL. do cDNA, 5 pL do
SYBR Mix, 1 uL do primer forward (500 nM), 1 uL do primer reverse (500 nM) e 1 uL da
agua ultrapura, com o volume final de 10 puL. Essa reacdo foi levada ao termociclador Applied
Biosystems® 7500 Real-Time PCR Systems.

Os primers utilizados para quantificar a expressdo de genes do reldégio e genes
metabdlicos estdo descritos na tabela 1 (Anexo). O gene S26, cuja expressdo é constante em
todas as fases do dia, foi utilizado na normalizacdo dos resultados de cada amostra. Os

resultados foram expressos usando 0 método 2-24¢,

3.4 Ensaio de Telemetria

Para avaliar se a vagotomia altera o funcionamento do relogio biologico central, nés
analisamos dois parametros fisioldgicos controlados pelo mesmo: temperatura corporal (Tc) e
atividade locomotora. Para isso, animais VNX e seu controle — apds 7 dias de recuperacao da
cirurgia de vagotomia ou sua simulagdo — passaram por uma segunda cirurgia de insercéo de
um sensor de telemetria necessario para 0 monitoramento da Tc e atividade locomotora. Esse
procedimento consiste na realizagdo de laparotomia, seguida pela separa¢do dos musculos da
cavidade abdominal. Em seguida, a cépsula do sensor foi suturada a porgdo ventral da

cavidade abdominal e o abdome fechado por sutura em camadas (musculo e pele). A Tc e
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atividade locomotora foram monitoradas telemetricamente através do sinal emitido pelo
sensor implantado na cavidade abdominal e recebido pelo receptor de sinal sob as cubas
experimentais ligados a um software de aquisicdo. Os dados foram adquiridos em modo

continuo e posteriormente processados. Os registros da telemetria foram feitos por 14 dias.

3.5 Protocolo cintilografico — Determinacéo da absorc¢ao intestinal ao longo do dia

Para avaliar se 0 nervo vago ajusta o reldgio bioldgico hepatico por meio da regulacéo
da absorcdo intestinal, animais Sham ou VNX foram submetidos ao teste de absorgédo
intestinal, realizado ao longo do dia (ZT1, ZT6, ZT13, ZT18). Todos 0s animais receberam
por gavage 100pL de solucdo contendo farmaco acido dietilenoaminopentacético (DTPA)
marcado com 18,5 MBq *"Tecnécio. Quatro horas ap6s a gavage, os animais foram
anestesiados (i.p) com solucdo de cloridrato de xilazina (15 mg/kg) e cloridrato de cetamina
(80 mg/kg) e tiveram o sangue coletado pelo plexo axilar. O sangue foi submetido a
determinacéo da radiag@o por meio de um contador de radiacdo gama (Wallac Wizard Gamma
couter, PerkinElmer, Waltham, USA). Os resultados obtidos foram comparados com o padrao
de ®"Tc-DTPA e calculados em percentual de dose de **"Tc-DTPA por grama de sangue, de

acordo com a seguinte formula:

% dose de ®™T¢c-DTPA no sangue =  ¢pm no sangue x 100

cpm da dose administrada

Marcacdo do DTPA com **"Tecnécio (*™Tc): O **™Tc foi obtido de um gerador de
PMo/*®"Tc (IPEN, S&o Paulo, Brasil). O DTPA foi adquirido do Laboratério de Farmécia

Nuclear da Faculdade de Farmacia da UFMG, em colaboragdo com o Prof. Dr. Valbert

Cardoso. Todos os outros reagentes foram de grau analitico. Um frasco contendo 1,25 mg de
DTPA e 0,085 mg de SnCl..2H,0 foi marcado com Na**™"TcO4 de acordo com as instrucdes
do fabricante. A pureza radioguimica foi determinada por cromatografia em camada delgada
(CCD) utilizando-se silica gel 60 como suporte, acetona e NaCl 0,9% (p/v) como solventes
(SAHA, 2004).

3.6 Determinacao do transito intestinal
Para avaliar se uma maior ou menor permanéncia de alimento no trato gastrointestinal
poderia ser uma causa responsavel por impactar o circuito neuroepitelial alterando a conducéo

da informagdo do alimento via nervo vago, nés performamos o ensaio de motilidade
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intestinal. Animais do grupo VNX (n = 5) ou seu controle (n = 5) receberam, por gavage, 300
pL da solucéo de carvdo ativado no horério do ZT6. Foi utilizada goma arébica para diluir o
carvao ativado em uma proporcdo de 10% carvao ativado:5% de goma arabica. Apos 20
minutos da gavage, os animais foram eutanasiados com cetamina (80 mg/kg) e xilazina
(15kg/mg), foi feita uma laparotomia e a retirado todo o intestino delgado, desde o piloro até
0 inicio do ceco. Com o auxilio de uma fita métrica, medimos a distancia percorrida pelo
carvao e dividimos do valor do comprimento total do intestino. O resultado foi expresso em
porcentagem do comprimento total do intestino delgado. A atividade sobre o transito
intestinal foi determinada segundo (JANSSEN; JAGENEAU, 1957; WONG; WAL, 1981).

3.7 Protedmica

Para obtermos uma visdo geral das proteinas expressas no nosso fenotipo, nos
performamos o ensaio de prote6bmica, que também serviu como ancora para entendermos
possiveis alteragdes fisiologicas subsequentes no nosso modelo. Neste experimento, apds 0s
sete dias de recuperacdo da vagotomia, coletamos o figado de animais Sham ou VNX no
tempo especifico que marca o ZT6. O tecido coletado foi lavado com salina fisioldgica,
congelado em nitrogénio liquido e posteriormente armazenado no freezer -80° C.

Este experimento foi realizado em colabora¢do com o Professor Thiago Verano-Braga
do Departamento de Fisiologia e Biofisica (ICB/UFMG), PhD Marcella Nunes de Melo Braga
do Departamento de Bioquimica e Imunologia (ICB/JUFMG) e Adriana Campezatto Raabe
Magalhées do Laboratério Multiusuario de Protedmica (ICB-UFMG).

Os peptideos e fosfopeptideos obtidos foram enviados para University of Sourthen
Denmark, onde as etapas de fracionamento e analise LC-MS/MS foram relizadas em

colaboracdo com o Dr. Frank Kjeldsen.

3.7.1 Preparacdo de amostras

A preparagdo das amostras de foram realizadas como descrito anteriormente (ZHOU,
JIAN-YING et al., 2012), com pequenas modificacbes. Resumidamente, o tecido foi
macerado utilizando-se nitrogénio liquido e um cadinho de porcelana. Cerca de 6 miligramas
(mg) de amostra foi ressuspendida em 100 pL do tampéo de lise contendo Ureia 6M, Tiouréia
2M, 2-clorocetamida 40 mM, TEAB 20 mM, TCEP 0,5 M e inibidores de protease e
fosfatase. O tecido foi sonicado, em banho de gelo, na frequéncia 40 hertz (Hz), durante 15
segundos, por 3 vezes. Em seguida, as amostras foram incubadas em um Thermomix

(Eppendorf), a 28°C, por 2h, para a completa reducéo das pontes dissulfeto e alquilacdo dos
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grupos tiois (-SH) das cisteinas. As amostras foram quantificadas utilizando o Qubit
(Thermo).

Apls a quantificacdo, 200 microgramas (ug) de proteinas foram digeridas
enzimaticamente. Para isso, as amostras foram diluidas 10 vezes em uma solucdo de TEAB
50 mM, em pH 8. Em seguida, foi adicionado tripsina (Promega) na proporcdo de 1:50
(enzima(pg):proteina (ug)) em cada amostra e as amostras foram incubadas em um
thermomix (Eppendorf) a 29°C sob agitacdo de 650 rpm constante por 16h. Para o
encerramento da reacdo, as amostras foram acidificadas adicionando &cido formico para
concentracdo final 5%. Posteriormente, os tubos com os peptideos foram centrifugados a
14000 rpm, por 5 minutos & temperatura ambiente e o sobrenadante foi coletado. Para
avaliacdo da eficiéncia da digestdo, os peptideos foram dessanilizados utilizando colunas de
cromatografia (Zip-TIP C18), as quais foram ativadas com 100% aceto nitrila e equilibrada
com 0,1 % TFA. Depois, 10 pL das amostras foram passadas pela coluna e lavadas com 0,1%
TFA. As amostras foram eluidas com 40 pL de 20% acetonitrila + 20% TFA, 100 pL de 50%
aceto nitrila e 200 puL de 70% acetonitrila + 0,5% TFA. Posteriormente, as proteinas eluidas
foram colocadas na centrifuga a vacuo até secarem e ressuspendidas em 15 pL de 0,1% TFA
para acidifica-las. Em seguida, as amostras foram cristalizadas utilizando a proporgdo 1:1
(matriz alfa-ciano:peptideo) e analisadas utilizando o modo linear na faixa de m/z de 5000 a
25000 Da e no modo refletido na faixa de 780-2500 Da no MALDI-TOF (Autoflex IlI,
Bruker) do Laboratério Multiusuario de Protedmica (LMProt)-UFMG.

3.7.2 Marcacao isotopica

Os peptideos foram marcados de acordo com protocolo de marcacdo com dimetil “On-
column” (Boersema et al., 2009), com pequenas modificagdes. Resumidamente, os peptideos
foram reconstituidos em 1 mL de &cido formico (CH20.) 5% (v/v). As colunas SepPak
(Waters) foram: (i) ativadas com 4 mL de acetonitrila (ACN) 100%; (ii) condicionadas com 4
mL da solugdo A (acido acético 0,6% (v/v)); (iii) carregadas com as amostras; (iv) lavadas
com 4 mL da solugdo A; (v) marcadas com o respectivo reagente de marcacdo por 30
minutos. Os grupos Sham e VNX (ZT6) foram marcados com reagentes de marcagéo distintas
(Sham = leve e VNX = média). Os reagentes de marcacao isotopica continham 500 pL de
tampéo sddio-fosfato 50 mM (pH 7,5), 250 pL de cianoborohidreto de sodio (NaBH3CN) 0,6
M e 250 pL de uma solucéo 4% (v/v) contendo o seu respectivo formaldeido: CH-O (leve) ou
CD20O (medio); (vi) lavadas com 4 mL da solucdo A; (vii) eluidas com um gradiente de
concentracdo (ACN 20%, 50%, 80% e 100% (v/v) + acido acetico 0,6% (v/v)). As amostras
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foram secas no speedvac e reconstituidas em TFA 0,1% (v/v). As amostras foram
ressuspendidas e quantificadas utilizando o Qubit. A eficiéncia de marcacdo foi checada
utilizando o espectrémetro de massa MALDI-TOF (Autoflex 111, Bruker) com a faixa de m/z
de 780-2500 Da. Em seguida, as amostras dos grupos leve e médio foram combinadas em um
mesmo tubo com a mesma proporcdo de peptideos marcados 1:1 (Sham:VNX) (também
checado por anélise no MALDI-TOF). Por fim, as amostras foram secas utilizando um

speedvac e armazenadas em -20°C.

3.7.3 Enriquecimento dos fosfopeptideos usando a cromatografia TiO;

Em cada um dos tubos foram adicionados 600 pL de Loading Buffer (80%
acetonitrila, 5% TFA e 1M acido glicdlico) para diluir a solucdo 10 vezes. Em seguida foram
adicionados TiO2 na proporcédo de 6:1 (amostra (pg): TiO2 (ug)) em cada uma das replicatas,
as quais foram colocadas no agitador por 30 minutos. Posteriormente, centrifugamos os tubos
por 15 segundos e recolhemos o sobrenadante em novos tubos. O conteudo do sobrenadante
foi incubado novamente com TiO2 na proporcdo de 3:1 (amostra (ug): TiO2 (ug)) e colocado
no agitador por 30 minutos. Posteriormente, centrifugamos os tubos por 15 segundos e
recolhemos o sobrenadante em novos tubos denominados FT (flow through). As amostras FT
foram colocadas na centrifuga a vacuo para secarem e foram ressuspendidas em 100 pL de
0,1% de &cido férmico. Posteriormente, as amostras foram dessalinizadas com &cido férmico
usando coluna de cromatografia com poros R2 e R3. Os peptideos resultantes dessa eluicdo
foram utilizados para a analise de protebmica total.

Para a preparacdo dos fosfopeptideos, as beads de TiO foram lavadas com 100 pL de
Loadig Buffer. Em seguida os tubos foram vortexados por 15 segundos e a solucdo foi
transferida para outro tubo. Entdo os tubos foram centrifugados para as beads ficarem no
pellet. Posteriormente foi adicionado 100 pL da solucdo de lavagem 1 (80% acetonitrila, 1%
TFA) e os tubos foram vortexados por 15 segundos e centrifugados rapidamente para as beads
ficarem no pellet. Em seguida, repetimos esse procedimento, porém utilizamos a solucéo de
lavagem 2 (10% acetonitrila, 0,1 % TFA) e guardamos o sobrenadante, o qual pode conter
glicopeptideos. Em seguida as beads foram colocadas na centrifuga a vacuo para secarem, por
aproximadamente 10 minutos. Finalmente, adicionamos 100 pL da solucéo de elui¢do (60 pL
de solugcdo de amonia (28%) em 940 pL de H.O pH 11,3) para eluir os fosfopeptideos. Os
tubos foram passados no vortex e deixamos a solugéo de eluicdo e as beads reagirem por 10
minutos para uma eluicdo eficiente. Em seguida, foi adicionado &cido férmico 100% para

acidificar as amostras (1 pL de acido formico para cada 10 pL de solucdo de elui¢do). Por
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ultimo, foi feita a dessalinizagdo. Os fosfopeptideos resultante dessa eluicdo foram utilizados
para a analise de fosfoprotedmica.

3.7.4 Analise de dados e bioinformatica

Os dados dos espectros de massa (arquivos.raw) foram pesquisados no arquivo
UniProtkKB Mus musculus fasta usando o software MaxQuant (verséo 1.6.1.0) e 0 mecanismo
de pesquisa Andromeda (ferramenta implementada no MaxQuant). Foram incluidos nos
parametros de busca uma lista de “contaminantes comuns”, tolerancia de 20 ppm na primeira
busca de peptideos e a busca principal com uma tolerancia de 4,5 ppm. A marcagdo com
dimetil foi configurada ativando as modificagdes "Dimetil-Lys0" e “Dimetil-Nterm0”, para a
marcagdo leve, e “Dimetil-Lys4” e “Dimetil-Nterm4”, para a marcacdo pesada. A tripsina foi
escolhida como enzima, permitindo um maximo de 2 clivagens perdidas. A modificacdo
carbamidometil (Cys) foi escolhida como modificagéo fixa e a oxidacdo (Met) e acetilagdo
(N-terminal) foram ajustadas como modificacdes variaveis. Nas amostras de fosfoproteoma, a
modificacdo “phospho(STY)” foi habilitada. A op¢ao “Match between runs” foi ativada com
uma faixa de tempo de 0,7 min e alinhamento na faixa de 20 min. Para a identificacdo dos
peptideos, o minimo de 1 peptideo Unico foi usado. O FDR (“false discovery rate”) foi
ajustado como <1% e um banco de dados “decoy” reverso foi usado para determinar o FDR.

O programa Perseus foi usado para fazer a transformacéo para valores de log2 para
abundancias das proteinas, e para normalizar os valores de log2 pelo valor da mediana de sua
prépria coluna, e pela média dos valores de quantificacdo das replicatas que foram analisadas
simultaneamente no MS (sham + vnx + média [sham+vnx]).

Valores normalizados foram utilizados para realizar analise hierarquica de cluster e
analise de componentes principais (plot PCA) usando Perseus. A andlise estatistica foi feita
usando ANOVA unidirecional (p <0,05) usando o programa “DanteR” (interface grafica que
utiliza o pacote “DanteR” no ambiente R). Em seguida, as proteinas diferencialmente
expressas foram submetidas a uma analise de enriquecimento de vias utilizando o banco de
dados Kegg pathways. Para isso, foi utilizado o pacote “clusterprofiler” do R, sendo que a via
foi considerada enriquecida quando Padj<0,05. Em seguida, realizamos a rede de interagéo
entre as proteinas em cada via enriquecida utilizando o aplicativo String do software
Cytoscape. A contextualizacdo dessas redes proteicas em suas vias metabolicas foi realizada
no software CellDesigner. Todos os graficos e heatmaps da analise protedmica foram feitos

no R.
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3.8 Ensaios bioquimicos e histologia hepética

Performamos testes bioquimicos e histologia hepatica nos grupos experimentais VNX
ou seu controle, com o intuito de validar a relevancia fisioldgica dos achados encontrados no
ensaio de protedmica.

Glicose sérica: nivel de glicose sérica foi dosado ao longo do dia (ZT1, ZT6, ZT13 e
ZT18) em animais controle ou VNX utilizando o kit comercial de monitorizacdo de glicemia
ACCU-CHEK (Roche Diabetes Care). Também foi feita dosagem de glicose sérica, de
animais VNX ou seu controle apenas no ZT6, através do método de dosagem ELISA, usando
kit comercial de acordo com as instrugdes do fabricante (Kit PAP Liquiform Labtest).

Colesterol Total: O colesterol total foi dosado no plasma dos animais apenas no ZT6,
através do método de ELISA, usando kit comercial de acordo com as instrucdes do fabricante
(Kit Labtest).

Triglicerideos sérico: O nivel de triglicerideos sérico foi mensurado também pelo
método de ELISA, conforme instrugdes do fabricante (Kit Doles).

Histologia do figado: Foi realizada histologia do figado de animais VNX e seu
controle para avaliar/quantificar o nivel de glicogénio hepatico. Os animais foram
anestesiados e em seguida o figado foi coletado no ZT6, lavados em salina, congelados em
nitrogénio liquido e armazenados no -80° C até o processamento. Os figados foram fixados
por 24h com formol tamponado a 10% para posterior processamento histologico. Apos este
periodo, os figados foram acondicionados em alcool 70% até o inicio do processamento. Em
seguida, as amostras foram submetidas a desidratacdo realizada em concentrag¢fes crescentes
de alcool (50%, 70%, 80%, 90% e absoluto I, Il e I1) permanecendo por 60 minutos em cada
solucdo e overnight no alcool absoluto Ill. Posteriormente, foi realizada a diafanizacdo em
que os tecidos foram banhados em xilol (I, 1, 1) durante 1 hora. Os tecidos foram
impregnados com parafina I, Il, 11l durante 30 min,, 45 min e 60 min, respectivamente, e
incluidos na mesma. Os cortes histologicos foram realizados em micrétomo semi-automatico,
com cortes semi-seriados de 5 um de espessura. Os cortes histopatologicos foram dispostos
em laminas de vidro lapidadas e encaminhadas a estufas (60°C+1°C) para adesdo dos cortes as
laminas. Foi realizada a coloragdo histoldgica com PAS com solucdo corante de Reagente de
Schift. Sessbes do figado foram fotografadas usando cémera digital acoplada a um
microscopio (200x). As imagens do figado foram utilizadas para analise qualitativa de
glicogénio hepaético, analisando regies proximas a veias pericentrais e utilizando o software

ImageJ.
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3.9 Desafio com dieta rica em carboidratos refinados (HC)

Para analisar a evolucdo temporal das alteracbes metabolicas induzidas pela dieta rica
em carboidrato refinado (HC) em animais vagotomizados e seu controle, os camundongos
foram alimentados com racdo laboratorial padrdo (LABINA) ou dieta experimental pelo
periodo de 8 semanas apds a vagotomia.

Este experimento foi feito em colaboragdo com o grupo de Imunometabolismo da
Universidade Federal de Minas Gerais, em parceria com a profa. Dra. Adaliene Versiani M.,
Ferreira e sua aluna de doutorado Amanda Carla C. de Oliveira. A dieta HC, obtida pela
parceria, era composta de 45% de leite condensado, 10% acucar refinado e racdo 45%. A
composicdo de macronutrientes da dieta alimentar HC (4,4 kcal/g) era de 74,2% de
carboidratos, 5,8% de gordura e 20% de proteina. E importante notar que a dieta HC contém
pelo menos 30% de acUcares refinados, principalmente sacarose.

Os camundongos foram alojados coletivamente (4 animais/caixa), divididos em grupos
VNX e seu controle (dieta padrdo versus dieta HC), sendo um total de 8 animais em cada
grupo e o esquema de pesagem dos animais era feito uma vez por semana, durante 8 semanas.
A ingestdo de alimentos foi medida duas vezes por semana, durante 8 semanas. No final do
tratamento com a dieta, os animais foram anestesiados com cetamina (130 mg / kg) e xilazina
(0,3 mg / kg) e eutanasiados. Antes da eutanasia, foram coletadas amostras de sangue, figado,
tecido adiposo branco epididimal (TAE), retroperitoneal (TAR), mesentérico (TAM) e
marrom (TAB), conforme o esquema abaixo (Figura 10). As amostras de figado e tecidos
adiposos foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenados no -80° C até o
processamento. O sangue foi centrifugado para a coleta do soro, que foi armazenado no
freezer -20° C até o processamento.
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Figura 10. Acompanhamento dos animais Sham e VNX, ao longo de 8
semanas, alimentados com dieta padrdo e dieta rica em carboidratos
(HC). Ao final, os animais foram anestesiados para coleta de 6rgdos como
figado, sangue e tecidos adiposos e, em seguida, eutanasiados.
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3.10 Desafio com dieta rica em gordura (HFD)

Para analisar a evolucdo temporal das alteracbes metabdlicas induzidas pela dieta HFD
(racdo 60% lipidica) em animais vagotomizados e seu controle, os camundongos foram
alimentados com racédo laboratorial padrdo (LABINA) ou racdo hiperlipidica pelo periodo de
4 semanas ap0s a vagotomia.

A racgdo hiperlipidica utilizada foi proveniente do Laboratério de Aterosclerose e
Bioguimica Nutricional (LABIN) da UFMG e o experimento foi feito em colaboragdo com a
professora Dra. Jacqueline Isaura Alvarez-Leite e sua aluna de doutorado Nubia Nunes. A
racdo € preparada pelo préprio laboratorio e tem em sua composicdo 60% de lipideos, sendo
constituida por: BHT (0,014 g), bitartarato de colina (2,50 gramas), cistina (metionina) (3 g),
mix de vitaminas AIN-93M (10 g), 6leo de soja (20 g), Mix de minerais AIN-93M (35 g),
celulose (50 g), amido de milho (62 g), caseina (200 g), groselha Celli® (310 g) e banha de
porco (355 g). Para o preparo de 1000 gramas de racdo hiperlipidica, inicialmente misturam-
se 0s ingredientes sélidos em um recipiente (exceto o Mix de vitaminas e a banha) em ordem
crescente; em seguida, acrescenta-se a essa mistura 0 Mix de vitaminas. O préximo passo
consiste em acrescentar o Oleo de soja homogeineizando-o com a groselha; depois, é
acrescentada a banha de porco misturando bem para evitar a formagéo de grumos; e, por

ultimo, a dieta é armazenada em pote limpo e identificado e guardada no freezer -20° C.
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Os animais foram divididos em grupos VNX e seu controle (dieta padréo versus dieta
HFD), contendo 6 animais por grupos. Os animais foram pesados antes do inicio da dieta e ao
final da dieta, antes da eutanasia. Ao final do tratamento, os animais foram anestesiados com
cetamina (130 mg / kg) e xilazina (0,3 mg / kg) e eutanasiados. Antes da eutanasia, foram

coletadas amostras de sangue, figado e tecido adiposo, conforme o esquema abaixo:

Figura 11. Acompanhamento dos animais Sham e VNX , ao longo de 4
semanas, alimentados com dieta padrdo e dieta rica em gordura (HFD).
Ao final, os animais foram anestesiados para coleta de 6rgdos como
figado, sangue e tecidos adiposos e, em seguida, eutanasiados.
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3.11 Microscopia confocal intravital

As imagens de microscopia confocal intravital foram realizadas conforme descrito
(MARQUES et al., 2015). Em resumo, os camundongos dos grupos Sham e VNX foram
anestesiados com injecdo intraperitoneal de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg), no
horério do ZT6. Foi realizada uma laparotomia para expor o figado e, em seguida, foi
coletado o lobo esquerdo e colocado em uma placa de petri contendo salina. Para visualizar as
goticulas lipidicas in vivo, o corante Bodipy (1,5 pg/camundongo diluido em metanol) foi
colocado diretamente no lobo esquerdo do figado coletado apés a cirurgia. As imagens foram
obtidas usando microscopio Nikon Eclipse Ti acoplado a cabeca confocal A1R equipado com
quatro lasers (excitagdo em quatro comprimentos de onda: 405, 488, 546 e 647 nm) e filtros
de emissdo em 450/50, 515/30, 584/50 e 663 / 738 nm. Objetiva 20x Plan Apo. A
quantificacdo digital foi feita utilizando os softwares Volocity (6.3) (Perkin Elmer, Waltham,
MA) e NIS-Elements (Nikon Instruments Inc., EUA). A analise das imagens foi feita

utilizando o software ImageJ (Figura 12).
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Figura 12. Desenho experimental dos grupos VNX e seu controle
para o experimento que avalia gordura hepética através do marcador
de lipideos bodipy, fazendo uso da técnica de microscopia intravital.
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3.12 Analises estatisticas
Os resultados sdo apresentados como os valores médios e mais ou menos o erro padrdo
da média dos grupos com pelo menos cinco animais para cada condi¢cdo e considerados
estatisticamente significantes quando comparacdes entre grupos, utilizando o teste t de
Student, com valores de P menores que 0,05. Analise estatistica do ensaio de protedmica
encontra-se descrita no subtopico 3.7.4. Foi utilizado o teste Two-way ANOVA com pds-
teste Bonferroni para analise do acompanhamento de peso e consumo alimentar dos

animais Sham e VNX, em dieta padrdo e HC.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise da expressdo circadiana de genes de relogio no figado em condicdes
fisiolégicas e estudo de possiveis variagdes circadianas dos componentes do reldgio
hepatico moduladas pelo circuito neural colinérgico.

NOs realizamos ensaio de RT-PCR para avaliar o nivel de expressdo dos principais
genes que compdem a maquinaria do relégio bioldgico das células hepaticas ao longo do dia e
se 0 nervo vago participa da variacao circadiana da expressdo desses genes. Os genes Bmall e
Clock (Figura 13), que formam um heterodimero e regulam positivamente a transcricdo dos
demais genes do relogio, sdo expressos ritmicamente ao longo do dia, no entanto, ocorre uma
diminuig&o significativa na expressdo do mRNA do Bmall (p<0,01) e do Clock (p<0,05) no

ZT6 nos animais vagotomizados, quando comparados aos animais controle.

Figura 13. Expressdao do mRNA dos genes do reldgio Bmall e Clock dosados em amostra de figado de
animais sham (n=6) e vagotomizados (n=5 ). *p<0,05 e **p<0,01.
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Os genes Rora e Rev-Erba, por sua vez, que sdo genes que regulam positiva e
negativamente a transcricdo do gene Bmall, respectivamente, também apresentaram
ritmicidade em sua expressédo ao longo do dia e essa expressdo ocorre em anti-fase. Na
auséncia do nervo vago, no entanto, a expressdo desses genes é alterada, ocorrendo
diminuicdo significativa do mRNA do gene Rora (p<0,05) e aumento na expressao do mRNA
do gene Rev-Erbo. (p<0,01), ambos no ZT6 (Figura 14 ).
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Figura 14. Expressdo do mRNA dos genes do rel6gio Rora e Rev-Erba dosados em amostra de figado de
animais sham (n=6) e vagotomizados (n=5). *p<0,05 e **p<0,01.

1.59

SHAM
*%

H VNX

—
o
1

o
¢
Rev-Erbo:S26

Expressao Relativa mRNA
Rora.:S26
*
Expressao Relativa mRNA

LJ L L L c J L \J
ZT1 ZT6 ZT13 ZT18 ZT1 ZT6 ZT13 ZT18

Os genes Perl/2 e Cryl/2 funcionam como supressores do complexo ativador do
reldgio Bmall/Clock quando formam um heterodimero. A expressdo do mRNA dos genes
Perl, Per2 e Cryl, assim como os demais genes, apresentou ritmicidade circadiana no figado,

no entanto, ndo houve alteracdo na expressao dos genes na auséncia do nervo vago, como
demonstrado na figura 15.

Figura 15. Expressdo do mRNA dos genes do relégio Perl, Per2 e Cryl dosados em amostra
de figado de animais sham (n=6) e vagotomizados (n=5).
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4.2 A alteracdo circadiana hepéatica causada pela vagotomia possivelmente é
independente do reldgio biolégio central e pode equalizar fatores originados no préprio
trato gastrointestinal

Com base nos dados preliminares apresentados — em que a vagotomia alterou a
expressdo de genes do relégio no figado, quando comparado ao grupo controle, sendo as
alteracbes mais pronunciadas no tempo especifico do dia (ZT6) — n6s nos questionamos qual
seria a origem do sinal sincronizador do reldgio hepéatico que estd relacionado ao circuito
vagal.

Como bem descrito na literatura, o relégio biolégico € organizado de forma
hierarquica com o NSQ atuando como o reldgio central. N6s avaliamos se, neste modelo, o
nervo vago participa do funcionamento do reldgio central, assim como participa do ajuste do
relégio periférico como descrito nos resultados anteriores, analisando temporalmente
pardmetros fisioldgicos controlados pelo relégio central, como Tc e atividade locomotora.
Como demonstrado na figura 16, tanto para a temperatura como para a atividade locomotora,
ocorre um aumento em ambos os parametros na fase escura do ciclo circadiano, fase que
marca 0 momento em que 0s animais estdo mais ativos. Ademais, o resultado obtido nos
mostra que ndo ha diferenca nas medidas de Tc e atividade locomotora dos animais

vagotomizados comparados ao controle.

Figura 16: Medida telemétrica da Tc e atividade locomotora de animais Sham (n=6) ou submetidos a
vagotomia (n=5), durante 14 dias.
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Outra importante questdo refere-se ao fato de que a alimentacdo vem sendo
considerada uma importante pista ambiental capaz de modular o reldgio bioldgico periférico
(ASHER; SASSONE-CORSI, 2015b). Pensando nessa hipotese, avaliamos se a alteragdo nos

genes do relogio hepatico, provocada pela vagotomia, pode ser consequéncia da ingestao
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alimentar, do transito intestinal ou da absorgéo intestinal. Como resultado, obtivemos que as
alteracOes no relégio ndo foram paralelas a mudangas na ingestdo alimentar, pois ndo houve
diferenca na quantidade de alimento ingerido entre os animais Sham e VNX (figura 17 A).
Ainda, avaliamos o transito intestinal dos animais Sham e VNX para investigar se a
vagotomia estaria causando alteragdo na motilidade intestinal modificando o tempo de
permanéncia do alimento no intestino e, como consequéncia, repercutindo no funcionamento
do circuito neural. Entretanto, como demonstrado na figura 17B, ndo houve diferenca entre a
motilidade intestinal dos animais vagotomizados e seu controle. Seguindo a linha de
raciocinio, sabendo-se que o figado recebe os nutrientes ingeridos via sistema porta,
realizamos um ensaio que mede a absor¢do de nutrientes intestinal ao longo do dia. Nosso
resultado mostrou que também ndo ha alteracdo na absorcdo intestinal nos animais
submetidos a vagotomia quando comparados ao controle, entretanto, observamos que o ZT6 é
0 momento em que a absor¢do € mais proeminente em relacdo aos outros horarios do dia

(p<0,05), como demonstrado na figura 17C.

Figura 17. Avaliacdo da alimentacdo (nutriente) ou do comportamento
alimentar nas alteracGes em genes do reldgio hepatico no modelo de vagotomia.
A: Medida do consumo de alimentos por animais Sham e VNX durante 3 dias; B:
Medida do transito intestinal em animais Sham e VNX, usando modelo que permite
avaliar a distancia percorrida pelo carvdo ativado ao longo do intestino; C: Medida
da absorcéo intestinal de animais Sham (n=6) ou submetidos a vagotomia (n=6),
através da dosagem do radiois6topo Tecnécio no sangue dos animais, ao longo do
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Com base nos dados preliminares apresentados, nds sugerimos que 0 nervo vago pode
ser um importante regulador do reldgio biologico periférico hepético, sincronizando sua
fisiologia com a atividade alimentar, independente do reldgio central e do nutriente para esta

regulacao.

4.3 Anélises por Protedmica de processos fisioldgicos associados ao figado que podem ter
relacdo com a desregulacéo do reldgio biologico e deficiéncia do tdnus colinérgico

Uma vez que os genes do relogio controlam uma infinidade de fungdes fisiologicas,
determinamos o perfil de expressdo de proteinas no figado de camundongos VNX e seu
controle, no ZT6; a escolha desse ponto temporal se justifica pela observacdo de que a
interrupcao do circuito do nervo vago pela vagotomia impacta a expressdo circadiana dos
genes do reldgio no figado principalmente no horéario especifico referente ao ZT6.

A abundancia de proteinas e os perfis das vias foram investigados por protedmica em
animais do grupo VNX e seu controle, cujos figados foram coletados sete dias ap6s a
vagotomia. Os dados foram submetidos a analise estatistica para determinar o padrdo de
expressao proteica no figado em cada grupo de animais. Além disso, comparamos os dois
grupos para identificar diferencas na expressdo de proteinas, bem como em vias
diferencialmente enriquecidas em cada condigéo experimental.

Identificamos aproximadamente 2.100 alvos, dos quais 448 proteinas foram
diferencialmente expressas ap0s vagotomia (upregulated ou downregulated), alterando assim
o0 padrdo global de abundéancia de proteinas entre os dois grupos (Figura 18-A e B). Conforme
revelado pela anélise de enriquecimento de vias, a vagotomia impactou varios processos
fisiologicos desempenhados pelo figado: processos imunolégicos como vias que regulam
endocitose, processamento e apresentacdo de proteinas; vias de peroxissomo, proteassomo,
fagossomo; secrecdo de bile; transporte de RNA,; via de xenobidticos e da citocromo p450,
bem como enzimas metabolizadoras de drogas. Entretanto, de todas estas alteracdes, as que
ocorreram nos processsos metabolicos foram as mais expressivas, ocorrendo alteracdes em
vias de biossintese e degradacdo de acidos graxos, ciclo do acido citrico ou ciclo de Krebs,
metabolismo de aminoéacidos, de carboidratos, fosforilagdo oxidativa, vias regulatorias de
sinalizacdo, dentre outras (Figura 18 C-E). Chama a atencdo que essas vias S&o
funcionalmente interconectadas (Figura 18 C), sendo impossivel excluir a possibilidade de
que alteracdes em cada uma delas possa afetar o sistema como um todo. Uma vez que o0s
resultados apontam que o circuito vagal esta diretamente associado ao controle metabdlico do

figado, essas vias foram selecionadas para um estudo mais aprofundado. Quando a expresséo
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dessas proteinas ¢ analisada, fica dificil identificarmos um padréo na alteragdo da expressao
(upregulated ou downregulated), uma vez que alguns alvos s&o mais expressos enquanto

outros, menos expressos (Figura 18E).

Figura 18. O circuito do nervo vago e alteraces em genes de reldgio hepatico podem estar por
tras da regulagdo do metabolismo do figado. (A) Expressao de proteina global e (B) proteinas
diferencialmente reguladas em grupos Sham versus VNX. (C) Mapa de vias enriquecidas com Kegg
em proteinas expressas diferencialmente. Cada n6 representa um caminho de Kegg e as linhas
representam as interacdes entre eles. Cada cluster foi anotado automaticamente e os 3 termos mais
descritivos mostrados na figura. (D) Dentre as vias enriquecidas por Kegg, muitas delas estavam
relacionadas a processos metabolicos. (E) Mapa de calor mostrando os dados de expressdo de
proteinas e anotaces com vias de interesse.
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Entre as vias diferencialmente representadas, chamou especialmente a nossa atencéo
as redes de proteinas das vias de glicdlise/gliconeogénese e do metabolismo dos &cidos graxos
(Figura 19A-B). Nossos dados mostram uma mudanga metabdlica importante marcada com
um aumento na expressdo de proteinas envolvidas no processo de glicdlise (GCK, PFKL,
ALDOB e PKLR), nos processos de glicélise e gliconeogénese (GP11, GAPDH) e reducdo na
expressdo de proteinas envolvidas no processo de gliconeogénese (PCK1, PGK1 e FBP),
como mostrado na figura 20B. De maneira interessante, a protebmica ainda nos mostrou que a
expressao de proteinas da via de biossintese de acidos graxos (etapas de iniciacdo e
alongamento) encontra-se aumentada (FASN, FABD, ACACA, ACSL5) paralelamente a
reducéo da beta-oxidagdo (ACAA1, ACOX1) no grupo VNX (Figura 19B).

Figura 19. O circuito do nervo vago e a desregulacéo circadiana podem ser reponsaveis por regular a
glicolise e o metabolismo dos acidos graxos. (A) Redes de proteinas em cada via enriquecida (Kegg). O mapa
de cores representa a alteragcdo log2fold (VNX versus Sham), onde a cor vermelha significa proteinas com

expressdo aumentada e a cor azul significa proteinas com expressdo reduzida. (B) Contextualizagdo dos genes
mostrados em A. Observa-se 0 aumento na glicélise e biossintese de acidos graxos (de 2 para 16 carbonos) e
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Uma vez demonstrado com os resultados acima que a vagotomia tem um impacto
tanto nos genes do reldgio hepéatico quanto em processos metabélicos desempenhados pelo
figado, podendo ser estas alteracdes (desregulacdo de genes do relogio versus modificagdes
em processos metabdlicos hepaticos) diretamente relacionadas entre si de modo que indique
causa-consequéncia ou apenas tendo um elemento causal em comum (nervo vago), buscamos
investigar, nos proximos passos, as consequéncias da vagotomia com seu consequente
desarranjo do relégio bioldgico hepatico e os seus efeitos fisiologicos neste modelo em

diferentes fases do dia.

4.4 Ensaios para validacdo da relevancia bioldgica da protebmica através da avaliagdo
de possiveis alteracdes em parametros metabolicos, coordenados pelo figado, que
apresentam regulacéo circadiana, no modelo de reducéo de ténus colinérgico provocado
pela vagotomia.

A fim de corroborar os dados com o0s achados apresentados no ensaio de proteémica
descritos na secdo 4.3, sobretudo pelas alteraces em vias metabdlicas nos animais
vagotomizados, especificamente no ZT6, nds realizamos ensaios com dois modelos diferentes
de dieta, em tempos distintos:

1) Dieta rica em carboidratos refinados (HC) versus dieta padrdo, durante 8 semanas;

2) Dieta rica em acidos graxos (HFD) versus dieta padrdo, durante 4 semanas.

O desafio com dietas distintas justifica-se pelas alteracGes encontradas na proteébmica
terem sido significativas, sobretudo, nas vias que envolvem glicélise/gliconeogénese e
biossintese/beta-oxidacdo de acidos graxos nos animais com ténus colinérgico hepatico
reduzido pela vagotomia.

Desafio com dieta rica em carboidratos refinados (HC)

Nossa hipo6tese era que 0s animais vagotomizados estariam propensos a acumular
lipidios no figado, visto que as vias de glicolise e biossintese de acidos graxos estavam
predominantemente aumentadas e a beta-oxidacdo de 4&cidos graxos diminuida
consideravelmente. Pensando nisso, realizamos desafios com dieta rica em carboidrato a fim
de causar um maior estresse metabolico em um sistema que se encontra desajustado em
virtude do reduzido ténus colinérgico. O objetivo era investigar se o shift metabdlico causado
pela vagotomia seria intensificado diante de uma dieta hipercalérica fornecendo mais

substrato (carboidrato) para via glicolitica, que se encontra alterada no figado de animais
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vagotomizados. Dessa forma, acompanhamos 0s animais dos grupos Sham e VNX durante 8
semanas apos a cirurgia.

Para avaliar o acumulo de gordura hepatica, realizamos o ensaio utilizando o marcador
de lipideo bodipy e obtivemos os seguintes resultados: na dieta padrdo, os animais VNX
acumularam mais gordura no figado quando comparados aos animais Sham (p<0,0001)
(Figura 20); na dieta HC, ha maior armazenamento de gordura hepatica em ambos os grupos,
guando comparados com a dieta padrao, destacando-se uma diferenca acentuada nos animais
VNX quando comparados aos Sham (p<0,001) (Figura 20).

Figura 20. A auséncia do tdnus colinérgico em conjunto com o deslinhamento circadiano hepético
podem estar envolvidos no aciimulo de lipidios no figado. O desafio com dieta rica em carboidratos
exacerba o perfil de desenvolvimento de esteatose sobretudo em animais VNX. Os lipidios foram

visualizados com bodipy, uma sonda fluorescente. ***p<0,0001 (Sham x VNX), ***p<0,0001 (Sham x
Sham HC), ***p<0,0001 (Sham x VNX HC), **p<0,001 (Sham HC x VNX HC).
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N&o houve alteragdo no peso dos animais ao longo do experimento nos grupos Sham e
VNX, tanto na dieta padrdo como na dieta HC, como demonstrado na figura 21. Com relagéo
ao consumo alimentar, ha uma significancia estatistica no consumo entre as dietas padréo e
HC ao longo do tempo (p<0,001), todavia a dieta ndo causou um impacto no consumo
alimentar entre os grupos Sham e VNX, podendo considerar que, para cada dieta, os dois

grupos consomem igualmente (Figura 21).



62

Figura 21. Acompanhamento do peso de animais e consumo alimentar durante tratamento com dieta rica
em carboidratos (HC). Nao houve alteracdo no peso de animais Sham e VNX alimentados com dieta padréo e
HC, ao longo de 8 semanas. N&o houve alteracdo no consumo alimentar entre animais Sham e VNX da dieta
padrdo e animais Sham e VNX da dieta HC. *p<0,001 (Dieta padréo x Dieta HC).

© =
. o 400 Sham
35
P Sham Controle = VNX
= % VNX Controle € 300 ! — ShamHC
- <]
E -+ ShamHC 2 —— VNX HC
5 -+ VNXHC = :
°5 sl = 200
Q= []
s E 100
g 20 2
c
o G
15 o 0

O AN 9P % bk b 6 A DO

Semanas

1 semana-
2 semana-
3 semana-
4 semana-
5 semana-
6 semana-

Desafio com dieta rica em &cidos graxos (HFD)
Acompanhamos camundongos dos grupos Sham e VNX, em dieta padrdo e HFD, por 4

semanas apds o periodo de recuperacdo da cirurgia.

Com relagdo ao ensaio com a sonda fluorescente bodipy, observamos que os animais VNX
acumularam mais gordura no figado do que animais Sham (p > 0,02), mesmo quando ambos eram
alimentados com dieta padréo (Figura 22). E importante ressaltar que os camundongos Sham e VNX
foram mantidos nos mesmos ciclos de claro/escuro e foram alimentados com uma dieta comercial
padrdo ad libitum. Como esperado, o acimulo de acido graxo no figado foi maior ainda nos animais
que receberam dieta HFD, sendo que os animais VNX apresentaram elevagdo significativa de gordura

(p<0,0004) quando comparado aos animais controle deste grupo HFD (Figura 22).
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Figura 22. A auséncia do tonus colinérgico em conjunto com o desalinhamento circadiano hepatico
podem estar envolvidos no acimulo de lipidios no figado. O desafio com dieta rica em acidos graxos
exacerba o perfil de desenvolvimento de esteatose sobretudo em animais VNX.. Os lipidios foram
visualizados com bodipy, uma sonda fluorescente. *p<0,02 (Sham x VNX), ***p<0,0001 (Sham x Sham
HFD), ***p<0,0001 (Sham x VNX HFD), ***p<0,0004 (Sham HFD x VNX HFD).
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demonstrando que a vagotomia, mesmo quando em dieta padrdo, leva ao acimulo de lipideos no
figado e que esse acimulo é amplificado na presenca de uma dieta rica em carboidratos refinados e
acidos graxos.

Ao final das 4 semanas, o peso dos animais ndo diferiu entre 0s grupos Sham e VNX,
seja na dieta padrdo ou HFD (Figura 23A). Nas dosagens séricas realizadas no ZT®6,
observamos que ocorre aumento no nivel de glicose sérica nos animais VNX em relacdo ao
seu controle (p > 0,009), no grupo de dieta padrdo. O resultado também nos mostra que a
dieta HFD induziu aumento na glicose sérica em animais Sham (p > 0,03) comparados ao
controle que recebeu dieta padrdo. Ainda, os animais VNX que receberam dieta HFD também
apresentaram aumento de glicose sérica (p > 0,01) comparado aos animais Sham da dieta
padrédo, entretanto ndo houve aumento em relacdo aos animais Sham que também foram
alimentados com dieta HFD (Figura 23B).

Para as dosagens de colesterol e triglicerideos séricos ndo foram observadas diferencas

entre os grupos das dietas padrdo e HFD, como mostrado nas figuras 23 C-D.
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Figura 23. Avaliagdo dos parametros peso corporal (A), glicose sérica no ZT6 (B), colesterol total sérico
no ZT6 (C) e triglicerideos sérico no ZT6 (D) de animais VNX e seu controle, em dieta padrdo e dieta
hiperlipidica. *p<0,03 e **p<0,01.
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Em virtude do desajuste de genes do reldgio hepatico ter ocorrido concomitante as alteragdes
em vias metabolicas hepaticas no nosso modelo de vagotomia, juntamente com o
entendimento existente na literatura a respeito da atuacdo do sistema circadiano sobre o
controle de funcBes metabolicas hepaticas, fomos avaliar mais diretamente o impacto da
alteracdo no reldgio periférico hepatico mediado pela vagotomia em funcdes fisioldgicas
desempenhadas pelo figado, mais especificamente funcdes metabdlicas, como niveis séricos
de glicose, lipideos e glicogénio hepético. Preliminarmente, j& demonstramos que o circuito
do nervo vago é importante para regular alguns genes do relégio no figado e para adaptar a
glicose hepatica e o metabolismo dos &cidos graxos.

Em condi¢des de dieta padrdo, medimos a glicose sérica de animais VNX e seu
controle ao longo do dia (ZT1, ZT6, ZT12 e ZT18). Nossos resultados mostraram que o nivel
sérico de glicose aumenta mais na fase de atividade (momento da alimentacdo) nos animais

controle. Entretanto, a vagotomia alterou o padréo de glicose, elevando significativamente os
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niveis séricos no ZT6 (p<0,05) e reduzindo seus niveis na fase escura/ativa dos animais
(figura 24).

Figura 24. Dosagem de glicemia em animais dos grupos sham (n=6) e
vagotomizados (n=6) ao longo do dia, utilizando o kit comercial de
monitorizacdo de glicemia ACCU-CHEK (Roche Diabetes Care). *p<0,05.
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Ao quantificarmos o estoque de glicogénio no figado nos dois grupos experimentais,
no ZT6, observamos uma elevagéo significativa (p<0,001) da quantidade de glicogénio no
figado dos animais vagotomizados, quando comparados ao controle (Figura 25A) Nos cortes
hepéticos, observamos uma maior quantidade de granulos intrahepatécitos e as regides

pericentrais mais coradas nos animais vagotomizados comparado aos animais controle (Figura
25B-C).
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Figura 25. A: Quantificacdo de glicogénio hepatico pela coloragdo de PAS em
animais dos grupos sham (n=6) e vagotomizados (n=6) no ZT6. B: Corte
histolégico representativo do estoque de glicogénio de animais VNX e seu controle.
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Ao dosarmos o colesterol total sérico em animais Sham e VNX observamos que
ambos 0S grupos apresentaram 0 mesmo padrdo ritmico, com niveis de colesterol mais
elevados na fase clara (ZT1 e ZT6) e reducdo desses niveis na fase escura (ZT13 e ZT18),
como observado na figura 26.

Figura 26. Dosagem de colesterol total no plasma de animais dos grupos

sham (n=6) e vagotomizados (n=6) ao longo do dia, pelo método
imunoenzimatico ELISA.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo foi realizado para desvendar a participacdo do nervo vago na
sincronizacao do reldgio bioldgico hepatico e suas consequéncias sobre a fisiologia do figado.

Nossos achados, de uma maneira geral, demonstraram que 0 nervo vago controla o
relogio bioldgico hepatico, uma vez que a vagotomia teve um impacto importante sobre a
expressao de genes do relogio, sobretudo em um tempo especifico do dia. Paralelamente a
essa alteragdo, foi revelado pela protedbmica que o0s animais submetidos & vagotomia
apresentaram uma mudanca no perfil metabdlico do figado, no qual ocorre uma maior
propensdo ao acumulo de gordura neste 6rgao, uma vez que as vias glicoliticas e de sintese de
acidos graxos apresentam-se aumentadas enquanto a [-oxidacdo e gliconeogénese
apresentam-se reduzidas. Esses achados protedmicos foram validados fisiologicamente in vivo
com diferentes dietas e, mesmo em dieta padrdo, os animais deficientes de ténus colinérgico
exibem um perfil de maior acumulo de gordura hepética, sendo esse acimulo maior ainda
guando submetidos a um estresse metabdlico.

A principio, procuramos identificar se 0o nervo vago impactava no relégio biolégico
periférico do figado como sendo um condutor de informagdes externas que sincroniza esse
relogio. Nossos resultados demonstraram que alguns genes-chave do sistema circadiano
hepético sdo desregulados em virtude da vagotomia, sugerindo participacdo do nervo vago na
regulacdo desse sistema. Dado que existe um vasto e paradoxo debate sobre a independéncia
dos reldgios periféricos na literatura, nos perguntamos se essa alteragdo circadiana hepética
decorrente da vagotomia seria dependente ou independente do reldgio central, onde a luz
sentida pela retina e transmitida ao NSQ € importante para sincronizar os 6rgaos internos, via
fatores neurais ou humorais (BUIJS; KALSBEEK, 2001b). Sabe-se que o ritmo da expressédo
de genes de relégio na periferia normalmente estd acoplado ao ritmo do NSQ. Entretanto,
sabe-se também que mudancas em alguns fatores como disponibilidade de alimentos,
temperatura e corticosterona podem alterar o ritmo de reldgios periféricos, mas ndo o ritmo do
NSQ (BALSALOBRE, AURELIO et al., 2000; DAMIOLA et al., 2000). Nossos resultados
sdo respaldados por trabalhos que defendem a autonomia (PILORZ; HELFRICH-FORSTER;
OSTER, 2018), pelo menos em parte, dos reldgios periféricos internos, indicando assim que,
possivelmente o nervo vago ndo esteja alterando o reldgio central — uma vez que a vagotomia
ndo alterou parametros fisioldgicos reconhecidamente modulados pelo reldgio central
(temperatura corporal e atividade locomotora) (HOPWOOD et al., 2018; SCHEIERMANN;
KUNISAKI; FRENETTE, 2013; TAL; CHAPNIK; FROY, 2019) —, mas seja importante para
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0 ajuste do relégio periférico hepatico, sugerindo que mudanga no sistema parassimpatico
vagal possa ser também um dos fatores que altere relégios periféricos, sem alterar o ritmo
central.

Sob esse aspecto de organizacdo de relogios central e periféricos, € interessante
discutir algumas ideias fundamentadas na literatura que possam explicar nossos dados ou
direcionar para experimentos futuros: primeiro, é importante destacar que o hipotalamo é uma
excelente area-alvo do NSQ e que, via sistema nervoso autondémico (SNA), o hipotalamo
direciona um conjunto de funcgdes fisiologicas de modo sincronizado com as informacdes
advindas do NSQ. Percebe-se que 0 SNA é um condutor comum de informacdes importantes
para manutencdo da homeostase, nestas areas (BUIJS; ESCOBAR; SWAAB, 2013); segundo,
trabalhos mais recentes tém estudado a cooperacdo entre genes de reldgio e fatores de
transcricdo tecido-especificos mostrando que saidas da transcricdo ritmica do relogio
circadiano dependem de mecanismos adicionais, como presenca de fatores de transcrigéo,
além da ligacdo do gene do reldégio ao DNA somente, o que pode, em Ultima analise,
contribuir para a plasticidade do programa de transcricdo circadiano (BEYTEBIERE et al.,
2019). Tomando esses dados em conjunto, podemos levantar hipdteses tais quais, em nosso
modelo, sob condigdes de claro-escuro ciclando normalmente: (i) a vagotomia pode de fato
ndo estar alterando o reldgio central, todavia pode estar comprometendo a conducdo de
informacdes eferentes dos ndcleos centrais para a periferia e, nesse caso, 0 ajuste do reldgio
hepético pode, em parte, depender de informacdes do NSQ); (ii) a vagotomia pode, através da
ndo conducdo de sinais aferentes para 0 SNC, alterar o padrdo de expressdo de fatores de
transcricdo figado-especificos importantes para o ajuste transcricional de genes de reldgio
hepético, sem comprometer o funcionamento do relégio central. O estudo dessa cooperagao e
organizacdo hierarquica entre reldgios central e periférico ainda € incipiente e, para o caso
especifico dessa pesquisa, seria interessante avaliar a contribuicdo dos ramos aferentes e
eferentes vagais sobre os genes de relégio hepatico para assim concluir se o estimulo de
sincronizacao do relogio biologico do figado tem sua origem no SNC ou no préprio TGI, bem
como investigar perfis de fatores de transcrigdo hepéaticos que cooperem com genes de
reloégio. Contudo, mostramos, de maneira preliminar, que possivelmente as alteracfes no
relogio hepatico séo pelo menos parcialmente independentes do relogio central.

Com intuito de entender com mais detalhes como a regulacdo do relégio bioldgico
hepéatico ocorre via circuito neural mediado pelo nervo vago e, sabendo que: (i) o figado
percebe os nutrientes advindos da alimentacdo através da absorcéo intestinal via sistema porta

e (ii) a alimentacdo é capaz de modular o reldgio bioldgico periférico (ASHER; SASSONE-
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CORSI, 2015a; BISHEHSARI et al., 2016), indagamos se a vagotomia estaria alterando a
absorcdo de nutrientes e a sua chegada ao figado, e isso pudesse ser a causa da cronodisrupc¢ao
hepatica. Nossos resultados mostraram que a sec¢do do nervo vago nao impactou na absor¢do
intestinal, indicando que ndo seria 0 nutriente per se que estaria modulando o relogio
hepatico, uma vez que a sua absor¢do estd oscilando normalmente. Em adicdo, o
comportamento alimentar e o transito intestinal dos animais vagotomizados ndo apresentaram
alteracdo, sendo assim, com esse conjunto de dados, afastamos a hipoOtese de que seja o
nutriente chegando no figado a fonte de regulacéo do reldgio, fortalecendo ainda mais a ideia
de que o circuito neuroepitelial mediado pelo nervo vago possa ser o condutor das
informagdes sobre a presenca de nutrientes no limen intestinal (KAELBERER et al., 2018).

Tem sido demonstrado que a perturbacdo dos genes do reldgio altera profundamente o
metabolismo energético (REINKE; ASHER, 2019) e desregula as respostas inflamatdrias
(HOPWOOD et al., 2018; SCHEIERMANN; KUNISAKI; FRENETTE, 2013). BMALL1 e
CLOCK participam da regulacéo de inimeros genes envolvidos com fungdes imunoldgicas e
metabolicas no figado. No que diz respeito a funcdo imunoldgica, BMAL1 tem sido mostrado
atenuar a ativacdo de NF-kB por sequestrar CLOCK. O CLOCK ¢ requerido para acetilacao
da subunidade p65, um evento-chave para transativacdo de NF-kB e subsequente producdo de
citocinas pro-inflamatérias (CURTIS et al., 2015). Sabe-se que a resposta a um desafio
imunolégico, como ao lipopolissacarideo, é alterada dependendo da hora do dia. Em
condicdes fisioldgicas, como mostra 0 nosso estudo, a downregulacdo na expressdo do mMRNA
de Bmall (ZT6), principalmente, durante a vagotomia poderia antecipar a janela imunoldgica
dos animais, alterando a funcdo do reldgio e consequentemente o controle circadiano da
inflamacdo. Do ponto de vista metabolico, a downregulacdo desses genes pode suscitar uma
grande variedade de alteracbes em funcbes tais como metabolismo de glicose e lipideos,
relacbes estas ja bem solidificadas na literatura (ASHER; SASSONE-CORSI, 2015a3;
FERRELL; CHIANG, 2015; MUKHERJI et al., 2019a; REINKE; ASHER, 2019; TAL;
CHAPNIK; FROY, 2019; ZHOU, DEXI et al., 2016b), demonstrando assim que 0 nervo vago
pode ter um papel potencial modulatério no metabolismo hepatico via regulacdo de genes de
relégio no figado, como sera discutido adiante.

REV-ERBa e RORa reconhecem os mesmos sitios de ligacao ao DNA e estabelecem
um circuito regulador dindmico oposto sobre o promotor de BMALI1, em que RORa funciona
como regulador positivo da expressdo de Bmall, enquanto REV-ERBa bloqueia RORa e
regula negativamente a expressdo de Bmall (PILORZ; HELFRICH-FORSTER; OSTER,
2018). No figado, REV-ERBs conferem importante papel para o controle da expressao de



70

genes lipogénicos (CARATTI et al., 2018) e de genes inflamatorios. Nossos resultados
fortalecem os dados da literatura em virtude da expressao em anti-fase dos genes Rev-Erba e
Rora, e 0 acentuado aumento da expressdo de Rev-Erba no ZT6 é um resultado relevante,
uma vez que este aumento pode estar por tras da reduzida expressdo de Bmall nesse ZT. O
papel do RORa na regulacio do reldgio circadiano no figado ¢ menos estudado que do REV-
ERBa, todavia, em nossos resultados, a sua menor expressdo no ZT6 corrobora também com
a menor expressdo de Bmall, podendo sugerir que possiveis alteracdes na fisiologia hepatica
mediada pela vagotomia possam ser decorrentes da downregulagdo de Bmall, por
interferéncia em seus reguladores.

Embora se saiba do papel importante dos genes Perl, Per2 e Cryl na homeostase do
organismo, no nosso modelo, esses genes ndo parecem ser regulados pelo nervo vago,
corroborando com dados na literatura que mostram que a atividade de neurdnios simpaticos é
importante para a manutencdo da expressao ritmica de alguns genes do relégio no figado,
como os genes Per (SHIBATA, 2004).

O nosso estudo ndo foi o primeiro a mostrar que a cronodisrup¢do impacta nas mais
diversas funcbes do figado, contudo, foi o primeiro a demonstrar que, em condi¢fes normais
de ciclo claro-escuro e alimentagdo ad libitum, a sincronizacdo de componentes do reldgio
periférico hepatico e sua oscilagdo ao longo do dia, importantes para tais funcGes, é alterada
pela reducdo do tdnus colinérgico em modelo de vagotomia cervical esquerdo.

Devido as indmeras possibilidades de vias funcionais hepaticas que poderiamos
estudar para relacionar controle circadiano hepatico com nervo vago e para melhor
compreender como se da a regulacdo de funcgdes fisioldgicas circadianas hepaticas tendo
como eixo modulador o nervo vago, partimos para uma analise em um aspecto mais amplo
abrangendo o estudo de proteinas e suas vias hepaticas associadas.

A analise global dos proteomas no figado nos forneceu uma melhor caracterizacdo das
vias hepaticas, sobretudo da metabdlica, que sdo desreguladas em virtude da vagotomia no
periodo de tempo em que 0s genes do reldgio Bmall, Clock, Rev-Erbo. € Roro. encontram-se
alterados (ZT6).

Conforme revelado pela andlise de enriquecimento de vias, a vagotomia impactou
varios processos fisiologicos no figado. Entre as vias diferencialmente representadas,
estdvamos especialmente interessados nas redes de proteinas metabolicas, como da
glicolise/gliconeogénese e metabolismo dos &cidos graxos. Nossos dados preliminares
mostraram uma mudanc¢a metabdlica importante com um aumento na glicolise e biossintese

de acidos graxos (etapas de iniciacdo e alongamento) paralelamente a reducdo da beta-
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oxidacdo no grupo VNX. Concomitante a esses achados, o fenétipo dos animais
vagotomizados apresentou aumento nos niveis séricos de glicose e no estoque de glicogénio
hepatico, mesmo que ndo tenha havido alteracdo no colesterol e triglicerideo séricos.
Podemos atribuir essa ndo alteracdo em lipideos séricos ao fato de nosso modelo de
vagotomia ser agudo e ndo sabermos se a vagotomia em conjunto com a desregulacdo nos
genes do reldgio nesse interim seria suficiente para afetar o colesterol total/triglicerideos de
forma sistémica. Uma perspectiva seria avaliar 0 que aconteceria com esses parametros em
caso de uma vagotomia cronica.

Os resultados culminaram para uma importante mudanca no perfil metabdlico dos
animais quando submetidos a vagotomia. E bem estabelecido o papel de sistemas neurais na
homeostase energética (IZUMIDA et al., 2013; LAM; SCHWARTZ; ROSSETTI, 2005;
UNO et al., 2006; YAMADA et al., 2006). O nervo vago, por exemplo, participa do controle
da ingestdo alimentar, responde rapidamente a mudancas em niveis de glicose e peptideo 1
semelhante ao glucagon (GLP1) na veia porta hepatica e também controla o metabolismo
(BURCELIN; SERINO; CABOU, 2009; TROY et al., 2008). Além de desempenhar essas
funcBes classicas, nosso trabalho mostrou que o nervo vago parece também realizar uma
regulacdo fina na dindmica de proteinas participantes de processos bioquimicos envolvidos no
metabolismo de carboidratos e lipideos no figado, sem que a vagotomia, necessariamente,
alterasse o peso corporal, 0 comportamento alimentar, a motilidade ou absorgéo intestinal dos
animais, indicando que os animais comem a mesma quantidade, absorvem igualmente, porém,
processam o alimento de uma forma diferente quando o ténus colinérgico é reduzido.

O nervo vago é bem conhecido por desempenhar um papel essencial na manutengéo
da homeostase metabdlica (WAISE; DRANSE; LAM, 2018), entretanto, o nosso trabalho foi
o primeiro a descrever a influéncia desse nervo em diferentes vias metabolicas hepaticas. Por
exemplo, a deaferentizacdo vagal em roedores leva a hiperglicemia precoce em resposta a
sinais relacionados a nutrientes (HAYES et al., 2011; 'MERYUZ et al., 1997; WANG,
PENNY Y. T. et al., 2008), indicando que os aferentes vagais ttm um papel no controle da
glicose sanguinea pos-refeicdo. Kwon e colaboradores (KWON et al., 2020) também
mostraram recentemente, através da estimulagdo optogenética de um subconjunto de
neuronios POMC no nucleo arqueado do hipotdlamo (ARC) que inervam o figado via
neurdnios pré-ganglionares parassimpaticos de acetilcolina no DMV, que a atividade reduzida
dos neurdnios colinérgicos parassimpaticos que projetam o figado por si s6 é capaz de
aumentar a producdo de glicose hepéatica. Com isso, é consolidada a atuacdo do nervo vago

em efeitos metabdlicos relacionados a homeostase de glicose, bem como a outros efeitos
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referentes a sensibilidade a insulina e em respostas a horménios que sinalizam saciedade ou
fome, como CCK, GLP1, PYY, leptina, &cidos graxos de cadeia curta e grelina (WAISE;
DRANSE; LAM, 2018), importantes para o metabolismo lipidico e desenvolvimento de
condi¢cdes como obesidade, porém, até o presente momento, ndo se sabia que a vagotomia
poderia impactar no ajuste da dindmica bioquimica de proteinas envolvidas em processos
metabdlicas hepaticos.

Nesse sentido, os dados do nosso trabalho ampliam ainda mais o conhecimento da
regulacdo metabolica mediada pelo nervo vago ao destrinchar as proteinas que séo
diferencialmente expressas dentro de vias, como a glicolitica/gliconeogénese, quando o
sistema colinérgico vagal é interrompido pela vagotomia. N6s mostramos que a vagotomia
aumenta a expressdo de proteinas que fazem parte da rota irreversivel de quebra de glicose
(GCK, PFKL, ALDOB, PKLR) e reduz a expressdo de proteinas envolvidas no processo
irreversivel de gliconeogénese (PCK1e FBP), no figado. Os hepatdcitos metabolizam glicose
por meio da glicolise para produzir ATP na presenca de oxigénio, ao invés de prosseguir com
a cadeia respiratoria mitocondrial. Este fenémeno permite a rapida introducdo e
processamento da glicose acelerando o transporte de glicose para os hepatdcitos, aumentando
a cinética de enzimas glicoliticas e subprodutos glicoliticos secretores, como &cido lactico.
Nas fases finais da gliclise, a piruvato quinase (PK) converte o fosfoenolpiruvato (PEP) em
piruvato, que, por sua vez, pode ser usado para gerar acetil-CoA pela piruvato desidrogenase
(PDH), ligando assim a glicolise citosolica ao ciclo do &cido citrico mitocondrial (NAIFEH;
DIMRI; VARACALLO, 2021). O aumento na formacao de metabolitos como piruvato, que é
transformado em Acetil-CoA, também aumenta a disponibilidade de substrato para entrar nas
vias de biossintese de &cidos graxos e mostramos que ha um desvio para formacdo aumentada
de piruvato quando a inervacao vagal hepatica é interrompida pela vagotomia.

Adicionalmente, a gliconeogénese, que é essencialmente a reversdao da glicdlise,
também esta prejudicada em animais vagotomizados. Sabe-se que em humanos, a
gliconeogénese ocorre principalmente no figado e seus principais substratos séo lactato
(produto da glicolise anaerdbica), glicerol (vem do tecido adiposo) e aminoacidos
glicogénicos (entram na gliconeogénese por meio do ciclo do acido citrico). Devido a
natureza altamente endergonica da gliconeogénese, suas reacfes sdo reguladas em varios
niveis. A maior parte da regulacdo ocorre por meio de alteracBes nos niveis circulantes de
glucagon e disponibilidade de substratos gluconeogénicos. No entanto, as flutuacbes nos
niveis de catecolaminas, hormonio do crescimento e cortisol também desempenham um papel
(BANKIR et al.,, 2018; MELKONIAN; ASUKA; SCHURY, 2021; SHARMA; DAVIS;
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SHEKHAWAT, 2017). Agora, em nosso trabalho, mostramos que a deficiéncia colinérgica
reduz a expressdo de uma proteina importante na conversdo de oxalacetato em PEP, a
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PCK1), sugerindo que a sinalizacdo colinérgica também
pode ser um regulador desse processo de gliconeogénese.

Outra via metabdlica alterada em nosso modelo foi a do metabolismo de acido graxo,
em que a vagotomia aumentou a expressdo de proteinas-chave de inicia¢do e alongamento da
biossintese de acidos graxo e reduziu a expressao de proteinas envolvidas na B-oxidacao. Esse
resultado, em conjunto com o aumento na glicolise e reducdo na gliconeogénese, pode
contribuir para o processo de conversdo de carboidrato (glicose) em é&cido graxo via
lipogénese hepatica de novo, um dos mecanismos bioquimicos que desencadeiam a produgéo
de gordura hepatica e, consequentemente, pode predispor a doenca hepatica gordurosa nao
alcoolica do figado (MAFLD). Vale destacar que a patologia da MAFLD é geralmente
iniciada por perturbacbes no metabolismo dos acidos graxos livres, que levam ao acimulo
excessivo de TGs nos hepatécitos (FRIEDMAN, SCOTT L. et al., 2018; MUKHERJI et al.,
2019a; SAMUEL; SHULMAN, 2018). Em nosso modelo, mostramos que o desvio para
quebra de glicose e formacdo de piruvato, concomitante com a baixa utilizacdo desse piruvato
para formacéo de glicose via gliconeogénese, € um mecanismo bioquimico que gera um ciclo
vicioso para a formacdo de Acetil-CoA. Este, por sua vez, pode entrar no ciclo do &cido
citrico (ciclo de Krebs) e/ou ser usado para a sintese de acido graxo. A sintese de acidos
graxos € principalmente mediada pelas enzimas citosolicas acetil-CoA carboxilase (ACACA)
e acido graxo sintase (FASN), em que a acetil-CoA ¢é utilizada por FASN para iniciar uma
nova cadeia de acila e é subsequentemente alongada usando malonil-CoA gerada por
ACACA. E interessante notar, que as principais enzimas responsaveis pela iniciacio e
alongamento (ACACA e FASN) da sintese de acido graxo encontram-se com expressao
aumentada em animais vagotomizados, intensificando a biossintese de lipideos. O mecanismo
exato que impulsiona a lipogénese de novo na MAFLD é desconhecido, mas a ativacdo de
fatores como SREBP-1c e ChREBP devido ao aumento da glicose e insulina circulantes no
contexto da resisténcia a insulina em todo o corpo foi sugerida como um fator central (SMITH
et al., 2020; WALLACE; METALLO, 2020), além disso a sinalizacdo de leptina prejudicada
no SNC também demonstrou modular a DNL hepética (HACKL et al., 2019). Nesse contexto,
nosso trabalho apresenta uma outra perspectiva de como disfuncbes vagais podem ser
participar do desenvolvimento da MAFLD, impulsionando ou contribuindo com o processo

de lipogénese de novo.
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Importante pontuar ainda que, em resposta a uma concentragdo excessiva de acidos
graxos livres, as mitocdndrias, normalmente aumentam o fluxo lipidico mitocondrial mediado
pelas proteinas CPT1/2 e a B oxidagao, para proteger contra a lipotoxicidade, um mecanismo
que é perdido durante o curso da MAFLD (LONGO et al., 2021). Trazendo essa informacéo
para 0 nosso trabalho, mostramos que a vagotomia também reduz proteinas envolvidas no
processo de [ oxidacdo, tais como a ACAAl e ACOXI, limitando, dessa forma, o
catabolismo de 4cido graxo. Tem sido reportada associagdo de reducdo em processos de f3
oxidacdo, ATP e potencial de membrana mitocondrial com MAFLD progressiva e em muitos
casos de MAFLD progredindo para cancer hepatico (LONGO et al., 2021), o que fortalece
mais ainda a relevancia biologica dos nossos resultados.

Dessa forma, nossos achados reforcam o papel do nervo vago na regulacdo metabdlica
hepatica e, mais do que isso, descreve vias metabdlicas, de forma pormenorizada,
identificando proteinas reguladoras indispensaveis para o processamento de carboidratos e
lipideos que, estendendo nossos conhecimentos para fisiopatologia hepatica, podem se tornar
alvos importantes de estudos envolvendo o sistema colinérgico em condicdes de distarbios
metabdlicos como a MAFLD.

Ap0s caracterizacdo potente das vias metabdlicas alteradas pela vagotomia no ZT6,
realizamos ensaios funcionais para validagdo do modelo no qual a vagotomia pode predispor
0 animal ao acumulo de gordura hepatica. Uma vez que, a nivel proteico, o metabolismo de
carboidratos e &cidos graxos encontrava-se alterado em virtude da vagotomia, em condicdes
de ingestdo caldrica normal pela dieta padrdo, e tendo em vista que a fisiopatologia da
MAFLD deriva do acimulo de gordura hepéatica devido ao metabolismo discrepante dos
acidos graxos livres, nos perguntamos se a redugdo do tonus colinérgico poderia: (i) predispor
o figado ao acumulo de gordura em condi¢es de dieta padrdo; (ii) e se uma perturbacao nesse
sistema, aumentando o excesso caldrico alimentar, exacerbaria o fen6tipo metabolico alterado
pela vagotomia.

Respondendo a primeira pergunta, observamos por microscopia confocal e marcagéo
lipidica com bodipy que a vagotomia predispde a um perfil de maior acimulo de gordura
hepética juntamente com presenca de hiperglicemia, mesmo em dieta padrdo. Tal perfil de
esteatose inicial encontrado neste trabalho pode ser explicado de forma mecanistica pela
alteracdo bioquimica-metabdlica descrita na protedmica, induzida pelo tdnus colinérgico
reduzido, cuja tendéncia é sintetizar mais acidos graxos via quebra de glicose do que

degradar.
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Ao introduzirmos dois modelos distintos de dieta, consideramos o entendimento de
que a expressdo de enzimas criticas na biossintese de &cidos graxos e gorduras também é
rigidamente controlada por estimulo nutricional (SUL et al.,, 2000), sendo assim,
hipotetizamos que a dieta HC forneceria mais carboidratos ao organismo e, assim, poderia
intensificar a lipogénese via quebra de glicose, com a vagotomia, e a dieta HFD justifica-se
por ser bastante estudada em modelos de obesidade e de transmissdo de sinais via aferentes
vagais. Nossos resultados, em conjunto, indicam que o shift metabdlico provocado pela
vagotomia € acentuado quando na presenca de excesso de ingestdo calorica. Estudos ja
identificaram previamente que a sensibilidade aferente vagal aos hormonios gastrointestinais
(Colecistocinina-CCK, bombesina e serotonina) € significativamente reduzida em roedores
cronicamente alimentados com dieta rica em gordura, por exemplo, em comparacdo com
camundongos alimentados com baixo teor de gordura (COVASA; GRAHN; RITTER, 2000;
COVASA; RITTER, 1998; DALY et al., 2011; DE LARTIGUE et al., 2012; DUCA,
SAKAR; COVASA, 2013; SAVASTANO; COVASA, 2005; SWARTZ; DUCA; COVASA,
2010), sugerindo sensibilidade reduzida aos hormonios saciadores, explicando 0 nosso achado
de que animais Sham alimentados com dieta HFD ou HC tém aumento no acUmulo de
gordura hepética, comparados com 0s animais Sham da dieta padré&o.

Associado ao estresse hipercal6rico, a vagotomia exacerba ainda mais o acimulo de
gordura nos hepatécitos e os niveis de glicose sérica e, embora ndo tenhamos investigado a
resisténcia a insulina, alguns estudos ja demonstraram que a introducdo de dietas rica em
gordura provoca resisténcia a insulina (LACKEY et al., 2016; LEE et al., 2011; PAYOLLA
et al., 2016), o que pode propiciar, a longo prazo, o desenvolvimento de disfuncao
metabdlica. Apesar da esteatose hepatica aparente, os animais ndo aumentaram o ganho de
peso nem a ingestdo alimentar, como poderia ser esperado de acordo com o papel do nervo
vago regulando a ingestédo de alimentos, em nosso modelo.

Até aqui, esta claro que o nervo vago participa da regulacdo de vias metabolicas
importantes do figado, pois a reducdo de transmissdo de sinais causada pela vagotomia
implica desajustes na expressdo de proteinas das vias glicolitica/gliconeogénese e de
biossintese/degradacdo de &cidos graxos, tornando os animais propensos a desenvolverem
disfungdes metabolicas hepaticas. Embora estas alteracdes tenham sido mostradas apenas no
ZT6, momento de maior desbalanco na expressdo de genes de reldgio hepatico, as vias
diferencialmente representadas apresentam, em sua maioria, ritmicidade circadiana em seus
funcionamentos. Infelizmente, ndo conseguimos constatar nossa hipétese inicial através de

experimentos respondendo como 0 nervo vago regula os genes do relégio hepatico e como
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isto interfere no metabolismo ou se a alteracdo do metabolismo hepético causada pela
vagotomia que é a responsavel pela alteracdo nos genes do relégio do figado. A despeito
disto, n6s demonstramos uma associagdo interessante entre o sistema vagal e o relogio interno
hepéatico, em que a vagotomia implica em cronodisrupcdo hepatica ndo fotica e, em uma
mesma janela, o animal apresenta prejudicado funcionamento de vias metabdlicas, estando
mais susceptivel a desenvolver dinfun¢do metabdlica.

Assim, com o0s importantes dados adquiridos neste trabalho e fundamentados em
pesquisas cientificas na area, realizamos analises elementares que clarificam e dao suporte ao
presente trabalho, fazendo associagdes pertinentes, respondendo possiveis lacunas e abrindo
espaco a futuros campos de investigacdes nas areas de cronobiologia, regulacdo neural
autondmica e figado, que poderdo servir para embasar futuros experimentos para comprovar
nossa hipotese inicial.

Nesse sentido, nos apoiamos no conhecimento de que o sistema do relégio circadiano
e 0 metabolismo energético influenciam-se mutuamente por meio da coordenacao ritmica dos
fatores metabolicos e do metabolismo celular (OSTER, 2020). O figado é o principal érgédo
gliconeogénico em mamiferos e participa, junto com varios outros érgdos, da manutencao dos
niveis homeostaticos de glicose no sangue. O reldgio circadiano sustenta os niveis
fisiologicos de glicose no sangue ao sincronizar os mecanismos tecido-especificos ao
metabolismo da glicose. Consequentemente, o reldgio no NSQ controla os ritmos de
alimentagdo/jejum, enquanto os reldgios circadianos periféricos (figado, células J
pancreaticas, musculos esqueléticos) conduzem programas de expressdo génica coordenados
temporalmente para manter os niveis fisiolégicos de glicose no sangue (KALSBEEK; LA
FLEUR; FLIERS, 2014). Um estudo pioneiro indicando um papel para o oscilador do rel6gio
hepatico no metabolismo da glicose mostrou que a ablacdo de Bmall em hepatdcitos reduziu
a expressdo do GLUTZ2, levando a uma diminuicdo da captacdo de glicose pds-absortiva em
camundongos mutantes (LAMIA; STORCH; WEITZ, 2008b). Apds a entrada hepética, a
glicose é fosforilada em G6P, que pode ser usada (por meio da glicélise ou via da hexose
monofosfato) ou armazenada (sintese de glicogénio). Notavelmente, o relégio circadiano
influencia todos esses processos (ECKEL-MAHAN; SASSONE-CORSI, 2013; PANDA,
2016). Por exemplo, a expressdo génica hepatica de GCK, que controla tanto a glicdlise
quanto a sintese de glicogénio, é ritmica (LIU, YILIN et al., 2019) e mostramos que a
vagotomia aumenta sua expressao proteica no ZT6, comparado a animais Sham, desviando o

sentido da via para quebra de glicose.
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De importancia para o nosso trabalho, varios estudos genéticos em modelos de
camundongos estabeleceram o reldgio circadiano como um regulador critico do metabolismo
lipidico (BUGGE et al., 2012; GRIMALDI et al., 2010). Descobriu-se que a ablacédo
especifica de Rev-Erbo/f nos hepatdcitos aumenta os niveis plasmaticos de FFA,
triglicerideos e colesterol (BUGGE et al., 2012; CHO et al., 2012), bem como a auséncia de
Rev-Erbo. leva a esteatose hepatica em camundongos C57/BI6 (FENG et al., 2011). A este
respeito, em nossos dados mostramos que, do contrario, ocorre aumento na expressdo de Rev-
Erba no ZT6, momento em que ha maior propensdo a lipogénese de novo nos animais
vagotomizados. Uma hipotese que pode ser levantada é a respeito do feedback negativo de
Rev-Erbo. sobre o Bmall, gene do reldgio que altera homeostase de glicose (SUSSMAN et al.,
2019). Podemos sugerir que a reducdo na expressdo de Bmall, via loop negativo por Rev-
Erba, encontrada em nosso modelo de vagotomia, poderia propiciar a desregulacdo de
enzimas responsaveis pelo processo de glicolise, elevando substratos para a sintese de acidos
graxos, com efeitos que superam a regulacdo direta de Rev-Erba sobre alguns genes
metabolicos controlados pelo relégio. Outra possivel explicacdo para o acimulo de gordura
hepéatica em animais vagotomizados que apresentam niveis de expressao aumentados de Rev-
Erbo € que, a regulacdo por Rev-Erbo pode se da através da sua ligacdo direta a regides de
ligagdo ao DNA (mecanismo de regulacdo de genes do relégio) ou através de sua associacdo
com fatores de transcricdo tecido-especificos, como HNF6, HDAC3, NCOR. Ja foi
demonstrado que um fendtipo de figado gorduroso de camundongos nocautes para HDAC3
hepéatico é mais pronunciado do que de camundongos nocautes para Rev-Erba (FENG et al.,
2011), bem como que a delecdo de HNF6 em figados de camundongos adultos leva a
esteatose hepatica em camundongos alimentados com dieta normal, sendo que muitos dos
genes lipogénicos upregulados pela perda de HNF6 sdo também alvos do receptor circadiano
REV-ERBA, e a ligacdo de REV-ERBA em sitios desses genes foi perdida quando HNF6 foi
perdido no figado (ZHANG et al., 2016). Portanto, performar experimentos futuros para
investigar niveis desses fatores de transcricdo auxiliaria a compreender 0s mecanismos
circadianos/metabdlicos por trds do acumulo de gordura no figado em nosso modelo
relacionados a genes como o Rev-erbo.

Outra interpretacdo também pode ser levada em consideracdo ao apoiar-se um modelo
nos quais fatores metabolicos também podem ser reguladores potentes de osciladores
circadianos. Frequentemente, sdo chamadas de proteinas sensoras metabdlicas, que percebem
mudancas nos niveis de nutrientes, energia e estado redox e modificam os programas de

expressdo geénica, inclusive de genes de relogio (REINKE; ASHER, 2019). Evidéncias
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mostram que a regulacdo metabdlica é mais do que uma funcdo de saida do reldgio
circadiano. O feedback dos metabolitos sistémicos para os osciladores periféricos é uma
marca registrada da regulacdo circadiana nos 6rgaos. Por exemplo, uma grande quantidade de
nutrientes e hormonios circulantes, como glicose (HIROTA et al., 2002), aminoacidos (OIKE
et al., 2011), insulina (DANG et al., 2016), glucagon (PETRENKO; DIBNER, 2018),
glicocorticoides (BALSALOBRE, AURELIO et al., 2000) e muitos mais (BALSALOBRE,
AURELIO; MARCACCI; SCHIBLER, 2000), possuem capacidade, ou seja, sdo elementos
capazes de regular o relogio biologico.

Curiosamente, 0 momento da ingestdo de alimentos tem fortes efeitos na funcdo do
reldgio nos tecidos periféricos. Em situagdes extremas, como alimentacao repetida em fase de
repouso, pode haver desacoplamento entre reldgio central e relogios periférico. Tal estado de
dessincronia interna resultaria em um descompasso temporal dos circuitos reguladores do
apetite e das redes de tecidos metabdlicos que, em condi¢cdes modernas de facil acesso aos
alimentos, alteram os setpoints metabolicos promovendo hiperfagia e obesidade. Nesse
sentindo, trabalhos tém mostrado que em roedores restaurar a coordenacao da rede circadiana
afeta positivamente a homeostase energética em condicBes obesogénicas (KOLBE et al.,
2019; WEST et al., 2017). Com base nesses achados, € importante destacar que, ao
introduzirmos uma dieta rica em carboidratos ou lipideos aos animais vagotomizados, mesmo
sem restricdo de horéario alimentar, houve uma perturbacdo maior ainda no sistema
metabolico, com maior acimulo de gordura hepatica, sugerindo que, nestes animais com
menor sinalizacdo colinérgica e com relogio periférico hepéatico dessincronizado, o tipo de
nutriente pode agravar ainda mais o fenotipo, seja por ser processado erroneamente em
virtude das alteracGes em vias metabdlicas, seja por alterar diretamente o relégio hepatico.

Finalmente, é importante destacar que a homeostase energética é mantida por
interacbes de sinalizacdo entre os tecidos metabolicamente sensiveis, como o figado,
intestino, pancreas e tecido adiposo. Também é importante mencionar que estes 6rgaos sdo
supridos pela inervacdo vagal e que, nosso modelo de vagotomia cervical lateral, ndo é
seletivo. Considerando tal ponto, é fundamental ter-se cautela na interpretacdo de mudancas
de parametros fisiologicos especificos, como o hepatico, seguidas de vagotomia, pois a seccao
do nervo ndo necessariamente resulta de cortes de fibras somente do figado, mas também
pode ser resultado de uma interacdo com mudancas que ocorrem usptream no duodeno ou
pancreas, simultaneamente denervados. Contudo, apesar dessa limitacdo técnica, & importante
ressaltar que o figado € um eixo mestre que regula processos metabolicos conflitantes, como

glicolise/gliconeogénese ¢ lipogénese/B-oxidacdo de &cidos graxos (CORKEY; SHIRIHALI,
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2012; PASCHOS et al., 2012), cujos efeitos metabdlicos mediados pelo nervo vago séo
claramente discutidos e provados na literatura, dando-nos mais confianga de representar
nossos dados como sendo, pelo menos em parte, resultantes da influéncia do sistema vagal
sobre o figado.

Consideravelmente, esses resultados constituem apenas a ponta de um iceberg na
regulacdo de processos circadianos fisiologicos hepéaticos pelo sistema colinérgico mediado
pelo nervo vago, contudo 0s mesmos ja apontam para um avanco no que diz respeito a
preencher as lacunas do conhecimento acerca da contribuicdo do nervo vago em perceber
estimulos externos e cooperar para regular relégios bioldgicos periféricos dos 6rgdos que
inerva possivelmente de modo independente da luz, como o figado, contribuindo para a

otimizacdo das suas funcdes metabdlicas.
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6 CONCLUSAO

Nossos resultados identificaram, até 0 momento, um papel do nervo vago na regulacao
de genes do relégio hepatico e consequente sincronizacdo deste reldgio. E provavel que esse
circuito seja independente do reldgio mestre do sistema nervoso central e da modulagdo da
absorcédo de nutrientes, demonstrando também seu envolvimento no controle do metabolismo
do figado durante o dia. Demonstramos ainda que, no contexto de ténus vagal reduzido
associado a desregulagdo do reldgio bioldgico hepético, os animais tornam-se mais propensos
ao acumulo de gordura no figado, sendo esse acimulo exacerbado quando a vagotomia é
associada a dietas ricas em carboidrato e gordura, sugerindo um fenétipo onde a deficiéncia
colinérgica, sozinha ou acompanhada de alimentacdo com excesso calorico, pode ser um fator
desencadeante de MAFLD.
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ANEXO

Tabela. Sequéncias de primers utilizados nos ensaios de RT-PCR.

Nome da sequéncia

Sequéncia (5’ - 3°)

Mm Clock (forward)

Mm Clock (reverse)

Mm Rev-erb alpha (forward)
Mm Rev-erb alpha (reverse)
Mm Ror alpha (forward)
Mm Ror alpha (reverse)
Mm Cry 1 (forward)

Mm Cry 1 (reverse)

Mm Per1 (forward)

Mm Perl (reverse)

Mm Per2 (forward)

Mm Per2 (reverse)

Mm Bmall (forward)

Mm Bmall (reverse)

Mm S26 (forward)

Mm S26 (reverse)

AGAACTTGGCATTGAAGAGTCTC
GTCAGACCCAGAATCTTGGCT
TACATTGGCTCTAGTGGCTCC
CAGTAGGTGATGGTGGGAAGTA
GTGGAGACAAATCGTCAGGAAT
TGGTCCGATCAATCAAACAGTTC
CACTGGTTCCGAAAGGGACTC
CTGAAGCAAAAATCGCCACCT
CGGATTGTCTATATTTCGGAGCA
TGGGCAGTCGAGATGGTGTA
GAAAGCTGTCACCACCATAGAA
AACTCGCACTTCCTTTTCAGG
TGACCCTCATGGAAGGTTAGAA
GGACATTGCATTGCATGTTGG
TCATTCGGAACATTGTAGAAGCC
ACAGCTCACGCAATAATGCAG
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