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Resumo

Resumo

MORGAN, Henrique Jorge Novaes. Participacdo de CREB/CRTC-2 na ativacdo do programa
génico da neoglicogénese hepética induzida pela inervacdo noradrenérgica, durante o estresse
térmico, em camundongos. 2021. 73 f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia) — Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto/SP, 2021.

E bem estabelecido que a proteina ligante ao elemento responsivo de AMPc (CREB) associada
ao seu coativador transcricional do tipo 2 (CRTC-2) exerce um papel chave na inducédo do
programa génico da neoglicogénese hepatica, em resposta ao glucagon. Entretanto, muito
pouco se conhece sobre o papel do Sistema Nervoso Simpatico (SNS) na modulacdo deste
complexo transcricional e seus efeitos fisioldgicos resultantes. O trabalho teve como objetivo
investigar a participacdo de CREB/CRTC-2 na ativagao do programa génico da neoglicogénese
hepética induzida pela inervacdo simpatica, durante o estresse térmico, em camundongos.
Inicialmente, investigou-se a arquitetura da inervacdo noradrenérgica do figado de
camundongos (C57BI6J) machos pela técnica de 3DISCO (Imagens 3D de o6rgéos clareados
com solvente) constatou-se que 0s nervos simpaticos ficam restritos a vasculatura. Em paralelo,
camundongos foram simpatectomizados (6-hidroxidopamina; 100 mg.kg.dial; TO, T2 e T7
dia de vida pos-natal; i.p) ou tratados com salina. Ap6s 8-10 semanas, 0s animais foram
expostos ao frio (4°C) ou mantidos em temperatura ambiente, por 3 e 6 horas. O figado foi
extraido para a quantificacdo de proteinas por Western blot e analise génica por RT-PCR. A
atividade transcricional de CREB in vivo foi avaliada por meio de camundongo repérter CRE-
luciferase. Os resultados foram expressos em média + EPM e submetidos a analise estatistica
apropriada (p<0,05). A exposicdo ao frio aumentou a glicemia, o conteudo hepatico de
noradrenalina e de PEPCK, uma enzima chave da neoglicogénese, bem como a fosforilagéo e
atividade transcricional in vivo de CREB e de defosforilagédo de Ser?’> CRTC-2. Todos esses
efeitos foram abolidos ou atenuados pela simpatectomia. Verificou-se também que a exposicao
ao frio estimulou as cascatas de sinalizacio do AMPc e do Ca?* e que a simpatectomia so foi
capaz de modular proteinas relacionadas & via do Ca?". Embora FoxO, assim como CREB,
esteja também ativo no figado de animais expostos ao frio, este fator transcricional ndo é
modulado pelo SNS. Em conjunto, os dados indicam que CREB/CRTC-2 participam da
ativacdo do programa génico da neoglicogénese hepatica induzida pela inervagdo simpaética,
durante o estresse térmico agudo.

Palavras-chave: AMPc. Ca?*. FoxO. Inervagdo simpatica. Noradrenalina.
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MORGAN, Henrigue Jorge Novaes. Involvement of CREB / CRTC-2 in the activation of the
genic program of hepatic gluconeogenesis induced by noradrenergic fibers, under cold stress,
in mice. 2021. 73 p. Dissertation (Master in Physiology) — Ribeirdo Preto Medical School,

University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, State of Sdo Paulo, 2021.

It is well established that the cAMP responsive element-binding protein (CREB) associated
with its coactivator type 2 (CRTC-2) it is the key of activation of gluconeogenesis program in
glucagon response. However, very little is known about the role of the Sympathetic Nervous
System (SNS) in the modulation of this transcriptional complex and its resulting physiological
effects. The work aimed to investigate the participation of CREB/CRTC-2 in the activation of
the gene program of hepatic gluconeogenesis induced by sympathetic innervation, during cold
stress, in mice. Initially, the architecture of noradrenergic innervation of the liver of male mice
(C57BI6J) was investigated by the 3DISCO (3D imaging of solvent-cleared organs) technique
and it was found that the sympathetic nerves are restricted to the vasculature. In parallel, mice
were sympathectomized (6-hydroxydopamine; 100 mg.kgt.day?; TO, T2 and T7 day of
postnatal life; i.p) or treated with saline. After 8-10 weeks, the animals were exposed to cold
(4°C) or at room temperature, for 3 and 6 hours. The liver was extracted for protein
quantification by Western blot and gene analysis by RT-PCR. The transcriptional activity of
CREB in vivo was evaluated using mouse reporter CRE-luciferase. The results were expressed
as mean = SEM and submitted to appropriate statistical analysis (p<0.05). Cold exposure
increased blood glucose, hepatic norepinephrine and PEPCK content, a key enzyme in
gluconeogenesis, as well as phosphorylation and transcriptional activity in vivo of CREB and
dephosphorylation of Ser?”> CRTC-2. All of these effects have been abolished or attenuated by
sympathectomy. It was also found that exposure to cold stimulated the signaling cascades of
cAMP and Ca?* and that sympathectomy was only able to modulate proteins related to the Ca?*
pathway. Although FoxO is also active in the liver of animals exposed to cold, this
transcriptional factor is not modulated by the SNS. Together, the data indicate that
CREB/CRTC-2 participates in the activation of the gene program of hepatic gluconeogenesis

induced by sympathetic innervation, during acute cold stress.

Keywords: cAMP. Ca?*. FoxO. Noradrenaline. Sympathetic innervation.
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1. Introducéo

Em meados de 1865, Claude Bernard (1813-1878) disse a célebre frase “La fixité du
milieu intérieur est la condition de la vie libre” que introduziu a ideia do organismo se
autorregular para manter constante seu préprio meio interno, dando assim inicio a fisiologia
moderna. A manutencdo dos niveis de glicose no sangue (glicemia) ou homeostase glicémica é
um dos ajustes fisiologicos mais importantes e complexos do organismo pois envolve diversas
vias metabdlicas e fatores regulatérios que juntos garantem o suprimento adequado deste
nutriente para diferentes tecidos (BARCROFT, 1932; HADDAD-JUNIOR, 2012). Portanto, o
estudo dos mecanismos moleculares da regulacdo da homeostase glicidica € de fundamental
importancia para a saude e doengas humanas.

A homeostase glicémica é mantida pelo balanco entre o fornecimento de glicose,
advinda da alimentacdo e da producdo hepética de glicose, e a captacdo e utilizagdo desse
substrato pelos diferentes tecidos que compdem o organismo. Esses processos sdao regulados
por diversos fatores envolvendo os nutrientes, o sistema nervoso e o sistema enddcrino, que por
meio de interacOes diversas asseguram o fornecimento, armazenamento e uso adequado desse
substrato energético (KETTELHUT; NAVEGANTES; MIGLIORINI, 2012). Alteracoes
nesses equilibrio dindmico levam a diversas patologias de grande impacto social como a
resisténcia a insulina, a obesidade e o diabetes mellitus (KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER,
2006). Nesse contexto, o figado assume grande importancia por estar envolvido na captacéo de
glicose, bem como ser o 6rgdo central no fornecimento endégeno dessa hexose para o sangue
e, na sua adequagcdo frente as necessidades fisiologicas e situacGes de estresse (RUI, 2017).

O figado é o maior 6rgdo visceral do corpo humano. Esta localizado abaixo do
diafragma, com sua porcdo maior na regido abdominal direita, e se estende até o abddmen
esquerdo. Os hepatdcitos sdo as principais celulas hepaticas e representam cerca de 80% do
6rgdo. Morfologicamente, o figado é composto por 4 lobos, sendo dois maiores (direito e
esquerdo) separados pela fissura umbilical na face inferior e pelo ligamento falciforme na face
antero-superior, e dois lobos menores, o0 quadrado e caudado. A vascularizacdo aferente (veia
porta e artéria hepatica) chega ao figado na regido do hilo, de onde também parte o ducto biliar
hepatico. Todo sangue que adentra o figado é drenado até a veia cava inferior pela veia hepatica
(RUI, 2017; TRIVINO; ABIB, 2003). Apesar de haver diferencas morfoldgicas e funcionais
hepaticas entre 0s seres vivos, no camundongo essas caracteristicas sao bastante semelhantes
aos seres humanos (SANGER et al., 2015; TAG et al., 2015).
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A capacidade do figado em conseguir captar grandes quantidades de glicose se deve a
presenca do transportador de glicose do tipo 2 (GLUT-2), o qual ndo é dependente da acdo da
insulina e possui alta constante de afinidade (Km) para essa hexose. Dentro do hepatdcito, a
glicose é fosforilada pela hexoquinase 1V (glicoquinase), gerando a glicose-6-P (G6P) que por
ser incapaz de ser transportada via GLUT, fica retida na célula. A glicoguinase € uma enzima
chave da captacdo de glicose hepética por possuir alto Km e ndo ser inibida por seu produto,
assim, a formacgdo de G6P reduz a concentracdo de glicose intracelular estimulando sua
captacdo. Diferentemente do figado, o tecido muscular esquelético e tecido adiposo branco
possuem GLUT-4 (transportador de glicose do tipo 4) como transportador, sendo este
dependente da acdo da insulina, e um tipo de hexoquinase que, por ter um Km menor do que a
glicoquinase, € inibida por seu produto. Portanto, em uma situagéo de periodo pés prandial, por
exemplo, onde h& aumento da glicemia advinda da dieta, o figado tem maior capacidade de
captar esse monossacarideo do que outros tecidos metabolicamente ativos e, assim, normalizar
a glicemia (KETTELHUT; NAVEGANTES; MIGLIORINI, 2012; RUI, 2017).

No estado pos-prandial, a insulina € um horménio chave no controle do metabolismo
glicémico hepatico. Apesar de ndo interferir na captacdo de glicose hepatica, ela estimula
diretamente a atividade e expressdo das enzimas chaves da oxidacdo de glicose bem como da
sintese de glicogénio e lipidios. Por outro lado, em periodos de jejum, quando a glicemia e a
secrecdo pancredtica de insulina reduzem, o figado assume o papel principal no controle da
homeostase glicidica por meio da ativacdo da producdo hepatica de glicose, um processo que
eleva a glicemia e compreende duas vias metabdlicas: a glicogendlise e a neoglicogénese
(KETTELHUT; NAVEGANTES; MIGLIORINI, 2012; RUI, 2017).

C. Bernard foi o primeiro a demonstrar que o figado era capaz de produzir glicose
através do famoso experimento do “figado lavado”. Ap0Os perceber que durante o jejum a
glicemia era mantida constante, Bernard tornou-se descrente da ideia da época de que o nivel
de glicose no sangue era devido apenas & alimentacdo e assim realizou uma serie de
experimentos na tentativa de identificar a origem interna desse monossacarideo no organismo.
Fazendo uma “lavagem” em diversos 6rgaos para retirar toda a glicose do meio € mantendo-0S
em condicdes adequadas, averiguava, ap0s um tempo, a concentracao dessa hexose na solugéo.
Nessa série de experimentos constatou que a solugdo do “figado lavado” apresentava altas
concentracBes de glicose quando comparada a de outros 6rgdos e concluiu que a hexose era
produzida pelo tecido hepatico (HADDAD-JUNIOR, 2012). Hoje, sabemos que a glicose que

C. Bernard identificou no meio era provavelmente proveniente da glicogenolise hepatica.
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A glicogendlise é a primeira via metabolica a ser recrutada pelo figado com vistas a
mobilizacdo de glicose de forma rapida. Isso ocorre através da degradacdo do glicogénio
sintetizado e armazenado no figado no periodo pds-prandial pela acdo da insulina.
Diferentemente da insulina, sabe-se que hormonios como glucagon e a adrenalina estimulam
diretamente a degradagdo desse polissacarideo (RUI, 2017).

A neoglicogénese ou gliconeogénese € uma via metabdlica de producdo de glicose a
partir de substratos ndo glicidicos de 3 ou 4 carbonos, como lactato, glicerol e aminoacidos,
sendo um mecanismo mais tardio no controle da glicemia, aumentando sua contribuicdo a
medida que ocorre reducdo do estoque de glicogénio (NELSON; COX, 2014; RUI, 2017).
Embora ocorra principalmente no figado, o cortex renal também é capaz de realiza-la assim
como o epitélio interno do intestino delgado (DE VADDER et al., 2016; GERICH et al., 2001).
E uma via metabélica que consiste na reversio da via glicolitica e compartilha 7 das 10 reacoes
enzimaticas da oxidacdo da glicose. Isso ocorre devido a presenga de 3 enzimas hepéticas que
conseguem reverter as reacOes essencialmente irreversiveis e endergonicas da glicdlise. Entre
estas, destaca-se a P-enolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) que converte oxaloacetato em P-
enolpiruvato, a frutose-1,6-bifosfatase (FL6BF) que converte frutose-1,6-bi-P em frutose-6-P,
e a Glicose-6-fosfatase (G6Pase), enzima que catalisa a defosforilagdo da glicose-6-P
(NELSON; COX, 2014) (figural).

O balanco entre o fluxo das vias neoglicogénica e glicolitica € regulado de diversas
formas, sendo 0 mais estudado e descrito na literatura o controle humoral exercido pela insulina
e glucagon. A insulina estimula o fluxo de carbonos para a via glicolitica através do controle
das enzimas envolvidas nesse processo e inibe a neoglicogénese por meio da reducédo de
fornecimento de P-enolpiruvato que ocorre pelo estimulo da producdo de acetil-CoA (acetil-
coenzima A) a partir do piruvato e da inibicdo das enzimas PEPCK e piruvato carboxilase (PC),
enzima esta que catalisa a formacdo de oxaloacetato a partir do piruvato. De forma oposta, 0
glucagon direciona o fluxo de carbonos para a sintese de glicose através do estimulo das
enzimas G6Pase, F16BF, PEPCK e PC e com isso aumenta a geracdo de P-enolpiruvato. Além
disso, reduz a oxidacdo dessa hexose pela inibicdo das enzimas envolvidas na via glicolitica
(KETTELHUT; NAVEGANTES; MIGLIORINI, 2012; NELSON; COX, 2014) (figural).



Introducéo - 17

/ Hepatdcito \.__G%ULZ.‘ \

e Glicose
Glu(g)se C} Ins(+) Ins(+)

licose-6-P <-Z Glicogénio
Glu(+): Ad(+)

A Frutose-6-P
Gllj(})ﬁﬂli)( Ins(+); Glu(-)
’ F

rutose-1,6-bi-P

Gliceraldeido-3-P «~~ - Glicerol
*
I
P-enolpiruvato
Ins(+): Glu(-): Adr(-)
Piruvato «----- Lactato

NEOGLICOGENESE

Piruvato « -

, ,///:;’, \ PC ‘ Ing(+)
Glu(+)/ Acetil-CoA

Tns(-),

Oxaloacetato
Krebs / CO,

I

I

I

I

I

:

I
Ciclo de I
I
I

I

I

I

I

I

\ == _\L—="Aminoécidos

Figura 1. Representacdo esquematica do balanco entre as vias metabdlicas da neoglicogénese e da
glicélise hepatica. Descrigdo da figura no texto. Seta tracejada indica que hé outras reagcdes no caminho;
seta continua, reacdo direta. (+) estimulagdo; (-) inibi¢do; (Ins) insulina; (Glu) glucagon; (Adr)
adrenalina. Fonte: autor.

A velocidade da reacdo da neoglicogénese € determinada pela disponibilidade de
substratos bem como pela expressdo e atividade de suas enzimas-chaves. Os substratos s@o
providos por reservas do proprio figado ou de tecidos extra-hepaticos que chegam pela
circulacdo sanguinea. O glicerol oriundo da hidrolise de triacilglicerideos adentra na via por
meio de uma série de reacdes que resultam na formacéo do gliceraldeido-3-P, ndo necessitando
da PEPCK para a geracdo de nova glicose. Ja o lactato é convertido a piruvato pela enzima
lactato desidrogenase e dai a oxaloacetato pela PC. Se o lactato for catabolizado a acetil-CoA
pelo complexo piruvato desidrogenase, seu destino é ser completamente oxidado a CO> pelo
ciclo de Krebs. O mesmo ocorre com a beta-oxidagdo dos acidos-graxos, que sdo convertidos
a acetil-CoA para serem introduzidos no ciclo do acido citrico e assim nédo sdo utilizados como
substrato para a geragdo de glicose “de novo”. Os aminoacidos sdo providos pela protedlise,

sendo sua fonte principal o musculo estriado esquelético. Pela reacdo da desaminacdo, 0s
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aminoéacidos formam a-cetodcidos, 0s quais sdo convertidos a intermediarios do ciclo de Krebs
que, por meio da conversdo a oxaloacetado, podem ascender a via de geracao de nova glicose
(RUI, 2017). Entretanto, somente os aminoacidos chamados de glicogénicos, ou seja, aqueles
que podem ser catabolizados a intermediarios do ciclo de Krebs ou a piruvato, podem participar
da neoglicogénese. A alanina e glutamina sdo os principais aminoacidos glicogénicos nos
mamiferos e seus esqueletos de carbono geram piruvato e a-cetoglutarato, respectivamente
(NELSON; COX, 2014).

As enzimas-chaves da neoglicogénese (G6Pase, F16BF e PEPCK) podem ter sua
atividade modulada por diversos tipos de modificagcBes pos-traducionais e alostéricas,
entretanto pouco se conhece sobre essas regulac@es. A literatura relata que a atividade dessas
enzimas estd mais ligada a expressdo de seus genes codificadores. Os principais fatores
transcricionais descritos e caracterizados na literatura que regulam a velocidade de transcricéo
dos genes da neoglicogénese sdo 0 CREB (proteina ligante ao elemento responsivo de AMPCc)
e FoxO1 (Forkhead Box Protein O1), embora inimeros outros ja tenham sido descritos como o
PGC1-a (receptor de ativacdo proliferativa de peroxisoma gama, coativador 1 ) e 0 C/EBPa.
(proteina de ligagéo potenciadora de CCAAT a) (RUI, 2017) .

Erion et al. (2009) demostraram que o knockdown de CREB no figado de roedores foi
capaz de reduzir a produgédo hepatica de glicose, em modelo de diabetes tipo 2. Matsumoto et
al. (2007) relataram que a delecdo hepatica de FoxO1 em camundongos jejuados reduziu a
producéo hepatica de glicose, levando a hipoglicemia. Ambos fatores, CREB e FoxO1, também
sdo responsaveis por estimular a transcricdo de Ppargcla, o gene codificador do PGC1-a. O
PGC1-a é descrito como importante cofator transcricional da maquinaria da neoglicogénese,
principalmente em situacdes onde a producao de nova glicose € sustentada por longos periodos
(HERZIG et al., 2001; LIU et al., 2008).

E bem descrito o papel do componente humoral e, mais particularmente, do glucagon,
hormonio do crescimento (GH) e dos glicocorticoides na ativagdo da maquinaria génica da
neoglicogénese (RUI, 2017). Em contrapartida, a insulina € um potente inibidor dessa
maquinaria. Michael et al. (2000) demostraram que a delecdo especifica de receptores de
insulina no figado leva ao aumento da neoglicogénese e consequente aumento da glicemia.

O glucagon estimula o programa neoglicogénico, principalmente, por meio da ativagao
de sua via canénica que envolve a geracdo intracelular de adenosina 3',5-monofosfato ciclico
(AMPc). O AMPc, por sua vez, se liga nas regides reguladoras da proteina quinase dependente

de AMPc (PKA) liberando suas subunidades cataliticas, que vao para o nucleo fosforilar e ativar
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CREB no residuo de Ser*33, que é o principal fator transcricional que desencadeia as respostas
fisioldgicas do glucagon (GOLDSTEIN; HAGER, 2018) (figura 2).

Quando fosforilado, Ser'® CREB forma um complexo transcricional com as histonas
acetiltransferases, p300 e CBP (proteina ligante de CREB), que passam entdo a acetilar as
histonas e promover o afrouxamento da interacdo entre a dupla fita de DNA (&cido
desoxirribonucleico), efeito este que facilita a interacdo de CREB com suas regides promotoras
génicas conhecidas como CREs (elemento de resposta ao AMPc). Estas regides contém a
sequéncia palindrémica de nucleotideos (TGACGTCA) ou CGTCA / TGACG, que uma vez
ligadas a CREB d&o inicio a transcricdo de G6pc e Pckl, respectivos genes codificadores da
G6Pase e PEPCK (ALTAREJOS; MONTMINY, 2011; MONTMINY; BILEZIKJIAN, 1987).
Além do AMPc, ha evidéncias de que, em situacdes de elevacdo da concentracdo intracelular
de Ca%*, CREB sgja fosforilado em Ser!3 pela Ca?*/Calmodulina quinase (CaMK), o mesmo
residuo modulado por PKA (MAYR; MONTMINY, 2001; SCREATON et al., 2004).

Estudos mais recentes mostram que CREB necessita de coativadores para estabilizar sua
interacdo com as histonas aceltitransferases e, dessa forma, agir de forma seletiva e eficiente na
expressdo de seus genes alvo. A familia dos coativadores transcricionais de CREB (CRTCs) é
composta por 3 membros (CRTC-1, CRTC-2, CRTC-3) que variam sua expressdo de acordo
com os diferentes tecidos. Sabe-se que 0 CRTC-2 é 0 mais expresso em hepatocitos. Apesar de
CRTC-3 apresentar sua importancia no figado ele esta mais presente no tecido adiposo branco
e marrom. Por outro lado, a importancia de CRTC-1 ocorre principalmente no sistema nervoso
central (SNC) (ALTAREJOS; MONTMINY, 2011; KOO et al., 2005). A participacdo de
CRTC é chave na transcrigdo génica diferenciada frente a diferentes sinais extracelulares que
recrutam CREB (RAVNSKJAER et al., 2007).

Ao contrario de CREB, os CRTCs sdo inativados por fosforilagdo. Em periodo pos-
prandial, o0 CRTC-2 é fosforilado em Ser*’* pela SIK2 (quinase induzida por sal do tipo 2),
evento que favorece a interagdo desse coativador com as proteinas 14-3-3, o que 0 apreende no
citosol e reduz sua associacdo com CREB. A ativacdo de SIK2 é um dos mecanismos pelos
quais a insulina promove a inibicdo da neoglicogénese hepatica. Por outro lado, durante o jejum,
pela acdo do glucagon, o CRTC-2 é defosforilado pela inibicdo de SIK2 promovida pela
ativacdo de PKA e, desta forma, é recrutado para o nucleo, onde se acopla a CREB facilitando
a interagdo com histonas acetiltransferases e promovendo ativagcdo de genes alvos da
neoglicogénese (PATEL et al., 2014). Além da via do AMPc/PKA, sabe-se que aumentos

citosolicos de Ca?* podem levar a ativagdo de CRTC-2 por defosforilagio do residuo de Ser?’
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mediada pela calcineurina fosfatase (GOLDSTEIN; HAGER, 2018; MAYR; MONTMINY,
2001; SCREATON et al., 2004; WANG et al., 2012).

Assim como CREB, a familia de FoxO, em especial FoxO1 e FoxO3, € capaz de levar
a ativacdo da neoglicogénese hepéatica (MIHAYLOVA et al., 2011). A inibicdo da atividade
transcricional desses fatores constitue o principal alvo da acdo inibit6ria da insulina na producéo
de glicose “de novo” no figado (O-SULLIVAN et al., 2015; ZHANG et al., 2012). A insulina
consegue inibir FoxO via ativacdo da Proteina Quinase B (AKT ou PKB), uma enzima classica
que regula negativamente a atividade de FoxO1 por meio de sua fosforilacdo em residuos de
Ser?%, Ser319 e Thr?* e FoxO3, em Ser?® e Thr, Essas fosforilacdes levam a exportacdo desse
fator transcricional do nucleo para o citoplasma e sua consequente inativacdo (MIHAYLOVA
et al., 2011; O-SULLIVAN et al., 2015). O-Sullivan et al. (2015) demonstraram que, na
auséncia de insulina FoxO1 aumenta a producdo hepética de glicose e na presenca desse
hormodnio, a AKT fosforila e inativa esse fator transcricional, suprimindo a neoglicogénese
(figura 2).

Ozcan et al. (2012) demonstraram que por meio da sinalizacdo de AMPc desencadeada
pelo glucagon, PKA consegue fosforilar o receptor de IP3 (inositol-1,2,4-trisfosfato) do reticulo
endoplasmatico, o que leva a liberagio de Ca?* e ativagdo da CaMK de classe 11 (CaMKII).
Essa quinase dependente de Ca?* mobiliza a P38 MAPK (proteina quinase ativada por
mitogeno) e, consequentemente, ativa FoxO1 por fosforilagdo em residuo estimulatorio ainda
ndo identificado promovendo assim a transcricdo de genes da neoglicogénese. Mihaylova et al.
(2011) demostraram que o glucagon também aumenta a atividade de FoxOs por meio do
recrutamento das HDAC (histonas deacetilases) de classe Ila para o nucleo. Essas enzimas
deacetilam FoxOs no nucleo e aumentam sua atividade. O glucagon consegue também importar
as HDACs para o nucleo via PKA, a qual inibe as proteinas quinases responsaveis por fosforilar
e manter as HDACSs no citoplasma (figura 2).

O CRTC-2 pode também ser modulado por mecanismos de acetilagdo. Liu et al. (2008)
demostraram que, durante a ativagdo da neoglicogénese induzida pelo jejum curto (6 h), CRTC-
2 é acetilado pela p300 e CBP, o que favorece sua associacdo com CREB e consequente
transcricdo génica. Durante o jejum prolongado (12 h), a SIRT1 (sirtuina 1) deacetila CRTC-2
e promove sua degradacéo via ubiquitinacéo, enquanto deacetila FoxO1 e favorece seu controle
na maquinaria génica da neoglicogénese.

A ativacdo da neoglicogénese pelos glicocorticoides envolve a participacdo de FoxO1.
O receptor de glicocorticoide (GR), quando ativado pelo horménio, inibe AKT e como

resultado reduz a sinalizacdo de insulina e favorece a defosforilacdo de FoxO, o qual é
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importado o nucleo para transcrever genes da neoglicogénese (KUO et al., 2015). O GR pode
também atuar como fator transcricional e, assim, aumentar diretamente a transcri¢do dos genes
da PEPCK e G6Pase (KINOTE et al., 2012; WINKLER et al., 2012). A atividade do GR pode
ser aumentada pelo CRTC-2 que, assim como CREB, se comporta como um coativador no
sentido de facilitar a associacdo do GR com a regido promotora de G6pc e Pckl (HILL et al.,
2016). A delecdo hepatica especifica de GR inibe a expressdo de genes neoglicogénicos e reduz
a glicemia em roedores jejuados (OYADOMARI et al., 2008). O GH modula a neoglicogénese
via ativacdo do STATS (Transdutor de Sinal e Ativador da Transcri¢do 5), o qual sabidamente
possui um dominio de ligagdo no gene da PEPCK (KIM et al., 2012) (figura 2).

O controle hormonal na neoglicogénese varia de acordo com o estado nutricional e o
estado fisioldgico do animal. Enquanto a insulina e o glucagon sdo hormdnios que respondem
ao estado alimentar e sdo regulados principalmente pelos niveis de glicose no sangue, a
corticosterona e 0 GH estdo envolvidos mais em respostas ao estresse (RUI, 2017).
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Figura 2. Representacdo esquemadtica dos principais fatores transcricionais envolvidos na
regulacdo humoral da maquinaria da neoglicogénese hepética. Descri¢cdo da figura no texto. Seta
tracejada indica que ha outras rea¢cdes no caminho; seta continua, reagdo direta. Fonte: autor.

A neoglicogénese € um processo altamente conservado evolutivamente, estando
presente em todos os filos. Sua importancia funcional garante a disponibilidade de glicose para
todo o organismo e, em especial para o0 SNC, que depende quase que completamente dessa
hexose para seu funcionamento (NELSON; COX, 2014). Portanto, € compreensivel a existéncia
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de um controle neural direto sobre a producéo de glicose hepatica no sentido de evitar a falta
desse substrato energético, principalmente em situacdes de grandes demandas energéticas.

Diferentemente do controle humoral, muito pouco ainda se conhece sobre o papel do
SNC no controle do metabolismo intermediario. O SNC, por meio de seus neurdnios
quimiosensiveis localizados em diferentes areas hipotalamicas (ventromedial, arqueado,
supraquiasmatico e paraventricular) e do tronco cerebral (substancia nigra, area prostema e
nucleo do trato solitario) (KETTELHUT; NAVEGANTES; MIGLIORINI, 2012; OOMURA,;
YOSHIMATSU, 1984), é capaz de detectar os niveis glicémicos e gerar uma resposta
metabolica apropriada via modulagdo do sistema autondmico simpético e parassimpatico em
diferentes tecidos, inclusive no figado.

A primeira evidencia do controle do SNC na glicemia data de 1849 quando se demostrou
que a estimulacéo do 4° ventriculo cerebral em cées aumentou a glicostria (BERNARD, 1849).
Trabalhos publicados entre a décadas de 70-90 demonstraram que o SNC por intermeédio do
sistema nervoso simpético (SNS), via inervacao direta ou pela secregdo de adrenalina, era capaz
de estimular a producdo hepatica de glicose, enquanto o componente parassimpatico teria o
papel antag6nico (JARHULT et al., 1980; LAUTT; WONG, 1978; MIGLIORINI et al., 1989).
Apesar de ainda ndo haver evidéncias consistentes de que fibras vagais interfiram diretamente
na neoglicogénese, sabe-se, por exemplo, que elas estimulam a secre¢do de insulina no pancreas
e, indiretamente, levam a inibi¢do da produgdo hepética de glicose (LAUTT; WONG, 1978;
MATSUHISA et al., 2000).

Os corpos celulares dos neur6nios simpaticos estdo localizados na medula espinal e se
projetam para a cadeia ganglionar paravertebral ou para medula adrenal por meio das raizes
ventrais que partem do primeiro segmento toracico até o segundo segmento lombar. Dos
ganglios da cadeia paravertebral partem terminacdes nervosas periféricas que vao até diferentes
orgdos e tecidos alvos e liberam, principalmente, noradrenalina nos terminais nervosos. Isto
gera uma resposta tecido-especifica que é capaz de regular, por exemplo, a secre¢do de
horménios como o glucagon e a insulina, ou modular o metabolismo do tecido. Por sua vez, a
medula adrenal € composta de células cromafins, as quais sdo produtoras e secretoras de
adrenalina. Quando estimuladas, estas células liberam adrenalina na corrente sanguinea e geram
uma resposta endécrina que amplifica a acdo local da inervagcdo noradrenérgica (GILBEY;
MICHAEL SPYER, 1993). Apesar das catecolaminas serem sintetizadas pela mesma via, ou
seja, a partir da converséo de tirosina em DOPA (L-di-hidroxifelilalanina) pela agéo da tirosina

hidroxilase (TH), a conversdo de noradrenalina para adrenalina é restrita as células cromafins
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por conta da presenca da PNMT (feniletanolamina n-metil transferase) que ndo ha nos terminais
noradrenérgicos (ZAIA, 2009) (figura 3).

SNG f Tirosina

lTH
DOPA
lDOPA-
descarboxilase
Dopamina
lDopa.mina»
B-hidroxilase
Noradrenalina

l PNMT

Cadeia
paravertebral

CélL
cromafins

Medula espinhal Adrenalina

Noradrenalina

Adrenal
Vaso Figado

Figura 3. Representacéo esquematica dos componentes do sistema nervoso simpatico e da sintese
de catecolaminas. Descri¢do da figura no texto. Fonte: autor (adaptado de NAVEGANTES, L. C. C,,
1998).

Ha diferentes evidéncias na literatura acerca do papel das catecolaminas, e
principalmente da adrenalina, na regulacéo da producgéo hepética de glicose. Sacca et al. (1983)
demostraram que a infusdo de adrenalina em humanos aumentou a glicemia em 50-60%, sendo
este efeito decorrente de uma ativacdo inicial da glicogenolise e, posteriormente, da
neoglicogénese. Morgan et al. (1982) observaram que a perfusdo de adrenalina em figado de
ratos causava aumento no fluxo de Ca?* citoplasmatico que se correlacionava com o aumento
da glicose circulante e do contetdo intracelular de IP3. Resultados semelhantes foram
observados apo6s a estimulacéo farmacoldgica dos receptores adrenérgicos (AR) hepaticos. Em
outros estudos, Torres e Nowson, (2007) demostraram que a ativacdo do SNS em resposta ao
estresse emocional alterou a glicemia e predispds ao desenvolvimento de resisténcia a insulina,
obesidade e diabetes.

Estudos pioneiros realizados em nosso laboratério pelo Dr. Renato Migliorini
demonstraram que a injecdo de agentes colinérgicos no hipotalamo de ratos aumentou
rapidamente a glicemia, o lactato plasmatico e a producdo de glicose hepatica. Esses efeitos
foram abolidos pela adrenodemedulacdo, o que indica que o SNS é capaz de modular a
neoglicogénese hepatica, em ratos, por meio da secre¢do medular de adrenalina (BRITO et al.,

1993; MIGLIORINI et al., 1989). Entretanto, o papel da inervacdo noradrenérgica na regulacdo
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do metabolismo hepético é pouco conhecido e ainda ndo se sabe sobre suas contribui¢bes na
regulacao da neoglicogénese.

As fibras simpaticas que inervam o figado sdo derivadas do nervo esplancnico que
emerge do ganglio celiaco e adentram ao figado pelo sistema vascular (MIZUNO; UENO,
2017). Embora a distribuicdo intra-hepatica dessas fibras no figado ainda n&o seja bem descrita,
acredita-se que sua arquitetura varia entre as espécies (JENSEN; ALPINI; GLASER, 2013).
Em humanos, os trabalhos sugerem que os feixes simpaticos adentram o parénquima hepatico,
enquanto nos roedores estao restritos a vasculatura (AKIYOSHI; GONDA; TERADA, 1998;
CHIDA et al., 2005).

Shimazu e Fukuda (1965) foram os primeiros a demonstrar que a estimulacao do nervo
esplancnico em coelhos causava reducdo do conteddo de glicogénio hepatico, muito
provavelmente resultante da ativacdo da enzima glicogénio fosforilase, responsavel pela
hidrolise do glicogénio. Os mesmos efeitos foram observados em coelhos adrenalectomizados
e pancreatomizados, sugerindo que essa resposta ndo era mediada pelos hormdnios pancreaticos
ou pela porcdo adrenal do simpético. Por outo lado, Jarhult et al. (1980) observaram que a
estimulacdo das fibras simpaticas hepaticas em gatos adrenolectomizados causava um sutil
aumento na glicemia, e que quando estimulavam de forma conjunta as fibras simpéticas
hepaticas e pancreéaticas gerava um pronunciado aumento dos niveis glicémicos, sugerindo que
0 papel da inervacdo no controle hepatico da glicemia dependia do controle da secrecdo dos
hormdnios pancreaticos. Em outro estudo da década de 80, verificou-se que a administracédo de
noradrenalina, em cdes, aumentava a glicemia devido a estimulacdo da glicogendlise, efeito
este que era abolido pela administracdo de antagonistas dos AR hepaticos (GARCEAU,
YAMAGUCHI; GOYER, 1985). Esse conjunto de trabalhos demostra a importancia da acédo
glicogenolitica da noradrenalina, entretanto o papel desse neurotransmissor na regulacao da
neoglicogénese e os mecanismos moleculares envolvidos ndo sdo ainda totalmente conhecidos.

Nosso grupo de pesquisa demonstrou, recentemente, que a ativagdo da inervagédo
noradrenérgica pelo estresse térmico (4°C) em camundongos levou ao aumentou da glicemia e
da expressdo dos genes e atividade de enzimas chaves da neoglicogénese, sendo esses efeitos
abolidos pela simpatectomica quimica por 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Resultados
semelhantes foram encontrados em ratos desnervados com fenol submetidos ao mesmo modelo
de estresse térmico (DELFINO, 2018). O modelo de exposi¢do ao frio (4°C) se destaca por
ativar os nervos simpaticos em diferentes tecidos, inclusive no figado, de forma independente
da secrecdo de catecolaminas pela glandula adrenal (LANDSBERG; YOUNG, 1984),

possibilitando assim o estudo da regulacdo seletiva da inervacdo noradrenérgica no
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metabolismo de um determinado tecido. Estes resultados demonstram, pela primeira vez, que a
inervacao simpatica noradrenérgica do figado tem um papel fisioldégico relevante na
manutencdo glicémica, durante o estresse térmico, por meio da ativagdo de enzimas e do
programa génico da neoglicogénese. Entretanto os mecanismos moleculares envolvidos nesta
resposta ainda ndo sdo conhecidos.

Os AR hepaticos sdo do sub-tipo al, a2 e B2, sendo todos membros da familia do
GPCRs (receptores associados a proteina G) acoplados a proteina G heterotrimérica, a qual é
composta pelas subunidades Ga, G e Gy. Os AR mais caracterizados e estudados na resposta
hepatica frente ao componente simpatico sao o al e B2. Estudo em ratos demostram que, apos
0 nascimento, a densidade dos AR a2 ¢ drasticamente reduzida, enquanto que a dos al e 2
apresentam um aumento significativo. J& na vida adulta, ha evidéncias de que os AR a estdo
em maior nimero em relagdo aos P no figado de animais (MCMILLIAN; SCHANBERG;
KUHN, 1983). As catecolaminas conseguem se associar a ambos receptores, porém é bem
estabelecido que a noradrenalina possui maior afinidade aos AR do tipo o (ZAIA, 2009).

Os AR B2 e al apresentam subunidades Ga estimulatoria (Gas) e Ga do tipo q (Gaq),
respectivamente (EXTON, 1985; SCHMELCK; HANOUNE, 1980). A subunidade Gas quando
liberada da subunidade GPy ativa a enzima adenilato ciclase, o que leva ao aumento da
concentracdo citosolica de AMPc e consequente ativacdo da PKA. Por outro lado, a ativacdo
da subunidade Gaq estimula a enzima Fosfolipase C que, por sua vez, leva a liberacdo de Ca®*
no citosol, resultando assim na ativacdo da CaMK e da proteina quinase dependente de Ca?*
(PKC) (GOLDSTEIN; HAGER, 2018).

Por muito tempo se acreditou que as a¢des do AR 02 hepatico, que sabidamente esta
associado a subunidade Ga do tipo inibitéria (Gai) e que inibe a formacdo de AMPc, estavam
restritas a regulacdo do volume sanguineo do figado (EXTON, 1985; SEGSTRO;
GREENWAY, 1986). No entanto, recentemente, Rossi et al. (2018) demonstraram em murinos
e em linhagens humanas de hepatdcitos que este AR tem um importante papel no estimulo da
neoglicogénese hepatica. Embora o mediador que desencadeia esta resposta ainda ndo esteja
bem estabelecido, acredita-se que seja independente de AMPc e Ca?* e que provavelmente
envolva a fosforilacédo e ativacdo da JNK (quinase c-Jun n-terminal) por meio da producdo de
espécies reativas de oxigénio, levando ao aumento da expressdao da maquinaria neoglicogénica.

Estudos cléassicos do papel do componente simpatico no metabolismo glicidico hepético
demostraram o envolvimento dos AR al e B2 na indugdo da produgdo hepatica de glicose.
Taylor, Reinhart e Bygrave (1983), demonstraram que a perfusdo com fenilefrina, agonista

seletivo al, em figado de ratos, causava influxo de Ca?* e aumento do consumo de oxigénio e
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dos substratos neoglicogénicos. Essas respostas foram abolidas pela inibi¢do de AR o sugerindo
que a mobilizac&o intracelular de Ca?* por este AR participe da resposta da neoglicogénese. Em
estudos realizados em cées jejuados, onde a concentracao plasmatica de insulina e glucagon foi
mantida constante pela técnica de clamp, verificou-se que antagonistas o ¢ al impediram a
ativacdo da neoglicogénese, apds a administracdo de noradrenalina. O mesmo ocorreu com a
administragdo de adrenalina na presenca de antagonistas ¢ 2. Os autores concluiram que
receptores al e B2 sdo fundamentais a para indugdo da neoglicogénese pela noradrenalina e
adrenalina, respectivamente (CHU et al., 2000).

Embora muito se conheca sobre os efeitos metabolicos citosélicos desencadeados por
sinais extracelulares que agem no figado por meio de mecanismos de modulacdo covalente
dependentes do AMPc e/ou do Ca?*, muito pouco ainda se conhece sobre as a¢bes génicas
mediadas por estes segundos mensageiros em resposta, principalmente, a fatores neurais como
as catecolaminas. Considerando o estudo anterior de Delfino (2018) que demonstrou que a
simpatectomia de camundongos foi capaz de abolir e/ou atenuar 0 aumento da expressdo de
genes alvos de CREB induzida pelo frio e que ambos os ARs al e 2 estdo associados a vias
de sinalizagdes capazes de ativar CREB e CRTC-2 no figado, a hipotese a ser testada nesse
projeto é que a noradrenalina liberada pela inervacdo simpéatica hepética, em resposta ao
estresse térmico recrute o complexo CREB/CRTC-2 e ative o programa génico da
neoglicogénese por meio da ativagdo de duas vias de sinalizacdo: B2/AMPc/PKA e

al/Ca?*/CaMKII (figura 4).
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Figura 4. Representacdo esquematica da hipotese da transducao de sinal ativada pela inervacao
noradrenérgica na mobilizagdo do complexo CREB/CRTC-2 no figado. Descri¢do da figura no
texto. Seta tracejada indica relagdo indireta; seta continua, relacdo direta. Fonte: autor.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral
Investigar a participagdo de CREB/CRTC-2 na ativagdo do programa génico da
neoglicogénese hepatica induzida pela inervagdo noradrenérgica em camundongos, durante o

estresse térmico.

2.2. Objetivos especificos
Utilizando modelo de camundongos simpatectomizados expostos a baixas temperaturas

(4°C), o presente trabalho teve como objetivo:

a) realizar a reconstrucdo em 3D da arquitetura da inervacdo simpatica intra-hepatica de
camundongos;

b) caracterizar o modelo experimental de exposicdo ao frio por 3 e 6 horas em camundongos
inervados e simpatectomizados por 6-OHDA,

c) avaliar se CREB e CRTC-2 estdo envolvidos na ativacdo hepéatica da neoglicogénese
induzida pela noradrenalina;

d) investigar a participacio das vias de sinalizagdo do AMPc e Ca®* na ativagdo da
neoglicogénese e na mobilizagdo de CREB/CRTC-2;

e) averiguar se FoxO poderia estar sendo modulado pela ativacdo noradrenérgica do figado

em resposta ao frio.
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3. Materiais e métodos

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos (Mus muculus) machos e fémeas entre 8-12 semanas de
idade (=25g) das linhagens C57/BI6J, proveniente do Biotério da Prefeitura do Campus
Administrativo da Universidade de Sdo Paulo (USP) de Ribeirdo Preto, e C57BL/6J-Tyr-c-2J/J
albina transgénicos CRE-luciferase repérter (CRE-luc) proveniente do Biotério de
Camundongos da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP)-USP.

Os animais foram mantidos no Biotério de Camundongos da FMRP-USP dispostos em
racks ventiladas (n=3-5), com temperatura (23 = 2°C) e umidade (=55%) controlada, ciclo de
iluminacdo claro-escuro (12 horas), livre acesso a agua e racdo balanceada (Nuvilab CR1 —
Nuvital).

Os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com os preceitos da Lei
n°11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°6.899, de 15 de julho de 2009, seguindo as
normas éticas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal-
CONCEA, e aprovada pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da FMRP-USP sob o
protocolo n°183/2015.

3.2. Imagens 3D de dérgaos clareados com solvente - 3DISCO

A técnica do 3DISCO foi utilizada para a reconstrugdo em 3D da arquitetura da
inervacdo simpatica intra-hepatica de camundongos normais. Para isso, camundongos
(C57/BI16J) machos alimentados foram eutanasiados e perfundidos com PBS (tampéo fosfato-
salino; 0,14 M NaCl + 2,7 mM KCI + 10 mM Na;HPOs + 1,8 mM KH2PO-) e posteriormente
com PFA (paraformaldeido) 4%. O figado foi cuidadosamente retirado por completo, limpo e
fixado em PFA 4% por 24 horas sob refrigeracéo (4°C). O tecido foi lavado 3 vezes com PBS
por 30 minutos cada sob rotacdo, posteriormente desidratado com lavagens crescentes de
metanol (MeOH 20, 40, 60, 80 e 100%) por 1 hora cada, em temperatura ambiente sob rotagéo.
O figado foi entdo branqueado em solugdo de MeOH/H202 5% por 24 horas sob refrigeracao
(4°C) e depois reidratado em lavagens decrescentes de metanol (MeOH 80, 60, 40 e 20%) por
1 hora cada seguido de duas lavagens em solucdo PBS/Tween-20 (0,2% Tween-20, 0,1%
heparina e 0,02% NaN3z em PBS) por 30 minutos cada, em temperatura ambiente sob rotagéo.
O tecido foi entdo colocado em solucdo de permeabilizacdo (20% DMSO, 0,2% TritonX-100,
0,3 M glicina, 0,02% NaNs em PBS) overnight e posteriormente em solucéo de bloqueio (5%
soro de cabra, 10% DMSO, 0,2% TritonX-100, 0,02% NaN3z em PBS) por 72 horas, a 37°C sob
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rotagdo. O figado foi entdo incubado em solucéo (5% soro de cabra, 5% DMSO, 0,2% Tween-
20, 0,1% heparina, 0,02% NaNs em PBS) contendo anticorpo anti-tirosina hidroxilase (TH;
Millipore, AB152, 1:2000) por 10 dias a 20°C sob rotacéo e posteriormente lavados em solucédo
PBS/Tween-20, por 7 vezes de 30 minutos e deixados overnight em temperatura ambiente sob
rotacdo. O tecido foi entdo incubado por 5 dias em solucéo (5% soro de cabra, 5% DMSO, 0,2%
Tween-20, 0,1% heparina, 0,02% NaNs em PBS) contendo anticorpo secundario (Alexa Fluor
647, Invitrogen, A-21244, 1:1000) a 20°C sob rotacao e posteriormente lavados em solucéo
PBS/Tween-20 por 7 vezes de 30 minutos e deixados overnight em temperatura ambiente sob
rotacdo. O figado entdo foi desidratado por lavagens crescentes de metanol (MeOH 20, 40, 60,
80 e 100%) por 1 hora cada e deixados overnight em MeOH 100% em temperatura ambiente
sob rotacdo. Para o clareamento, o tecido foi incubado em diclorometano (DCM) 100% por 50
minutos sob leve rotacdo e posteriormente incubados em éter dibenzilico (DBE) 100% até
ficarem completamente transparentes. As amostras foram entdo armazenadas em DBE fresco
até a analise. Esquema procedimental na figura 5.

As amostras foram analisadas no UltraMicroscope Il (Miltenyi Biotec). Os dados
obtidos foram processados no software Imaris 9.5 (Oxford Instruments) para reconstru¢do 3D
e andlise das imagens. A técnica do 3DISCO foi realizada no Departamento de Fisiologia,
Anatomia e Genética da Universidade de Oxford, Inglaterra. As amostras foram fotografadas

na Universidade de Lille, Franca.
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Figura 5. Representacdo esquematica da técnica 3DISCO em figados inteiros. Descri¢do da figura

no texto.

3.3. Simpatectomia quimica
Camundongos (C57/BI6J) fémeas foram colocadas para acasalar e tiveram sua gestacao
acompanhada diariamente até o parto. Para a inducdo da simpatectomia quimica, camundongos

machos neonatos receberam via intraperitoneal (i.p.) no dia do nascimento (TQ) e no segundo
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(T2) e sétimo dia pos-natal (T7) uma injecdo de 6-OHDA (Sigma-Aldrich; 100 mg.kg™.dial),
enquanto que os animais controles receberam salina (NaCl 0,9%; 1 ml.kg™.dia™). Os animais
permaneceram com as mdes até o desmame (21 dias) e depois foram alojados em grupos
(n=5/caixa). A partir da oitava semana de idade foram utilizados para os procedimentos
experimentais. O mesmo protocolo foi utilizado para a simpatectomia quimica nos animais
CRE-luc. A simpatectomia foi comprovada por meio da determinacdo do conteudo de

noradrenalina hepatica.

3.4. Delineamento experimental

Os camundongos foram colocados em racks individuais no dia anterior aos
procedimentos experimentais, com livre acesso a agua e racao, e divididos aleatoriamente em
8 grupos (n=5/grupo): animais na temperatura ambiente inervados (TA IN) e
simpatectomizados (TA SPT) e animais expostos ao frio inervados (FRIO IN) e
simpatectomizados (FRIO SPT), por 3 e 6 horas (figura 6). A ragéo foi removida imediatamente
antes do inicio dos ensaios e todos 0S grupos permaneceram em jejum, apenas com acesso a
agua. As exposicOes a temperatura ambiente foram realizadas em uma sala isolada no
Laboratorio de Controle do Metabolismo no Departamento de Fisiologia da FMRP-USP, com
temperatura controlada (25°C). A exposicdes ao frio foram realizadas na camara fria do
Departamento de Fisiologia da FMRP-USP, com temperatura controlada (4°C).

Ao final dos ensaios, os camundongos foram eutanasiados para coleta do sangue e do
figado. O sangue foi coletado em tubos de ensaio heparinizados para obtencdo do plasma
através de centrifugacdo (3500 rpm, 15 minutos, 4°C). O figado foi cuidadosamente retirado e
congelado em nitrogénio liquido. As amostrar foram armazenadas em freezer -80°C para

posterior utilizacdo.
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Figura 6. Representacgéo esquematica do delineamento experimental in vivo. Descri¢do da figura no

texto.
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3.5. Determinacao de parametros metabdlicos e dosagens hormonais
3.5.1. Mensuracéo da glicemia
A glicemia foi mensurada pelo glicosimetro “Accu-Chek” (Roche) nos intervalos
experimentais de 0, 1, 3 e 6 horas, por meio da coleta de sangue retirado de um pequeno corte
na ponta da cauda do animal.
3.5.2. Dosagem de catecolaminas no figado e plasma
A dosagem de catecolaminas hepaticas foi realizada de acordo com GAROFALO et al.
(1996). Brevemente, 500 mg desse tecido foram homogeneizados (Omni TH) em 5 ml de
solucdo de homogeneizacdo (&cido perclérico 0,2 N, metabissulfito de s6dio 1% e EDTA 1
mM), centrifugado (8000 rpm, 10 minutos, 4°C) e o sobrenadante reservado em um novo tubo
com 50 mg de alumina previamente ativada em estufa a 100°C, por 1 hora. Para dosagem de
catecolamina plasmatica, o plasma armazenado em microtubos contendo metabissulfito 10%
foi centrifugado e 200 pl do sobrenadante foi adicionado na solu¢do de homogeneizacdo com
50 mg de alumina ativada. Foi adicionada as amostras os padrbes de catecolaminas e o
bromidrato de 3,4-diidroxibenzilamina (Sigma-Aldrich) como padrdo interno. As amostras
foram agitadas durante 20 minutos na temperatura ambiente, centrifugadas (8000 rpm, 5
minutos, 4°C) e o sobrenadante aspirado e descartado. Este procedimento foi repetido mais duas
vezes lavando a cada passagem a alumina precipitada com 3 ml de solugéo de limpeza (Tris 5
mM, EDTA 0,1 mM e metabissulfito de sodio 0,1%). Apos as lavagens as catecolaminas foram
extraidas da alumina pela adicdo de 0,8ml de solucdo eluidora (acido perclérico 0,1 N, EDTA
0,02% e metabissulfito de sédio 1mM) sob agitacdo de 10 minutos. Aliquotas de 500 pl das
amostras assim obtidas foram analisadas em cromatdgrafo liquido de alta performance (HPLC;
Shimadzu Proeminence) acoplado a um detector eletroquimico (Decade Lite; Antec Scientific).
Os resultados obtidos foram analisados pelo software Class VP 6.14 (Shimadzu).
3.5.3. Determinacéo de glucagon e insulina plasmatica
As concentracdes plasmaticas de insulina (EZRMI-13K; Millipore) e glucagon
(EZGLU-30K; Millipore) foram determinadas por kits comerciais de ELISA.
3.5.4. Determinacao de corticosterona plasmatica
As concentracbes plasmaticas de corticosterona foram determinadas por
radioimunoensaio. A corticosterona foi extraida por homogeneizacgéo de 25 pl de plasma com
1 ml de alcool etilico absoluto, e posteriormente secas em SpedVac (Savant SVC-100H). As
amostras foram ressuspensas em 2,5 ml de tampdo esteroide (fosfato dibasico 0,02 M em
gelatina 0,1%) e homogeneizadas. Em um novo tubo com 500 ul de amostra, acrescentou 100

ul de tampéo esterdide contendo corticosterona®H (PerkinElmer NET-182) e 100 pl de solugio
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tampdo contendo anticorpo anti-corticosterona (Sigma Aldrich, C8784-100TST), e as amostras
ficaram 15 horas em geladeira. Acrescentou 200 ul de solucdo tampédo esteroide contendo
carvao ativado 1% e dextram 0,1%, previamente deixada em agitacéo por 2 horas em banho de
gelo. As amostras ficaram em repouso por 15 minutos em geladeira e depois foram
centrifugadas (2500 rpm, 10 minutos, 4°C). O sobrenadante foi invertido em tubos de cintilagéo,
acrescentado liquido de cintilacdo, homogeneizado e posteriormente lido em contador beta
(PerkinElmer). A concentracdo de corticosterona das amostras foi determinada por uma curva
padréo deste hormonio (Sigma Aldrich; C-46148).

3.6. Conteudo e estado de fosforilac@o proteica por Western blot

Amostras de figados foram homogeinizadas (TissueLyzerll; 30Hz; 2 min) em 6 volumes
de tampéo TRIS-HCL (50mM; pH7,4; 4°C) contendo 150 mM de NaCl, 1ImM de EDTA, 1%
de Triton X-100, 1% de deoxicolato de sédio, 1% de SDS, inibidores de proteases (1 mM
PMSF, 5Sug/ml de aprotinina e 1 pg/ml de leupeptina), inibidores de fosfatases (10 mM
ortovanadato de sddio, 10 mM pirofosfato de sodio e 100 mM fluoreto de sodio) e inibidores
de deacetilases (ImM nicotinamida e 400 nM tricostatina A). O homogenato foi centrifugado
a 14000 rpm por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi aliquotado e armazenado em freezer -
80°C. As proteinas totais foram quantificadas pelo método de Lowry (WALKER;
WATERBORG; MATTHEWS, 2003). Aliquotas contendo 10-100 pg de proteina foram
adicionadas tampéo de Laemmli (SDS 4%, Tris-HCI 125 mM, glicerol 20%, DTT 100 mM,
azul de bromofenol 2%, pH 6,8), aquecidas a 70°C por 10 minutos sob agitagdo e entdo
submetidas a eletroforese em gel de SDS-PAGE em sistema de mini gel vertical (BioRad) com
tampao contendo Tris-HCI 25 mM (pH 8,4), glicina 115 mM e SDS 0,1%, sob 100 Volts por 2
horas. As proteinas foram transferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose pelo sistema
TransBlot SD Cell (BioRad) com tampéo contendo Tris 48 mM, glicina 39 mM, SDS 10% e
metanol 0,2 M, pH 7,4, sob 400 mA por 30 minutos. A membrana de nitrocelulose foi incubada
em solugéo de TBS-T (Tris-HCL 0,02 M, NaCl 0,16 M, Tween 20 0,1%, pH 7,4) com leite
desnatado 10% por 1 hora. Apds o blogueio a membrana foi incubada em solugcdo TBS-T
(acrescida de albumina sérica bovina 2,5% e NaNs 0,01%) contendo anticorpos primarios para
as proteinas de interesse no sistema SNAP i.d. 2.0 (Milipore) por 15 minutos ou overnight a
4°C. As membranas foram lavadas em TBS-T e incubadas posteriormente em solucéo de TBS-
T com anticorpo secundario com peroxidase por 15 minutos no sistema SNAP i.d. 2.0 ou 1 hora
na temperatura ambiente. As membranas foram novamente lavadas em TBS-T e expostas ao

sistema de deteccdo de imagem ChemiDoc XRS+ (BioRad) apds a adicdo do reagente de
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quimioluminescéncia (Tris-HCI 1 M, pH 8,5, luminol 250 mM, &cido cumarico 90 mM e H20,
0,01%. A analise das bandas (densitometria) foi realizada no software ImageJ. A B-actina foi
utilizada como controle interno do contetdo de proteinas totais. As formas fosforiladas foram
corrigidas pelas formas totais das proteinas ou pela B-actina. Os resultados obtidos foram
comparados com os respectivos grupos controles, os quais foram considerados como 1 (100%).

A tabela 1 contém os anticorpos utilizados e suas concentraces.

Tabela 1. Relacgéo dos anticorpos utilizados para Western blot e suas concentracdes.

Anticorpo Cadigo Diluicao Anticorpo Cadigo Diluicao
AKT #9272 1/500 FoxO1/3 Thr?#/32 #9464 1/1000
AKT Ser*’? #9271 1/1000 FoxO3 #2497 1/1000
AKT Thr3% #9275 1/500 HDAC4/5/7 Ser?46/259/155 #3443 1/1000
ATF2 Thrbom #9225 1/200 HDACA4/5/7 Serb32/661/486 #3424 1/750
CaMKIlI sc-5306 1/500 JINK #9252 1/1000
CaMKII Thr?% #12716 1/500 IJNK Thr'8 Thries #9251 1/1000
CREB Salk Institute 1/1000 LKB1 Ser*t! Salk Institute 1/1000
CREB Ser'® Salk Institute 1/1000 P38 #9212 1/1000
CRTC Salk Institute 1/1000 P38 Thrie Thrid #9211 1/1000
CRTC-2 Ser*™* Salk Institute 1/1000 PEPCK sc-32879 1/10000
CRTC-2/3 Ser?75273 Salk Institute 1/1000 STATS Tyrb% #4322 1/500
FoxO Lys?9/262/271 sc-49437 1/500 Substratos-p PKA #9621 1/1000
FoxO1 sc-11350 1/1000 Substratos-p PKC #2261 1/1000
FoxO1 Ser?® sc-101681 1/500 B-actina sc-81178 1/5000

Anticorpos do Salk Institute foram gentilmente cedidos pelo Dr. Marc Montminy.

3.7. Expressao génica por Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real

O écido ribonucleico (RNA) foi extraido do figado de camundongos por Trizol
(Invitrogen), purificado (RNeasy; QIAGEN) e quantificado em espectrofotdometro (NanoDrop
One/One®; Thermo Fisher). Aliquota contendo um 1 pg de RNA foi tratada com DNase,
acrescentado Oligo dT (20 pmols; Invitrogen) e dNTPmix (10 mM; Promega) em dgua DEPC
(agua milli-Q tratada com dietil-pirocarbonato 0,01% autoclavada). Para geracdo dos DNA
complementar (DNACc), as amostras foram aquecidas a 65°C por 5 minutos, resfriadas, seguida
de adicdo da enzima transcriptase reserva (Super Script IV; Invitrogen) e submetidas a um ciclo
de 23°C (10 minutos), 55°C (10 minutos), 80°C (10 minutos) e resfriadas (termociclador C1000
Touch, BioRad). Para avaliar a expressao génica, as amostras de DNAc foram submetidas a
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) utilizando SYBR Green (Invitrogen)
com Carboxi rodamina (ROX) como controle interno, acrescido dos primers (IDT) para
deteccdo dos genes de interesse (tabela 2). Os genes de interesse foram amplificados e

adquiridos no sistema ABI Prism 7500 (Perkin-Elmer) seguindo os seguintes parametros: 50°C
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(2 minutos), 95°C (10 minutos) e 40 ciclos de 95-60°C (15 segundos/1 minuto). Os dados
gerados foram analisados no software ABI Prism/7500 system SDS. O gene de Rpl32 (proteina
ribossomal 32) foi utilizado como controle interno da expressdo dos genes de interesse. Os
resultados obtidos foram comparados com 0s respectivos grupos controles, os quais foram
considerados como 1 (100%).

Tabela 2. Relagédo da sequéncia dos primers utilizados para RT-PCR.

Gene Forward Reverse
Nr4al AGC TTG GGT GTT GAT GTT CC AAT GCGATTCTGCAGCTCTT
Rpl 32 TCT GGT GAA GCC CAA GAT CG CTCTGGGTTTCCGCCAGTTT

A — adenina; C — citosina; G — guanina; T- timina.

3.8. Avaliacao da atividade transcricional de CREB in vivo

Camundongos CRE-luc, inervados e simpatectomizados expostos ao frio e a
temperatura ambiente, por 3 e 6 horas, e camundongos CRE-luc inervados e tratados uma hora
antes das analises com dose Unica de noradrenalina (1 mg/kg; i.p.) foram anestesiados e
mantidos em isofluorano (2,5%). Os animais receberam via i.p. solugdo de D-luciferina (100
mg. kg'!; Biosynth AG) e apds 5 minutos foram dispostos em decubito dorsal dentro da cdmara
escura do sistema de aquisi¢cdo de imagens in vivo - IVIS (Xenogen). As imagens obtidas e a

quantificacdo da luminescéncia foram realizadas pelo software Living Image (Xenogen).

3.9. Analise histoldgica

Fragmentos de aproximadamente 1 cm? foram cuidadosamente retirados da mesma
porgédo do lobo direito dos camundongos, fixados em PFA 4% por 48 horas e posteriormente
armazenados em alcool 70% até a inclusdo. Para a inclusdo em parafina o tecido foi
primeiramente desidratado em uma sequéncia crescente de etanol, até atingir o alcool 100% e
posteriormente diafanizado em uma sequéncia crescente de xilol, até atingir xilol 100%. Por
fim o tecido ficou imerso em parafina, 60°C, por 2 horas, seguido da montagem do suporte.

Para coloracdo de hematoxilina e eosina (HE), os tecidos foram cortados em 5 pum,
desparafinizados em xilol, hidratados em uma sequéncia de alcool até 70% e depois em agua.
Os cortes foram imersos em hematoxilina por 1 minuto seguido da eosina por 20 segundos e
permaneceram imersos em agua por 10 minutos para retirada do excesso de corante. As laminas
foram rapidamente passadas em uma sequéncia de alcool, do 70% a 100%, seguida de
passagens rapidas no xilol. As laminas foram armazenadas em temperatura ambiente até suas

analises e fotos em microscopio.



Materiais e métodos - 37

3.10. Anélise estatistica

Os dados apresentados representam ao menos 3 tratamentos experimentais
independentes analisados primeiramente de forma separada e posteriormente foi realizado uma
analise global. Os resultados estdo expressos como média + EPM (erro padrdo da média) e
foram submetidos a analise estatistica adequada considerando o nivel de significancia de 5%
(p<0,05). Para anélises de dados bidirecionais foi utilizado ANOVA two-way seguido pelo pos-

teste de Holm-Sidak. Andlises entre dois grupos foi utilizado o teste t-Student.



Resultados
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4. Resultados

4.1. Arquitetura da inervagao noradrenérgica intra-hepatica

Com o objetivo de investigar a arquitetura da inervacdo noradrenérgica no figado de
camundongos foi utilizada a técnica de 3DISCO para marcacao e visualizacdo dessas fibras.
Averiguou-se gue 0s nervos simpaticos que adentram ao figado ficam restritos a vasculatura e,

anatomicamente, assemelham-se a uma teia ou rede ao redor dos vasos, ndo adentrando ao

parénquima hepatico, como demostrado na figura 7.

Figura 7. Reconstrucdo 3D das fibras simpaticas em figado de camundongos marcados com TH
(branco). (A) Antes e depois do 3DISCO. (B) Figado inteiro. Seta vermelha indica a regido do hilo onde
chegam as fibras noradrenérgicas. (C) Fibras seguindo os vasos sanguineos que vao irrigar os lébulos,
indicados pela seta vermelha. (D) intima relagdo das fibras simpéticas ao redor dos vasos sanguineos
assemelhando a uma rede/teia indicado pela seta vermelha. Magnificacdo 0,63x, intervalo 3pum, =900
imagens em cada amostra.
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4.2. Caracterizacdo do modelo de estresse térmico e da simpatectomia quimica

Com o objetivo de caracterizar o modelo experimental, verificou-se se 0 modelo de
estresse térmico foi capaz de ativar os terminais noradrenérgicos hepaticos e se a simpatectomia
quimica estava sendo eficiente em abolir essa resposta. Para isso, avaliou-se o contetido de
noradrenalina no figado em camundongos inervados e simpatectomizados na temperatura
ambiente e no frio por 3 e 6 horas. Os resultados indicam que o estresse térmico aumentou o
contetdo de noradrenalina hepatico nos animais inervados expostos ao frio por 3 e 6 horas
quando comparados a animais mantidos na temperatura ambiente. A simpatectomia quimica
por 6-OHDA foi capaz de abolir o contetido hepatico de noradrenalina nos animais no frio e na
temperatura ambiente, em ambos os tempos (figura 8a).

Foi também investigado se a simpatectomia causava algum dano estrutural no figado
por meio da avaliacdo histoldgica do tecido. As andlises histolégicas do tecido indicam que a
simpatectomia quimica por 6-OHDA nédo gerou nenhuma alteragdo na estrutura do figado ou
na morfologia dos hepatdcitos quando comparados aos dos camundongos inervados (figura 8b).

Dando continuidade a caracterizacdo do modelo, foi averiguado o perfil glicémico nos
animais inervados e simpatectomizados expostos ao frio. Como é possivel observar na curva
glicemia (figura 8c) e na area sob a curva (figura 8d), o estresse térmico foi capaz de aumentar
a glicemia dos camundongos apos 1 hora, e o efeito perdurou durante as 6 horas de exposic¢éo,
enquanto a simpatectomia inibiu essa resposta. Nota-se que a simpatectomia néo interferiu na
glicemia em animais mantidos na temperatura ambiente.

Em um estudo anterior de nosso laboratério, verificou-se que o estresse térmico em
camundongos elevou a atividade enzimatica e expressdo génica da G6Pase e da PEPCK, duas
enzimas chaves da neoglicogénese (DELFINO, 2018). Em total concordancia com esses dados,
0 presente trabalho mostra que o conteudo da PEPCK também foi significativamente
aumentado no figado de animais inervados expostos ao frio por 3 e 6 horas, sendo este efeito

completamente bloqueado nos animais simpatectomizados (figura 8e).
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Figura 8. Caracterizacdo do modelo experimental de exposi¢do ao frio por 3 e 6 horas em
camundongos inervados e simpatectomizados por 6-OHDA. (A) Conteldo de noradrenalina
hepética. (B) Coloracdo HE em figado. (C) Curva glicémica e; (D); area sob a curva (A.S.C.). (E)
Contetdo de PEPCK. Ao lado direito, figuras representativas dos Western blots. A B-actina foi utilizada
como controle interno. Os valores sdo expressos como média £ EPM. * vs TA inervado; # vs TA
simpatectomizado; § vs frio inervado. ANOVA two-way seguido de pos teste de Holm-Sidak.

Em seguida, foi avaliado se a simpatectomia interfere com a secrecdo de horménios que
sabidamente regulam a neoglicogénese. O estresse térmico aumentou as concentracfes
plasmaticas de corticosterona e glucagon, no tempo de 3 e 6 horas, tanto em animais inervados
como em simpatectomizados. Na exposicdo ao frio por 3 horas, os camundongos

simpatectomizados apresentaram concentracdes plasmaticas de glucagon maiores em relacao
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aos inervados. Os valores da concentracdo sérica de insulina foram significativamente
reduzidos em animais inervados expostos a 3 horas de frio, mas este efeito nao foi alterado pela
simpatectomia. No tempo de 6 horas, verificou-se uma tendéncia a reducdo da insulinemia nos
animais inervados expostos ao frio e uma reducdo significante destes valores nos animais
simpatectomizados. Por outro lado, as catecolaminas plasmaéticas, adrenalina e noradrenalina,
ndo foram moduladas pelo estresse térmico e/ou pela simpatectomia em 3 e 6 horas (tabela 3).
O estado de fosforilacdo de STATS5 foi utilizado como marcador indireto da acdo hepética do
GH e como pode ser verificado a exposicdo ao frio reduziu a fosforilagdo em Tyr%* de STATS,
tanto em animais inervados como em simpatectomizados quando comparados aos seus

respectivos controles (Figura 9).

Tabela 3. Concentracfes plasmaticas de hormdnios em camundongos simpatectomizados e
inervados expostos ao frio e/ou & temperatura ambiente (TA) por 3 e 6 horas.

3 horas 6 horas
TA Frio TA Frio
Inervado  Simpatec Inervado Simpatec Inervado  Simpatec Inervado Simpatec

Corticosterona
(Hg/dI)
Glucagon
(pg/ml)

Insulina
(ng/ml)

4,740,6 0,65+0,07 10,8+1,1*  12,4+2,7% 51422 51+14 13,5+3,5*  13,3+1,8*
16,9+3,7 12,5+0,3 29,9+56* 113+23,1% 10,5+1,3 25,0+9,6 65,5+9,9*  68,4+9,1%

0,84+0,06 0,66+0,08 0,41+0,04* 0,54+0,15 0,5+0,08 0,77+0,15  0,26+0,01 0,25+0,03"

Adrenalina

52404  4,0+0,8 5,7+1,7 5,8+1,3 5,8+0,2 3,808 4,4+0,8 5,0+0,9
(ng/ml)

Noradrenalina
(ng/ml)

Os valores sdo expressos como média = EPM. * vs TA inervado; # vs TA simpatectomizado; 8 vs frio
inervado. ANOVA two-way seguido de pos teste de Holm-Sidak.

7,0£1,3 4,2%15 10,0+2,9 6,6+1,6 59+0,9 4,5+0,8 6,8+0,7 53+11

Em conjunto, esses dados indicam que o estresse térmico, de até 6 horas, € capaz de
ativar as fibras simpaticas noradrenérgicas do figado de camundongos que, por sua vez, podem
contribuir para 0 aumento do contelldo da PEPCK, muito provavelmente por meio da ativacdo
do programa génico desta enzima chave da neoglicogénese (DELFINO, 2018), levando assim
ao aumento da glicemia plasmatica. Em paralelo, o estresse térmico aumenta a secrecao
hormonal de corticosterona e de glucagon, mas reduz a de insulina e possivelmente do GH,

sendo todos estes efeitos ndo modulados pelo simpético.
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Figura 9. Efeito do estresse térmico (4°C), durante 3 e 6 horas, na fosforilagdo de Tyr®®* STAT5 em
figado de camundongos inervados e simpatectomizados. Ao lado esquerdo, figuras representativas
dos Western blots. A B-actina foi utilizada como controle interno. Os valores sdo expressos como media
+ EPM. * vs TA inervado; # vs TA simpatectomizado; 8 vs frio inervado. ANOVA two-way seguido de

pos teste de Holm-Sidak.

4.3. Participacao de CREB na ativacao da neoglicogénese hepatica induzida pelo frio.

Com o0 objetivo de investigar se CREB estaria envolvido na ativagdo do programa
génico (expressdo de genes e traducdo de proteinas) da neoglicogénese hepatica induzida pela
inervacdo noradrenérgica, durante a exposicéo ao frio, analisou-se o contetido hepéatico de Ser*?
CREB. Os resultados mostram que camundongos expostos ao frio por 3 e 6 horas apresentam
aumento no estado de fosforilagdo nesse residuo quando comparados aos animais na
temperatura ambiente. A simpatectomia aboliu o aumento de Ser'** CREB hepético nos
camundongos expostos ao frio (figura 10a). Por outro lado, o estado de fosforilagdo de Thré%7
ATF-2 (Fator de ativacdo transcricional 2), membro da familia de fatores transcricionais de
CREB, foi reduzido durante a exposi¢do ao frio de 3 horas em camundongos inervados e
simpatectomizados. O frio de 6 horas ndo alterou o estado de fosforilagdo de ATF-2 (figura
10b). O mesmo padrédo de modulacdo que ocorreu no estado de fosforilagdo de CREB foi
observado na expressdo génica de Nr4al (Membros da familia de receptores nucleares 6rfaos
do grupo Al), gene alvo de CREB, no qual o estresse térmico de 3 e 6 horas estimulou a
transcricdo desse gene e a simpatectomia aboliu essa resposta (figura 10c).

Como uma estratégia de avaliar indiretamente a atividade transcricional de CREB em
resposta ao estresse térmico e sua possivel modulacdo pelo SNS, camundongos CRE-luc
inervados e simpatectomizados foram expostos ao frio por 3 e 6 horas. O estresse térmico de 3
horas levou ao aumento de cerca de 100X da atividade transcricional de CREB, enquanto que
em 6 horas, este aumento foi da ordem de 1000X. A simpatectomia foi capaz de atenuar a
atividade transcricional de CREB durante o estresse térmico de 3 e 6 horas (figura 10d). O

tratamento com noradrenalina foi utilizado como controle positivo da atividade transcricional
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de CREB. A administracdo de uma Unica injecéo i.p. de noradrenlina foi capaz de aumentar,
apos 1 hora, a glicemia (figura 10e) e a atividade transcricional de CREB no figado (figura 10f)
dos animais CRE-luc.

Em conjunto, esses resultados nos permitem sugerir que o SNS ativa CREB no figado

de camundongos expostos ao frio.
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Figura 10. Participacdo de CREB na ativacdo da neoglicogénese hepatica induzida pelo frio (3 e 6
horas) em camundongos inervados e simpatectomizados. Contetido e/ou estado de fosforilagdo de
(A) Ser'3 CREB e (B) Thr®™ ATF-2; ao lado direito, figuras representativas dos Western blots. A
forma total da proteina ou B-actina foram utilizadas como controle interno. (C) Expressdo génica de
Nrdal. (D) Atividade transcricional de CREB em camundongos CRE-luc inervados e
simpatectomizados; ao lado direito, imagem representativa. (E) Glicemia e (F) atividade transcricional
de CREB em camundongos CRE-luc tratados com 1 inje¢do de noradrenalina (1mg/kg; i.p.); ao lado
direito, imagem representativa. Os valores sdo expressos como média + EPM. * vs TA inervado; # vs
TA simpatectomizado; 8§ vs frio inervado. ANOVA two-way seguido de pds teste de Holm-Sidak
(Western blot); Teste t-Student (CRE-luc).
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4.4. Participacdo de CRTC-2/3 na ativacé@o da neoglicogénese hepatica pelo frio.

Em seguida, avaliou-se o estado de fosforilacdo do CRTC-2 e CRTC-3 no figado de
animais inervados e simpatectomizados expostos ao frio ou a temperatura ambiente. Ao
contrério de CREB, sabe-se que seus coativadores, CRTCs, sdo ativados por mecanismos de
defosforilagdo. A exposicéo ao frio por 3 e 6 horas levou a defosforilacdo de Ser’* CRTC-2
tanto em camundongos inervados como em simpatectomizados, quando comparados aos seus
respectivos controles na temperatura ambiente (figura 11a). Verificou-se que o estresse termico
de 6 horas também provocou defosforilagdo do residuo de Ser?’> CRTC-2 em animais inervados
e que a simpatectomia aboliu este efeito. No tempo de 3 horas, camundongos
simpatectomizados expostos ao frio apresentaram aumento no estado de fosforilacdo desse
residuo de CRTC-2 (figura 11b). Com relacdo ao CRTC-3, observou-se que 0 estresse térmico
de 3 e 6 horas ndo alterou seu estado de fosforilacdo. Entretanto, é interessante notar que, em
ambos 0s tempos de estresse térmico, e no grupo mantido na temperatura ambiente, a

simpatectomia aumentou a fosforilagdo em Ser?”® CRTC-3 (figura 11c).
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Figura 11. Participacdo do CRTC-2/3 na ativacédo da neoglicogénese hepatica induzida pelo frio (3
e 6 horas) em camundongos inervados e simpatectomizados. Conteudo e estado de fosforilagcdo de
(A) Ser'™* CRTC-2; (B) Ser?”®> CRTC-2 e; (C) Ser?”® CRTC-3. Abaixo, figuras representativas dos
Western blots. O CRTC total foi utilizado como controle interno. Os valores sdo expressos como média
+ EPM. * vs TA inervado; # vs TA simpatectomizado; § vs frio inervado. ANOVA two-way seguido de
pos teste de Holm-Sidak.
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Esses resultados mostram que o estresse térmico agudo leva a ativagdo do CRTC-2, em
ambos os residuos (Ser'’ e Ser?’®), e que o SNS participa desta resposta modulando o estado
de fosforilagéo do residuo de Ser?” no figado de camundongos. Embora o Ser?”® CRTC-3 ndo
seja ativado pelo estresse térmico, os dados indicam que o simpatico exerce um controle ténico

estimulatorio deste coativador transcricional, em situagdes basais e de demanda como o frio.

4.5. Participacdo das vias de sinalizacdo do AMPc e Ca?* na ativacdo da neoglicogénese
hepatica induzida pelo simpatico, durante o estresse térmico.

Algumas proteinas da cascata de sinalizacdo do AMPc foram investigadas com o
objetivo de compreender melhor a transducgéo de sinal envolvida na mobilizacdo dos fatores e
coativadores transcricionais responsaveis pela estimulacdo da maquinaria neoglicogénica pelo
simpatico. Entre essas, verificou-se o estado de fosforilacdo dos substratos de PKA, a proteina
ativada diretamente pelo AMPc, e 2 alvos dessa quinase, a LKB1 (Quinase hepética B1) e as
HDAC:s de classe Il (HDAC4, 5 e 7), as quais sdo sabidamente defosforiladas e ativadas, de
forma indireta, pela PKA, assim como ocorre com CRTC-2. O estresse térmico de 3 e 6 horas
foi capaz de aumentar a fosforilacdo dos substratos de PKA em camundongos inervados, mas
a simpatectomia néo alterou esta resposta, em ambos 0s tempos estudados (figura 12a). De
forma consistente com esses resultados, foi observado que o estado de fosforilagdo de Ser3!
LKB1 foi também aumentado pelo frio, tanto em animais inervados como nos
simpatectomizados, durante os periodos de 3 e 6 horas (figura 12b). A exposicédo ao frio por 3
horas ndo gerou nenhuma alteracdo no estado de fosforilagdo das HDACs de classe Il, em
animais inervados e simpatectomizados. Entretanto, a exposi¢cdo por 6 horas, em animais
inervados, causou defosforilagdo em Ser?46259 HDACA4/5 e Ser'>> HDACT e a simpactomia foi
capaz de abolir essa reposta apenas em Ser*>® HDAC7, quando comparados aos seus respectivos
controles na temperatura ambiente (figura 12c e 12d).

Em conjunto, esses dados indicam que o estresse térmico agudo € capaz de ativar a
cascata da sinalizagdo do AMPc levando a ativacdo da PKA, que por sua vez pode fosforilar
CREB e ativar seus coativadores CRTCs e, paralelamente, ativar as HDACs de classe Il apds
6 horas de estresse térmico. Entretanto, como a simpatectomia ndo alterou de forma
significativa a fosforilacdo dos residuos da PKA promovida pelo frio, sugere-se que CREB seja
modulado pelo SNS por uma via de sinalizac¢do ndo relacionada ao AMPCc.
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Figura 12. Efeito do estresse térmico (4°C), durante 3 e 6 horas, em proteinas intermediarias da
via de sinalizacdo do AMPc, em figado de camundongos inervados e simpatectomizados. Estado
de fosforilagdo de (A) substratos de PKA; (B) Ser®! LKB1; (C) Ser?*/2%° HDAC4/5 e; (D) Ser'
HDACY7. Ao lado direito, figuras representativas dos Western blots. A B-actina foi utilizada como
controle interno. Os valores sdo expressos como média + EPM. * vs TA inervado; # vs TA
simpatectomizado; § vs frio inervado. ANOVA two-way seguido de pos teste de Holm-Sidak.

Com a finalidade de investigar o envolvimento da transducdo de sinal desencadeada
pelo Ca?", verificou-se o estado de fosforilagio dos substratos de PKC, de CaMKII, uma
proteina que, sabidamente, ativa CREB e de residuos de fosforilacdo das HDACs de classe Il
modulados por CaMKII. A exposicdo ao frio por 3 e 6 horas foi capaz de estimular a
fosforilagéo dos substratos de PKC, enquanto que a simpatectomia aboliu essa resposta, em
ambos 0s tempos estudados (figura 13a). O mesmo padrao de modulagéo pelo estresse térmico
e pela simpatectomia foi encontrado em Thr?¢ CaMKII, nos tempos de 3 e 6 horas (figura 13b)
e nos residuos de Ser®3? HDAC4, Ser%! HDACS e Ser“® HDAC7, no tempo de 3 horas. Apds
6 horas, esses residuos de HDACs de classe Il ndo foram alterados pelo frio ou pela
simpatectomia (figura 13c, 13d e 13e).

Portanto, o presente trabalho sugere que o estresse térmico é capaz de ativar a cascata
de sinalizagdo de Ca?* como pode ser evidenciado pelo aumento dos substratos fosforilados de
PKC e pela ativacdo da CaMKIl, a qual poderia fosforilar e ativar CREB assim como fosforilar

e inativar as HDACs. Como a simpatectomia bloqueou todas essas respostas mediadas pelo
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frio, sugere-se que o complexo CREB/CRTC-2 esteja sendo ativado pelo SNS por uma via

dependente de Ca?".
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Figura 13. Efeito do estresse térmico (4°C), durante 3 e 6 horas, em proteinas intermediarias da
via de sinalizacdo do Ca?* em figado de camundongos inervados e simpatectomizados. Contetido e
estado de fosforilacdo de (A) substratos de PKC; (B) Thr?¢ CaMKII; (C) Ser%? HDAC4,; (D) Ser®!
HDACS e; (E) Ser*®® HDAC7. Ao lado direito, figuras representativas dos Western blots. A forma total
da proteina ou B-actina foram utilizadas como controle interno. Os valores sdo expressos como média +
EPM. * vs TA inervado; # vs TA simpatectomizado; § vs frio inervado. ANOVA two-way seguido de
pos teste de Holm-Sidak.

Para investigar uma possivel participacdo de AR a2 verificou-se o estado de fosforilagcdo
de Thr8 Tyr8 JNK (ROSSI et al., 2018). A exposicéo ao frio por 3 horas aumentou o estado
de fosforilacdo dessa proteina em animais inervados e simpatectomizados. Por outro lado, a

exposicdo de 6 horas ao frio e a simpatectomia ndo foram capazes de alterar o padrdo de
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fosforilagéo da JNK (figura 14). Isto sugere que a exposic¢ao aguda ao frio ativa essa via somente

nas primeiras horas de estresse, mas sem participacdo do SNS.
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Figura 14. Efeito do estresse térmico (4°C), durante 3 e 6 horas, na fosforilacdo de Thr!8 Tyr!8®
JNK em figado de camundongos inervados e simpatectomizados. Ao lado esquerdo, figuras
representativas dos Western blots. A JNK total foi utilizada como controle interno. Os valores sdo
expressos como média £ EPM. * vs TA inervado; # vs TA simpatectomizado; § vs frio inervado.
ANOVA two-way seguido de pés teste de Holm-Sidak.

4.6. Participacdo de FoxO na ativacdo da neoglicogénese hepatica induzida pelo simpatico,
durante o estresse térmico.

Para investigar se FoxO estaria envolvido na ativacdo da neoglicogénese induzida pela
inervacdo noradrenérgica, durante o frio, avaliou-se inicialmente o estado de fosforilagdo da
AKT, uma proteina que, quando fosforilada, inativa FoxO por mecanismos de fosforilacdo. No
tempo de 3 horas, 0 estresse térmico ndo gerou nenhuma resposta em Thr3%® AKT, porém
camundongos simpatectomizados na temperatura ambiente e no frio apresentaram reducdo da
fosforilacdo desse residuo. Por outro lado, no tempo de 6 horas, a exposicdo ao frio levou a
reducédo da fosforilagdo de Thr3® AKT em animais inervados e simpatectomizados de forma
semelhante. Animais inervados e simpatectomizados mantidos em temperatura ambiente por 6
horas ndo apresentaram alteracdo neste residuo da AKT (figura 15a). Em Ser*”® AKT, o padréo
de resposta observado foi diferente. No tempo de 3 horas, o frio aumentou a fosforilagcdo desse
residuo em animais inervados e a simpatectomia foi capaz de reduzir a fosforilacdo de Ser*’?
AKT no figado de animais mantidos na temperatura ambiente e no frio de 3 horas. Em 6 horas,
0 estresse térmico e a simpatectomia ndo causaram nenhuma alteragdo em Ser*”® AKT (figura
15b).

O conteudo total de FoxO1 foi aumentando pela exposicéo ao frio de 3 e 6 horas. Além

disso, a fosforilagdo em Ser?® FoxO1 foi reduzida pelo estresse térmico, em ambos os tempos.
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A simpatectomia ndo modulou o contetdo e nem o estado de fosforilagcdo desse residuo de

FoxO1 nos animais expostos ao frio (figura 15c).
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Figura 15. Efeito do estresse térmico (4°C), durante 3 e 6 horas, em proteinas intermediarias da
via de sinalizacdo AKT/FoxO1/3 em figado de camundongos inervados e simpatectomizados.
Contetdo e estado de fosforilagdo de (A) Thr3® AKT; (B) Ser*”® AKT; (C) Ser?®® FoxO1 e; (D) Thr#
FoxO3. Ao lado direito, figuras representativas dos Western blots. A forma total da proteina ou 3-actina
foram utilizadas como controle interno. Os valores sdo expressos como média + EPM. * vs TA inervado;
# vs TA simpatectomizado; § vs frio inervado. ANOVA two-way seguido de pos teste de Holm-Sidak.

Diferentemente de FoxO1, o conteudo total de FoxO3 foi reduzido em animais
inervados e simpatectomizados expostos ao frio por 3 horas. Por outro lado, a simpatectomia
aumentou o contetudo de FoxO3 ap0s 6 horas na temperatura ambiente e a exposic¢éo ao frio
nao gerou modulacéo deste fator transcricional. No estado de fosforilagdo de Thr®? FoxO3, o
estresse téermico por 6 horas levou a reducdo da fosforilacdo desse residuo, enquanto que no

tempo de 3 horas, o frio ndo alterou este padrao de fosforilacdo (figura 15d).
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Embora a analise desses dados indique que o SNS exerca um controle estimulatorio da
fosforilagdo da AKT, em situacOes basais e de estresse térmico nas primeiras 3 horas, ndo
parece que FoxO seja modulado pelo simpatico. As alteracGes de contetdo e de fosforilacdo de
FoxO1l e FoxO3, aqui descritas, em resposta ao frio sdo provavelmente decorrentes de
alteragdes hormonais que podem contribuir para a ativacdo do programa génico da

neoglicogénse por este fator transcricional.
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Figura 16. Efeito do estresse térmico (4°C), durante 3 e 6 horas, na fosforilacéo de Thr'® Tyr!82 p38
e na acetilacdo de Lys?*6?6221 FoxO1 em figado de camundongos inervados e simpatectomizados.
Ao lado direito, figuras representativas dos Western blots. As formas totais das proteinas foram
utilizadas como controle interno. Os valores sao expressos como média £ EPM. * vs TA inervado; # vs
TA simpatectomizado; § vs frio inervado. ANOVA two-way seguido de pos teste de Holm-Sidak.

O conteudo e estado de fosforilacdo de P38 foi analisado para investigar uma possivel
via de ativacao de FoxO1 por CaMK (OZCAN et al., 2012). O estresse térmico de 3 e 6 horas
levou a reducdo de Thr® Tyr'® P38 em animais inervados e simpatectomizados quando
comparados a seus respectivos controles (figura 16a). Apesar dos dados indicarem que o
estresse térmico mobiliza a P38 para ativacdo de FoxO, a simpatectomia ndo foi capaz de
modular essa resposta, sugerindo que o SNS néo atua por meio desse fator transcricional para
a regulacao do programa génico da neoglicogénese.

Considerando que o estresse termico de 6 horas ativou as HDACs de classe Il pela via
de PKA, tornou-se interessante investigar o estado de acetilacdo de FoxO. De forma
concordante com esses resultados, observou-se que a acetilagédo de FoxO foi reduzida, tanto em
animais inervados como em simpatectomizados pelo estresse térmico de 6 horas, enquanto que
no tempo de 3 horas ndo houve alteracdo (figura 14b). Esses dados sugerem que embora o
estresse térmico leve a ativacdo de FoxO por mecanismos de fosforilacdo e de acetilagédo, o
SNS ndo utiliza esse fator transcricional para exercer suas respostas hepéaticas na ativacdo da

neoglicogénese.
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5. Discussao

A producdo hepatica de glicose “de novo” ou neoglicogénese € um processo vital e
conservado evolutivamente. Sua importancia fisiologica reside no fornecimento de glicose para
os diferentes 6rgdos e tecidos e na manutencdo de um ambiente energético adequado que o
organismo requer para se ajustar as diferentes situacdes de demanda como, por exemplo, o frio
(NELSON; COX, 2014). A compreensdo da fisiologia da neoglicogénese e de sua regulacéo é
de grande interesse para a salde humana uma vez que a desregulacdo desse processo faz parte
da fisiopatologia de diversas doengas de grande prevaléncia mundial e impacto social, como a
obesidade e o diabetes (DEFRONZO, 2009).

Os estudos voltados para a compreensao dos processos que regulam a producgéo hepatica
de glicose datam do surgimento da fisiologia moderna, a partir de experimentos de C. Bernard
0 qual demonstrou que o SNC era capaz de modular a glicemia (BERNARD, 1849). Muito se
avangou nas ultimas décadas sobre o entendimento dos mecanismos fisiol6gicos que controlam
a neoglicogénese, em especial o papel do componente humoral (RUI, 2017). Apesar de
componente neural ser o primeiro descrito na literatura capaz de modular a glicemia, ainda
muito pouco se conhece sobre sua regulacdo na neoglicogénese.

Estudos cléssicos das décadas de 70-90 mostraram a importancia do SNS na regulagao
da producdo hepatica de glicose. Esses trabalhos destacaram a agdo glicogenolitica da
adrenalina, atribuindo pouca importancia na modulacéo da maquinaria neoglicogénica. Apesar
de alguns estudos dessa época relatarem papel semelhante da inervacdo noradrenérgica
hepética, estes ndo foram muito difundidos e atribuiram uma pequena contribuicéo fisioldgica
a regulacdo neural direta quando comparada a acdo do componente hormonal (BRITO et al.,
1993; MIGLIORINI et al., 1989; MORGAN et al., 1982; SACCA et al., 1983). Provavelmente,
pela limitacdo metodologica da época, pouco se avangou na investigacao do papel da inervacao
simpatica na regulacdo do metabolismo hepéatico, permanecendo a ideia de que este componente
apresentava pouca importancia fisiologica.

Embora se saiba que o tecido hepatico seja inervado por fibras simpaticas, até hoje ndo
ha evidéncias cientificas que descrevam de forma consistente a arquitetura intra-hepatica dessas
fibras. Alguns trabalhos relatam que, em roedores, a inervagao noradrenérgica se restringe aos
vasos, engquanto no humano essa rede é mais rica com projecdes ao parénquima hepatico
(AKIYOSHI; GONDA; TERADA, 1998; CHIDA et al., 2005). Utilizando uma técnica de
marcacdo e clareamento de tecidos, que permite a visualizacdo e reconstrucdo em 3D das

estruturas anatomicas, nosso estudo fornece, pela primeira vez, solidas evidéncias de que a
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circuitaria intra-hepatica noradrenérgica é restrita ao redor da vasculatura hepética sem a
presenca de projecdes neurais para o paréngquima em camundongos.

A descricdo anatbmica dos feixes noradrenérgicos hepaticos é de grande relevancia para
a melhor compreenséo do papel do SNS na fisiologia e fisiopatologia desse tecido. O relato
neste estudo, de que o parénquima hepético de camundongos nédo recebe projecbes simpaticas
diretas, estd de acordo com os trabalhos de Chida et al. (2005). Em humanos, ha algumas
evidencias indicando rica inervagao no parénquima, o que sugere que este componente neural,
provavelmente, desempenhe um papel mais importante na espécie humana em comparagdo aos
roedores. Nesse contexto, Jarhult et al. (1979) sugeriram que cirurgias abdominais deveriam
evitar, se possivel, danos a esse sistema, ja que seu papel fisiolégico é pouco compreendido.

O fato das terminacBes simpaticas ndo inervarem diretamente os hepatdcitos de
camundongos n&o significa que a noradrenalina ndo possa agir nessas células. E possivel que
este neurotransmissor alcance 0s hepatdcitos via circulacdo sanguinea, uma vez que os l6bulos
hepéticos recebem uma densa vasculariza¢do. Entretanto, muito pouco ainda se conhece sobre
a inervacdo noradrenérgica hepética e sua real contribuicdo fisioldgica, principalmente em
situacdes de estresse, é ainda um debate na literatura. Trabalhos recentes do nosso grupo de
pesquisa demonstraram, pela primeira vez, que essa inervagao apresenta grande importancia
fisiologica na regulacdo da neoglicogénese hepatica. Utilizando o modelo de ativacdo do SNS
pelo estresse térmico (4°C) e a simpatectomia por 6-OHDA em camundongos, Delfino (2018)
demostrou que as primeiras horas de exposi¢cdo ao frio leva ao aumento da glicemia que é
acompanhado pela ativacdo do programa génico da neoglicogénese hepatica e que a
simpatectomia abole estes efeitos e leva a morte dos animais por hipoglicemia e hipotermia,
apos 6 horas de exposicao.

Esse estudo demonstrou o papel chave do componente simpatico noradrenérgico na
regulacao da neoglicogénese, em um modelo de estresse térmico em roedores, e abriu uma série
de possibilidades investigativas. Uma delas foi compreender qual seria o papel fisioldgico de
CREB/CRTC-2 nesta regulagdo neural. Com este objetivo especifico, o presente trabalho
utilizou 0 mesmo modelo experimental de Delfino (2018) e analisou, por meio de técnicas de
biologia molecular, a atividade deste complexo transcricional e de suas proteinas sinalizadoras.

Em nosso estudo camundongos inervados e simpatectomizados foram expostos ao frio
(4°C) e a temperatura ambiente, por 3 e 6 horas, para mensuragdo da glicemia e retirada do
tecido hepatica para as futuras analises. Os dados iniciais conseguiram reproduzir o modelo de
Delfino (2018), onde foi possivel verificar que a exposicdo ao frio levou ao aumento da

glicemia, a qual foi acompanhada pelo aumento do conteddo hepatico de noradrenalina e de
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PEPCK, sendo todos esses efeitos bloqueados ou atenuados pela simpatectomia quimica. O
modelo de estresse térmico é bastante adequado para estudos que pretendem investigar o papel
fisiolégico da inervacdo simpatica direta, pois leva a ativacdo dos terminais noradrenérgicos
em diferentes tecidos, incluindo o figado, sem interferir na secre¢do de adrenalina pela adrenal
(LANDSBERG; YOUNG, 1984). De fato, nossos dados mostram que, ao contrario do contetido
hepatico de noradrenalina, a concentracdo plasmatica das catecolaminas (adrenalina e
noradrenalina) ndo foi alterada pelo estresse térmico. Além disso, demonstrou-se no presente
trabalho que o tratamento sistémico com 6-OHDA nédo causa alteracfes morfoldgicas dos
hepatocitos, reforcando a ideia de que a inervagdo noradrenérgica regula diretamente a
neoglicogénese durante o estresse térmico sem a participacdo da adrenalina circulante.

A simpatectomia por 6-OHDA é um método seletivo de inibicdo da inervacdo
noradrenérgica por conta da semelhanca da estrutura quimica dessa neurotoxina com a
noradrenalina (JONSSON, 1980). Sua administragdo sistémica inibe irreversivelmente a
liberacdo de noradrenalina pelos terminais neurais periféricos e, em camundongos neonatos,
promove destruicdo seletiva e permanente dos ganglios simpaticos através da inducdo de
estresse oxidativo, que culmina em apoptose e perda de neurénios noradrenérgicos (BLUM et
al., 2001; KRUKOFF; FERNANDEZ; VINCENT, 1990; SACHS; JONSSON, 1972).

Apesar da 6-OHDA ndo acometer nervos parassimpaticos e o0 componente medular do
SNS, ndo é um modelo especifico de simpatectomia hepatica, sendo que todos os tecidos
periféricos inervados por fibras noradrenérgicas sao afetados. Para garantir a especificidade da
resposta, Delfino (2018) utilizou o modelo de desnervacgdo cirdrgica hepatica com fenol e
demonstrou que ratos desnervados e expostos ao frio por 2 horas apresentaram um padrao de
bloqueio do aumento da expressao de genes chaves da neoglicogénese hepatica semelhante ao
dos camundongos simpatectomizados. Portanto, os efeitos decorrentes da simpatectomia em
nosso estudo provavelmente sdo decorrentes da deplecdo da noradrenalina hepatica e ndo de
efeitos indiretos decorrentes da simpatectomia de outros tecidos.

E bem estabelecido que o frio ¢ uma situacio fisioldgica energeticamente dispendiosa,
onde ocorre elevacdo da taxa metabolica basal para a manutencédo da temperatura corporea em
animais homeotérmicos. Nessa situacdo, torna-se essencial a participacdo da termogénese
dependente e independente de tremor, que envolve o musculo estriado esquelético e o tecido
adiposo marrom, respectivamente. Esses tecidos termogénicos dependem principalmente da
oxidacdao de acidos graxos e glicose como substratos energéticos para a producédo de calor. Os
acidos graxos sdo fornecidos pela lipolise do tecido adiposo branco e marrom, ativada

diretamente pelo SNS e glucagon assim como indiretamente pela reducdo da insulina, que
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possui acdo antilipolitica (KETTELHUT; NAVEGANTES; MIGLIORINI, 2012). J4 a glicose
tem origem da glicogendlise hepéatica e muscular, mas principalmente da neoglicogénese
hepatica, durante a exposicao a baixas temperaturas. Nessa situacéo, a producao de glicose “de
novo” pelo figado é favorecida pelo grande afluxo de aminoacidos provenientes da ativacdo da
protedlise muscular e do glicerol vindo do triacilglicerol (KETTELHUT; NAVEGANTES;
MIGLIORINI, 2012; MORRISON; MADDEN; TUPONE, 2014).

Nesse contexto, a compreensdo dos mecanismos humorais e nutricionais sdo essenciais
para o completo entendimento do papel do componente noradrenérgico. No intuito de excluir o
componente nutricional em nosso modelo, os animais permaneceram sem alimento, durante a
exposicdo ao frio. Como os animais estdo sem se alimentar e suas reservas na forma de
glicogénio e gordura estdo sendo rapidamente mobilizadas frente a grande necessidade
energética, principalmente dos musculos esqueléticos que captam glicose com grande avidez
para a realizacdo de trabalho, os animais ndo conseguem sobreviver por longos periodos. Como
também se tornam extremamente dependentes das a¢Bes termorregulatoricas e metabolicas
mediadas pelo SNS, os animais simpatectomizados ndo conseguem sobreviver nestas condicoes
por mais de 8 horas (DELFINO, 2018). Devido a estas razdes e ao fato da regulacao neural ser
uma resposta rapida, os camundongos foram expostos ao frio, por no méximo 6 horas. Uma
outra vantagem na utilizacdo de um tempo curto de estresse térmico para se investigar o papel
fisioldgico do simpético é a garantia de que a exposi¢do aguda ndo gere adaptagdes fisioldgicas
que sdo comuns durante a exposicdo crénica ao frio (BARNETT, 1965). Delfino (2018)
demonstrou que os estoques hepaticos de glicogénio ja estdo esgotados, apoés 3 horas de
exposicédo ao frio, descartando assim a possibilidade de que o aumento da glicemia observado
em nosso trabalho, a partir de 3 horas, seja decorrente da ativacdo da glicogendlise. Tento em
vista que o0 SNS sabidamente modula a secrecdo dos horménios pancreaticos (JARHULT et al.,
1979; RODRIGUEZ-DIAZ et al., 2011) e, segundo alguns autores pode amplificar a resposta
secretoria dos glicocorticoides ao ACTH (ULRICH-LAI; ARNHOLD; ENGELAND, 2006;
VESCOVI et al., 1992), foram mensuradas as concentracGes de insulina, glucagon e
corticosterona, em nosso modelo experimental, além do estado de fosforilagdo de STAT5 como
uma medida indireta da acdo de GH.

O aumento circulante de glucagon e corticosterona juntamente com a baixa
concentracéo de insulina encontrados no grupo de animais inervados e expostos ao frio refletem
um perfil catabolico caracteristico do estresse térmico e estdo de acordo com a literatura (LI et
al., 2019). Resultados semelhantes foram encontrados por Delfino (2018) que identificou

aumento de glucagon e corticosterona em camundongos, ap0s 0 estresse térmico, assim como
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Kant et al. (1983) que também observaram aumento da corticosterona em ratos expostos ao
frio. Morton et al. (2017) demonstraram que, apds a exposicao de ratos ao frio por 28 horas, a
secre¢do de insulina induzida pela glicose é reduzida em 50%, porém a tolerancia a glicose nao
é alterada em funcdo do aumento da sensibilidade a este hormonio. Edwards e Howland (1986)
demostraram que a exposi¢do prolongada ao frio em ratos tende a reduzir os niveis de insulina
progressivamente até 6 semanas, enquanto o glucagon aumenta até a quarta semana e depois
tende a voltar aos niveis basais na sexta semana. A reducédo do estado de fosforilacdo de STAT5
observada em figado de animais expostos ao frio sugere que a sinalizagdo hepéatica de GH esta
reduzida nessa situacao fisiol6gica, assim como demonstrado em uma série de estudos da
literatura (EISENBERG; SORRENTINO, JR.; KNIGGE, 1972; KANT et al., 1983; VESCOVI
etal., 1992).

Embora este perfil hormonal possa participar de diversos ajustes metabdlicos
necessarios, durante a exposi¢do aguda ao frio, como, por exemplo, da ativagcdo da resposta
lipolitica, glicogenolitica ou proteolitica (KETTELHUT; NAVEGANTES; MIGLIORINI,
2012), nossos dados indicam que estes hormdnios ndo sejam essenciais para a ativacao rapida
da hiperglicemia induzida pelo SNS, em resposta ao frio, durante o periodo investigado (entre
3 e 6 horas). Como pode ser verificado na figura 8, o aumento da glicemia foi bloqueado nos
animais simpatectomizados expostos ao frio sem qualquer alteracdo do perfil hormonal
observado nos animais inervados. Em conjunto com os resultados obtidos por Delfino (2018),
pode-se sugerir que a noradrenelina liberada pelos nervos intra-hepaticos seja a principal
responsavel pelo aumento da glicemia observado em camundongos expostos agudamente ao
frio, sendo esta resposta provavelmente resultante da ativacdo do programa génico da
neoglicogénese.

As respostas celulares desencadeadas pela noradrenalina no figado envolvem,
principalmente, duas cascatas de transducéo de sinal, a do AMPc e do Ca?* (EXTON, 1985;
SCHMELCK; HANOUNE, 1980). Apesar de nunca ter sido demonstrado na literatura que esse
neurotransmissor seja capaz de induzir a produgédo de glicose “de novo”, j& € bem conhecido
gue esses segundos mensageiros, em resposta a horménios como glucagon por exemplo, sdo
capazes de ativar o programa neoglicogénico por meio de fatores transcricionais, entre eles
CREB (GOLDSTEIN; HAGER, 2018). Portando, foi postulado no presente trabalho que as
fibras noradrenérgica hepaticas recrutam CREB para a regulacdo da maquinaria
neoglicogénica, durante ao estresse térmico. Para verificar essa hipotese, foi analisado o estado
de fosforilacdo desse fator transcricional, por meio de técnicas de Western blot. Os dados

demonstram que CREB estava mais fosforilado e assim ativo, durante a exposicao ao frio, e
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gue a simpatectomia aboliu essa resposta. Em concordancia com estes resultados observou-se
gue o RNA mensageiro (RNAm) de Nrdal, um gene alvo de CREB, teve sua expressdo
aumentada pelo estresse térmico e este efeito foi bloqueado pela simpatectomia. Para confirmar
esses achados, a atividade transcricional de CREB foi avaliada por meio da intensidade de
luminescéncia hepatica emitida pelos camundongos transgénicos CRE-luc. Esses animais
possuem o gene codificante da luciferase regulado pelo promotor génico de CREB (CRE),
portanto, a intensidade de luminescéncia emitida in vivo é proporcional a atividade
transcricional de CREB. Assim como ocorreu com a fosforilagcdo, o0 estresse térmico nos
camundongos inervados foi capaz de aumentar a atividade de transcricdo de CREB, a qual foi
atenuada pela simpatectomia. O mediador desta resposta transcricional ao frio é provavelmente
a noradrenalina liberada pelos nervos simpaticos uma vez que resposta semelhante foi
observada 1 hora ap6s a inje¢do de noradrenalina exdgena em um grupo de animais mantidos
em temperatura ambiente.

A avaliagdo da atividade transcricional de CREB por meio desses animais transgénicos
¢ uma medida indireta, jA que outros membros dessa familia de fatores de transcricdo bZip
(basic leucine zipper), como o ATF-1/2, podem se ligar ao promotor CRE e assim transcrever
luciferase (LUO et al., 2012). Entretanto, o estado de fosforilacdo de ATF-2 encontrado nos
animais expostos ao frio ndo foi alterado ou modulado pela simpatectomia, o que aparentemente
exclui a participacdo desse fator transcricional. Em conjunto, esses dados sugerem que CREB
esteja envolvido na ativagdo da neoglicogénese hepética induzida pelo componente
noradrenérgico, durante o estresse térmico (ver figura 10 e 17). Embora o fluxo neoglicogénico
nunca tenha sido avaliado nesse modelo experimental, Delfino (2018) observou que as
atividades enzimaticas e 0 RNAm da G6Pase e PEPCK, dois alvos de CREB, foram aumentadas
pelo estresse térmico e foram bloqueadas ou atenuadas pela simpatectomia, em camundongos.
Porem, a real participacdo de CREB na ativagdo desses genes deve ser confirmada em futuros
estudos que avaliem se, na sua auséncia, 0 estresse térmico conseguiria estimular a via
neoglicogénica.

Além da fosforilagdo de CREB, outro evento de grande importancia na ativacdo do
programa transcricional da neoglicogénese hepatica ¢ a ativacdo por defosforilagdo de CRTC
(GOLDSTEIN; HAGER, 2018). Os dados mostram que 0 estresse térmico aumentou a
defosforilacdo de CRTC-2 e, possivelmente, a sua translocacdo para o ndcleo. Interessante notar
que embora ambos os residuos de CRTC-2 (Ser?’® e Ser’!) tenham sido ativados pelo frio, a
simpatectomia aboliu apenas a fosforilagdo do residuo de Ser?’®, enquanto o residuo de Ser’*

ndo sofreu alteracdo. Esses dados nos permitem sugerir que a ativagdo do CRTC-2, no residuo
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de Ser'’, foi provavelmente mediada pelo glucagon, um hormonio que se encontrava elevado
no plasma dos animais expostos ao frio e que, sabidamente, ativa CRTC-2 por meio da
defosforilacdo desse residuo, via inibicdo de SIK promovida pela PKA, em figado de animais
jejuados (ALTAREJOS; MONTMINY, 2011). O fato da secrecdo de glucagon e da
defosforilacdo de CRTC-2 Ser'’ néo terem sido alterados pela simpatectomia reforcam esta
possibilidade. As evidéncias também indicam que 0 SNS modula a atividade de CRTC-2 por
meio do residuo Ser?’®, o qual é regulado pela calcineurina, uma fosfatase que é ativada pela
elevacdo citosolica de Ca?* e defosforila CRTC-2 nesse residuo. Esses dados sugerem que a
acao simpatica sobre o controle de CRTC-2 no figado de camundongos expostos ao frio ocorre
por meio da sinalizacdo da via de Ca?* e consequente ativacdo da calcineurina fosfatase (ver
figura1lle 17).

Embora CRTC-2 seja 0 mais expresso no figado e de maior importancia na regulacéo
do neoglicogénese, ndo se pode descartar o papel de CRTC-3 (ALTAREJOS; MONTMINY,
2011). Inicialmente caracterizado no tecido adiposo branco pela importancia na modulag¢do do
metabolismo lipidico, Ravnskjaer et al. (2013) demostraram que o CRTC-3 é capaz de regular
0 programa neoglicogénico hepético e que, na falta de CRTC-2, ele pode compensar seus
efeitos. Os resultados aqui obtidos demostraram que o estresse térmico ndo foi capaz de induzir
a defosforilacdo de Ser?’®* CRTC-3, porém a simpatectomia foi capaz de induzir uma maior
fosforilacdo nesse residuo preferencialmente modulado por PKA. Portanto, embora CRTC-3
nao participe da resposta hepatica frente ao estresse térmico, os dados indicam que 0 SNS
exerce um controle tonico estimulatério deste coativador transcricional, em situacfes basais e
de demanda como o frio. Essa possivel regulacdo hepética de Ser?”® CRTC-3 pelo SNS esté de
acordo com o trabalho de Song et al. (2010) que demonstraram que a ativacdo  adrenérgica no
tecido adiposo promove ativacdo de CRTC-3, via cascata do AMPc.

Em conjunto, o presente trabalho é o primeiro a fornecer evidéncias acerca do papel
modulatério do SNS na atividade dos membros da familia dos CRTCs (Ser?”> CRTC-2 e Ser?"
CRTC-3) no figado de camundongos expostos a baixas temperaturas. Apesar dos CRTCs ndo
serem fundamentais para CREB transcrever seus genes alvos, sua presenca no complexo
nuclear aumenta muito a atividade desse fator transcricional (ALTAREJOS; MONTMINY,
2011). Portanto, futuros estudos devem investigar se esses coativadores estdo ou ndo envolvidos
na ativacdo da neoglicogénese desencadeada pelo SNS, durante o estresse térmico.

Os resultados relacionados ao estado de fosforilagdo dos residuos do CRTC-2 nos
fornecem evidéncias importantes acerca das possiveis vias de sinalizacdo pelas quais a

noradrenalina estaria ativando a maquinaria neoglicogénica. O figado possui 3 receptores
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adrenérgicos que desencadeiam diferentes transducGes de sinais capazes de ativar a
neoglicogénese: 0s AR B2, que levam a ativacdo do AMPc, 0s AR al, 0s quais estdo associados
as vias mobilizadoras de Ca?" intracelular e os o2, que poderiam levar a sinalizagio de JNK
(GOLDSTEIN; HAGER, 2018; ROSSI et al., 2018).

A via canbnica do AMPc foi investigada por meio do estado de fosforilacdo de
substratos de PKA, como indicativo da atividade dessa quinase, bem como por residuos
especificos da LKB1 e das HDACs de classe Il. Os dados do estado de fosforilagdo dessas
proteinas indicam que a via AMPc/PKA esté ativa em figado de animais inervados, em resposta
ao estresse térmico. De forma concordante, Habara (1989) demonstrou que, em ratos
aclimatados ao frio, ocorre aumento do AMPc hepaético. Entretanto, o presente estudo mostra
que ndo houve modulacdo dessa via pelo componente simpatico. Apesar da fosforilacdo da
HDACY7 ser modulada pela simpatectomia no frio, ndo se pode concluir de forma definitiva que
0 SNS foi capaz de modular a via AMPc/PKA, uma vez que foi a Unica alteracdo encontrada
dentre varios parametros avaliados.

Apesar dos dados indicarem que a via do AMPc/PKA ndo participa da resposta da
neoglicogénese mediada pelo simpatico, é importante lembrar que essa mesma via € a
responsavel pelos efeitos génicos hepaticos do glucagon, cuja concentracdo plasmatica esta
aumentada em resposta ao frio, tanto em animais inervados como nos simpatectomizados. Esses
resultados estdo de acordo com o estado de fosforilacdo do Ser'’* CRTC-2, discutidos
anteriormente, e reforcam a ideia de que o estresse térmico, independentemente da ativacéo
simpatica, aumentou a secrecdo do glucagon e este hormdnio levou a ativacao hepatica da via
de sinalizacdo da PKA que, por sua vez, inibiu SIK e facilitou a defosforilagéo e ativacdo do
CRTC-2 e, possivelmente, também de CREB (ver figura 11). A possibilidade do glucagon ter
ativado CREB, tanto nos animais inervados como nos simpatectomizados, poderia explicar
porque a simpatectomia nao aboliu completamente a atividade transcricional de CREB avaliada
nos animais CRE-luc.

Para investigar a participacdo de vias de sinalizagio associadas ao Ca?*, avaliou-se,
inicialmente, os substratos de PKC, uma proteina que € ativada pelo aumento intracelular desse
segundo mensageiro. Os dados mostram que esses substratos foram bastante fosforilados em
resposta ao frio indicando maior atividade desta quinase, a qual também foi modulada pelo
simpatico, uma vez que este efeito é bloqueado em figado de animais simpatectomizados. A
ativacdo da PKC pela noradrenalina é provavelmente um efeito decorrente do aumento do
contetido citosolico de Ca?* promovido pelo acoplamento desse neurotransmissor aos ARs al

e a consequente ativacdo da Fosfolipase C. Ha evidéncias farmacologicas de que esta acdo
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adrenérgica leva a ativagdo da neoglicogénese. Taylor, Reinhart e Bygrave (1983)
demonstraram que a estimulacdo do receptor al por diferentes agonistas aumentava o influxo
de Ca?* e o fluxo da neoglicogénese em figado de ratos. Em seguida, Shiota, Tanaka e Sugano
(1985) demonstraram que a perfusédo de figado de ratos aclimatados ao frio com noradrenalina
e fenilefrina (agonista al) aumentou a neoglicogénese, sendo essa resposta reduzida em meio
sem Ca®" ou com fentolamina (antagonista a nio seletivo). Eles ainda observaram que a
estimulacdo com glucagon néo foi capaz de aumentar a neoglicogénese, apds 5 e 10 dias de
exposicao de frio. Chu et al. (2000) também observaram que a administragdo exdgena de
noradrenalina em cdes ativava a neoglicogénese hepética e que este efeito era inibido por
antagonistas dos ARs a e al. Apesar de todas essas evidéncias, 0s mecanismos moleculares
envolvidos na ativacdo da neoglicogénese pela ativacdo simpatica dos AR ol ainda
permanecem desconhecidos.

Para avancar nessa questdo, avaliou-se no presente estudo o estado de fosforilagcdo da
CaMKII, uma proteina que sabidamente fosforila e ativa CREB em situagdes de mobilizagdo
intracelular de Ca?*. Nossos dados mostram que o estresse térmico foi capaz de estimular tanto
a fosforilagdo de CaMKII assim como as HDACSs de classe 11 em residuos fosforilados por esta
quinase, sendo todos esses efeitos abolidos pela simpatectomia.

Com base nesses resultados, é possivel sugerir que a noradrenalina liberada pelos
nervos simpaticos, em resposta ao frio, atue predominantemente via AR a/ levando ao aumento
no contetdo citosélico de Ca?*. Por sua vez, o Ca?* pode ativar a CaMKII e com isso promover
a fosforilagdo de CREB (HAUS-SEUFFERT; MEISTERERNST, 2000) e dar assim inicio a
expressdo de genes relacionados a neoglicogénese. Essa atividade transcricional seria
amplificada pelo recrutamento nuclear do Ser?’> CRTC-2 (ver figura 13 e 17).

Embora se saiba que a noradrenalina possui maior afinidade aos AR al quando
comparados aos B2 (ZAIA, 2009), e possivel que ela também ative os ARs a2. Em um estudo
recente, Rossi et al. (2018) demonstraram que 0s ARS o2 hepaticos podem ativar a
neoglicogénese por uma via independente de AMPc e Ca?*, provavelmente envolvendo a
ativacdo de JNK. Portanto, para averiguar indiretamente se os efeitos do estresse térmico na
producéo de glicose hepatica “de novo” envolveriam a participacdo do AR o2 foi avaliado o
estado de fosforilagdo de JNK. Apesar dos dados mostrarem que a exposi¢do ao frio, por 3
horas, ativa essa quinase, ndo ocorreu modulagcdo da mesma pela simpatectomia, sugerindo
assim que a hiperglicemia causada pela ativacdo simpatica induzida pela exposi¢do ao frio

nao envolve a participacdo dos ARs 2.
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Um dos objetivos desse estudo foi também investigar o mecanismo classico de
regulacdo do programa da neoglicogénese que ocorre pelo fator transcricional FoxO.
Diferentemente de CREB, FoxO possui diversos tipos de regulacbes covalentes (diferentes
sitios de fosforilacdo e acetilagdo) que determinam a sua translocacdo entre o nucleo e o
citoplasma.

A AKT é uma enzima chave na acdo da insulina que é responsavel pela inibicdo de
FoxO1/3 por meio de mecanismos de fosforilagdo. Nossos dados mostram que a ativacao de
AKT foi reduzida pelo estresse térmico, como é possivel observar pela reducdo da sua
fosforilagdo no figado dos animais inervados e simpatectomizados. Resultados semelhantes
foram relatados por Sepa-Kishi et al. (2018), em resposta ao estresse crénico em ratos, onde
observaram reducao da sinalizacdo de AKT e consequente aumento da expressao de FoxO1. A
inativagdo da AKT foi provavelmente resultante da reducdo da insulinemia e, sem ddvida,
contribuiu para a defosforilagdo e consequente ativacdo de FoxO1/3, um efeito que também néo
foi modulado pelo simpético. E possivel observar que além de FoxO1 estar menos fosforilado
no frio, o0 modelo de estresse térmico foi capaz de aumentar o contetdo total dessa proteina.
Resultados semelhantes foram relatados por Sepa-Kishi et al. (2018) em situacdo de estresse
cronico. Além da baixa insulinemia é possivel que as altas concentracdes de corticosterona
tenham levado a maior ativacdo de FoxO, uma vez que se sabe que este hormonio interfere
negativamente na sinalizacdo e fosforilagdo da AKT e aumenta diretamente a expressao e
atividade nuclear de FoxO (KUO et al., 2015). O aumento do contetdo hepéatico de FoxO1 em
resposta ao frio pode ser fisiologicamente importante ndo apenas para a ativacdo da
neoglicogénese, mas também para adaptagdes ao estresse térmico relacionadas ao metabolismo
hepatico de lipidios e proteinas (LEE; DONG, 2017).

Além do classico controle inibitério de AKT sobre FoxO, Ozcon et al. (2012)
demonstraram que a via de Ca?", por meio da mobilizacdo de CaMKII, e consequente
fosforilagéo e ativacdo de P38 consegue ativar FoxO1 e aumentar a neoglicogénese, em resposta
ao glucagon. Entretanto, a analise dos dados de animais inervados sob estresse térmico
demostra que a P38 ndo foi ativada em nosso modelo experimental.

Outra possibilidade de modulagdo de FoxO ¢é por acetilacdo. Mihaylova et al. (2011)
demonstraram que as HDACs deacetilam FoxOl e com isso aumentam sua atividade
transcricional. Os dados de fosforilagdo das HDACs nos residuos de PKA sugerem que estas
enzimas estéo ativadas nos animais expostos ao frio por 6 horas o que condiz com a reducéo do
estado de acetilacdo de FoxO1 encontrado no mesmo tempo. Entretanto, a simpatectomia ndo

modulou o estado de fosforilacdo das HDACs e nem a acetilacdo de FoxOL1.
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Portanto, o conjunto desses dados nos permite sugerir que, muito embora FoxO esteja
sendo recrutado pelo estresse térmico por meio da reducdo da via de AKT, bem como por
mecanismos de deacetilacdo, este fator transcricional ndo parece estar envolvido na ativacao
da neoglicogénese induzida pelo SNS, uma vez que a simpatectomia néo foi capaz de modular
0 seu padréo de fosforilagao ou acetilagéo.
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Figura 17. Mecanismo proposto de ativacao do programa génico da neoglicogénese hepética pela
inervacdo noradrenérgica, durante o estresse térmico em camundongos. Descri¢do da figura no
texto. Seta tracejada indica relagdo indireta; seta continua, relacdo direta. Fonte: autor.
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6. Conclusoes

Com objetivo investigar a participacdo de CREB/CRTC-2 na ativacdo da maquinaria
génica da neoglicogénese hepatica induzida pela inervacao noradrenérgica, durante o estresse
térmico agudo (4°C), experimentos foram conduzidos em camundongos inervados e
simpatectomizados. Os resultados mostraram que:

1. a arquitetura da inervacdo noradrenérgica em figado de camundongos é restrita a
vasculatura desse tecido, formando uma espécie de rede/teia ao redor dos vasos;

2. a exposicdo ao frio ativa a inervacdo noradrenérgica hepatica e promove aumento da
glicemia, muito provavelmente decorrente da estimulacdo do programa génico da
neoglicogénese;

3. aatividade transcricional de CREB é estimulada pela inervacdo noradrenérgica hepatica,
durante o estresse térmico;

4. aativacdo de CREB pelo SNS é provavelmente mediado pela CaMKII, uma enzima que
é ativada em resposta ao aumento do Ca?* intracelular provocado pela estimulacio dos
ARs al, durante o estresse térmico;

5. ainervacao noradrenérgica em resposta ao frio é capaz de ativar CRTC-2 por meio da
desfosforilacdo do residuo de Ser?”®, um residuo modulado preferencialmente pela
calcineurina fosfatase.

6. embora FoxO seja ativado no figado de camundongos expostos ao frio, ele ndo parece

participar da ativacdo génica da neoglicogénese induzida pela inervagdo noradrenérgica.
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