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“Seja forte e corajoso, porque vocé conduzira esse povo para herdar a terra
gue prometi sob juramento aos seus antepassados.

Somente seja forte e muito corajoso! Tenha o cuidado de obedecer a toda a
lei que o meu servo Moisés lhe ordenou; ndo se desvie dela, nem para a
direita, nem para a esquerda, para que vocé seja bem-sucedido por onde
guer que andar.

N&o deixe de falar as palavras deste Livro da Lei e de meditar nelas de dia e
de noite, para que vocé cumpra fielmente tudo o que nele esta escrito. S6
entdo os seus caminhos prosperaréo e vocé sera bem-sucedido.

N&o fui eu que lhe ordenei? Seja forte e corajoso! Nao se apavore, nem se
desanime, pois, o Senhor, o seu Deus, estara com vocé por onde vocé
andar.”

(Josué 1:6-9)



RESUMO

A melanopsina (OPN4) é um fotorreceptor e termo sensor cuja expressao é
observada em varios 6rgéos e tecidos, sendo o coragéo altamente expresso. Além
disso, a expressao dos canais de potencial receptor transitorio (TRP) parece estar
associada a expressdo de OPN4 na retina e supostamente no coracao. Partimos da
hipétese que a OPN4, juntamente com o0s canais TRP no coracdo, atuam
monitorando as varia¢des de temperatura interna através do sangue proveniente dos
pulmdes, possivelmente promovendo a liberacdo e expressao de seus principais
horménios, os peptideos natriuréticos (NPs). Fatores como a temperatura do
ambiente e alimentacdo desiquilibrada, prejudicam a homeostase cardiaca,
causando efeitos prejudiciais na sua estrutura e fungdo, potencialmente
desencadeando doencgas cardiovasculares. Portanto, o objetivo do estudo é avaliar
os efeitos da exposicdo ao frio e a auséncia do canal TRPA1 sobre a expresséo
génica de Opn4, Trpvl, Trpal, Trom8, Nppa e Nppb, em atrios e ventriculos do
coragcdo de camundongos alimentados com high-fat diet. Foram utilizados 24
camundongos machos C57BL/6J e Trpal KO, divididos em 4 grupos experimentais e
expostos a temperaturas de 30°C e 22°C. Os resultados de PCR quantitativo
indicaram que a expressao de Opn4 nos atrios, a 30°C foi reduzida no grupo Trpal
KO, em 22°C houve aumento na expressdo do gene no mesmo grupo e, em
ventriculos ndo apresenta diferencas significativas. Quanto aos canais TRP, no gene
Trpvl ndo encontramos diferencas significativas. Trpal atrios ndo houve diferencas
significativas, ventriculos a 22°C indicaram reducdo na expressao. Trpm8 atrios, a
30°C temos reducdo da expressao do gene no grupo Trpal KO, a 22°C resultou em
redugcé@o na expressao em camundongos C57BL/6J, enquanto, que no grupo Trpal
KO, houve aumento da expressdo. Ja em ventriculos, a 30°C resultou em aumento
na expressao de Trpm8 no grupo Trpal KO e, em C57BL/6J aumento na expressao
a 22°C. Nos NPs, a expressao de Nppa nao apresentou diferencas significativas.
Nppb em atrios, indicou redugdo na expresséo a 22°C, tanto em C57BL/6J como
Trpal KO. Ja em ventriculos, Nppb ndo apresentou diferencas significativas.
Podemos concluir que a OPN4 e os canais TRP possivelmente possam estar
atuando como termo sensores no coragao, e as flutuacdes de temperatura afetam a

expresséo dos NPs nas camaras cardiacas.



Palavras-chave: Canais TRP; Coracdo, Exposicdo ao frio; High-fat diet;

Melanopsina; Peptideos natriuréticos.



ABSTRACT

Melanopsin (OPN4) is a photoreceptor and thermosensor whose expression is
observed in various organs and tissues, with the heart being highly expressed.
Furthermore, the expression of transient receptor potential (TRP) channels appears
to be associated with OPN4 expression in the retina and putatively in the heart. We
start from the hypothesis that OPN4, together with TRP channels in the heart, act by
monitoring variations in internal temperature through blood from the lungs, possibly
promoting the release and expression of its main hormones, natriuretic peptides
(NPs). Factors such as environmental temperature and an unbalanced diet impair
cardiac homeostasis and have harmful effects on its structure and function,
potentially triggering cardiovascular diseases. Therefore, the objective of this study
was to evaluate the effects of cold exposure and the absence of the TRPA1 channel
on the gene expression of Opn4, Trpvl, Trpal, Trpm8, Nppa, and Nppb in the atria
and ventricles of the heart of mice fed a high-fat diet. 24 male C57BL/6J and Trpal
KO mice were used, divided into 4 experimental groups, and exposed to
temperatures of 30°C and 22°C. The results of quantitative PCR indicated that the
expression of Opn4 in the atria at 30°C was reduced in the Trpal KO group, whereas
at 22°C, there was an increase in gene expression in the same group and, in the
ventricles, there were no significant differences. As for TRP channels, in the Trpvl
gene we did not find significant differences. Trpal atria there were no significant
differences, ventricles at 22°C indicated a reduction in expression. Trpm8 atria, at
30°C we have a reduction in gene expression in the Trpal KO group, at 22°C it
resulted in a reduction in expression in C57BL/6J mice, while in the Trpal KO group,
there was an increase in expression. In the ventricles, 30°C resulted in an increase in
Trpm8 expression in the Trpal KO group and, in C57BL/6J, an increase in
expression at 22°C. In NPs, Nppa expression did not show significant differences.
Nppb in the atria indicated reduced expression at 22°C in both C57BL/6J and Trpal
KO mice. In the ventricles, Nppb levels did not show significant differences. We can
conclude that OPN4 and TRP channels may act as thermal sensors in the heart, and

temperature fluctuations affect the expression of NPs in the heart chambers.

Keywords: TRP Channels; Heart, Exposure to cold; High-fat diet; Melanopsin;

Natriuretic peptides.
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCVs) tém despertado uma crescente
preocupacdo no campo da saude publica devido a sua ampla gama de condi¢des
patologicas, como a doencga arterial coronariana, o acidente vascular cerebral (AVC)
e a insuficiéncia cardiaca (ALAHMAD et al.,2023). Essas enfermidades s&o
amplamente reconhecidas como uma das principais causas de morbidade e
mortalidade em escala global (FAN et al.,2023).

Nossa pesquisa aqui apresentada estd vinculada ao projeto tematico
“Derrubando um paradigma? Melanopsina, um fotopigmento candnico, atuando
como sensor para ajuste do relégio em 6rgados nao expostos a luz, e sua possivel
interacdo com canais TRP: estudo transdisciplinar envolvendo aspectos fisiolégicos
e patologicos” sob coordenacdo da professora Dra. Ana Maria de Lauro Castrucci
(USP) e financiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
(FAPESP) sob o processo: 2017/24615-5, cujo o professor Dr. Mauro César Isoldi
(UFOP) se encontra como professor associado. Resumidamente, a hipotese deste
tematico € que a melanopsina (OPN4) juntamente com os canais de potencial
receptor transitorio (TRP), ambos expressos no corag¢do, monitoram entre outros
possiveis sinais, a variacdo da temperatura interna e o metabolismo local, levando a
secrecao de fatores natriuréticos que atuam estimulando a termogénese nos tecidos
adiposos branco e marrom. Pergunta-se, quais 0s ajustes nesse sistema em
extremos metabdlicos: obesidade e caquexia por cancer.

Desde a descoberta da OPN4 em 1998 pelo grupo de pesquisa de Ignacio
Provencio e Mark Rollag, nos EUA, investigacOes a respeito do papel dessa opsina
vém sendo realizadas. Dentre as suas fun¢des, temos a candnica de fotorreceptora
(PROVENCIO; ROLLAG; CASTRUCCI, 2002), e sua funcdo como um termo sensor
(MORAES et al.,2017), sendo sua expressao ja localizada em diversos 6rgaos e
tecidos. Dentre os 6rgaos mencionados “cegos” (por nao receberem luz), o coragéao
e o] que mais expressa OPN4 (Projeto Encode,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?Db=gene&Cmd=DetailsSearch&Term=30044),
apresentando também uma robusta expressao de canais TRP (YUE et al.,2015).

Frente a essas analogias, o presente estudo levantou a hipotese de que o
coracao possa estar atuando como um termo sensor, devido a interacdo de OPN4 e
0os canais TRP. Sugerimos que essa interacdo ocorra devido a recepcdo de
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temperatura do fluxo sanguineo advindo da circulacdo sistémica (periferia) e da
circulacao pulmonar (trato respiratorio). Somado a essas flutuacbes de temperatura,
0 coracdo interpretard levando a liberacdo e expressdo de seus principais
hormonios, os peptideos natriuréticos (NPs), afim de contribuirem para o ajuste do
metabolismo local, além de sua acdo termogénica. Perguntou-se o quanto esse
sistema estaria alterado na auséncia do canal TRPAL1 em animais no extremo
metabdlico alimentados por high-fat diet (HFD).

Estas investigacbes foram realizadas no coragcdo de camundongos
alimentados com HFD e submetidos a 22°C (desafio ao frio)) em comparacdo com
seu controle em termoneutralidade (30°C). A zona de termoneutralidade na qual se
insere 30°C (é representada pelo animal ndo estd nem ganhando nem dissipando
calor), foi determinada através de andlises oriundas do tematico por calorimetria
indireta. Quanto a temperatura de 22°C, representa-se em desafio ao frio quando
comparada a de 30°C, o que podera causar alteracdes fisioldégicas neste 6rgao
sendo influenciadas pela recepcéo de temperatura tanto por OPN4 como pelo canal
TRPAL.

A literatura evidencia que tanto o frio quanto o consumo de dietas ricas em
gorduras apresentam efeitos prejudiciais para o coracdo e o metabolismo (LIU et
al.,2023a; KOLLERITSCH et al.,2023), resultando em alteracdes na expressao de
genes e hormdnios que, por sua vez, afetam a funcao e a estrutura cardiaca (CHEN
et al.,2022).

Nesse contexto, por meio deste estudo foi possivel investigar os efeitos da
exposicao ao frio e da auséncia do canal TRPAL sobre a expressdo de OPN4,
canais TRP e NPs no coracdo de camundongos alimentados com HFD.
Considerando o aumento das DCVs como principal causa de morbidade e
mortalidade global, o coracdo torna-se o Orgdo central de interesse nessas
investigacdes relacionadas a condicdes metabdlicas. A compreensdo de como a
exposicao ao frio pode modular a expressao génica do coracdo em um contexto de
dieta pouco saudavel pode oferecer insights relevantes para o desenvolvimento de
estratégias preventivas e terapéuticas para DCVs associadas a obesidade e outros

fatores de risco.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CORACAO

E de conhecimento geral que o coracdo é um 6rgéo responsavel por bombear
0 sangue no organismo, fornecendo oxigénio e nutrientes essenciais para os tecidos
do corpo (DE OLIVEIRA et al.,2020). Anatomicamente, o coracdo € composto por
quatro camaras distintas: atrio esquerdo, ventriculo esquerdo, &trio direito e
ventriculo direito (WANG; HILL, 2010).

Os atrios direito e esquerdo sdo responsaveis por receber o sangue dos
tecidos corporais e dos pulmdes respectivamente, atuam como reservatorios
temporarios, permitindo o acumulo de sangue antes de ser bombeado para o0s
ventriculos (AIRES, 2018 p.433). Por sua vez, os ventriculos sao responsaveis por
ejetar o sangue para as artérias. O ventriculo direito impulsiona o sangue com
diéxido de carbono para os pulmdes para que seja realizada a troca gasosa. Ja o
ventriculo esquerdo recebe o sangue oxigenado rico em nutrientes, advindo do atrio
esquerdo, e o ejeta para a artéria aorta (SILVERTHORN, 2017 p.443-446).

Além das camaras cardiacas, 0 coracao possui valvulas que se fecham e se
abrem devido as mudancas na pressao, que desempenham um papel fundamental
na prevencdo do retrocesso do sangue durante o processo do ciclo cardiaco
(MATHEW; KANMANTHAREDDY, 2022). As valvulas mitral e tricispide séo
chamadas de valvulas atrioventriculares devido a sua localizacao entre os atrios e 0s
ventriculos, cuja principal funcdo é impedir o fluxo sanguineo retrégrado para os
atrios durante a sistole ventricular. Por outro lado, as valvulas aértica e pulmonar séo
conhecidas como valvulas semilunares, que se localizam entre os ventriculos e as
artérias, cuja funcdo € impedir o fluxo sanguineo retrogrado para os ventriculos
durante a diastole (VACA; BORDONI, 2022).

As diastoles e sistoles podem ser conceituadas como as fases de
relaxamento e contragdo cardiacas, respectivamente, e sabe-se que tais
mecanismos se alteram de acordo com as mudangas na pressao recebendo e
ejetando o sangue ao longo de todo o ciclo cardiaco (BONNEMAIN, DEL NIDO;
ROCHE, 2022). Ainda sobre o contexto da circulagdo sanguinea do coracgdo, as

veias desempenham a funcdo de transporte do sangue em direcdo ao 6rgao,
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enquanto as artérias possuem a tarefa de distribui-lo (MOHRMAN; HELLER, 2007
p.21-23).

Deste modo, a coordenacdo sinérgica entre as quatro camaras cardiacas
desempenha um papel fundamental para assegurar um fluxo sanguineo apropriado
e uma eficiente distribuicdo de oxigénio e nutrientes em todo o organismo. Assim, a
adequada funcionalidade desse 0Orgao ressalta a significancia intrinseca dessas
estruturas na preservacdo da saude cardiovascular e no correto desempenho
fisiologico do organismo (SILVERTHORN, 2017 p.437-438).

Visto que a boa funcionalidade cardiaca e a homeostase do organismo sdo
essenciais para a qualidade de vida, como ja reconhecido na literatura habitos
prejudiciais a saude, tais como o0 sedentarismo, a ingestdo de dietas inadequadas, o
consumo de alcool e o tabagismo, sdo fatores de risco significativos associados ao
desenvolvimento de DCVs (GRUZDEVA et al., 2022). Essas condi¢cfes patologicas
impactam negativamente o sistema cardiovascular, figurando como importantes
causas de morbidade e mortalidade em escala global (TSAO et al., 2023).

Sendo assim, em pesquisas que envolvem metabolismo e DCVs o0s
camundongos C57BL/6J s&o uma das linhagens mais utilizadas, por se tratarem de
um modelo cuja funcionalidade do coracdo mais se assemelha aos outros
mamiferos, incluindo os seres humanos (FUCHS et al., 2018).

O coracdo €é composto por diferentes tipos de células, incluindo
cardiomidcitos, células endoteliais, células musculares lisas e fibroblastos cardiacos,
cada uma desempenhando um papel especifico na contratilidade, conducéo elétrica
e manutencao do tecido cardiaco (GERALD; DORN, 2010; BERS, 2002).

Enfim, o coracdo é um 6rgdo vital responsavel pela circulacdo sanguinea e
pela manutencdo da homeostase do organismo (GILSBACH et al., 2014). Para
desempenhar suas funcdes de maneira eficiente, o coracdo depende de uma
complexa rede de genes e horménios que regulam tanto sua estrutura quanto sua
funcdo (ROOIJ; OLSON, 2007).

2.2 EXPOSICAO AO FRIO E CORACAO

A temperatura do ambiente exerce forte influéncia sobre os organismos vivos,

como por exemplo no metabolismo, afetando 0s processos bioquimicos,
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sobrevivéncia, reproducdo, desenvolvimento e taxa de crescimento (HUDA et al.,
2022).

Para se adaptarem a variacdes de temperatura, 0s organismos vivos utilizam
alguns processos, como exemplo: aclimatacdo e adaptacdo genética (COLLIER et
al., 2018). A aclimatacdo envolve mudancas reversiveis na expressao de genes ou
na atividade enzimatica, permitindo que 0s organismos se ajustem a novas
condicBes térmicas. Por outro lado, organismos nos quais surgem caracteristicas
gue aprimoram seu desempenho em determinadas faixas de temperatura, sofrerdo a
selecdo natural (CHAO et al., 2020; SENGUPTA; GARRITY, 2013; FRANKS;
HOFFMANN, 2012).

A literatura tem evidenciado que a exposi¢cdo a ambientes frios provoca uma
série de modificagBes no organismo humano e animal. O estresse causado pelo frio
acarreta consequéncias, incluindo mudancas no metabolismo energético, sistema
neuroenddcrino, imunidade, sistemas antioxidantes, comportamento e emocéao (HU;
LIU; LI, 2022). Quando exposto ao frio, 0 organismo responde com vasoconstricao,
uma répida reducdo da temperatura periférica e uma intensa contracdo dos vasos
sanguineos nas extremidades, abrangendo todo o organismo nesse processo,
incluindo o coracdo (CASTELLANI; TIPTON, 2015).

O coracdo é um oOrgao que sofre com as variacdes de temperatura, em
condi¢cdes que é exposto ao desafio de frio, afeta-o negativamente (GIBB; HILL,
2018). Essa condicdo pode ser identificada por danos em sua estrutura e funcao,
perturbacdes no metabolismo, aumento do estresse oxidativo, inflamacdo e
apoptose (PORTES et al., 2023).

Como jA& mencionado, a exposicdo imediata ao frio pode induzir
vasoconstricdo que, por sua vez, esta associada ao desenvolvimento de hipertensao
e hipertrofia cardiaca; no entanto os efeitos especificos desses processos na
pressédo arterial ainda necessitam de investigacéo adicional (RUPEREZ et al., 2022).
Além disso, estudos tém demonstrado que o frio, além de afetar adversamente a
funcdo cardiaca, representa um fator de risco para ocorréncia de DCVs, como o
infarto do miocardio, AVC (SHETH et al.,1999), e fibrilacdo atrial (NGUYEN et al.,
2015; LUO et al., 2022). Em paises como a Coreia do Sul, Japao, Estados Unidos,
Alemanha, dentre outros, estudos epidemioldgicos demonstraram que no periodo de
inverno aumenta o risco de AVC (GAO et al., 2019; VAICIULIS et al., 2023).
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A exposicao prolongada a temperaturas frias pode resultar em consequéncias
adversas e prejudiciais ao sistema cardiovascular a longo prazo (GIBELIN, 2015).
Estudos indicam que individuos que residem em regides caracterizadas por climas
frios apresentam uma probabilidade elevada de desenvolver enfermidades
cardiovasculares (FAN et al.,, 2023). Alids, a exposicdo a temperaturas
extremamente frias pode desencadear a ocorréncia de fenbmenos como a formacgéao
de trombos, aumentando de maneira significativa o risco de complicacbes
cardiovasculares (KEATINGE et al., 1984).

Pesquisadores conduziram um estudo com camundongos C57BL/6J e
observaram que a exposicdo ao frio provoca lesdo cronica do miocardio além de
desencadear uma série de respostas patoldgicas, incluindo estresse oxidativo,
apoptose celular, inflamacao e piroptose, as quais contribuiram para a ocorréncia de
lesdo cardiaca (LV et al., 2023).

Portanto, é importante destacar que a exposicado ao frio, tanto em periodos
curtos quanto longos, pode ocasionar modificacdes significativas nos organismos
vivos, especialmente no coracao, resultando em remodelamento cardiaco que afeta
negativamente a estrutura e a funcéo deste 6rgdo. Além disso, essa exposi¢cdo pode
promover o desenvolvimento de DCVs. Assim, é fundamental compreender e
explorar os mecanismos subjacentes a fim de identificar estratégias eficazes para

prevenir e tratar tais complicacdes decorrentes da exposi¢cao ao frio.

2.3 HIGH-FAT DIET E CORACAO

O consumo de HFD encontra-se diretamente relacionado ao aumento da
incidéncia de DCVs conforme vem sendo demonstrado pela literatura (CHEN, 2020).
Essa ingestdo alimentar estd associada a diversas DCVs, incluindo, aterosclerose,
hipertensdo arterial, doenca cerebrovascular e doenca cardiaca coronaria
(JAYACHANDRAN; CHUNG; XU, 2019). Logo, o excesso de gordura sobrecarrega o
sistema cardiovascular, resultando em elevacédo da pressao arterial, bem como na
propensdo a formacédo de placas nas artérias, o que pode culminar em eventos
cardiacos agudos, como infarto do miocardio ou AVC (WALI et al., 2020).

Levando-se em consideragdo esses aspectos, as DCVs estao
intrinsecamente relacionadas ao estilo de vida das pessoas, constituindo um fator

significativo para o desenvolvimento dessas enfermidades (KUNDAPUR et al.,
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2022). Nesse contexto, a ado¢ao de uma dieta equilibrada, composta por alimentos
naturais e nutritivos, tem sido amplamente correlacionada a uma reducéo do risco de
incidéncia das DCVs e a uma melhora geral na qualidade de vida dos individuos
(NAWSHERWAN et al., 2022). Chaiwong e colaboradores (2021) constataram que o
p6 de amoras secas (pFSA) foi capaz de neutralizar patologias no metabolismo e no
sistema cardiovascular em camundongos submetidos ao consumo de HFD, incluindo
reducdo do ganho de peso, acumulo de gordura visceral, niveis de glicose e lipidios
no sangue, espessura da parede arterial e cardiaca, além de atenuar a deposicéo de
lipidios no figado. Sugerem que o pFSA pode ser uma estratégia terapéutica eficaz
no tratamento dessas doencas, complementando a adocdo de habitos alimentares
saudaveis (CHAIWONG et al., 2021). Portanto, temos que o estilo de vida, em
especial a alimentagdo, desempenha um papel importante na promoc¢ao de uma
melhor qualidade de vida e na prevencao do surgimento de DCVs.

A ingestdo de HFD tem impactos significativos e adversos na saude
cardiovascular, resultando em anomalias cardiacas e obesidade (ZHU et al., 2023).
Esses impactos incluem disfuncdo cardiaca, inflamacdo e estresse oxidativo,
acumulo de gordura no coracao e disfuncdo endotelial (IZAR et al., 2021). Diante
disso, é crucial considerar que o consumo de gorduras constitui um elemento de
relevancia que requer monitoramento, a fim de possibilitar o controle efetivo e a
prevencao no desenvolvimento de DCVs.

O coracdo pode acumular gordura em trés regides sendo o tecido adiposo
epicardico (TAE), tecido adiposo paracardico (TAP) e gordura pericardica
(GUTIERREZ-CUEVAS et al., 2021). Essas observacdes estdo diretamente
relacionadas com o surgimento de DCVs, enfatizando-se a importancia do tecido
adiposo perivascular, que engloba o TAE adjacente as artérias coronarias, bem
como conglomerados de gordura em torno da aorta e das artérias de pequeno e
médio calibre (CHISTIAKOV et al., 2017). A propor¢cdo de TAE se encontra
correlacionada com o fator de obesidade visceral e, conforme a literatura, adipocitos
perivasculares apresentam aumento na expressdo de diversos vasoconstritores,
como resistina, angiotensina Il e quemerina (JIA; JIA; SOWERS, 2016). Dentre os
efeitos adversos decorrentes do aumento de TAE no tecido cardiaco, podemos
mencionar a calcificacdo coronariana, compressao natural, formacdo de placas
ateromatosas, expressao de hormonios cardioativos e acidos graxos livres, além da

expressao de adipocinas pro-inflamatorias, o que resulta em alteragcdes morfoldgicas
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(como a hipertrofia do ventriculo esquerdo) e disfuncionais mal adaptativas no
coracdo (GUTIERREZ-CUEVAS et al., 2021; KOSMALA; SANDERS; MARWICK,
2017).

Com base nas consideracdes expostas, € possivel afirmar que uma dieta
caracterizada por alto teor de gorduras acarreta efeitos prejudiciais e adversos ao
funcionamento e a estrutura cardiaca. Esses efeitos comprometem a capacidade
adequada de desempenho cardiaco e se correlacionam com o surgimento de DCVs,
evidenciando assim, a necessidade continua pela busca de novas pesquisas e

métodos que contribuam para a compreensao desse tema.

2.4 PEPTIDEOS NATRIURETICOS

Os NPs sao hormodnios sintetizados e secretados pelas células cardiacas
conhecidas como cardiomidcitos. Esses peptideos exercem uma variedade de
efeitos sistémicos abrangentes, que vao desde a regulacao da presséao arterial até a
modulacdo do metabolismo de glicose e lipidios (SHI et al., 2021). As propriedades
cardiometabdlicas desses NPs sao diversas e incluem a promocéo da vasodilatacao,
aumento da excrecdo de Na*, inibicdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA) e estimulo a mobilizacdo e oxidacdo de lipidios. Além disso, também estéo
associados ao browning dos adipécitos brancos e ao aprimoramento da
sensibilidade a insulina (SARZANI et al.,2022).

Os NPs possuem a capacidade de exercer atividades paracrinas e autocrinas
no tecido cardiaco, desempenhando um papel importante na prevencdo de
condicbes adversas, como hipertrofia, fibrose, arritmias e cardiomiopatias
(RUBATTU et al., 2019). Portanto, desempenham um papel crucial na preservagao
da saude cardiovascular, atuando como agentes protetores contra o
desenvolvimento de doencas cardiacas (CALVIERI; RUBATTU; VOLPE, 2011).

Os primeiros estudos envolvendo os NPs foram conduzidos por Bold e
colaboradores (1981), nos quais se estabeleceu a primeira ligacdo endocrina entre o
coracao e os rins, sendo demonstrado que o homogenato atrial em ratos resultava
em diurese e natriurese, revelando assim a existéncia do primeiro membro da familia
dos NPs, o peptideo natriurético atrial (ANP). Em seguida, o segundo membro da
familia dos NPs, o peptideo natriurético cerebral (BNP), foi descoberto em pesquisas
com cérebro suino (SUDOH et al, 1988), no entanto, estudos posteriores
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identificaram sua expressdo no coracdo, mais especificamente nos ventriculos
(MUKOYAMA et al.,1990). O terceiro membro da familia dos NPs, o peptideo
natriurético tipo C (CNP), foi descoberto em 1991 a partir de extratos de cérebro
suino, com base em sua capacidade de promover relaxamento do musculo liso
(SUDOH et al., 1990). Essas observagdes permitiram o reconhecimento do coracao
como um o6rgao endaocrino, cuja familia de hormonios inclui esses trés peptideos de
grande importancia para a funcao cardiaca (PANDEY, 2023).

Os NPs sédo produzidos a partir de proteinas precursoras contendo pré e pro-
horménios inativos. Posteriormente, ocorrem modificacdes intracelulares nos pro-
horménios (proANP e proBNP), resultando na clivagem desses precursores em suas
formas ativas, ANP e BNP, respectivamente (POTTER et al.,2009). O pré-horménio
de ANP (proANP) é predominantemente expresso em resposta ao estiramento das
paredes atriais em condi¢cBes fisiolégicas normais (SARZANI et al.,2022) e seu
armazenamento ocorre em granulos de secrecdo presentes nos cardiomiécitos.
Quando ha um aumento na pressdo sanguinea nas auriculas cardiacas devido ao
excesso de volume ou pressdo, as células atriais sdo distendidas. A liberacdo do
proANP ocorre em resposta a ativagdo dos receptores de estiramento nas células
atriais. Apos a liberacdo de proANP, a enzima corina desempenha um papel crucial
na sua conversao para a forma ativa de ANP. A corina cliva o proANP para gerar o
ANP em sua forma ativa, ou seja, circulante na corrente sanguinea (DONG et al.,
2010). Por outro lado, o pr6-horménio de BNP (proBNP) € expresso principalmente
nas camaras ventriculares (SUDOH et al.,1988). Apds estiramento nas paredes
ventriculares, proBNP é ativado e liberado. A enzima furina é responsavel para o
processo de conversédo de proBNP em BNP, essa enzima cliva o proBNP e gera o
BNP em sua forma ativa (NISHIKIMI et al.,2015). Logo, observa-se a presenca de
ANP e BNP em niveis circulantes, com sua expressao e liberacdo sendo reguladas
em resposta ao estresse mecanico (KUWAHARA; NAKAO, 2010). E fundamental
salientar que o CNP néo exibe propriedades natriuréticas e € predominantemente
sintetizado em células vasculares. Além disso, esse peptideo desempenha
principalmente um papel estimulante no crescimento dos o0ssos longos, embora
também possa exercer fungbes cuja extensdo ainda ndo é plenamente
compreendida. (PANDEY, 2005; SUGA et al.,1992).

Existem trés tipos de receptores para NPs, sendo do tipo A, B e C. NPR-A e

NPR-B séo receptores de membrana com atividade guanilil ciclase, sendo o NPR-A
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o receptor responsavel em se ligar a ANP e BNP e, o NPR-B possuindo alta
afinidade para o CNP (BENNETT et al.,1991). A interacdo dos receptores NPR-A
com o ANP e BNP resulta na geracdo intracelular do segundo mensageiro
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) (SARZANI et al., 2022). Em sua cascata
de sinalizacdo subsequente, o GMPc ativa multiplos alvos, incluindo proteinas
quinases dependentes de GMPc, canais i6nicos controlados por GMPc e
fosfodiesterases de GMPc. Tais mediadores estdo envolvidos na maioria dos efeitos
biolégicos dos NPs (GOETZE et al.,2020). A expressdo do receptor NPR-A é
observada em diversos tecidos, principalmente nos vasos sanguineos cardiacos,
tecidos adiposos, pulmdes, cérebro, rins, figado e glandulas adrenais (NAGASE et
al.,1997). Por outro lado, o receptor NPR-B é predominantemente expresso nos
0ssos e fibroblastos (SARZANI et al., 2022). O NPR-C é um receptor independente
de guanilil ciclase e funciona como um receptor de depuracdo para os NPs e sua
expressao € predominante em células endoteliais, rins e tecidos adiposos (MOYES;
HOBBS, 2019; ROSE; GILES, 2008; LEITMAN et al., 1986).

Por conseguinte, ANP e BNP sao horménios de notavel relevancia no
contexto da saude cardiovascular. A sintese desses dois horménios é mediada pelos
genes Nppa e Nppb, respectivamente, 0os quais sdo predominantemente expressos
nas camaras atriais e ventriculares do coracdo (MAN; BARNETT; CHRISTOFFELS,
2018). A deficiéncia na expressdo dos NPs esta associada a comprometimentos na
funcdo e na estrutura cardiaca, como a remodelacdo estrutural do ventriculo
esquerdo e arritmias, contribuindo para o desenvolvimento de DCVs como a
insuficiéncia cardiaca, hipertensao, infarto agudo do miocérdio, dentre outras (HALL
et al., 2021).

Conforme evidenciado pela literatura cientifica, o ANP possui como funcao
reduzir a hipertrofia cardiaca e a presséo arterial em condicdes fisiologicas normais.
Em um estudo conduzido por Forte e colaboradores (2022), foi demonstrado que a
autofagia (mecanismo de digestdo intracelular responsavel por reparar danos
citoplasmaticos, funciona como uma reparacdo celular, sendo sua ativacdo de
grande importancia para a homeostase; [LEVINE; KROEMER, 2008]) se encontra
envolvida nos efeitos protetores de Nppa em cardiomidcitos, tanto in vitro como in
vivo. Foi observado que Nppa exdgeno ativa rapidamente a autofagia por meio do
receptor NPR-A e da sinalizacdo da proteina quinase G, além de aumentar a
autofagia cardiaca em camundongos. O Nppa enddgeno, secretado pelos préprios
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cardiomiécitos em resposta a privacdo de glicose ou hipdxia, também estimula a
autofagia. Essa ativacdo da autofagia preserva a viabilidade celular, reduzindo a
hipertrofia e limitando o tamanho do infarto em modelos de isquemia-reperfusdo. Por
outro lado, a inibicdo da autofagia reverte os efeitos protetores de Nppa, enquanto a
ativagdo do fator de transcricdo EB (TFEB) estad envolvida na mediacdo desses
efeitos. Portanto, os autores sugerem que Nppa é um modulador extracelular da
autofagia no coracéo (FORTE et al., 2022).

Além disso, o tratamento exégeno com ANP auxilia no processo de
restauracdo da funcdo cardiaca e a fosforilacdo da serina-treonina quinase (Akt)
prejudicada pelo estresse de isquemia-reperfusdo em coracbes com obesidade
induzida por HFD. Ademais, é observada melhora da resisténcia a insulina e esse
efeito benéfico é acompanhado por alteracdes na ultraestrutura mitocondrial,
incluindo o acumulo de lipidios e a preservacao das cristas mitocondriais (Ol et al.,
2022).

Participando também neste sistema protetor dos NPs, encontra-se o BNP,
cuja fungcédo consiste em atuar na reducédo de cardiomiopatias e da ocorréncia de
fiborose no miocardio ventricular. Bon-Mathier e colaboradores (2022)
demonstraramque o tratamento com BNP trouxe melhorias na funcédo cardiaca e
reduziu a remodelacdo do coracdo. Além disso, o tratamento com BNP resultou em
um aumento do nimero de cardiomiécitos na area afetada pelo infarto. Os coracdes
tratados com BNP mostraram uma menor mortalidade de cardiomiécitos, além de
exibir uma maior proporcdo de células pequenas, indiferenciadas e mononucleadas.
Os efeitos do BNP em cardiomidcitos adultos foram mediados pela ligacdo ao seu
receptor NPR-A e ativacdo da via de sinalizagdo ERK/MAP quinase. De maneira
geral, os achados evidenciam os efeitos protetores do BNP ao coragdo (BON-
MATHIER et al., 2022).

Adicionalmente, a literatura demonstra que a hipertrofia e a fibrose cardiacas
sdo caracteristicas frequentemente encontradas em condi¢des patoldgicas
associadas a cardiomiopatia diabética (CD). Em um estudo realizado por Chang e
colaboradores (2023), foi comprovado que o BNP exerce efeitos benéficos na CD
em camundongos. Observou-se que, nas fases iniciais de CD houve aumento dos
niveis de BNP desempenhando um papel protetor compensatério. Ademais, o BNP
parece proteger contra danos oxidativos nas mitocondrias induzidos pela

hiperglicemia e pela CD, ativando o receptor NPR-A e protein kinase G (PKG).
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Devido a esta ativagdo resulta-se na fosforilagdo aumentada da proteina signal
transducers and activators of transcription (STAT3) e no aumento da expresséo do
gene Opal, que estd envolvido no processo de fusdo mitocondrial. Esses
levantamentos apontam que o BNP pode ser uma opgcdo promissora para a
prevencdo de disturbios cardiacos observados no diabetes, promovendo a fuséo
mitocondrial (CHANG et al.,2023).

Desta maneira, a disfuncdo na producdo ou na expressdo dos NPs podem
desencadear disturbios cardiovasculares, contribuindo para o desenvolvimento de
doencas cardiacas. Essa disfuncdo prejudica e compromete o coracéo de produzir e

liberar NPs, resultando em altera¢des na sua funcao e estrutura.

2.5 MELANOPSINA

Os ciclos de claro e escuro sao delineados por duas fases no planeta que
consistem em: periodos com temperaturas mais amenas e baixa incidéncia de
radiacdo ultravioleta (UV) e periodos com elevadas temperaturas e radiagdo UV
(GUERRERO-VARGAS et al., 2017). Segundo a teoria “Fuga da Luz” de Pittendrigh
(1993), temperaturas mais altas sdo encontradas durante a foto fase do dia e,
portanto, temperatura e luz sédo entidades ambientais que exercem pressdes
seletivas simultaneas sobre os organismos.

Como exemplo, as opsinas, que sao proteinas fotorreceptoras que tornam a
membrana plasmatica de neurbnios sensivel a luz. Estao ligadas a proteinas G e um
cromoéforo derivado da vitamina A, permitindo a transducdo da luz (LAMMEL,;
DOLEN; MALENKA, 2016). Somado a isso, a OPN4 (uma opsina néo visual) é uma
das mais estudadas pela literatura em relacdo a processos de fotorrecepcdo. Sua
expressdo tem sido objeto de investigacdo em pesquisas desde a sua descoberta
(PROVENCIO; ROLLAG; CASTRUCCI, 2002), devido a sua capacidade de detectar
tanto a luz (sem a formacgéo de imagem) e temperatura (MORAES et al.,2017). Esta
propriedade fascinante tem implicacdes significativas em diversos campos, desde a
regulacdo do ritmo circadiano até o controle do comportamento térmico dos
organismos (YUE et al.,2015).

Sabe-se que a OPN4 é uma proteina fotossensivel a luz, ligada
covalentemente ao cromoforo 11-cis-retinal (DOYLE et al.,2006). A luz estimula o

cromoforo, que sofre isomerizacdo em all-trans-retinaldeido, causando uma
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mudancga conformacional da OPN4, desencadeando uma cascata de fototransdugé&o
(WONG, 2009). A cascata de fototransducdo foi descoberta por Isoldi e
colaboradores (2005), membros do projeto tematico no qual este estudo se encontra
vinculado.

Neste processo de fototransducdo, a presenca de OPN4 estd localizada
principalmente nas células ganglionares intrinsecamente fotossensiveis da retina
(ipPRGCs) (HUGHES et al., 2016). Essas células desempenham um papel importante
na regulacdo do ritmo circadiano, que controla os ciclos de sono-vigilia, além de
outros processos fisioldgicos relacionados a luz (TAM et al.,2021). A presenca da
OPN4 permite que essas células transmitam informacdes sobre a intensidade e o
espectro da luz para o nucleo supraquiasmatico (NSQ) no cérebro, que é
responsavel pela manutencdo do ritmo circadiano (MURE, 2021). O NSQ integra
esses sinais luminosos e os transmite para o relégio central e para outros centros
nervosos e deles para os sistemas periféricos do corpo, a fim de sincronizar e
coordenar os ritmos circadianos em todo o organismo (GOPALAKRISHNAN;
KANNAN, 2021).

A literatura apresenta evidéncias que indicam uma associacdo entre a
desregulacdo dos ritmos circadianos e a ocorréncia de complicacdes de natureza
genética, fisioldgica e psicologica. Essas complicagBes incluem, entre outras, o
desenvolvimento de cancer, distdrbios do sono, DCVs e metabdlicas (MULLER;
GUIMARAES, 2007).

Estudos recentes tém demonstrado que a expressao de OPN4 é encontrada
nao apenas na retina, mas também em outros tecidos e 6rgaos, incluindo a pele, tais
descobertas sugerem que a funcdo de OPN4 vai além de fotorreceptor (SUA-
CESPEDES et al.,2023).

Com base na literatura, é possivel inferir que a expressdo de OPN4 na pele é
influenciada por fatores oscilatérios, tais como luz e temperatura (DE ASSIS;
MORAES; CASTRUCCI, 2017). A pele é considerada o maior 6rgao do corpo,
contém OPN4 em ceélulas especificas, como melandcitos e queratinécitos, que
produzem melanina e queratina, tais consideracdes indicam uma interacdo entre
pele, luz ambiente e temperatura, independentemente da transmissédo através do
sistema visual (KUSUMOTO et al.,, 2020; DE ASSIS et al.,, 2020). Além disso,

estudos conduzidos por de Assis e colaboradores (2021) apontam que a
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estimulacdo cutanea de OPN4 pode modular a producdo de melanina e até mesmo
influenciar na resposta imune da pele.

Em mamiferos, essa descoberta de que a OPN4, além de ser um
fotorreceptor sensivel a luz, é também sensivel a temperatura (PEREZ-CEREZALES
et al., 2015), encontrada em diversos 0rgdos e tecidos, ampliou as possibilidades
relacionadas a sua funcgéo.

Como mencionado inicialmente, a expressao de OPN4 no coracdo, € nossa
principal ferramenta para investigagdo neste estudo. Devido este O6rgdo ser
classificado como um “6rgdo cego”, ou seja, em que ndo ha presenga de luz,
acreditamos que essa proteina esteja exercendo sua funcdo de termo sensor neste
orgao, em interacdo com os canais TRP que sdo canais ativados por diversas faixas
de temperaturas e se encontram expressos também no coragdo (POLETINI et al.,
2015).

2.6 CANAIS TRP

A sobrevivéncia dos organismos vivos € condicionada a habilidade de
perceber e reagir de forma precisa e agil ao ambiente que o circunda (KASHIO;
TOMINAGA, 2022). A adaptacdo desses organismos as mudancas ambientais é
mediada pelos canais TRP, uma classe de proteinas de membrana integral, que
desempenham um papel essencial na interpretacdo dos estimulos ambientais
(FREICHEL et al., 2017). Os canais TRP sdo membros de uma familia de canais
ibnicos presentes em células de organismos multicelulares, incluindo mamiferos
(SAMANTA; HUGHES; MOISEENKOVA-BELL, 2018), onde desempenham papéis
importantes em diversos processos fisiolégicos. Esses canais atuam como
transdutores de sinal nas células, modulando o potencial de membrana e a
concentragdo intracelular de célcio (Ca?*). Eles sdo ativados em resposta a uma
ampla gama de estimulos, como variagcdes de temperatura, estimulos quimicos,
estresse mecanico e campos elétricos (SPEKKER; KORTESI; VECSEI, 2022).

Os canais TRP de mamiferos sao divididos em sete subfamilias com base em
sua homologia de sequéncias de aminoacidos, sendo, TRPC (candnico ou classico),
TRPV (vaniléide), TRPM (melastatina), TRPN (sem potencial mecanorreceptor C),
TRPP (policistina), TRPML (mucolipina) e TRPA (anquirina) (POLETINI et al., 2015).
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A maioria desses canais sdo permeaveis ao Ca?* com exce¢do a TRPM4 e M5 que
sdo permeaveis a cations monovalentes (YUE et al., 2015).

Foi observada a presenca de canais TRP atuando como receptores de
estimulos térmicos, apresentando diversas faixas de resposta ao seu perfil de
ativacao pela temperatura (LIU et al., 2023b). Especificamente, os canais TRPV1-4,
TRPM2 e TRPM4-5 sdo ativados por estimulos térmicos elevados, enquanto
TRPM8, TRPA1 e TRPC5 sédo ativados por estimulos térmicos frios (FOWLER,;
MONTELL, 2013).

O canal TRPV1, pertencente a subfamilia vanildide dos TRPs, foi inicialmente
identificado no final da década de 1990 como um receptor responsavel pela
deteccdo de dor e calor em seres humanos e alguns animais (CATERINA et
al.,1997). Este canal é expresso em diversos tipos de tecidos e células, como em
fioras aferentes cardiacas, células cancerigenas de diferentes tipos,
espermatozoides, entre outros (GAO et al., 2023). A ativacao do canal TRPV1 ocorre
mediante estimulos quimicos, fisicos, protons, baixo pH, capsaicina, elevadas
temperaturas (>43°C), toxinas, mediadores inflamatérios, magnésio (Mg?*), Ca?*,
dentre outros (KASHIO; TOMINAGA, 2022). Devido a sua capacidade de ser ativado
por uma ampla gama de estimulos, o canal TRPV1 € considerado um receptor
polimodal, cuja ativacdo é potencializada quando exposto a uma presenca maior
desses estimulos (BENITEZ-ANGELES et al., 2020). Wang e colaboradores (2022)
demonstraram que camundongos com hipertrofia miocérdica induzida por
sobrecarga de presséo ativaram o canal TRPV1 como um fator de protecéo para o
coracdo. TRPV1 aliviou os danos causados pela hipertrofia do miocéardio levando a
diminuicdo do diametro interno do ventriculo esquerdo ao fim das fases de sistole e
diastole, reducéo da &rea dos cardiomidcitos e melhora da funcéo mitocondrial.

O canal TRPA1, pertence a subfamilia anquirina dos canais TRP
(JAQUEMAR; SCHENKER; TRUEB, 1999), sendo um canal catibénico ndo seletivo
permeavel ao Ca?" e, consequentemente, Na* e potassio (K*) em funcdo ao
tamanho dos ions (ZYGMUNT; HOGESTATT, 2014). E considerado um receptor
polimodal devido sua ativagcdo mediada por estimulos quimicos irritantes, frio, dentre
outros. Este canal é expresso em neur6nios sensiveis a dor e outros tecidos, como o
cardiaco (MEENTS; CIOTU; FISCHER, 2019). Aubdool e colaboradores (2014)
demonstraram que camundongos expostos ao frio agudo expressaram TrpAl como

um sensor primario de frio vascular. Isso ocorreu devido a vasoconstricao inicial
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decorrente do frio mediada pela geracdo de superéxido, dependente da ativacdo de
TRPAL, o qual estimula os «2C-adrenoceptores e promove a fosforilagdo da cadeia
leve de miosina por meio da Rho-quinase, subsequentemente a ativacdo de TRPAL.
Além disso, o componente subsequente de restauracdo do fluxo sanguineo também
dependeu da ativacdo de TRPAl e foi mediado pelos neuropeptideos
vasodilatadores (CGRP - peptideo relacionado ao gene da calcitonina) e substancia
P, derivados do nervo sensorial, bem como pelo 6xido nitrico (NO), derivado da NO
sintase neuronal, nNOS. Enfim, constatando que este canal foi essencial para a
melhoria da resposta vascular durante esta exposicao.

Recentemente, tem havido um debate em relacdo a funcdo do canal TRPAL
como sensor de frio, levantando a possibilidade de sua ativacdo também em
resposta ao calor em algumas espécies, como é demonstrado no estudo de Zhang e
colaboradores (2022). Além disso, o limiar de ativacdo por determinadas
temperaturas deste canal pode variar de acordo com a espécie (WANG et al., 2023a,;
ZHANG et al., 2022), situando em humanos (17 a 20°C aproximadamente) e em
camundongos (aproximadamente 16°C) ambas as espécies apresentando ser
sensiveis ao frio. No entanto, mais estudos sdo necessarios para aprofundar nosso
conhecimento nesse campo e investigar 0s mecanismos subjacentes a ativacdo do
canal TRPA1 em diferentes condi¢des térmicas.

O canal TRPMS, pertence a subfamilia melastatina dos TRPs, demonstrando
ser permeavel ao Ca?*, Na*, K*, entre outros, sendo sua permeabilidade principal o
Ca?* (PEIER et al., 2002). Esse canal esta expresso em uma variedade de tecidos,
incluindo neurdnios sensoriais, epitélios, mudsculos e células imunes (MCKEMY;
NEUHAUSSER; JULIUS, 2002). Sua funcao esta intimamente ligada a deteccao e
transducdo de estimulos relacionados ao frio (YIN et al., 2022). A ativagédo do canal
TRPM8 ocorre em resposta a diferentes estimulos, tais como temperaturas frias
(<27°C) e compostos quimicos que evocam uma sensacdo de frescor, como o
mentol e a icilina, caracterizando-o como um canal polimodal (PLAZA-CAYON;
GONZALEZ-MUNIZ; MARTIN-MARTINEZ, 2022). Além disso, Huang e
colaboradores (2022) apresentam evidéncias de que a administracdo de mentol em
camundongos portadores de AVC isquémico resulta na ativacdo do canal TRPMS8.
Esta ativacdo demonstrou ser correlacionada com uma reducgéo significativa dos
danos causados pelo AVC isquémico nesses animais. Somado a isso, Thapa e

colaboradores (2021) constataram que camundongos expostos a condi¢des de frio
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manifestam uma elevada expressao do canal TRPM8. Esta expressdo desempenha
um papel direto na resposta de termorregulacdo em resposta a exposi¢cao ao frio no
corpo inteiro do camundongo. Ademais, o aumento dos niveis de TRPM8 apods a
exposicao ao frio parecem representar uma resposta de natureza protetora, com
vistas a ativar a elevacdo da temperatura corporal central afim de combater o
ambiente frio.

Em sintese, TRPV1, TRPAl e TRPM8 sdo expressos nho coracao e
considerados canais polimodais podendo ser ativados por diversas maneiras
(KASHIO; TOMINAGA, 2022). E importante ressaltar que as funcdes e o0s
mecanismos de ativacdo dos canais TRP ainda ndo estdo completamente
esclarecidos, 0 que indica que esse sistema € mais complexo do que se imagina
(WANG et al., 2023b).

Diante do exposto, alteracbes na expressao dos canais TRP desempenham
um papel significativo no desenvolvimento de doencas cardiometabdlicas, como
diabetes e obesidade (MORAES; WEBB; SILVA, 2021). Essas condicfes estao
frequentemente associadas a disfuncdo vascular, a qual, por sua vez, pode afetar

negativamente a fungéo cardiaca.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da exposicdo ao frio e da auséncia do canal TRPAl
sobre a expressdo de OPN4, canais TRP e NPs no coracdo de camundongos

alimentados com HFD.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Analisar em expressdo os genes Opn4, Trpvl, Trpal, Trpm8, Nppa e Nppb
em explantes de atrio e ventriculo cardiacos oriundos de camundongos C57BL/6J e
nocautes para o gene Trpal (TrpAl KO) submetidos ao desafio de frio e alimentados
com HFD.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS E DESENHO EXPERIMENTAL

Este projeto foi conduzido conforme os Principios Eticos estabelecidos pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e recebeu aprovacao dos
comités de ética da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP), sob o protocolo n®
2462300621 (ANEXO A), bem como do Instituto de Biociéncias da Universidade de
Séo Paulo (IB-USP), sob o protocolo n°® 373.

Foram utilizados 24 animais com 10 semanas de idade, sendo camundongos
machos isogénicos da linhagem C57BL/6J e camundongos TrpAl KO (ANEXO B).
Os animais foram obtidos pelo Centro de Ciéncia Animal (CCA) da Universidade
Federal de Ouro Preto e pelo biotério do Departamento de Fisiologia do Instituto de
Biociéncias da Universidade de Sao Paulo. Os experimentos envolvendo os animais
cedidos pela USP foram conduzidos no Laboratério de Fisiologia Comparada do
Instituto de Biociéncias até o momento da eutandsia. Subsequentemente, 0s
coracdes desses camundongos foram encaminhados ao Laboratério de Sinalizacéo
Celular da UFOP, onde foram submetidos as analises.

A sequéncia temporal dos experimentos é apresentada na FIG. 1. O desenho
experimental é apresentado em fases que abrangem desde a chegada dos animais
até a execucdo das andlises estatisticas.
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Figura 1 — Desenho experimental
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Fonte: Elaborado pela autora

4.2 ACLIMATACAO A TERMONEUTRALIDADE

Inicialmente, todos os animais foram submetidos ao processo de aclimatacao
a termoneutralidade (30°C), em estufa ventilada (Alesco, Brasil), por um periodo de
2 semanas pois vinham de biotério a 23°C. Durante este periodo, 0os animais foram
alojados em caixas de polietileno (3 animais por caixa), em regime de luminosidade
claro/escuro (12 h/12 h), com ra¢do normal fornecida pelo biotério e agua ad libitum.
Apés a aclimatagdo, os animais foram individualizados e randomizados
aleatoriamente em 4 grupos experimentais: HFD em termoneutralidade (C57BL/6J
HFD 30°C), HFD em exposicdo ao frio (C57BL/6J HFD 22°C), HFD em
termoneutralidade (TrpA1 KO HFD 30°C) e HFD em exposi¢ao ao frio (TrpAl KO
HFD 22°C).
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4.3 EXPOSICAO AS TEMPERATURAS DE 22°C E 30°C

O desafio ao frio consistiu na manutencdo dos animais em estante ventilada
com temperatura constante de 22°C (Alesco, Brasil), por um periodo de 8 semanas.
Os animais mantidos em termoneutralidade foram expostos a temperatura de 30°C,
habitando em uma estante ventilada, pelo mesmo periodo. Todos os animais foram
individualizados para evitar qualquer viés relacionado a parametros comportamentais

que afetem a exposi¢do as temperaturas.

4.4 PROTOCOLO DE 8 SEMANAS COM HFD

Os animais foram alimentados diariamente com 5 gramas de HFD em
paralelo a exposicdo as respectivas temperaturas, por um periodo de 8 semanas. A
agua foi ofertada em regime ad libitum por todo periodo experimental.

A HFD era constituida por 60% kcal lipidios sendo (17,99% proteina, 36,44%
carboidratos, 45,57% gordura) RH19572C, Rhoster, (Aragoiaba da Serra, Sao Paulo,
Brasil). Sua composi¢do é: amido de milho, caseina, amido dextrinizado, banha de
porco, celulose MC-101, L-cistina, bitartarato de colina, 6leo de soja, achocolatado,

mix mineral AIN-93G, mix vitaminico AIN-93, sacarose, TBHQ.

4.5 EUTANASIA E COLETA DAS AMOSTRAS

Ao final da oitava semana de experimento todos os animais foram submetidos
a eutanasia via decapitacdo, sem o uso de anestesia prévia. Em seguida, o coracdo
foi removido por meio de incisdo toracica, lavado com solucédo tampado PBS, secos
por absorcdo em papel filtro, posteriormente pesados por uma balanca de precisdo
(Gehaka model BK300, precision 0,01 g), seguido de separacdo dos atrios e
ventriculos. Todas as amostras foram armazenadas em freezer -80°C para uso

posterior.
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4.6 PCR QUANTITATIVO

4.6.1 Extracdo do RNA

ApGs as amostras serem retiradas do freezer em -80°C, os fragmentos dos
tecidos foram homogeneizados em 600ul de Trizol®Reagent (InvitrogenTM), com o
auxilio de um homogeneizador tipo Politron (Ultra 80®), com cinco pulsos de 60
segundos cada em banho de gelo, seguido de cinco minutos de incubagédo a
temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados 160ul de 1-bromo-3-
cloropropano (BCP), homogeneizados em agitador tipo vortex durante 15 segundos,
seguido por periodo de incubacdo de dez minutos a temperatura ambiente. O
homogeneizado foi centrifugado (12000 x g, 15 minutos, 4° C), com a recuperagao
da fase aquosa e transferida para um novo microtubo.

No processo de purificagdo do RNA foi adicionado 400uL de isopropanol
100%, em seguida homogeneizado com o auxilio do vértex e armazenado a -20°C
em overnight. No dia seguinte foi centrifugado a (12000 x g, 15 minutos, 4° C). O
sobrenadante foi removido e na fase aquosa foi adicionado 800uL de etanol,
vortexado em seguida e centrifugado a (12000 x g, 15 minutos, 4° C). Esse processo
foi repetido por 2 vezes. Em seguida o sobrenadante foi descartado e os microtubos
foram invertidos em lencinho de papel na bancada para secagem. Por fim, 0 RNA foi
ressuspendido com um volume de 10uL de 4gua DEPC e homogeneizado com o
auxilio de um pipetador, pipetando para cima e para baixo até que o pellet
desaparecesse.

A concentracdo de RNA foi determinada fazendo a leitura no equipamento
Nanodrop 1000 (ND-1000). A razdo de OD260/OD2go foi considerada boa acima de
1,6.

4.6.2 RT-PCR (reacao de transcriptase reversa)

A reacdo de RT-PCR foi realizada com 1 ug de RNA total, utilizando 1uL de
Random Primers 100ng/uL e 1 yL de dNTPs Mix 10mM (Invitrogen, EUA), em
reagdo com volume final de 13puL ajustado com agua DEPC. As amostras foram
aguecidas por 5 min a 65°C (termociclador Eppendorf) e, em seguida, transferidas
para cuba com gelo, adicionando-se 7 yL do mix [4 yL de tampéo para PCR (5x), 1
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pL de DTT (0,1 M), 1 uL de inibidor de ribonuclease (40 U/uL), 0,5 pL da enzima
Superscript Il Reverse Transcriptase (200 U/uL, Life Technologies, EUA) e 0,5 uL
de agua DEPC para um volume final de 20 pL] em cada tubo. A mistura foi
homogeneizada, gentilmente, e, ap0s breve centrifugacdo, incubada por 5 min a
25°C, seguido por 50 min a 50°C. A reacao foi inativada por incubacao a 70°C por 15
min (termociclador Eppendorf). O cDNA sintetizado foi usado nas subsequentes

reacoes de PCR quantitativo.

4.6.3 PCR quantitativo (QPCR)

Foi utilizado SYBR™ Green PCR Master Mix (2X) (Applied Biosystems, EUA)
e, em reacdes separadas, um par de primers, especificos para cada um dos genes,
Opn4, Trpal, Trpvl, Trpm8, Nppa, Nppb (TAB. 1) e H2.O DNase/RNase-free. (-
actina foi utilizado como normalizador do experimento de explantes cardiacos
(ZHENG et al., 2021; DVORAKOVA et al., 2018; SCHWARZ et al., 2020).

Os primers foram diluidos em H20 DNase/RNase-free para se obter a solugéo
estoque de concentracéo igual a 10*M. Os primers de cada gene de interesse foram
diluidos 10X (10 yL em 90 pL de H20O DNaseRNase-free), dando uma solucéo
intermediaria de 10-°M. A concentracéo final foi de 300nM para primers dos genes, e
de 300nM para primers do normalizador B-actina (TAB. 1). Nas rea¢fes de qPCR
utilizamos 1 uL cDNA para uma reacao de 10 uL/pocgo.

As reacOes foram executadas no equipamento ABI 7500 (Applied
Biosystems), configurado a 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos
e 60°C por 1 minuto, Melting curve (ANEXO C).

Os resultados de gPCR foram analisados através do método de AAcrt. Os
valores de Ctforam extraidos a partir do ajuste do threshold, para encontrar o ACt é
calculada a diferenca entre o valor do Cr para o gene de interesse e o valor de Cr
para (-actina da mesma amostra de cDNA (ambos correspondendo a média de
pocos duplicados do mesmo cDNA). A seguir, obtém-se o AACt subtraindo a média
do grupo atrio e/ou ventriculo C57BL/6J (30°C) dos valores encontrados para cada
amostra dos grupos atrios e ventriculos de todos os gendétipos, sendo colocado
como exponencial negativo na base 2 (2-22CT) e esse valor foi utilizado nas analises
estatisticas no software GraphPad Prism.

As respectivas sequéncias de primers séo apresentadas no TABELA 1.



Tabela 1 - Sequéncia de primers para gPCR
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Primer Sequéncia Concentragao final

Opn4 Forward: 5'-ACATCTTCATCTTCAGGGCCA-3' 300nM
Reverse: 5-ACTCACCGCAGCCCTCAC-3'

Trpvl Forward: 5"-CAGAGACCTGTGTCGGTTTATG-3" 300nM
Reverse: 5°-CATGTTGAGCAGGAGGATGTAG-3’

Trpal Forward: 5"-GGTCCAACATAACCGCATAGA-3’ 300nM
Reverse: 5'-AGGGCAACACGAAGATGATAC-3’

Trpm8  Forward: 5"-TACGCTTGTCCTGTGACACC-3’ 300nM
Reverse: 5-TCCAGTGAGAATCCACGCAC-3

Nppa Forward: 5'-GCTTCGGGGGTAGGATTGAC-3’ 300nM
Reverse: 5-CACACCACAAGGGCTTAGGA-3’

Nppb Forward: 5"-GAGTCCTTCGGTCTCAAGGC-3’ 300nM
Reverse: 5-ACTTCAGTGCGTTACAGCCC-3’

B-actina Forward: 5 - GATCAAGATCATTGCTCCTCCTG-3’ 300nM
Reverse: 5'- AGGGTGTAAAACGCAGCTCA-3’

Fonte: Elaborado pela autora
4.7 ANALISE ESTATISTICA
Todos os resultados foram apresentados como média EPM. Para

comparagdes entre os grupos, foi utilizada a ANOVA Two-Way, seguida de pos teste

de Bonferroni. Para analise da expressdo do gene Trpal sob as temperaturas, foi

realizado teste t ndo pareado. O nivel de significancia para todos os testes foi

estabelecido para p<0,05. Todas as analises foram realizadas usando o software
GraphPad Prism (verséao 8.0.1).
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5 RESULTADOS
5.1 PESO DO CORACAO DE ANIMAIS C57BL/6J E TRPA1 KO

Em relacdo ao peso do coragao dos 24 camundongos utilizados neste estudo,
nao foi observada significancia das diferencas entre os grupos, como pode ser

observado na FIG. 2.

Figura 2 — Peso do coragdo de camundongos C57BL/6J e Trpal KO, expostos as temperaturas de
30°C e 22°C, alimentados com HDF
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Andlises estatisticas realizadas por ANOVA Two-Way, seguida por pos teste de Bonferroni. Valores

em média £ EPM. Significancia foi estabelecida para p <0,05.

52 NIVEL DE EXPRESSAO DO GENE OPN4 EM EXPLANTES DAS
DIFERENTES CAMARAS CARDIACAS EM RELACAO AS TEMPERATURAS

Os atrios, sob a temperatura termoneutra (30°C), houve reducdo da
expressdo génica de Opn4 no grupo TrpAl KO (FIG. 3A). Contudo, a exposi¢do ao
frio (22°C) aumentou a expresséo deste gene neste grupo (FIG. 3A). Os ventriculos,
nao apresentam diferencas significativas entre 0s grupos na expressao deste gene
(FIG. 3B).
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Figura 3 - Expressao do gene Opn4 em explantes cardiacos de camundongos alimentados com HFD
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Expressdo génica realizada por gPCR. Andlises estatisticas realizadas por ANOVA Two-Way,
seguida por pos teste de Bonferroni. Valores em média £ EPM. Significancia foi estabelecida para p
<0,05.

5.3 NIVEL DE EXPRESSAO DOS GENES DOS CANAIS TRPV1, TRPAl E
TRPM8 EM EXPLANTES DAS DIFERENTES CAMARAS CARDIACAS EM
RELACAO AS TEMPERATURAS

A FIG. 4 representa a expressao do gene Trpvl no coracdo. Como pode ser
observado ndo houve diferencas significativas entre os grupos na expressao deste

gene.

Figura 4 - Expressao do gene Trpvl em explantes cardiacos de camundongos alimentados com HFD
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Expressao génica realizada por qPCR. Analises estatisticas realizadas por ANOVA Two-way, seguida

por pos teste de Bonferroni. Valores em média + EPM. Significancia foi estabelecida para p <0,05.
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A FIG. 5 representa a expressdo do gene Trpal no coracdo. Os atrios nao
apresentam diferencas significativas entre as temperaturas na expressao deste gene
(FIG. 5A). Contudo, quando comparado em ventriculos temperaturas termoneutra e
exposicao ao frio, houve reducao da expressdo de Trpal em exposi¢ao ao frio (FIG.
5B).

Figura 5 - Expressao do gene Trpal em explantes cardiacos de camundongos alimentados com HFD
Expressao génica realizada por qPCR.
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Andlises estatisticas realizadas por teste T ndo pareado. Valores em média + EPM. SignificAncia foi
estabelecida para p <0,05.

A FIG. 6 representa a expressao do gene Trpm8 no corac¢do. Os atrios, sob a
temperatura termoneutra (30°C), houve reducdo da expressdo génica de Trpm8 no
grupo TrpAl KO (FIG. 6A). Contudo, a exposicao ao frio (22°C) reduziu a expressao
deste gene, em camundongos C57BL/6J (FIG. 6A), porém, em camundongos TrpAl
KO houve aumento da expressdo de Trpm8 em exposicdo ao frio quando
comparado ao grupo termoneutro (FIG. 6A). Os ventriculos, sob a temperatura
termoneutra (30°C), houve aumento na expressdo de Trpm8 no grupo TrpAl KO
(FIG. 6B). A exposicdo ao frio (22°C) aumentou a expressdo deste gene, quando
comparado em camundongos C57BL/6J (FIG. 6B).
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Figura 6 - Expressao do gene Trpm8 em explantes cardiacos de camundongos alimentados com

HFD
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Expressdo génica realizada por gPCR. Andlises estatisticas realizadas por ANOVA Two-Way,
seguida por pds teste de Bonferroni. Valores em média + EPM. Significancia foi estabelecida para p
<0,05.

5.4 NIVEL DE EXPRESSAO DOS GENES DOS PRO-HORMONIOS NPPA E
NPPB EM EXPLANTES DAS DIFERENTES CAMARAS CARDIACAS EM RELACAO
AS TEMPERATURAS

A FIG. 7 representa a expressdo do gene Nppa no coracdo. Como pode ser
observado ndo houve diferencas significativas entre 0s grupos na expressao deste
gene.

Figura 7 - Expressao do gene Nppa em explantes cardiacos de camundongos alimentados com HFD
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Expressdo génica realizada por gPCR. Andlises estatisticas realizadas por ANOVA Two-Way,
seguida por poés teste de Bonferroni. Valores em média + EPM. SignificAncia foi estabelecida para p
<0,05.
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A FIG. 8 representa a expressdo do gene Nppb no coracdo. Os &atrios de
camundongos C57BL/6J e TrpAl KO, quando comparado as temperaturas
termoneutra e exposicdo ao frio, apresentam reducdo na expressdo de Nppb em
exposicao ao frio (FIG. 8A). Contudo, a expressao deste gene em exposi¢ao ao frio
(22°C) é menor em camundongos TrpAl KO quando comparado aos C57BL/6J
(FIG. 8A). Os ventriculos, ndo apresentam diferencas significativas entre os grupos

na expressao deste gene (FIG. 8B).

Figura 8 - Expressao do gene Nppb em explantes cardiacos de camundongos alimentados com HFD
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Expressdo génica realizada por gPCR. Andlises estatisticas realizadas por ANOVA Two-Way,
seguida por poés teste de Bonferroni. Valores em média + EPM. SignificAncia foi estabelecida para p
<0,05.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo investigou, em uma condicdo de extremo metabdlico
(camundongos alimentados por HFD), a expressédo génica de OPN4, canais TRP e
NPs no coracgao, frente a variacdo de temperatura (30°C e 22°C) e a auséncia do
canal TRPAL.

E elucidado pela literatura que o consumo de HFD pode desencadear
diversos efeitos prejudiciais ao coragdo e no metabolismo, como por exemplo,
inflamacéo, disfuncdo cardiaca, estresse oxidativo, hipertensdo, obesidade,
dislipidemia, resisténcia a insulina, disfuncédo endotelial e remodelamento cardiaco
(DELLE et al., 2023). Além disso, em uma revisdo sistematica sobre os efeitos da
utilizacdo de dietas HFD em camundongos, conduzida por membros de nosso
laboratério, foi possivel observar que a exposicdo a HFD por periodos curtos (2
semanas) e longos (11 meses) desencadeia efeitos prejudiciais ao organismo. Um
dos efeitos em comum observado durante esses dois periodos de exposicdo foi a
alteracdo no relogio biolégico que, por consequéncia, impacta na expressao de
genes, modificando as expressfes e podendo assim comprometer processos
metabdlicos (PAULA et al., 2020a). Os achados apontam que, independentemente
do tempo de exposicdo a HFD, como observado na revisdo de Paula e
colaboradores (2020a), ocorrem alteracdes significantes no organismo dos
camundongos.

Somado a isso, Pan e colaboradores (2023) conduziram um estudo com
camundongos C57BL/6 alimentados por 12 semanas com HFD e analisaram o0s
efeitos da dieta na expressao de proteinas cardiacas. Os autores relataram que a
exposicdo a HFD aumentou o estresse oxidativo, peso corporal e a peroxidagao
lipidica. Em relacdo as proteinas do coracdo, devido a condi¢cdo pela qual os
camundongos foram expostos, foi observada reducdo em sua expressao, fator que
contribuiu para o surgimento das demais alteragoes.

Recentemente, em uma revisao sistematica realizada por nosso grupo de
pesquisa, foi investigado o efeito das dietas no relégio cardiaco em modelos de
camundongos. Paula e colaboradores (2022) observaram que os estudos realizados
com o consumo de HFD apresentaram que esta dieta estimula marcadores

relacionados a hipertrofia cardiaca e fibrose cardiaca, além de, aumento do peso
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corporal, alteracbes dos ritmos circadianos, aumento do estresse oxidativo,
deficiéncias na expresséo de genes no coracédo, dentre outros.

Desta maneira, constata-se que 0 consumo exacerbado de HFD esta
associado a efeitos prejudiciais ao sistema cardiovascular contribuindo para
aumento do indice de DCVs (WALI et al., 2020), comprometendo a integridade e a
funcionalidade do coracdo, resultando em uma inadequada capacidade de
desempenho desse 6rgao (CHEN et al., 2020).

Em relacdo ao peso do coracdo dos camundongos alimentados com HFD,
nossos achados apontam que n&do houve diferenca significante entre os grupos.
Pakiet e colaboradores (2020) avaliaram o efeito da HFD na composicao de acidos
graxos, bem como nas varias fracoes lipidicas no coracéo e na funcao cardiaca de
camundongos C57BL/6. Os resultados demonstraram que o peso do coracdo dos
animais (x26g) nao apresentavam diferenga significativa. Tais consideragdes
apontam que por mais que o consumo de HFD possa ser prejudicial ao cora¢éo, nao
necessariamente influencia significativamente no peso deste 6rgao.

Com base na descoberta de que a OPN4, além de ser um fotorreceptor,
também atua como um termo sensor (PEREZ-CEREZALES et al., 2015; MORAES et
al., 2017;), ha uma ampliacéo significativa de sua funcédo. No coracao de mamiferos,
incluindo camundongos e seres humanos, é notavel a elevada expressdo do gene
Opn4, juntamente com a presenca de canais TRP sensiveis a diversos estimulos,
sendo as varia¢des de temperatura um desses estimulos (FREICHEL et al., 2017).

Nossas premissas sdo baseadas na possibilidade de o coracdo atuar como
um termo sensor, 0 que ocorreria devido a interacdo entre OPN4 e os canais TRP.
Essa interacdo permite a percepcdo da temperatura do fluxo sanguineo advindo do
trato respiratério e da periferia. Com essas flutuagbes de temperatura, o coracdo
interpreta gerando sinais que levam a expressdo de seus principais hormdnios, 0s
NPs.

As opsinas, incluindo a rodopsina, historicamente consideradas responsaveis
exclusivamente pela deteccéo de luz (SHEN et al., 2011), tém sido objeto de estudos
que sugerem sua atuacdo adicional em outras funcbes sensoriais. Evidéncias
indicam que mamiferos podem detectar luz ndo apenas pelos olhos, mas também na
pele (OLINSKI; LIN; OANCEA, 2020), cérebro (NISSILA et al.,2012) e vasos
sanguineos (ORTIZ et al.,2017). Além disso, estudos em Drosophila (moscas das

frutas) revelaram que as opsinas, incluindo a rodopsina e a OPN4, podem
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desempenhar papéis como termo sensores, em associacdo com canais TRP,
mesmo na auséncia de luz (LEE; MONTELL, 2013). Em um estudo com o peixe
zebrafish (Danio rerio), foi observado que essas opsinas apresentam niveis
moderados a altos de expressédo no coracdo. No entanto, o estudo ndo especificou
em qual cdmara cardiaca essas opsinas foram mais expressas (atrios ou ventriculo),
analisando a expressao do coracdo como um todo (DAVIES et al., 2015).

Nossos achados apontam que a expressdo de Opn4 nos atrios, a 30°C foi
reduzida no grupo TrpAl KO, ja em 22°C houve aumento na expressdo de Opn4 no
mesmo grupo e, em ventriculos ndo apresenta diferencas significativas. Esses
achados representam que a expressdo de Opn4 é significativa nas camaras atriais.
Essas descobertas corroboram para dados do nosso grupo de pesquisa ainda nao
publicados (Paula,2020b; em processo de preparacdo para publicacdo), que se
encontra vinculado ao projeto tematico. Os estudos de Paula (2020b) foram
realizados com camundongos C57BL/6J selvagens, TrpAl KO e TrpV1 KO expostos
a termoneutralidade (30°C) por duas semanas. Os resultados do qPCR indicaram
uma maior expressdao de Opn4 nos atrios em relacdo aos ventriculos, tanto em
animais selvagens quanto em TrpAl KO, embora sem diferenga estatisticamente
significativa (PAULA, 2020b).

Levando-se em conta o que foi observado, mesmo com toda a escassez de
informacg&o na literatura, a respeito da expressdo de Opn4 no coracdo, em Nnosso
estudo, observamos que a expressao desse gene ocorre tanto nos atrios quanto nos
ventriculos, sendo significante nos atrios. Essa descoberta fortalece nossa hipotese
de gque OPN4 desempenha sua funcdo sensivel a temperatura e possivelmente
esteja interagindo com os canais TRP para a percepcédo dessa temperatura. Essa
interacdo é particularmente relevante nos atrios, que sdo as camaras cardiacas
responsaveis por receber o fluxo sanguineo provenientes da periferia e do trato
respiratorio. Entre as diferentes fungdes atualmente atribuidas aos atrios, a fungéo
de “sensor” ndo é novidade. Ja € bem elucidado na literatura a existéncia de
receptores denominados mecanorreceptores, localizados nas paredes atriais, que
sdo conhecidos por serem de baixa pressdo. Estes mecanorreceptores, quando
ativados, desencadeiam respostas reflexas imediatas com o objetivo de ajustar a
pressdo arterial (BISHOP; MALLIANI; THOREN, 1983). Além disso, outro importante

mecanismo fisiologico que tem origem no atrio € o batimento cardiaco, sendo
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iniciado pela geracao de um potencial de agcdo no nodo sinusal, localizado na parede
lateral superior do atrio direito (CHEN et al., 2022).

Resumidamente, a OPN4 pode ser ativada por luz ou temperatura (MORAES
et al., 2017). Somado a isso, o processo de fototransducdo de OPN4 nas ipRGCs,
desencadeia uma cascata de sinalizacdo dependente de proteina G tipo Gg/11.
Logo a fosfolipase C (PLCB4) é ativada, proporcionando a abertura dos canais TRP
por PIP2 permitindo assim a entrada de Ca?* intracelular. Esse influxo iénico
desencadeia eventos intracelulares, gerando potenciais de acdo nas ipRGCs. Esses
potenciais de acdo sdo transmitidos ao NSQ no hipotdlamo culminando com a
liberacdo de glutamato, onde o principal relégio bioldégico do corpo regula o ritmo
circadiano. Dessa maneira, essa interacao € importante para a transducéo do sinal
de luz em um sinal elétrico que pode afetar diversas fungfes bioldgicas (ISOLDI et
al., 2005; POLETINI et al., 2015).

Dado essa interacdo entre OPN4 com os canais TRP, uma vez que
estimulada a OPN4, canais TRP séo ativados, promovendo o influxo de Ca?* celular
(YUE et al.,2015). Os canais TRP encontram-se presentes em alguns 6rgados e
tecidos, como por exemplo no coragao.

Logo, como ja descrito pela literatura, uma das maneiras de ativacdo do canal
TRPV1 é a elevacdo da temperatura (KASHIO; TOMINAGA, 2022). Em relacdo a
expressdo de Trpvl observada em nosso estudo, ndo encontramos valores
significativos entre 0os grupos, tanto para as temperaturas expostas, como para 0s
genotipos, 0 que esta em consonancia com sua funcdo como um sensor de calor.
Embora esses resultados ndo tenham mostrado diferencas significativas, € essencial
continuar investigando esse canal, jA que sua ativacdo pode ocorrer por outros
mecanismos além da temperatura (BENITEZ-ANGELES et al., 2020), mecanismos
estes que ndo foram explorados por esse estudo. Por este canal estar expresso em
processos patologicos, esses mecanismos desempenham papel de protecdo para o
coracao atenuando estes processos (WANG et al., 2022; GAO et al., 2014). Novas
pesquisas nesse campo contribuirdo para uma melhor compreensédo de seu papel
no contexto cardiovascular.

Opostamente ao canal TRPV1, a ativacdo do canal TRPAL é o frio (MEENTS;
CIOTU; FISCHER, 2019). Em nosso estudo, a expressao génica de Trpal em atrios
nao apresentou diferencas significativas, mas, em ventriculos a 22°C observou-se

uma reducao na expressao deste gene. Ma e Wang (2022) investigaram o papel do
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TRPA1 na fibrose cardiaca relacionada a idade. Foram utilizados no estudo
camundongos C57BL/6 selvagens e TrpAl KO, com 12 e 52 semanas de idade. Os
resultados apontam que camundongos TrpAl KO com 52 semanas de idade
apresentaram aumento da fibrose cardiaca, dilatacdo ventricular e disfuncéo
cardiaca, em comparacdo a camundongos selvagens da mesma idade que
expressavam o canal. Além disso, a expressado de genes relacionados a fibrose foi
afetada nos camundongos TrpAl KO de 52 semanas de idade. Dadas essas
informacdes é possivel concluir que o canal TRPAL exerce um papel cardioprotetor
frente a decorrentes do processo de envelhecimento, e que sua auséncia contribui
para piora do quadro.

Ressaltando o potencial do canal TRPAL1 como um mecanismo promissor
para protecdo cardiaca em situacdes de estresse isquémico, com base nos estudos
de Andrei e colaboradores (2019) realizados com camundongos machos selvagens
e nocautes para Trpal, foi constatado que a ativacdo do canal TRPA1 demonstrou
efeito protetor, promovendo a sobrevivéncia e viabilidade dos cardiomiécitos, além
de atenuar a morte celular induzida pela isquemia. Observou-se uma correlagéo
semelhante no estudo realizado por Wang e colaboradores (2023), no qual a
auséncia de Trpal exacerbou a disfungéo cardiaca, bem como as lesbGes cardiacas
e a remodelacdo do ventriculo esquerdo em camundongos com cardiomiopatia
dilatada.

Nota-se que a expressdo de Trpal, em nosso estudo, se encontra presente
nas camaras cardiacas (atriais e ventriculares), em especial nos atrios em desafio de
frio. Esta presenca corrobora tanto para a veracidade deste canal ser ativado por
estimulos frios, quanto para auxiliar a fortalecer nossa hipétese, em relacdo da
possivel interacdo deste canal com a OPN4 para a percepc¢do de temperatura.

E elucidado que a expressdo do canal TRPM8 é induzida por diversas
maneiras, dentre elas, estimulos de frio (YIN et al.,2022). Em nosso estudo, a
expressdo de Trpm8 no coragdo ocorreu tanto em camaras atriais quanto
ventriculares. Em atrios, a expressao génica de Trpm8, a 30°C temos reducdo da
expressao do gene no grupo TrpAl KO, a 22°C resultou em reducdo na expressao
em camundongos C57BL/6J, enquanto, que no grupo TrpAl KO, houve aumento da
expressdo. Ja em ventriculos, a 30°C resultou em aumento na expressao de Trpm8

no grupo TrpAl KO e, em C57BL/6J aumento na expressdo a 22°C.
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Cheng e colaboradores (2019) conduziram um estudo utilizando corac¢des de
ratos perfundidos por Langendorff para investigar os efeitos cardioprotetores da
reperfusdo hipotérmica e o papel do canal TRPM8 nesse processo. As temperaturas
utilizadas foram de 37°C (normotérmica) e 25°C (hipotérmica). Para monitorar a
expressdo de Trpm8 no miocardio, andlises de gPCR e Western blot foram
realizadas e revelaram sua presenca nos coracdes dos ratos. Na reperfusdo
hipotérmica houve reducdo do tamanho do infarto, a atividade de lactato
desidrogenase, o conteudo de malondialdeido e a apoptose em comparacdo com a
reperfusdo normotérmica. Além disso, a expressao de Bax, caspase-3 clivada, RhoA
e ROCK2 foi diminuida com a reperfusdo hipotérmica. Esses efeitos foram
associados a uma melhor recuperacao da funcéo contratil do ventriculo esquerdo e
foram reduzidos devido ao uso de um antagonista do canal TRPM8. Somado a isso,
um agonista do TRPM8 reduziu a lesdo de isquemia/reperfusdo e a expressao
aumentada de Bax, caspase-3, RhoA e ROCK2 durante a reperfusdo normotérmica.
Em suma, a reperfuséo hipotérmica a 25°C demonstrou proteger o miocardio contra
a lesédo de isquemia/reperfusdo, através da ativacdo do canal TRPMS8 e inibicdo da
via de sinal RhoA/ROCK?2 relacionada ao estresse oxidativo.

Além disso, Xiong e colaboradores (2017) realizaram um tratamento com
mentol a longo prazo em camundongos C57BL/6J selvagens e nocautes para
Trpm8, e concluiram que o canal TRPM8 ameniza a hipertensdo induzida pelo frio
melhorando a disfungdo vascular das mitocondrias. Logo, esses achados contribuem
para que esse canal esteja envolvido em mecanismos protetores do sistema
cardiovascular.

Compreende-se assim, por nosso estudo, que o canal TRPM8 se encontra
expresso em atrios e ventriculos. Nossos resultados indicam que a expressao de
Trpm8 nas camaras atriais sofre uma inversdo entre camundongos C57BL/6J e
camundongos TrpAl KO, sendo que, durante o desafio de frio, os camundongos
nocautes apresentaram maior expressdao de Trpm8, enquanto nos camundongos
C57BL/6J essa expressao foi maior em condigbes de termoneutralidade. Nossos
dados corroboram para estudos que sugerem que (MULLER; MORALES; REGGIO,
2019; KUDSI et al., 2022) canais TRP, particularmente TRPA1 e TRPMS8, podem
atuar como canais de compensacdo quando a atividade de um deles esta inativa.
Tais mecanismos sédo fundamentais para a manutencdo da homeostase celular e

fisiologica, permitindo que as células e os organismos se adaptem a mudancas e
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preservem sua funcionalidade adequada mesmo diante de perturbacées ou
mutacdes. E importante ressaltar que esse canal também desempenha um papel
protetor para o coracdo, quando este 6rgao esta exposto a condicbes desfavoraveis
(IZQUIERDO et al., 2021).

Dessa forma, observamos em nossos achados, que a expressdo dos genes
dos canais TRPV1, TRPA1 e TRPMS8 ocorreu tanto em atrios quanto em ventriculos.
Sendo em camaras atriais com maior expressao, com excecdo do canal TRPV1 para
o qual néo foi detectada diferenca entre as camaras cardiacas. A expressao destes
canais corrobora a nossa hipotese de que possivelmente 0os mesmos estejam
interagindo com a OPN4 para percepcdo da temperatura presente no fluxo
sanguineo.

Os NPs séo os principais hormonios do coracdo e desempenham um papel
importante na regulacédo da presséo arterial e do volume sanguineo, bem como na
funcdo cardiaca (CORTE et al., 2023). Um dos fatores que podem influenciar a
expressdo de NPs é a temperatura. Como podemos observar no estudo de
Bordicchia e colaboradores (2012) em que camundongos expostos as temperaturas
frias apresentaram niveis elevados de NPs circulantes. Dado que a expressao de
pré-hormonios dos NPs também pode ser afetada devido a temperatura ambiente,
identificamos as expressdes desses genes (Nppa e Nppb) em camaras atriais e
ventriculares em termoneutralidade e desafio de frio.

Em nossos achados, a expressao de precursores de NPs indicou que Nppa é
expresso em atrios e ventriculos, mas, nao apresentou diferencas significativas. A
expressdo Nppb em atrios, indicou reducdo na expressdo a 22°C, tanto em
C57BL/6J como TrpAl KO. Em exposicdo ao frio, houve redugcdo na expressao
deste gene no grupo TrpAl KO. J4 em ventriculos, Nppb ndo apresentou diferencas
significativas. Demonstrando que a expressao varia significativamente conforme a
temperatura ambiente a qual os camundongos foram expostos, observa-se que ela é
mais pronunciada em determinadas camaras cardiacas.

O estudo realizado por Oztop e colaboradores (2019) investigou os efeitos
dos NPs na funcao cardiaca durante a hibernacéo de esquilos terrestres da Anatolia
(Spermophilus xanthoprymnus). Os resultados demonstraram que os esquilos
hibernadores reduzem a temperatura corporal, 0os batimentos cardiacos e 0 consumo
de oxigénio, mas nao sofrem problemas cardiovasculares. Os NPs foram

encontrados em diferentes camaras cardiacas, e seus niveis foram menores durante
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a hibernacédo. Sugere-se que os achados contribuem para nossa hipotese de o
coracdo possivelmente estar atuando como um 0Orgdo de monitoramento da
temperatura.

Nossos achados demonstram que Nppb, em termoneutralidade, apresenta
maior expressao nos atrios, enquanto que, em desafio de frio, essa expressao é
reduzida. Resumidamente, nossos achados sugerem que possivelmente, devido a
exposicao destes camundongos a HFD, acredita-se que essa dieta possa estar
modulando o metabolismo destes camundongos e, devido a isso, foi possivel
observar essa menor expressao nos atrios em desafio de frio.

Jin e colaboradores (2019) conduziram um estudo com camundongos
C57BL/6J alimentados por HFD a longo prazo. Os camundongos alimentados por
HFD apresentaram aumento nos niveis de glicose, peso corporal, colesterol total,
triglicerideos, hemoglobina glicada, insulina e BNP, além de alteracdes nos
biomarcadores do sistema renina-angiotensina. Os dados apontam que a dieta HFD
de longo prazo resultou em remodelacdo cardiaca e desregulacdo do sistema
renina-angiotensina, afetando a expressdo de proteinas no coracdo dos
camundongos estudados.

A expressao de Nppa e Nppb no coracdo é uma resposta fisiolégica que traz
beneficios ao 6érgdo cardiaco, ajudando a manter a homeostase e protegendo o
organismo contra desequilibrios nos fluidos e na pressao arterial. Um exemplo disso
€ a expressao de Nppb em situacBes de estresse cardiaco, onde o coracao
desempenha um papel crucial na preservacdo da homeostase e na prevencao
desses desequilibrios, que podem ocorrer na insuficiéncia cardiaca ou em outras
DCVs (NAKAGAWA; NISHIKIMI; KUWAHARA, 2019).

Evidenciando o papel protetor de Nppa no coragédo, Hamano e colaboradores
(2021) conduziram um estudo realizado com cardiomiécitos de camundongos
C57BL/6, utilizando uma abordagem transémica para investigar a insuficiéncia
cardiaca, uma doenca complexa com varios fatores de risco e mecanismos
fisiopatologicos distintos. Foram utilizados diferentes tipos de dados 6micos, como
RNA-seq de células individuais, ChlP-seq e informacfes de interatoma de genes, e
foram identificados marcadores genéticos que podem distinguir diferentes fenétipos
da doenca. Os resultados do estudo revelaram que a expressdo de Nppa
apresentou aumento significativo devido a resposta da carga de estresse.

Cardiomi6citos com alta expressdo de Nppa apresentaram padrbes de expressao
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génica especificos, e a familia de complexos de NADH ubiquinona, associada ao
sistema de transporte de elétrons mitocondrial, foi inversamente correlacionada a
expressao de Nppa durante os estagios iniciais da hipertrofia cardiaca. Além disso, a
andlise dos dados ChIP-seq revelou que Nkx2-5 e Gtf2b eram fatores de transcri¢cao
caracteristicos dos cardiomiocitos com alta expressdo de Nppa. Assim sendo, 0s
achados do estudo apontam a expressao de Nppa no coracdo como um fator de
protecado frente a condicdo patoldgica exposta, sugerindo ainda que essa expressao
pode servir como um importante marcador para diagnostico de insuficiéncia
cardiaca.

Tendo em vista que Nppa e Nppb tém como funcéo a protecdo do coracao e o
auxilio na manutencdo da homeostase cardiaca (SARZANI et al.,2022), os NPs
surgem como alvos de interesse significativo no contexto do desenvolvimento de
farmacos, oferecendo potencial para promover beneficios significativos no
tratamento de DCVs.

Diante das evidéncias apresentadas, sugerimos que a OPN4, em conjunto
com os canais TRP significativamente expressos nas camaras atriais do coracao,
possam estar detectando oscilagbes de temperatura presentes na corrente
sanguinea. Essa deteccao, por sua vez, poderia desencadear a liberacdo dos NPs
neste o6rgdo, culminando na modulacdo do metabolismo local. Tais conjecturas
reforcam a suposicdo de que o coracdo desempenhe a fungcdo como um 6rgao
monitorador da temperatura corporal. Estes achados constituem uma importante
contribuicdo para o campo da fisiologia cardiovascular, potencialmente abrindo
novas perspectivas de pesquisa e compreensdo dos mecanismos fisiologicos
envolvidos no controle térmico em nivel sistémico. Ressalta-se, contudo, a
necessidade de estudos adicionais para validar e aprofundar os mecanismos

subjacentes a essa interacao.
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7 CONCLUSAO

Os dados dessa pesquisa sugerem que a auséncia do canal TRPA1 em
camundongos alimentados com HFD exerceu influéncia na regulacado da expresséao
do canal TRPMS8, dada a natureza desses canais como sensores de temperaturas
frias. E plausivel supor que a auséncia do canal TRPAL tenha desencadeado uma
reorganizacdo adaptativa no organismo desses animais, possivelmente atuando
como um mecanismo compensatorio na modulag¢do da expressdo do canal TRPM8.
Em contrapartida, o canal TRPV1 n&o demonstrou um efeito significativo sobre a
auséncia de TRPAL, o que estd em consonancia com sua funcdo como um sensor
de calor. Essas observacfes fomentam a compreensao de uma possivel interacdo
entre esses canais, que na auséncia de um, o outro pode assumir as demandas
requeridas.

A expressédo dos genes deste estudo fornece evidéncias que contribuem para
nossa hipotese de uma potencial interacdo entre o fotorreceptor e termo sensor
OPN4, juntamente com os canais TRP, como sensores de temperatura no coragao.
Esses mecanismos sensoriais podem desempenhar um papel significativo na
deteccdo e resposta as flutuacdes térmicas presentes no fluxo sanguineo advindo
do trato respiratorio e proveniente da periferia, visto que a expressdo desses
sensores ocorre significativamente nos atrios, influenciando, assim, a expressao dos
NPs nas camaras cardiacas. Portanto, sdo necessarias mais analises para que se
possa compreender como essas camaras cardiacas respondem a tais flutuacGes de
temperatura, o que nos leva em direcdo a investigar os mecanismos envolvidos
nessas vias de sinalizagao.

Por fim, em paralelo a esta pesquisa, foram avaliados também todos esses
protocolos em camundongos submetidos a uma dieta normal (dados ainda nao
publicados), no qual, posteriormente, em conjunto, serd analisada a diferenca de

expresséo génica observada em animais alimentados por HFD e por dieta normal.
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ANEXO B - VALIDACAO DA GENOTIPAGEM TRPA1 KO
222019 Master Prolocol Detalls

® The Jackson
Laboratory
| Return to Protocol Search |

Siock Mumber: 006404
Sirain Name: - Bg:120p. Trpa (IIIKRe)

Allee: Typgqim1Kylow
Protocol Mame: Typg1imiKykw
Method: Standard PCR
Version: 1.3
Created: 19-May -2017 Updated: 19-May -2017

Expected Results: Mutant = 184 bp
Hederozygote = 184 bp and 317 bp

Wild type = 317 bp
Gel Image
Image Image file
L7 e
5
Separated by gel electrophoresis on a 1.5% agarose gel.
Protocol Primers
Primer 5 Sequence 5" > 3" ¥ Primer Type Note
Label Label
olMREE45 CCT CGA ATC GTG GAT CCA CTAGTT CTA Mutant Forward Reaction
GAT A
olMREE46 GAG CAT TAC TTACTA GCA TCC TGC CGT Mutant Reverse Reaction Trpai
GCC A
olMRI173 TCC TGC AAG GGT GAT TGC GTT GTC TA Wild type Reaction
Forward A
olMRS180 TCATCT GGG CAA CAATGT CACCTG CT Wild type Reaction
Reverse A
Reaction A Cycling
Reaction Component Final Unit|| Step Temp Time Note
Concentration # o
ddH20 up to final 1 94 2 min
volume 2 94 20sec
Kapa 2G HS buffer 13 X 3 65 15sec -0.5 C per cycle decrease
MgCi2 26 mM |l 4 &8 10sec
dNTP KAPA -26 mM | 5 repeat steps 2-4 for 10 cyces
olMRBE45 5 ul (Touchdown)
olMREE46 5 uM 6 94 15=ec
olMRI173 5 ul 7T 60 15=ec
olMRS180 5 ul a8 72 10=ec
Glycerol 6.5 % 9 repeat steps 6-8 for 28 cycles
Diye 1 X 0 72 2 min
Kapa 2G HS tag 03 Wul (| 11 10 hold
polymerase
DMA 50-200 ng

hitlps-waw2 Jax orgprofocolsdb7p=116:5:0:NO:5:PS_MASTER_PROTOCOL_ID,PS JRS CODE22560,006401 12
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ANEXO C - CURVA DE MELTING REFERENTE A AMPLIFICAGCAO DO NPPA

Derivetive Megcrdes (-Rn)

Melt Curve

Temgorature (°C)
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