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RESUMO

Visto que os ritmos bioldgicos sdo gerados por uma maquinaria circadiana, e que a fisiologia
cardiovascular sabidamente possui osciladores, a analise de genes de reldgio no coracdo trara
avangos no conhecimento desse relégio periférico. Somado a isso, sabe-se que 0 coragdo é um
0rgdo que expressa diversos membros da familia de canais de potencial receptor transitério
(TRP), além de algumas opsinas. Possivelmente, o coracdo atua monitorando variaces de
temperatura interna, atraves do fluxo de sangue vindo da periferia e do trato respiratorio, que
seria interpretada por ele na expressao e liberacdo de seus principais hormonios. O presente
estudo objetiva avaliar a expressdo de genes do reldgio, canais TRP e opsinas, em explantes
cardiacos, em condic¢des de 12h:12h de ciclo claro-escuro LD; e investigar os efeitos do acido
palmitico no relogio local, em cultura primaria de cardiomidcitos. As culturas primarias de
cardiomidcitos de camundongos adultos selvagens C57BL/6J foram utilizadas para avaliar o
efeito do &cido palmitico na expressdo dos genes do relégio Bmall e Perl, pelo ensaio de
gPCR. Foram avaliados também a expressao de genes do relégio Bmall e Perl, das opsinas
Opnl, Opn2, Opn3 e Opn4, e dos canais TrpV1l e TrpAl, em atrio e ventriculo de
camundongos adultos selvagens C57BL/6J, TrpV1 KO e TrpAl KO, pelo ensaio de gPCR.. Os
resultados de gPCR de tecido cardiaco indicaram uma maior expressdo do gene Perl no atrio
em relacdo ao ventriculo dos animais TrpV1l KO. O gene Bmall ndo apresentou nenhuma
diferenca significativa, independente do gendtipo ou da cavidade cardiaca. As opsinas Opnl e
Opn2 foram mais expressas no atrio em relacdo ao ventriculo dos animais selvagens. Ja para
as opsinas, Opn3 e Opn4, ndo houve diferenca significativa, independente do genétipo. Os
canais TrpV1 e TrpAl foram mais expressos no atrio em relacdo ao ventriculo nos animais
selvagens. Nao houve diferenca significativa entre atrio e ventriculo para os canais TrpV1 e
TrpAl nos animais TRPAL1 KO e TRPV1 KO, respectivamente. Os valores obtidos na gPCR
das culturas de células mostraram um perfil de alta expressao do gene Bmall e baixo do Perl
14 horas ap6s o tratamento com &cido palmitico. Conclui-se que o canal TRPV1 participa da
regulagdo do sistema circadiano cardiaco. Além disso, as opsinas e os canais TRP podem

estar atuando como termo-sensores no cora(;éo.

PALAVRAS-CHAVE: Acidos graxos, Coragdo, Osciladores, Ritmos circadianos,

Cronobiologia.



ABSTRACT

Since biological rhythms are generated by circadian machinery, and cardiovascular
physiology is known to have oscillators, the analysis of clock genes in the heart will bring
advances in the knowledge of this peripheral clock. In addition, it is known that the heart is an
organ that expresses several members of the family of potential transient receptor (TRP)
channels, in addition to some opsins. Possibly, the heart works by monitoring variations in
internal temperature, through the blood flow coming from the periphery and the respiratory
tract, which would be interpreted by it in the expression and release of its main hormones.
The present study aims to evaluate the expression of clock genes, TRP channels and opsins, in
cardiac explants, in conditions of 12h: 12h of light-dark cycle LD; and to investigate the
effects of palmitic acid on the local clock in a primary culture of cardiomyocytes. Primary
cultures of cardiomyocytes from C57BL / 6J wild adult mice were used to evaluate the effect
of palmitic acid on the expression of the clock genes Bmall and Perl, by the gPCR assay. The
expression of clock genes Bmall and Perl, of opsins Opnl, Opn2, Opn3 and Opn4, and of the
channels TrpV1 and TrpAl, in the atrium and ventricle of wild adult mice C57BL / 6J, TrpV1
KO and TrpAl KO, were also evaluated by the assay of gPCR .. The results of cardiac tissue
gPCR indicated a greater expression of the Perl gene in the atrium in relation to the ventricle
of the animals TrpV1 KO. The Bmall gene did not show any significant difference,
regardless of the genotype or the cardiac cavity. Opsl Opnl and Opn2 were more expressed
in the atrium compared to the ventricle of wild animals. As for opsins, Opn3 and Opn4, there
was no significant difference, regardless of the genotype. The channels TrpV1 and TrpAl
were more expressed in the atrium compared to the ventricle in wild animals. There was no
significant difference between atrium and ventricle for the TrpV1 and TrpAl channels in the
TRPA1 KO and TRPV1 KO animals, respectively. The values obtained in the g°PCR of the
cell cultures showed a profile of high expression of the Bmall gene and low of Perl 14 hours
after treatment with palmitic acid. It is concluded that the TRPV1 channel participates in the
regulation of the cardiac circadian system. In addition, opsins and TRP channels may be

acting as thermo-sensors in the heart.

KEYWORDS: Fatty acids, Heart, Oscillators, Circadian rhythms, Chronobiology.
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1 INTRODUCAO

O ciclo claro-escuro é caracterizado por uma fase com elevadas temperaturas e
radiacdo UV, e outra fase com temperaturas amenas e baixa radiacdo. Os ritmos bioldgicos
associados aos ciclos de claro-escuro definem o ciclo circadiano, assim como as variacoes de
luminosidade e temperatura sincronizam os relégios bioldgicos internos, essenciais para a
organizacdo temporal, metabodlica e fisiologica de diversos organismos (PITTENDRIGH,
1960; BASS e TAKAHASHI, 2010). O funcionamento do relégio biologico envolve
mecanismos de retroalimentacdo de transcricdo, traducdo e modificacBes pds-traducionais,
positivas e negativas (HONMA, 2018).

O reldgio central encontra-se no nucleo supraquiasmatico (NSQ) conectado a retina
através do trato retino-hipotalamico, enquanto os relégios periféricos estdo distribuidos por
todo o corpo, sendo ajustados pelo reldgio central através de sinais neuro-hormonais e
metabdlicos (LEVI e SCHIBLER, 2007). A luz, uma importante pista ambiental, é percebida
pelo NSQ através de um fotopigmento localizado nas células ganglionares retinianas,
denominado melanopsina. Destaca-se o fato de que os osciladores periféricos, presentes na
maioria das células dos tecidos de mamiferos, possuem um cerne génico e proteico similar e
interligado a0 NSQ. Com isso, a fisiologia circadiana de muitos tecidos periféricos esta
envolvida com o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) através da modulacdo de érgdos-
alvo que se da principalmente por glicocorticoides, assim como com 0 eixo hipotadlamo-
pineal-tecidos periféricos, através da sinalizacdo do escuro dada pela melatonina,
essencialmente secretada pela glandula pineal e controlada pelo NSQ (HARDELAND, 2009;
LUCHETTI et al., 2010; HARDELAND et al., 2011).

E possivel que a fisiologia cardiovascular apresente alteracdes combinadas em
acoplamento estimulo-resposta ao longo do dia (REILLY, WESTGATE e FITZGERALD,
2007). De fato, a taxa de disparo do coragdo, pressdao sanguinea, performance de
contratilidade, oxidacdo de carboidratos e consumo de oxigénio apresentam variagdo com
periodo préximo de 24 horas (BRAY e YOUNG, 2008). Diversos hormonios cardiotroficos,
como hormdnios peptideos natriuréticos (NPs), aldosterona, renina e fatores de crescimento,
apresentam padrdes ritmicos ao longo do dia (LEMMER, 2017). Destaca-se o fato de que os
peptideos natriuréticos (NPs) possuem diversos elementos regulatérios localizados na regido

promotora do gene que codifica NPs, como a presenca do E-box, o que sugere uma possivel



participacdo do heterodimero CLOCK/BMALL em seu elemento responsivo (GARAMI,
GARDNER, 1996).

Além disso, analises de microarray demonstraram que aproximadamente 10 a 15% do
transcriptoma cardiaco de camundongos selvagens oscila ao longo do dia, dentre os quais
alguns apresentam genes relacionados ao metabolismo do miocardio, essenciais para a
manutencdo dos cardiomidcitos (STORCH et al., 2002; MARTINO et al., 2004). Uma vez
que o metabolismo do miocardico e a funcdo contratil estdo intrinsecamente interligados, é de
se esperar que eles apresentem um ritmo circadiano marcado, conforme observado por
Durgan et al. (2007). Possivelmente, mecanismos intrinsecos ao miocardio medeiam 0s ritmos
circadianos do seu metabolismo. Acreditamos que atrelado a esse mecanismo, 0 coragédo
possa orquestrar o metabolismo de outros Orgaos/tecidos. Até o presente momento, existem

poucas evidéncias sobre estes mecanismos.



2 REVISAO TEORICA

2.1 MAQUINARIA DOS RELOGIOS

A Terra apresenta um eixo de rotagdo marcada pelos ciclos de claro e escuro que
delineiam o periodo de 24 horas em dois momentos: uma fase com elevadas temperaturas e
radiacdo ultravioleta (UV) e outra fase com temperaturas mais amenas e baixa incidéncia de
radiacdo UV. Segundo a teoria da “Fuga da Luz” de Pittendrigh (1993), temperaturas mais
altas séo encontradas durante a fotofase do dia e, portanto, temperatura e luz sdo entidades
ambientais que exercem pressdes seletivas simultaneas sobre os organismos. Visto que a luz e
a temperatura sdo percebidas pelas mesmas proteinas, os fotorreceptores associados a
osciladores endégenos provavelmente coevoluiram a partir desses dois sistemas frente aquelas
pressdes dos ciclos diarios de luz e temperatura (MORAES et al., 2017).

Os sinais enviados do ambiente ao nosso organismo sdo chamados zeitgebers (“doador
de tempo” em alemdo). Diversos ritmos biologicos estdo associados ao ciclo claro-escuro,
sendo este ciclo de grande relevancia para todos os seres vivos que possuem algum pigmento
fotossensivel (MARQUES et al., 2003). A luz, sendo um importante zeitgeber para o reldgio
circadiano, alcanca os reldgios periféricos através de varias rotas. Ela chega ao NSQ através
do trato-retinohipotaldamico e arrasta o reldgio central que, entdo, transmite a informacdo de
tempo aos reldgios periféricos ao longo das vias neuronais e/ou enddcrinas. Todavia, existem
rotas adicionais para a transmissao de informacéo fética nas quais € ignorado o reldgio central
e que, por sua vez, redefinem direta ou indiretamente os relégios periféricos (HUSSE;
EICHELE; OSTER, 2015).

O relégio biolégico em mamiferos é conceituado como um sistema hierarquico no
qual um reldgio central, localizado no NSQ, atua como um marcapasso principal para
sincronizar ou arrastar os pulsos periféricos distribuidos por todo o corpo (TAKAHASHI,
2017). Todavia, esse sistema circadiano ndo consiste apenas no marcapasso, NSQ, mas
também em uma complexa rede ritmica dentro do sistema nervoso central (SNC) e em
incontaveis osciladores periféricos que expressam ritmicamente os genes do reldgio
(HARDELAND et al., 2011). Logo, é de suma importancia entender o cerne molecular dos
relogios.

A maquinaria molecular do relégio biolégico é composta por circuitos de
retroalimentagdo transcricional, traducional e modificagdes pos-traducionais (Figura 1). O
lago central € composto de elementos positivos (CLOCK e BMAL1) e elementos negativos



(PERs e CRYs). No nucleo celular, os fatores de transcricdo CLOCK e BMAL1 ativam a
expressdo dos genes Perl/2/3 e Cryl/2 ao longo do dia. Os genes Per e Cry migram para o
citoplasma, onde sdo traduzidos nas proteinas PER e CRY, respectivamente, e se acumulam
para formarem os dimeros PER/CRY. Em direcdo a noite, retornam para o nucleo, inibindo a
transcricdo mediada por CLOCK/BMAL1. Acompanhada de modificacbes nas caudas de
histonas ao redor dos locais de ligagdo do DNA de CLOCK/BMALL, a ligacdo PER/CRY leva
a uma dissociagdo do complexo de transcricdo e suprime a transcricdo de Per e Cry
(HONMA, 2018; HUSSE; EICHELE; OSTER, 2015; BROWN; AZZI, 2013). Em paralelo,
no citoplasma da célula, ocorre o processo de ubiquitinacdo, responsavel por clivar os
complexos PER/CRY. A degradacdo gradual dos complexos PER/CRY, até o final da noite,
libera 0 dimero CLOCK/BMALL1 da supressdao de PER/CRY, reiniciando o ciclo do relogio
pela inducdo da transcri¢do Per e Cry (TAKARASHI, 2017).

—
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Figura 1 - Maquinaria molecular de relogio biolégico em mamiferos. A nivel molecular, o
relogio biolégico de mamiferos é constituido de loops de feedback transcricional. O principal
loop envolve os fatores de transcricdo CLOCK e BMAL1, que formam um complexo e
regulam a transcricdo de outros genes do reldgio, Per e Cry. Outro loop consiste dos genes
Rev-erba/p e Rora/y, que controlam a expressdo de Bmall, atuando como repressores e

ativadores transcricionais, respectivamente. (Adaptado de West; Bechtold, 2015).



O dimero CLOCK/BMALL1 também ativa uma al¢a secundaria do cerne do reldgio, da
qual fazem parte os genes Rev-erb «/ff e RORw/f, cujos transcritos atuam de forma antagonica
competitiva sobre o elemento RORE, estimulando ou inibindo a transcricdo de Bmall,
respectivamente (WEST; BECHTOLD, 2015).

Um ndmero de loops de feedback auxiliares, bem como mecanismos pos-
translacionais, sintoniza e estabiliza a oscilagdo da maquinaria molecular. Além de criar um
mecanismo de relogio autossustentavel, as proteinas do relégio central também controlam a
transcricdo de muitos genes controlados pelo relogio (CCGs) especificos do tecido (HONMA,
2018). O mecanismo do reldgio circadiano de mamiferos € autbnomo e esta distribuido por
todo o corpo regulando as fungBes ritmicas do tecido. Os principais reguladores
transcricionais controlam os ritmos de expresséo génica em milhares de genes. Por exemplo, 0
complexo CLOCK/BMAL1 do figado tem como alvos vias metabdlicas fundamentais,
indicando assim que o sistema de relégio esta intimamente embutido no metabolismo celular
(TAKAHASHI, 2017).

E importante salientar que o ritmo do NSQ é reforcado em todo o corpo através de
ritmos complementares e da liberacdo de hormdnios (como a melatonina e o0s
glicocorticéides) (WEST; BECHTOLD, 2015). A melatonina, por exemplo, possui multiplos
papeis no sistema oscilatorio circadiano, influenciando tanto as fases do marcapasso quanto
dos osciladores periféricos através da modulacao, tanto positiva quanto negativa, na expressao
de alguns genes do relégio (HARDELAND, 2011). Outros sinais transmitidos pelo sangue, ou
até mesmo ciclos de temperatura corporal, poderiam sozinhos ou em combinacdo sustentar a
sincronizacao de multiplos relégios periféricos (HUSSE; EICHELE; OSTER, 2015).

A consolidacdo adicional vird do cérebro ou dos relégios de tecidos periféricos, cuja
atividade é arrastada pelo NSQ, assim como a propagacao do ritmo que influencia a fisiologia
ritmica ou producdo ritmica de fatores secretados que podem, por sua vez, retroalimentar e
influenciar a fase ou amplitude do mecanismo do relégio. Logo, quando corretamente
alinhado, o sistema circadiano existe em um estado de ressonancia pelo qual os reldgios
internos sdo constantemente reforcados pelo nosso ambiente e comportamento (WEST;
BECHTOLD, 2015).

2.2 RITMOS BIOLOGICOS E MELANOPSINA (OPN4)



Todo evento bioldgico que se repete periodicamente no tempo € denominado ritmo
bioldgico. O periodo de 24hs de atividade/repouso em consonancia com os ciclos ambientais
diarios, como o ciclo claro/escuro, indica que o organismo responde, diretamente, aos
estimulos ciclicos ambientais. Sabe-se que esses ritmos diarios sdo endégenos, uma vez que
mesmo na auséncia de pistas ambientais existe ritmicidade, indicando a presenca de
osciladores circadianos associados a um sistema de temporizagdo circadiana (Figura 2)
(TOMOTANI; A ODA, 2012).
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Figura 2 — Esquema do sistema de temporizacéao circadiana endogena. (Que controla o ritmo
de atividade/repouso.) (TOMOTANI; A ODA, 2012)

Existe um marcapasso central que, provavelmente, seria responsavel por controlar
uma série de mecanismos fisiol6gicos, como a sintese de hormdnios e outras variaveis
fisioldgicas. A luz € um estimulo ambiental que ativa um subgrupo de células localizadas na
retina, células essas denominadas células ganglionares intrinsecamente fotossensiveis da
retina (ipRGC), sensiveis a luz azul e que se projetam, morfologicamente, para o nucleo
supraquiasmatico, o marcapasso central (BERSON, 2002; HUGHES et al.,, 2016;
PROVENCIO et al, 2002). A membrana das células ganglionares expressa um fotopigmento
denominado melanopsina (OPN4), uma opsina baseada em retinaldeido (BERSON, 2002) que
contribui para uma série de respostas ndo formadoras de imagens frente a estimulos
luminosos, como o arrastamento circadiano, resposta a luz pupilar, mascaramento negativo da
atividade locomotora, regulacdo dos estados de sono-vigilia, fotofobia e aversdo a luz
(HUGHES et al., 2016). Consiste em uma proteina ligada covalentemente ao cromoforo 11-

cis-retinaldeido, que quando estimulado pela luz, o croméforo é isomerizado em all-trans-



retinaldeido, levando a uma mudanga conformacional da melanopsina, que por sua vez
desencadeia uma cascata de fototransducdo (WONG, 2009).

A melanopsina apresenta fototransducdo intrinseca, assumindo o papel de
fotorreceptores primarios que sincronizam o relégio biolégico com o ambiente externo
(KUMBALASIRI et al., 2007). Logo, acredita-se que ela seja o fotopigmento responsavel
pela sensibilidade intrinseca dessas células a luz.

O mecanismo de fototransducdo da OPN4 expresso nas ipRGC é conhecido por ser
marcadamente distinto aos fotorreceptores cones e bastonetes (HUGHES et al., 2016).
Inicialmente, na regido em que se localiza a melanopsina, ha a sua fotoativacao, responsavel
por desencadear uma cascata de sinalizacdo dependente de proteina G tipo Gg/ll. A
fosfolipase C (PLCP4) é ativada, proporcionando a abertura dos canais TRPC6/7 (canal de
potencial receptor transitorio) e, por conseguinte, 0 aumento nos niveis de célcio intracelular,
seguido da despolarizacdo da membrana. Os axdnios das ipRGCs, entdo, liberam o glutamato
para 0 NSQ, o marcapasso central, que ira orquestrar os osciladores circadianos do
organismo. (ISOLDI et al., 2005; HUGHES et al., 2016; MORAES et al., 2017).

2.3 CANAIS TRP

Existe uma superfamilia de canais catidnicos dependentes de voltagem, denominados
canais TRP, constituidos de arquitetura tetramera e sendo cada unidade constituida por seis
alcas transmembranicas. Os canais TRP sdo agrupados, por homologia, em sete familias,
TRPC (canbnica), TRPM (melastatina), TRPV (ligacdo vanildide), TRPA (repeticdo de
ankirina), TRPP (policistina), TRPML (mucopolipina) e TRPN (potencial mecanorreceptor C)
(RAMSEY et al., 2006). Alguns sio permeaveis ao Ca?*, com excecdo de TRPM4 e TRPM5
gue sdo permeaveis apenas a cations monovalentes (LIAO et al., 2013). Sua ativacdo ocorre
mediante varios mecanismos, sendo envolvidos em uma série de processos sensoriais, tais
como sensacdo térmica, mecanosensacao, quimiosensacdo, nocicepcao e percepcao de luz,
desencadeando o influxo de célcio que resulta na despolarizacdo da célula. Diversos canais
TRP foram identificados como sensores térmicos, 0s quais exibem diferentes faixas dindmicas
para o seu perfil de ativacdo por temperatura (PERTUSA et al., 2012), sendo 0s canais
TRPV1-4, TRPM2, TRPM4 e TRPM5 ativados por calor, enquanto TRPM8, TRPAL e
TRPCS séo ativados por frio (PERTUSA et al., 2012; FOWLER & MONTELL, 2013). Uma
das caracteristicas intrinsecas aos canais TRP é o cooperativismo que exercem e que pode

aparecer nos chamados acoplamentos alostéricos mediante diversos estimulos de ativag&o.



Um bom exemplo da natureza alostérica seria o dos canais termo-TRPs (PERTUSA et al.,
2012).

Em geral, diversos sitios de interacdo regulatéria de fosforilacdo de proteina quinase A
(PKA) e C (PKC), assim como dominios de reconhecimento de fosfatidil inositideo 3-quinase
SH2 estdo envolvidos na via de sinalizacdo dos canais TRPs. Sdo regulados pelas vias de
PLC-B e PLC-y, ativagdo por diacilglicerol (DAG), acido araquidonico, bisfosfato de
fosfatidil inositol (PIP2), deplecdo de estoques de Ca?* do reticulo e tensdo de cisalhamento
(BEVAN et al., 2014).

2.4 MELANOPSINA E RITMO CIRCADIANO NO CORACAO

As opsinas sdo proteinas compostas por sete dominios transmembranicas
especializadas na percepc¢ado da luz. Estes receptores estdo acoplados a proteina G associadas
com um cromoforo derivado da vitamina A, que as tornam capazes de transduzir a luz. Sdo
classificadas com base na natureza da proteina G: opsinas visuais de vertebrados, OPN1 e
OPN2 (proteina Gt); OPN3 (encefalopsinas)/teleostina (proteina Gi/Go); melanopsina/OPN4
(proteina Gq); Opsinas de invertebrados (proteina Go); neuropsinas/OPN5 (proteina Li);
opsinas cnidaria (proteina Gs); perospsinas; fotoisomerases da retina (POLETINI et al.,
2015). Entre as opsinas ndo visuais, a mais estudada é a melanopsina, clonada a partir da ra
africano Xenopus laevis, na qual medeia a dispersdo de granulos de melanina induzida pela
luz (ISOLDI et al., 2005). A melanopsina € expressa em apenas 2% das ipRGCs e esta
envolvida na redefinicdio do NSQ de mamiferos pela luz azul (em torno de 480nm)
(BERSON, 2002).

Muitas outras opsinas tem sido descrita em vertebrados. A encefalopsina (OPN3) com
comprimento de onda de excitacdo maxima de 460nm (KOYANAGI et al., 2013), possui uma
ampla distribuicdo em vertebrados, sendo encontrada na retina e em outros 06rgdos
(BLACKSHAW; SNYDER, 1999).

Estudos demonstram que a OPN4 atua ndo apenas como um fotorreceptor, mas
também como um sinalizador de temperatura e de radiagdo ultravioleta A em mamiferos
(PEREZ-CEREZALES et al., 2015; DE ASSIS et al., 2017). Ademais temos que o corago é
um 6rgédo ndo-visual com maior expressdo da melanopsina e alguns membros da familia TRP
envolvidos com a sinalizagdo da melanopsina, tais como: TRPC1, C3-7, TRPV2-V4, TRPM4,
M5, M7 e TRPP2/1 (DIAZ et al., 2015; HUGHES et al., 2016; RANDALL et al., 2015; YUE
etal., 2015).



Além disso, este 6rgéo possivelmente atua monitorando a temperatura do sangue que a
ele chega, a fim de ajustar seu préprio metabolismo e de outros 6rgaos e tecidos. Sabe-se que
a temperatura exerce forte influéncia na expressao de receptores de NPs, mecanismo chave no
metabolismo de lipidios em tecidos de reserva como o adiposo branco e o marrom
(BORDICCHIA et al., 2012). Esse seria apenas um exemplo do que provavelmente estaria
acontecendo em outros 6rgaos/tecidos.

Dentre diversas fungdes, a atividade do sistema nervoso autonomo sofre influéncia do
ciclo claro-escuro, o qual modula de forma ritmica diversos parametros vasculares (GUO &
STEIN, 2003). Além disso, a comparacdo de oscilacdes dependentes do dia no transcriptoma
entre cardiomidcitos de animais nocautes ou mutantes em relagdo a selvagens revela que até
8% do transcriptoma cardiaco é regulado pelos osciladores circadianos de cardiomidcitos; a
nivel transcricional, o coracdo de nocautes ou mutantes para o relégio apresenta atenuacao
temporal no inicio da fase de luz. Além disso o reldgio local regula diversos processos
metabdlicos, tais como transcri¢do, turnover de proteinas, cascata de sinalizacdo, homeostase
de ions e os niveis no metabolismo de carboidratos e lipideos (MARTIN, 2016; BRAY et al.,
2008; YOUNG et al., 2014). Tem-se como exemplo o ritmo do metabolismo lipidico no
coracdo que varia diuturnamente, uma vez que os acidos graxos (AGs) sdo a principal fonte
de combustivel para os cardiomiocitos (LOPASCHUK et al., 1994). Além disso, a sintese de
triacilglicerdis (TGI), a lipolise e a expressdo de genes envolvidos na oxidacdo de AGs
exibem variacGes diarias no coracdo de camundongos selvagens, estando atenuados em
mutantes Clock especificos (BRAY e YOUNG, 2008; TSAI et al., 2010).

A inducdo de genes responsivos a AGs deve-se, pelo menos em parte, a ligacao direta
de AGs ao PPARa e/ou PPARB/S, resultando na ativacdo desses receptores nucleares, que
regulam a expressdo de uma ampla variedade de genes envolvidos com o controle do
metabolismo de gordura e glicose, tanto no coracdo como no tecido adiposo (NEDEGAARD
et al., 2005; BARGUT et al., 2016; CHENG et al., 2004; RIEHLE e ABEL 2012; PENNA-
DE-CARVALHO et al., 2014; RACHID et al., 2015; ABUSHOUK et al., 2017). Além disso,
PPARa e PPARy sdo reguladores diretos de Bmall e Rev-erba em tecidos metabdlicos
(CHEN & YANG, 2014).

O relégio bioldgico do masculo esquelético e cardiaco permite que os midcitos
antecipem variagdes diurnas na circulagdo de acidos graxos através da capacidade oxidativa
de &cidos graxos a um nivel transcricional (DURGAN et al., 2006). Somado a isso, Durgan e
colaboradores (2007), observaram que o metabolismo do coracdo e sua funcdo contrétil

apresentam um ritmo circadiano intrinsecamente marcado. O contetdo de glicogénio do



miocardio de ratos exibe um ritmo circadiano significativo, espelhando os ciclos de
alimentacdo/jejum até certo ponto, aumentando durante a fase de sono/alimentagdo/escuro e
diminuindo durante a fase de sono/jejum/luz (DURGAN et al., 2007). Sabe-se ainda que tanto
nos tecidos cardiovasculares como nos metabdlicos, a ingestdo alimentar € um zeitgeber que
afeta a expressdo ciclica dos genes do relégio (WU et al., 2008). Portanto, 0 metabolismo

energético é um importante modulador da funcéo do rel6gio nesses tecidos.

2.5 A INFLUENCIA DE UMA DIETA RICA EM GORDURA NO RELOGIO BIOLOGICO

Os genes do reldgio desempenham papéis importantes na regulacdo ndo apenas dos
ritmos circadianos, mas também na homeostase energética e do metabolismo (YANG;
SHIEH, 2009), visto que a cronorruptura do rel6gio esta associada a desordens metabolicas,
tais como a obesidade e a sindrome metabolica (TUREK, 2005). Ja foi visto na literatura que
mutacdes ou nocautes em alguns genes do reldgio, como o caso do Clock, e genes controlados
pelo reldgio (CCG) estdo associados com o desenvolvimento de desordens metabolicas, como
hiperlipidemia, hiperleptinemia e hiperfagia (KUDO et al., 2007; TUREK, 2005; YANG,;
SHIEH, 2009).

Alguns estudos in vivo tém analisado a relacdo de genes do relégio e o
desenvolvimento de desordens metabdlicas, tais como alteracbes nas concentracdes séricas
dos lipidios plasmaticos e, por sua vez, a progressdo de processos aterosclerédticos, mediante
uma alimentacao rica em gordura.

A sincronizagdo do reldgio biolégico dos processos comportamentais e fisioldgicos
esta principalmente ligada aos ciclos LD, levando o organismo a antecipar uma necessidade
gue ocorrera a seguir. Do ponto de vista energético, o reldgio bioldgico, ao imprimir um ritmo
circadiano, orquestra a troca diaria entre periodos de alimentacdo e jejum, o que determina o
uso ou armazenamento de substratos energéticos (PEEK et al., 2012). Por outro lado, ndo se
deve esquecer que a alimentacdo em si € um sinal importante para o ajuste dos reldgios
central e periférico. Desde que o rompimento da rede circadiana influencia o metabolismo,
também foi demonstrado que a relacdo reciproca existe, pois 0 comportamento alimentar e o
metabolismo alterados afetam o rel6gio. Kohsaka e colaboradores (2007) demonstraram que
camundongos alimentados com uma dieta high-fat (HFD) apresentaram alterac6es no periodo
de atividade locomotora quando comparados aos camundongos controle. Também foi
observado que ndo apenas a expressao dos genes do reldgio foi afetada, mas também os genes

controlados pelo relégio envolvidos no uso de energia no hipotalamo, figado e tecido adiposo.



Portanto, o ganho ou perda de peso corporal, analisado até entdo como um simples equilibrio
entre ingestdo caldrica e gasto energético, acabou ganhando um componente novo e,
provavelmente, vital: o relogio bioldgico. Assim, os estudos comecaram a reunir dados
demonstrando que ndo apenas a quantidade de nutrientes ingerida ou utilizada, mas também o
tempo de ingestdo se tornou de importancia decisiva no ganho de peso (ARBLE et al., 2009).
Os autores relataram que um ganho de peso maior foi alcangado quando camundongos
noturnos submetidos a um ciclo LD 12:12 foram alimentados com HFD na fotofase desse
ciclo, em comparacdo com aqueles alimentados na fase escura. Uma variacdo interessante
encontrada em um estudo que associou a influéncia de uma dieta rica em gordura com uma
dieta rica em acucar (KLOTING et al., 2013). Os autores observaram que ratos Wistar
submetidos ao ciclo LD 12:12 alimentados com dietas ricas em gordura e agUcar apresentaram
maior ganho de peso corporal, e niveis mais altos de triacilglicerdis, colesterol e leptina sérica
em comparagdo com animais com dieta semelhante, mas com um avanco de fase de 6 horas
(as luzes estavam acesas 6 horas apds o grupo de controle). Foi, entdo, demonstrado que néo
apenas a dieta, mas também a fase do reldgio afeta os parametros fisioldgicos ligados ao
metabolismo.

Na mesma linha, Mendoza e colaboradores (2008) obtiveram aumento do indice de
massa corporal, maior glicemia, hiperleptinemia e aumento de insulina em camundongos
machos C57BL/6J tratados por 3 meses com uma HFD, em comparagdo aos animais controle.
Testes de sincronizacao fética, que mediram a atividade de corrida e os ritmos de temperatura
corporal (marcadores de fase diarios), revelaram que os animais alimentados com HFD
tiveram um ajuste inadequado da hora do dia. Quando esses animais foram submetidos ao
teste jet-lag (ciclo avancado de 6 horas), as alteragfes incluiram uma taxa mais lenta de
arrastamento dos ritmos locomotores e da temperatura corporal, e respostas reduzidas a fase
leve, conforme descrito abaixo. Alteracdes de fase induzidas pela luz no nucleo
supraquiasmatico causaram aumento da expressao de c-fos e aumento da fosforilacdo de erk.
Nos animais submetidos a HFD, houve menor expressao de c-fos e menor fosforilacdo de erk
em resposta a luz quando comparado ao controle. Simplificando, podemos concluir que o
HFD altera a sincronizagéo circadiana pela luz.

X

Para testar a ideia de "pular o café da manhd" e suas consequéncias para 0
metabolismo lipidico, Shimizu e colaboradores (2018) criaram um protocolo no qual o0s
camundongos eram alimentados com uma HFD durante o ZT12/24 (grupo controle) e outro
grupo no ZT16/4 ( Grupo DFAM - aqueles que estariam pulando o café da manhd). Os

animais do grupo DFAM apresentaram ganho de peso corporal e aumento do peso do tecido



adiposo, sem alteracfes na ingestdo total de alimentos. Os picos na oscilacdo circadiana dos
genes do reldgio do figado e de genes relacionados a sintese de &cidos graxos foram atrasados
em 2-4 horas devido ao DFAM. Além disso, insulina sérica, acidos graxos ndo esterificados e
acidos biliares, bem como a temperatura corporal tiveram picos atrasados em 4-6 horas no
grupo DFMA. Resumidamente, o “pular o café da manha” levou ao metabolismo lipidico
anormal, oscilacdo circadiana alterada dos genes do figado e genes relacionados ao
metabolismo lipidico. Portanto, anormalidades metabolicas e obesidade causadas pelo salto
do café da manhd em humanos seriam mediadas por altera¢cdes nos ritmos circadianos dos
tecidos periféricos, como o figado (DASHTI et al., 2019).

Foi encontrada uma relagdo direta entre o desequilibrio alimentar (neste caso
promovido pelo HFD) e a ritmicidade do ciclo circadiano. Curiosamente, a manipulagéo de
genes especificos do reldgio leva a uma variedade de disfungdes especificas.

Shimba e colaboradores (2011) descobriram que camundongos deficientes para o gene
Bmall (Bmall ) alimentado com uma HFD tinham uma baixa capacidade de armazenamento
de gordura no tecido adiposo, 0 que resultou em niveis aumentados de &cidos graxos
circulantes, em comparacdo com os camundongos selvagens. Esses altos niveis de acidos
graxos circulantes foram um fator decisivo para o acumulo e a formacdo de gordura ectdpica
no figado e no musculo esquelético desses camundongos. Segundo outros autores
(HEMMERYCKX et al., 2011), os camundongos Bmall 7~ alimentados por 15 semanas com
uma HFD tiveram um aumento inicial acelerado no peso e na massa gorda quando
comparados aos controles do tipo selvagem (WT). No entanto, no final do ensaio, ambos 0s
grupos apresentaram 0 mesmo aumento na massa corporal. Por esse motivo, os camundongos
Bmall 7~ tém um fenétipo com menos gordura quando comparados aos camundongos
deficientes em Clock (TUREK et al., 2005; SHIMBA et al., 2011).

O conjunto de dados levou os pesquisadores a concluir que o Bmall estd ligado a
homeostase energética, e os fatores que levam a sua disfuncdo podem estar relacionados ao
desenvolvimento da sindrome metabdlica (SHIMBA et al., 2011; MILAGRO et al., 2012).

Os camundongos mutantes para o gene Clock mostraram atenuacdo da atividade
guando comparados ao WT, mas, curiosamente, também estavam ativos na fase leve. No
entanto, os dados mais relevantes foram em relagéo a ingestdo de alimentos: os camundongos
WT se alimentaram basicamente na fase escura, enquanto 0s mutantes para o gene Clock se
alimentaram de maneira uniforme nas duas fases (TUREK et al., 2005).

Quando camundongos WT ou mutantes para o gene Clock foram alimentados com

uma dieta regular por 10 semanas, o ganho de peso corporal foi de 24% e 29%,



respectivamente. Quando esses grupos foram alimentados com uma HFD, o ganho de peso foi
de 38% para camundongos do tipo selvagem e 49% para camundongos com mutacdo do
Clock. E notavel que os mutantes para Clock alimentados com uma dieta regular tiveram 65%
de ganho de massa magra e 35% de ganho de massa gorda, enquanto com o HFD, o ganho de
peso total foi representado por 25% de massa magra e 75% de gordura em compara¢do com
os ratos WT (TUREK et al., 2005).

Outras consequéncias do Clock nulo foram hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia,
hiperglicemia e hipoinsulinemia entre o sexto e o0 sétimo més de idade. Além disso, 0s niveis
séricos de leptina foram aumentados durante a fase leve em mutantes alimentados com a dieta
padrdo, enquanto os camundongos alimentados com HFD tiveram um aumento ainda maior
na leptina sérica na mesma fase em comparacao aos animais WT (TUREK et al., 2005).

Outra descoberta importante foi que 0s MRNAs da grelina e da orexina eram baixos no
hipotdlamo mediobasal de camundongos com mutacdo do relégio em compara¢do aos
camundongos WT. A anélise do ndcleo supraquiasmatico e do transcriptoma hepatico revelou
alteragBes nas vias metabolicas, incluindo enzimas da via glicolitica, fosforilacdo oxidativa
mitocondrial e metabolismo lipidico, em camundongos com mutacdes no gene Clock
(MENDOZA et al., 2008). O conjunto de dados analisados nesses animais nos permite dizer
que alteracBes no reldgio circadiano, precisamente no gene Clock, podem levar a alteraces
comportamentais fenotipicas e alteragdes no metabolismo celular (TUREK et al., 2005).

Quando camundongos deficientes em Cry foram tratados com uma HFD, ndo foram
observadas alteracdes fenotipicas em animais deficientes em Cry2. Diferentemente, o0s
camundongos knockout Cryl mostraram, quando tratados com HFD, menos ganho de peso e
menor reserva de gordura quando comparados ao grupo WT. Também foi relatado um baixo
teor de gordura sem alteracdo no teor de proteinas. Além disso, a glicose sérica e os perfis
lipidicos ndo mostraram diferenca quando comparados aos camundongos WT, no final do
tratamento com HFD (GRIEBEL et al., 2014). Uma possivel explicacdo para esse achado
seria 0 aumento da atividade do sistema nervoso simpatico, principalmente durante a fase leve
do ciclo, exibida pelos camundongos deficientes em Cryl e/ou Cry2. Isso levaria a ativacdo
do tecido adiposo marrom e ao hipermetabolismo (IKEDA et al., 2007), o que poderia
justificar a resisténcia ao ganho de peso observada em camundongos Cryl” submetidos a
HFD.

Por interrupcdo esta diretamente envolvido no ganho de massa corporal em

camundongos machos Per23miPw glimentados com HFD. No entanto, quando a delegéo



ocorreu apenas em Per3, 0s animais expressaram um inicio tardio do fendtipo da obesidade
(DALLMANN et al., 2010).

Estudos com camundongos deficientes para os genes Perl ou Per2 demonstraram uma
reducdo no peso corporal e uma diminuicdo nos niveis séricos de triacilglicerdis e acidos
graxos livres quando comparados aos animais WT (DALLMANN et al., 2010; DALLMANN
et al., 2006). Esses efeitos podem ser explicados pela acdo de represséo exercida pelo Per2 no
PPARy. Em camundongos Per2”- (deficientes em Per2) alimentados com uma dieta padréo,
onde a repressdo foi eliminada devido a auséncia de Per2, ocorreram mudancas significativas
na adiposidade e no metabolismo lipidico (GRIMALDI et al., 2010). O PPARY ¢ responséavel
pela regulacdo do desenvolvimento do tecido adiposo, diferenciando as células-tronco
mesenquimais em adipdcitos, um processo conhecido como adipogénese (EVANS et al.,
2004). Portanto, o Per2 controla a atividade preé-patogénica do PPARy, operando como Seu
modulador natural (GRIMALDI et al., 2010).

O gene LdlIr codifica a formacdo de uma proteina chamada receptor de lipoproteina de
baixa densidade (LDLr) que se liga a lipoproteinas de baixa densidade (LDLS), os principais
transportadores de colesterol. Akashi e colaboradores (2017) observaram que, ap6s uma HFD,
camundongos com uma delecdo do gene Ldlr 7~ desenvolveram aterosclerose, com formagéo
de placa de ateroma em 16 semanas. Entretanto, ao analisar camundongos com deleg&o nos
genes Per2 e Ldlr, foi observada adiposidade quando comparada ao grupo Ldlr .

Ainda ndo foi relatada uma ligacdo entre a transcricdo de proteinas relevantes
relacionadas ao controle do metabolismo lipidico e os genes Cryl-2. Suas funcGes parecem
mais relevantes para a gliconeogénese hepatica. A gliconeogénese hepética é regulada pelo
glucagon e pela epinefrina (GRIEBEL et al., 2014), assim como o gene Cry também exerce
essa funcdo inibindo a fosforilagdo do CREB mediada por cAMP (HIROTA et al., 2012;
LAMIA et al., 2011). Isto foi encontrado em dois ensaios importantes. Em um deles,
camundongos KO duplos para os genes Cryl e Cry2 aumentaram a atividade do CREB.
Como resultado, os niveis de mMRNA hepatico para genes envolvidos na gliconeogénese foram
mais altos em camundongos com expressdo derrubada de Cryl e Cry2 em comparagdo aos
controles. Por outro lado, quando o Cry foi superexpresso em camundongos da linhagem
db/db, conhecidos como bons modelos para obesidade e diabetes, houve uma diminuigéo na
producéo de glicose (ZHANG et al., 2010).

Um fato ainda pouco explorado, mas que estd ganhando importancia, é a interagdo dos
componentes do relégio com outros genes fora do mecanismo do reldgio. Acredita-se que a

mutacdo do gene Clock leve a superexpressdo de Bmall ou a sua substituicdo pelo gene



Npas2, um gene que promove a adipogénese. O complexo BMAL1/CLOCK possivelmente
desempenha um papel importante na expressdo génica envolvida na regulacdo do
metabolismo lipidico (TUREK et al., 2005; SHIMBA et al., 2011). Camundongos com uma
mutacdo no gene Clock e uma exclusdo no gene ApoE foram alimentados com diferentes
dietas para um estudo de aterosclerose. O gene ApoE produz uma proteina chamada
apolipoproteina E que combina com lipidios para formar moléculas de lipoproteina, podendo
se ligar ao colesterol e, assim, transportd-lo na corrente sanguinea. Esses animais
desenvolveram hipercolesterolemia devido ao acimulo de lipoproteinas contendo ApoB48,
ricos em éster de colesterol, e a0 aumento da absorcdo de colesterol pelo intestino (PAN;
JIANG e HUSSAIN, 2013).

Camundongos C57BL/6J fémeas, sem mutacdo ou exclusdo genética, quando
alimentados com um HFD por oito semanas desenvolveram obesidade, hiperglicemia e
hiperlipidemia, levando a uma sindrome metabdlica (YANAGIHARA et al., 2006). No
entanto, os ritmos do reldgio do figado e do tecido adiposo nao foram afetados pela dieta. No
mesmo estudo, a expressdo do gene Cyp7al, membro da superfamilia da enzima citocromo
p450, mostrou uma diminuicdo de sua ritmicidade, que foi regulada pelo gene Dbp,
relacionada as enzimas envolvidas no metabolismo hepético, que por sua vez demonstraram
uma clara ritmicidade de 24 horas (YANAGIHARA et al., 2006). Esses achados corroboram
com os estudos de Ando e colaboradores (2009), que relataram que camundongos machos
C57BL/6J submetidos a uma dieta aterogénica por 5 semanas também ndo apresentaram
alteracdes na expressdo dos genes do reldgio. No entanto, quanto a expressdo de genes ligados
a producdo de energia mitocondrial, regulacdo redox e metabolismo de carboidratos e lipidios,
sua expressao foi reduzida pela dieta aterogénica. A explicacdo dada pelos autores foi que a
protecdo do reldgio ocorreu possivelmente devido a alteracdo compensada na expressdo de
genes envolvidos na degradacdo de proteinas. A soma desses dados abre outras
possibilidades. Embora o rel6gio biolégico ndo tenha mudado durante o tempo em que o
animal foi tratado com um HFD, a expressdo ciclica de genes relacionados ao relégio
biolégico mudou. Provavelmente, essas mudancgas podem, posteriormente, alterar o reldgio
bioldgico, fato ndo observado pelo curto periodo em que os animais foram acompanhados.

Hsieh e colaboradores (2010) propuseram que uma HFD a longo prazo causa maiores
alteracdes na expressdo génica em comparagdo com a mesma dieta por um periodo mais
curto, demonstrando que as modificacfes dependem do tempo. Ainda sobre o assunto, outro
grupo (YAMAJUKU et al., 2009), ao examinar as fungdes fisiologicas do relégio do figado

usando um esquema alimentar, ratos Wistar alimentados a cada 6 horas por 18 dias em uma



dieta rica em colesterol, descobriu que a ritmicidade de varios genes do relogio foi
interrompido. Os autores também observaram que a expressdo do gene CyP7al foi alterada.
Entre as conclusoes, os autores (YAMAJUKU et al., 2009) apontaram para a importancia néo
apenas da duracdo da exposicdo alimentar, mas também da frequéncia da ingestdo alimentar
ao longo do dia, essencial para induzir mudangas no relogio biolégico. Uma HFD a longo
prazo alterou a expressdo de genes do relégio, como Perl e Bmall, no figado, embora o gene
Clock ndo tenha mostrado nenhuma alteragdo. Um modelo animal de hipercolesterolemia
familiar (camundongos LdIr”") apresentou anormalidades circadianas. Ao executar
experimentos comportamentais em escuriddo constante, os pesquisadores (AKASHI et al.,
2017) observaram uma fase ativa estendida e ritmos distintamente bimodais. No mesmo
estudo, observou-se que camundongos LdIr 7~ Per2 ™™ (deficientes em LdIr com uma
mutacdo no gene Per2) mostraram um aumento significativo na area da placa arterial com um
aumento nos niveis de citocinas inflamatdrias IL-6 (AKASHI et al., 2017) Portanto, esses
resultados sugerem que a disfuncdo circadiana pode estar associada ao desenvolvimento ou
progressao de doencas cardiovasculares.

Em alguns casos, observou-se que o ritmo poderia apresentar variacGes especificas
mesmo quando o animal foi submetido a uma dieta por um curto periodo. O consumo de HFD
a curto prazo (2 semanas) diminuiu a expressdo do gene Bmall no ceco e no figado. O HFD
alterou a expressdo de 7 genes, 4 dos quais envolvidos na regulagdo do reldgio biol6égico
desses 6rgdos (LIZIER et al., 2013). Portanto, uma dieta a curto prazo também pode causar
alteracdes na expressdo dos genes do relégio e comprometer 0s processos metabdlicos.

Somado a isso, a composi¢édo da dieta, assim como o protocolo de administracdo, pode
ter um forte impacto no metabolismo, no reldgio bioldgico e em suas inter-relacdes. Fuse e
colaboradores (2012) submeteram camundongos C57BL/6J a um café da manhd rico em
gordura - imitando uma unica refeicdo, e um segundo grupo recebeu duas refeicdes com alto
teor de gordura que imitavam o café da manhd e o jantar. Os autores observaram que 0
primeiro grupo apresentava uma sindrome metabdlica mais grave quando comparado ao
segundo grupo. No mesmo desenho experimental, foi observado um ritmo padrédo para Per2 e
Bmall em ambos os grupos. Da mesma forma, ratos Wistar submetidos a um protocolo tardio
da dieta da manha mostraram alteracdes no metabolismo lipidico, oscilagbes dos genes do
relogio hepatico e genes envolvidos na sintese de &cidos graxos em comparagdo aos animais
que receberam uma dieta rica em gordura no ZT12-24 (SHIMIZU et al., 2018). No estudo de
Eckel-Mahan e colaboradores (2013), um tratamento com camundongos HFD por dez

semanas causou uma reprogramacdo do relégio hepatico como resultado da perda de



oscilacdo de genes normalmente oscilantes. Entre os efeitos marcantes da HFD estdo os
efeitos pleiotropicos que levam a reprogramacéo de varias vias metabolicas e transcricionais.
De fato, uma dieta rica em gordura apresenta forte correlagdo com a sindrome
metabolica e diversas alteracfes no reldgio biologico. Provavelmente, o reldgio pode ser
induzido pela dieta, levando a varias alteragdes metabolicas, bem como a dieta promovendo

problemas metabdlicos, levando a alterac6es no reldgio circadiano.



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

O presente estudo objetiva avaliar a expressdo de genes do reldgio, canais TRP e
opsinas, em explantes cardiacos, em condi¢cGes de 12h:12h de ciclo claro-escuro LD, e
investigar os efeitos do acido palmitico no relégio local, em cultura primaria de

cardiomiocitos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Investigar a expressdo génica relativa dos genes do relogio, Bmall e Perl, das opsinas
Opnl, Opn2, Opn3 e Opn4, e dos canais TRP, TrpV1 e TrpAl, in vitro, em explantes
cardiacos oriundos de camundongos adultos selvagens e nocautes para os canais TrpV1 e
TrpAl mantidos a 30°C;

b) Investigar o efeito do acido palmitico, na expressao génica relativa dos genes do relégio,
Perl e Bmall, em cultura primaria de cardiomidcitos oriundos de camundongos neonatos

selvagens.



4 METODOLOGIA

A metodologia do estudo foi dividida em dois ensaios experimentais: um ensaio com
explantes cardiacos de camundongos adultos da linhagem C57BL/6J, selvagens, nocautes
para o canal TRPV1 e nocautes para o canal TRPAL; e outro ensaio envolvendo culturas
primarias de cardiomidcitos de camundongos neonatos da linhagem C57BL/6J. No primeiro
ensaio, a partir do modelo animal de estudo, foi realizado o delineamento experimental. Para
ensaio experimental, com culturas primarias, foi realizada a confeccdo das culturas e preparo
de solucdes utilizadas no experimento, o desenho experimental, preparo das placas e o
delineamento experimental. Para avaliagdo da expressdo génica de ambos ensaios

experimentais foi utilizado a técnica de qPCR. E, por fim, foi feita a estatistica dos resultados.

4.1 EXPLANTES CARDIACOS DE CAMUNDONGOS

4.1.1 Animais

Os experimentos foram conduzidos em camundongos machos da linhagem C57BL/6J,
TrpAl KO em fundo C57BL/6J produzidos no Biotério do Departamento de Fisiologia do IB-
USP (a partir do retrocruzamento de C57BL/6J com B6.129X1-Trpvi™Jul/J Stock
N0:003770, Jackson Laboratories, Bar Harbor, MA, EUA) e TrpV1 KO em fundos C57BL/6J
(B6;129P-Trpal™Kykw/J Stock No: 006401, Jackson Laboratories), com 15 animais entre 3
a 6 meses de vida. As progenitoras foram acomodadas uma por gaiola, com seus respectivos
filhotes, mantidas em ambiente silencioso, com temperatura controlada, em ciclos de 12 horas
de periodo diurno (das 07:00 as 19:00 horas) e 12 horas de periodo noturno (das 19:00 as
07:00 horas) mantidos artificialmente. Receberam agua e racdo Purina ad libitum.

As informacdes referentes ao processo de nocaute dos animais se encontram na se¢ao

anexos.

4.1.2 Delineamento Experimental do Ensaio com Explantes Cardiacos de Camundongos

Os animais selvagens e nocautes foram transferidos para o biotério do laboratorio da
USP, mantendo-os em temperatura de 30°C (termoneutralidade) em LD por 2 semanas. A
eutanasia aconteceu no ZT2 (2 horas apds o acender das luzes). No primeiro dia de

experimento, camundongos selvagens (C57BL/6J) foram eutanasiados, totalizando 5 animais.



Os nocautes para TRPV1 e TRPA1 foram eutanasiados no mesmo zeitgeber (ZT2) em
diferentes dias. O coragdo extraido foi dividido em atrio e ventriculo para avaliacdo da
expressao génica por ensaio de g-PCR.

4.2 CULTURA PRIMARIA DE CARDIOMIOCITOS

4.2.1 Animais

Para obtencdo de cardiomiocitos foram utilizados camundongos isogénicos da
linhagem C57BL/6J, neonatos (1 a 3 dias), sexo indiferente. Estes permaneceram juntamente
com a mae até o dia do experimento.

As progenitoras foram acomodadas uma por gaiola, com seus respectivos filhotes,
mantidas em ambiente silencioso, com temperatura controlada, em ciclos de 12 horas de
periodo diurno (das 07:00 as 19:00 horas) e 12 horas de periodo noturno (das 19:00 as 07:00
horas) mantidos artificialmente. Receberam agua e racdo Purina ad libitum. Todas as
recomendacdes do Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEUA-UFOP n° 4825230419)

foram seguidas.

4.2.2 Cultura Priméria de Cardiomidcitos

O protocolo de extracdo de células cardiacas foi um protocolo adaptado de EHLE et
al. (2006). Resumidamente, foram utilizados 10 camundongos neonatos em cada cultura, 0s
quais foram higienizados com alcool 70% e decapitados, seguido de remocdo e lavagem do
coracdo em solucdo ADS. Em seguida, os fragmentos de ventriculos selecionados foram,
posteriormente, digeridos enzimaticamente em solucdo tampdo de digestdo (Tabela 3),
agitando-os em banho-maria a 37°C em 2 ciclos de 30 min. A suspensdo de células resultante
desta etapa foi centrifugada (Befer BMCD modelo CMPIus) a 1200rpm/5min. O pellet foi
ressuspendido com meio de cultura DMEM enriquecido com 5% de soro fetal bovino, 10% de
soro de cavalo, 1% de penicilina/estreptomicina e 0,1% de inibidor de fibroblasto BRDU (5-
Bromo-2’-deoxiuridina — Sigma-Aldrich) (Tabela 1 e 2). Posteriormente, as células foram
distribuidas em placa de 24 pocos e incubadas em estufa de CO2 (5%) a 37°C por 60min para
que ocorresse a devida adesdo dos fibroblastos e, assim, aumentasse a pureza da cultura. O

sobrenadante desta etapa (cardiomidcitos) foi retirado e distribuido em uma nova placa de 24

pogos. Novamente, o sobrenadante desta etapa foi removido e distribuido em uma nova placa.



Por fim, a placa foi acondicionada em estufa de CO2 (5%) a temperatura constante de 37°C

por 48 horas para adesdo completa das células.

4.2.3 Solugdes Utilizadas nos Ensaios

Tabela 1: Composicdo da solucdo de BRDU [102M] (5-Bromo-2'-deoxiuridina)

Componentes Quantidade
Agua Milli-Q 165 mL
BRDU 0,59

Tabela 2: Composicdo do meio de cultura normal

Componentes Quantidade (g.s.p)
DMEM (Sigma-Aldrich) 42,5 mL
Soro de cavalo (LGC) 5,0 mL
Soro fetal bovino (LGC) 2,5mL
Penicilina-estreptomicina (LGC) 0,5mL
Solucio de BRDU [102M] 50 pL

Tabela 3: Composic¢éo da solugdo tampao de digestéo

Componentes Quantidade (g.s.p)
Solucdo ADS 20 mL
Colagenase tipo Il (Sigma-Aldrich) 4 mg
Pancreatina (Sigma-Aldrich) 12 mg

Tabela 4: Composicdo do meio de cultura baixa glicose do meio concentrado em acido

palmitico
Componentes Quantidade (q.s.p)
DMEM baixa glicose 5,5 mM (Sigma-Aldrich) 42,5 mL
Soro fetal bovino (LGC) 1,0 mL
Penicilina-estreptomicina (LGC) 0,5mL

Tabela 5: Composicdo da solucdo BSA conjugado com &cido palmitico

Componentes Quantidade (q.s.p)
Protein Standards, MicroStandard, 1mg BSA/ml em 0,15M NaCl, 999,95 pL
0,05% NaN3 (Sigma-Aldrich P0914 — 10 ampolas)
Acido Palmitico (Sigma-Aldrich P0500 — 10g) 0,01024 g

Tabela 6: Composic¢éo da solugédo de 50% de soro para sincronizacao do reldgio

Componentes Quantidade (g.s.p)
DMEM (Sigma-Aldrich) 50 MI
Soro Fetal Bovino (LGC) 50 Mi




Todas as solucdes utilizadas para cultivo e manutencao das culturas de cardiomiécitos

foram esterilizadas em membrana Millipore 0,22 pm.

4.2.4 Desenho Experimental do Ensaio com Cultura de Células

As culturas celulares foram divididas em grupos experimentais Controle e Meio Acido

Palmitico, conforme descrito a seguir.

Grupos Experimentais

1. Células Primarias: Meio Controle.

2. Células Primarias; Meio Acido Palmitico.

4.2.5 Preparo das Placas

Apdbs o periodo de adesdo celular, as células foram removidas da placa com TrypLE
Express Enzima (triplex - tripsina sintética) (Gibco®). Removido o meio de cultura, foram
acrescidos de 350 pL de triplex em cada poc¢o para perda de adesdo celular a placa. O Triplex
com as células foi, entdo, removido e centrifugado a 1020 rpm/5 min. Foi descartado o
sobrenadante e as células foram ressuspendidas em meio de cultura proprio (tabela 2). Os
cardiomidcitos foram semeadas na densidade de 10° células em placa de 6 pogos e
acondicionadas em estufa de 5% CO: a temperatura constante de 37°C para adesdo completa
das células.

4.2.6 Delineamento Experimental do Ensaio com Cultura de Células

Durante o experimento, as células foram mantidas no meio descrito acima (tabela 2).
Os cardiomidcitos foram mantidos em escuriddo constante e na temperatura (37°C) durante 3
dias. No inicio do 4° dia, 0 meio das células foi trocado com um intervalo de 2 horas, por um
meio com 50% de soro bovino fetal (chogue de soro) (tabela 6) (Durgan et al., 2006). Esse

procedimento foi responsavel por sincronizar os genes do relogio.



4.2.7 Efeito do meio com acido palmitico nos genes do relégio em cultura de

cardiomidcitos

Apbs o choque de soro, as células receberam meios especificos conforme a seguir:
células com meio Controle (tabela 4) e células com meio rico em acido palmitico (tabela 5).
As células do grupo Meio Controle receberam meio DMEM baixa glicose 5mM,
suplementado com 2% de soro bovino fetal (LGC) e solugdo antibidtica/antimicética a 1%
(penicilina 10.000 U/mL, estreptomicina 10.000 pL/mL). O grupo Meio Acido Palmitico
recebeu 0 mesmo meio de cultura, porém acrescido com acido palmitico 0,4 x 10°M, cuja
concentracdo foi determinada segundo Durgan et al (2006). As células foram mantidas em
estufa 5% CO; e temperatura constante de 37°C, em escuriddo constante, durante 24hs (ensaio
agudo). Apos esse periodo, 0 RNA total foi extraido 2hs (T2) e 14hs (T14) ap0s o tratamento

e a expressao dos genes Bmall e Perl sera feita por PCR em tempo real (Figura 1).
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Figura 3: Fluxograma — Delineamento Experimental

4.2.8 Preparacdo do Complexo BSA: Acido Palmitico

Inicialmente, foi preparada a solucéo de acido palmitico. Para isso, pesou-se 0,01024g
de &cido palmitico e solubilizou-o em 857,1 pL da solugdo de BSA/NaCl 150M (veiculo).
Adicionou-se, posteriormente, mais 142,85 uL da solugdo de BSA/NaCl 150M, para obter
uma solucio de concentracdo molar de 0,4 x 10*M. A solugcdo BSA conjugado com acido
palmitico (0,4 x 10*M) foi homogeneizada em banho-maria a 37°C durante 1h. Apds

completa homogeneizacdo, foi adicionado 100 pL da solu¢cdo BSA conjugado com &cido



palmitico (0,4 x 10*M) a 9900 pL de meio pré-preparado de DMEM baixa glicose (5,5 mM
de glicose), atingindo, assim, a concentracéo final desejada de &cido palmitico 0,4 x 10°M no

meio de cultura baixa glicose.

4.3 EXTRACAO DO RNA TOTAL, RT-PCR E gPCR

4.3.1 Extragdo do RNA

No ensaio com as culturas de células, foi extraido o lizado celular nos tempos T2 e
T14 (2hs e 14 hs ap0s o tratamento com os meios hiperlipidico e controle). O meio de cultura
foi descartado e uma aliquota de TRIzol (1mL) foi acrescentada em cada pogo, pipetando
varias vezes para lavar a superficie a qual as células estavam aderidas. Apos, foi transferido o
conteddo dos pocos para um eppendorf de 1,5mL, deixando-o por 5 minutos em temperatura
ambiente.

Para os ensaios com explantes cardiacos, os animais foram eutanasiados em camaras
de CO.. Em seguida, foi realizada uma incisdo toracica para a remoc¢do do coracao e separagdo
em atrio e ventriculo para, entdo, serem armazenados em eppendorf e mergulhados em gelo
seco. Para a extracdo do RNA, o tecido cardiaco foi fragmentado manualmente, com o auxilio
de uma lamina estéril. Em seguida, foi adicionado ao eppendorf, contendo a amostra, 300uL
de reagente TRIzol (Tri-Reagent-LS, Sigma, EUA) que foi homogeneizado utilizando um
homogeneizador e, por fim, adicionou-se 700uL de TRIzol (para volume final de 1mL).
Adiante, as amostras contendo o TRIzol foram incubadas durante 10 minutos em temperatura
ambiente. Os eppendorfs foram centrifugados a 500xg por 5 minutos a temperatura ambiente.
Apos, foi pipetado 900uL de sobrenadante para novos eppendorfs. A centrifuga foi ajustada
para temperatura de 4°C.

A partir dessa etapa, os procedimentos executados foram os mesmos, tanto para as
culturas quanto para o tecido cardiaco. Adicionaram-se 200uL de 1-bromo-3-cloropropano-
BCP seguido de agitacdo vigorosa (vortex) por 15 seg e permanecendo em temperatura
ambiente por 10 minutos. As amostras foram centrifugadas a 12.000xg a 4°C durante 15
minutos e, com cuidado, transferiu-se 400uL da fase aquosa superior para um frasco
eppendorf (de 1,5 mL). A interfase curta que contém proteinas e a inferior que contém DNA
foram descartadas. Adicionou-se 600pL de isopropanol 100% para precipitar 0 RNA. Com
um movimento de aspirar para cima e para baixo uma Unica vez, deixou-se por 10 minutos em

temperatura ambiente. As amostras foram, novamente, centrifugadas a 12.000xg a 4°C



durante 35 minutos, para formarem um pellet, e removeu-se o sobrenadante virando o
eppendorf, sem bater, dispensando a fase liquida. Apos, adicionou-se 1,3mL de etanol 75%,
vortexando em seguida. Novamente, as amostras foram centrifugadas a 12.000 x g a 4°C
durante 15 minutos e, entdo, levadas para o freezer a -20°C por pelo menos 1 hora para
precipitar o RNA restante. Passado esse periodo, removeu-se 0 sobrenadante e adicionou-se
1,3 mL de etanol 75%, seguido de agitacdo no vortex. Centrifugou-se a 12.000 x g a 4°C
durante 15 minutos e descartou-se o sobrenadante sem bater os frascos, apenas invertendo os
eppendorfs em lencinhos de papel e deixando por 5-10 minutos até secar. Ressuspendeu-se 0
RNA com um volume de 20pL de H.O DEPC e pipetou-se para cima e para baixo até que o
pellet desaparecesse. Acrescentou-se 10% do volume do 10X Turbo DNase buffer e
acrescentou-se 1uL da turbo DNase, depois centrifugou-se brevemente na centrifuga de
bancada. As amostras foram incubadas a 37°C por 30 minutos. ApOs ressuspendeu-se 0
reagente de inativacdo da DNase por vortex e adicionaram-se 3uL, vortexando novamente,
para manter a suspensdo homogénea. As amostras foram incubadas por 2 minutos em
temperatura ambiente e, entdo, centrifugadas a 10.000 x g a 4°C durante 2 minutos para
precipitar o reagente de inativacdo. Removeu-se 0 sobrenadante para um novo tubo e
determinou-se a concentracdo de RNA fazendo a leitura no equipamento Nanodrop 1000
(ND-1000). A razao de OD260/OD2go foi considerada boa acima de 1,6.

4.3.2 RT-PCR

A reacdo de RT-PCR foi realizada com lug de RNA total, utilizando 1uL de
oligonucleotideos randomicos (100 ng/uL) e 1 uL de dNTPs Mix 10mM (Life Technologies,
EUA), em reagdo com volume final de 13uL ajustado com H2O/DEPC. As amostras foram
aquecidas por 5 min a 65°C e, em seguida, transferidas para cuba com gelo, adicionando-se
7ul do mix [4uL de tampao para PCR (5x), 1uL de DTT (0,1 M), 1uL de inibidor de
ribonuclease (40U/ul) e 1uL da enzima Superscript III (200U/uL, Life Technologies, EUA)
para um volume final de 20 pL] em cada tubo. A mistura foi homogeneizada, gentilmente, e,
apos breve centrifugacdo, incubada por 5 min a 25°C, seguido por 50 min a 50°C. A reac&o foi
inativada por incubagdo a 70° por 15 min. O cDNA sintetizado foi usado nas subsequentes

reacOes de PCR quantitativo (em tempo real).



4.3.3 PCR quantitativo

Para o protocolo multiplex foi utilizado uma solugdo de Supermix UDG 2X
(Invitrogen) suplementado com MgClz, dNTPs e Platinum Tag DNA polymerase (Life
Technologies, Brasil) para complementar o mix. A solucdo foi complementada com H.O
DNaseRNase-free e um par de primers e probes, especificos para cada um dos genes, Perl e
Bmall (desenhados pelo programa Primer Quest, IDT, e sintetizado pela IDT, EUA, Tabela
1). Para o protocolo SYBER Green foi utilizado KAPA SYBR FAST gPCR. Master
Mix (2X) Bio-Rad. iCycler (Invitrogen) com um par de primers, especificos para cada um dos
genes, TrpAl, TrpV1, Opnl, Opn2, Opn3 e Opn4 (Tabela 1), e H:O DNaseRNase-free. O
RNA ribossémico 18S foi utilizado como normalizador do experimento de explantes
cardiacos. O Rpl37 e Elongation factor l-alpha 1 (eEFlal) foram utilizados como
normalizadores no ensaio das culturas celulares (Tabela 1). A média do Rpl37 e eEFlal foi
usada para normalizar os valores de expressdo dos genes de interesse no ensaio das culturas
celulares.

Para o tecido, os primers e probes foram diluidos em H.O DNaseRNase free para se
obter a solucdo estoque de concentracdo igual a 10* M. Uma solugdo intermediaria dos
primers e probes, de forma que o volume ndo passasse de 1 uL por poco. Os primers e a
probes de cada gene de interesse foram diluidos 10X (10 uL em 90 uL de H.O DNaseRNase
free), dando uma solugéo intermediaria de 10°M. A concentragéo final foi de 300nM para
primers e 200nM para probes dos genes, e de 50nM para primers do RNA 18S. Essa solucao
foi aliquotada (42 uL, sendo cada aliquota suficiente para 2 pocos) em tubos, e 0 cDNA de
cada amostra dos diferentes gend6tipos (2 pL/aliquota) a cada tubo. As solucdes ja com cDNA
foram entéo distribuidas nos pogos da placa de experimento (20 puL/pogo).

Para o ensaio das culturas, os primers foram diluidos em H2O DNaseRNase free para
se obter a solugdo estoque de concentragdo igual a 10° M. Uma solucdo intermediaria dos
primers, de forma que o volume ndo passasse de 1 uL por pogo. Os primers de cada gene de
interesse foram diluidos 10X (10 puL em 90 pL de H.O DNaseRNase free), dando uma
solugéo intermediaria de 10°M. A concentracéo final foi de 300nM para primers, e de 50nM
para primers de eEFl1al e Rpl37. Essa solucdo foi aliquotada (23,5 puL, sendo cada aliquota
suficiente para 2 po¢os) em tubos, e 0 cDNA de cada amostra dos diferentes gendtipos (2,5
uL/aliquota) a cada tubo. As solucdes j& com cDNA foram entdo distribuidas nos pocos da
placa de experimento (10 uL/pogo).



Apds, com auxilio de adesivo optico MicroAmp Optical Adhesive Film (Applied
Biosystems®), foram seladas as placas. As rea¢Ges foram executadas no equipamento ABI
7300 (Applied Biosystems), configurado a 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto. Os valores de baseline foram ajustados para 3 a 15 ciclos e 0
thresold fixado em 0,2 para todos os grupos. Os resultados de PCR quantitativo foram
analisados através do método de AAC+t. O valor de Ct é o nimero de ciclos obtido passando-
se uma reta definida como limiar que cruza as porcGes de crescimento geométrico das curvas
de amplificacdo. Sabendo-se o Cr, é encontrado ACt que € a diferenca entre esse valor para o
gene de interesse e o0 valor para 18S da mesma amostra de cDNA (ambos correspondendo a
média de pogos triplicados ou duplicados do mesmo cDNA). A seguir, obtém-se o
AACT subtraindo a média do grupo ventriculo WT dos valores encontrados para cada amostra
dos grupos atrios e ventriculos de todos o0s gendtipos, sendo exponencial negativo na base 2
(2°22€T) e esse valor foi utilizado nas analises estatisticas.

As respectivas sequéncias de primers e probes séo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 7: Sequéncia de primers e probes para PCR quantitativo

Concentracao Nome

Sequéncia Final

For.: 5'-CGGCTACCACATCCAAGGAA-3’

50 nM RNA 18S
Rev.:5-GCTGGAATTACCGCGGCT-3'
For.: 5>-GCATGAAAACAGTGGCCGGT-3’

50 nM Rpl37
Rev.: 5’-CAGGGTCACACAGTATGTCTCAAAA-3’
For.: 5>-ACGTTCTTTTCGCAACGGG-3’

50 nM eEFlal

Rev.: 5>-TAGTGATACCACGCTCACGC-3’

For:5'-AAGCTTCTGCACAATCCACAGCAC -3’
300 nM




Rev: 5-TGTCTGGCTCATTGTCTTCGTCCA-3’ mBmall
Probe:5'-/5SHEX/-

200 nM
AAAGCTGGCCACCCACGAAGATGGG/3BHQ _1/-3
For:5'-AGCAGGTTCAGGCTAACCAGGAAT-3’

300 nM
Rev:5'-AGGTGTCCTGGTTTCGAAGTGTGT-3’ mPerl
Probe:5'-/6FAM/-AGCCTTGTGCCATGGACA 200 M

n

TGTCTACT/3BHQ_1/-3'
For: 5'-ACATCTTCATCTTCAGGGCCA-3’

300 nM mOpn4
Rev: 5'-ACTCACCGCAGCCCTCAC-3'
For: 5'-TGGGCACCAAGTATCGAAGC-3’

mOpn1-
300 nM
SW

Rev: 5'-ATCTCCAGAATGCAAGCCCG-3°
For: 5>-TGCCACACTTGGAGGTGAAA-3’

300 nM mOpn2
Rev: 5’-ACCACGTAGCGCTCAATGG-3’
For: 5>-TCTCTACTCCAAGTTCCCGAG-3’

300 nM mOpn3
Rev: 5’-TGACTCCGAACAGGGATACCA-3’
For: 5>-CAGAGACCTGTGTCGGTTTATG-3’

300 nM mTrpV1
Rev: 5’-CATGTTGAGCAGGAGGATGTAG-3’
For: 5>-GGTCCAACATAACCGCATAGA-3’

300 nM mTrpAl

Rev: 5’-AGGGCAACACGAAGATGATAC-3’




4.4 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas dos resultados foram feitas através do software GraphPad
Prism (versdo 7.01). Todos os valores sdo expressos como média x * s. Diferencas
significativas entre os grupos foram determinadas usando analise de variancia unidirecional
(ANOVA) Two-way, seguida de pos-teste de Bonferroni para determinacdo das diferencas
significativas entre os grupos. Um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.



5 RESULTADOS

5.1 DETERMINAGAO DO NiVEL DE EXPRESSAO DOS GENES DO RELOGIO, BMAL1
E PER1 EM EXPLANTES CARDIACOS

Camundongos C57BL/6J selvagens e nocautes para o canal TrpV1 e TrpAl foram
mantidos em temperatura termoneutra (30°C) durante 2 semanas em ciclo LD 12:12. Os
animais ndo apresentaram diferenga significativa no nivel de expressdo para o gene Bmall,
entre atrio e o ventriculo, tanto nos selvagens quanto nos nocautes (Figura 4). O nivel de
transcricdo dos gene Perl foi significativamente maior no atrio dos camundongos TrpV1 KO
em comparacéao ao ventriculo no ZT2. J& os animais selvagens e TrpAl KO ndo apresentaram
diferenca significante no nivel de expressao em relacdo ao atrio e ventriculo (Figura 5).
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Figura 4 - Expressdao do gene Bmall em explantes cardiacos de camundongos WT, TrpV1
KO e TrpAl KO em ciclo LD, por qPCR sendo os resultados normalizados pelo RNA
ribossomal 18S. Analise estatistica foi realizada por Two-way ANOVA seguido por
Bonferroni post-test. Significancia foi estabelecida por p <0.05.
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Figura 5 - Expressdo do gene Perl em explantes cardiacos de camundongos WT, TrpV1 KO
e TrpAl KO em ciclo LD, por gPCR sendo os resultados normalizados pelo RNA ribossomal
18S. Anélise estatistica foi realizada por Two-way ANOVA seguido por Bonferroni post-test.
Significancia foi estabelecida por p <0.05. (*) Indica significativamente diferentes do

respectivo ventriculo.

5.2 DETERMINACAO DO NIiVEL DE EXPRESSAO DOS CANAIS TRPV1 E TRPAL EM
EXPLANTES CARDIACOS

Foram avaliados a expressdo relativa dos canais TrpAl e TrpV1 de camundongos
selvagens e nocautes para os canais TrpV1 e TrpAl, respectivamente. Os animais selvagens
apresentaram, significativamente, maior expresséo tanto dos canais TrpAl quanto TrpV1 no
atrio em relacdo ao ventriculo. J& os animais TrpV1l KO e TrpAl KO ndo apresentaram
diferenca significativa no nivel de expressdo dos canais TrpAl e TrpV1 em relacdo ao atrio e

ventriculo, respectivamente (Figura 6 e 7).
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Figura 6 - Expressdo do gene TrpAl em explantes cardiacos de camundongos WT e TrpV1
KO em ciclo LD, por gPCR sendo os resultados normalizados pelo RNA ribossomal 18S.
Anélise estatistica foi realizada por Two-way ANOVA seguido por Bonferroni post-test.
Significancia foi estabelecida por p <0.05. (*) Indica significativamente diferentes do

respectivo ventriculo.
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Figura 7 - Expressdo do gene TrpV1 em explantes cardiaco de camundongos WT e TrpAl
KO em ciclo LD, por gPCR sendo os resultados normalizados pelo RNA ribossomal 18S.
Analise estatistica foi realizada por Two-way ANOVA seguido por Bonferroni post-test.
Significancia foi estabelecida por p <0.05. (*) Indica significativamente diferentes do

respectivo ventriculo.



5.3 DETERMINACAO DO NIVEL DE EXPRESSAO DAS OPSINAS, OPN1, OPN2, OPN3
e OPN4 EM EXPLANTES CARDIACOS

Além dos canais TRPs e 0s genes do relogio, foram avaliadas o nivel de expressao de
algumas opsinas. Dentre elas a Opnl, Opn2, Opn3 e Opn4. Os resultados referentes ao perfil
de expressdo génica relativa das opsinas encontram-se representados pela Figura 8 (Opnl),
Figura 9 (Opn2), Figura 10 (Opn3) e Figura 11 (Opn4). Tanto a Opnl quanto a Opn2
apresentaram significativamente maior expressdo no coracdo de camundongos C57BL/6J no
atrio em relacéo ao ventriculo no ZT2 (Figura 8 e 9). Os genotipos TrpAl KO e TrpV1l KO
ndo exibiram diferencas significativas no nivel de expressdao das opsinas Opnl e Opn2. Nao
foram observadas diferencas significativas na expressdao da OPn3 no éatrio e ventriculo de
todos o gendtipos avaliados (Figura 10).

A expressdo da Opn4 foi avaliada também nos animais nocautes e selvagens no ZT2 a
30°C. Baseado nos resultados de gPCR, o gene Opn4 nédo apresentou diferenca significativa
no nivel de expressdo no atrio e ventriculo nos animais selvagens e nos nocautes para o canal
TrpAle TrpV1 (Figura 11).
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Figura 8 - Expresséo do gene Opnl em explantes cardiacos de camundongos WT, TrpV1 KO
e TrpAl KO em ciclo LD, por gPCR sendo os resultados normalizados pelo RNA ribossomal

18S. Analise estatistica foi realizada por Two-way ANOVA seguido por Bonferroni post-test.



Significancia foi estabelecida por p <0.05. (*) Indica significativamente diferentes do

respectivo ventriculo.
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Figura 9 - Expressdo do gene Opn2 em explantes cardiacos de camundongos WT, TrpV1 KO
e TrpAl KO em ciclo LD, por gPCR sendo os resultados normalizados pelo RNA ribossomal
18S. Analise estatistica foi realizada por Two-way ANOVA seguido por Bonferroni post-test.
Significancia foi estabelecida por p <0.05. (*) Indica significativamente diferentes do

respectivo ventriculo.
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Figura 10 - Expressdao do gene Opn3 em explantes cardiacos de camundongos WT, TrpV1

KO e TrpAl KO em ciclo LD, por gPCR sendo os resultados normalizados pelo RNA



ribossomal 18S. Anélise estatistica foi realizada por Two-way ANOVA seguido por

Bonferroni post-test. Significancia foi estabelecida por p <0.05.
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Figura 11 - Expressao do gene Opn4 em explantes cardiacos de camundongos WT, TrpV1
KO e TrpAl KO em ciclo LD, por qPCR sendo os resultados normalizados pelo RNA
ribossomal 18S. Analise estatistica foi realizada por Two-way ANOVA seguido por
Bonferroni post-test. Significancia foi estabelecida por p <0.05.

5.4 EFEITO DO ACIDO PALMITICO NO NIVEL DE EXPRESSAO DOS GENES DO
RELOGIO, BMAL1 E PER1, EM CULTURA PRIMARIA DE CARDIOMIOCITOS

Para investigar os efeitos de um meio concentrado em acido palmitico na expressdo do
genes Bmall e Perl em cultura de cardiomidcitos, foi feita a divisdo das células em grupos
controle e meio acido palmitico, sendo células expostas apenas ao meio de cultura sem acido
palmitico e células expostas a0 mesmo meio com &cido palmitico (0,4mM), respectivamente.
Como protocolo padrdo, as culturas foram submetidas ao choque de soro (50%) para
sincronizacao do reldgio das células antes de iniciado o tratamento com 0s respectivos meios
de cultura.

Conforme demonstrado nas Figuras 12 e 13, o grupo hiperlipidico apresentou alta
expressao para o gene Perl e baixa para o gene Bmall, 2 horas ap6s o tratamento. No tempo
14 (14 horas apOs o tratamento), o grupo hiperlipidico apresentou um perfil de baixa
expressao para o gene Perl e alta para o gene Bmall.

Quando observado o nivel de expressdo nos grupos quanto ao tempo (T2 e T14), os

resultados mostram que possivelmente houve sincronizagdo dos genes do relogio pelo choque



de soro em todos os grupos. Observa-se que expressdo media difere de um tempo para o
outro, condizente com a literatura (BALSALOBRE et al., 2000).
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Figura 12 - Expressdo do gene Perl em cultura primaria de cardiomiocitos submetidos a
meio de cultura sem acido palmitico e com acido palmitico (0,4 mM) por 24horas. O lizado
celular foi coletado 2 e 14 horas ap6s o tratamento. Os valores sdo apresentados como
expressdo media do gene de interesse normalizado pela média dos genes eEFlal e Rpl37.
Analise estatistica foi realizada por Two-way ANOVA seguida por Bonferroni post-test.

Significancia foi estabelecida por p <0.05.

O grupo controle apresentou 0 mesmo perfil de expressdo do gene Perl, 2 e 14 horas
apos o tratamento, e alta expressao para o0 gene Bmall, 2 horas apds o tratamento. No tempo
14 (14 horas apds o tratamento), o grupo controle ndo apresentou um perfil de expresséo de

baixa para o gene Bmall (Figuras 12 e 13).
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Figura 13 - Expressdo do gene Bmall em cultura priméria de cardiomidcitos submetidos a
meio de cultura sem &cido palmitico e com &cido palmitico (0,4 mM) por 24horas. O lizado
celular foi coletado 2 e 14 horas ap6s o tratamento. Os valores sdo apresentados como
expressdao media do gene de interesse normalizado pela média dos genes eEFlal e Rpl37.
Anélise estatistica foi realizada por Two-way ANOVA seguido por Bonferroni post-test.

Significancia foi estabelecida por p <0.05.



6 DISCUSSAO

Existe a visdo classica de que rodopsina e opsinas relacionadas funcionam
exclusivamente na deteccdo de luz (SHEN et al, 2011). Evidéncias sugerem que os mamiferos
podem detectar luz na pele (OLINSKI; LIN; OANCEA, 2019), no cérebro (NISSILA et al.,
2012) e nos vasos sanguineos (ORTIZ et al., 2017). Uma grande descoberta é a de que as
opsinas ndo estariam atuando exclusivamente como sensores de luz (SHEN et al, 2011), mas,
também, como sensores independentes da luz, tais como termo-sensores em Drosophilas
através da rodopsina, e, na sua auséncia, a melanopsina desempenharia essa fungédo associadas
aos canais TRP (LEE & MONTELL, 2013).

Em mamiferos, a descoberta de que a melanopsina €, além de um foto-receptor,
também um sinalizador de temperatura (DE ASSIS et al., 2017; PEREZ-CEREZALES et al.,
2015), abriu um novo leque de possibilidades relacionadas a sua funcdo. Os canais TRP,
dependentes de voltagem permeéveis ao célcio, também estdo presentes em varios 6rgdos e
tecidos de vertebrados e invertebrados. Interessantemente, alguns dos canais TRP tém sido
identificados como sensores térmicos atuando com diversas faixas de ativacdo pela
temperatura. Logo, é plausivel que exista uma relacdo entre essas duas proteinas, uma vez que
estimulada a melanopsina, canais TRP sdo ativados, promovendo o influxo de célcio. O
coragdo de camundongos, entre outros mamiferos incluindo o homem, apresentam alta
expressdao de melanopsina, além de canais TRP sensiveis a variacdo de temperatura
(FREICHEL et al., 2017).

Nossa ideia inicial foi verificar a possibilidade de o coragdo de camundongos estarem
funcionando como um termo-sensor e a de uma possivel relacdo desse sensor com o reldgio
cardiaco.

O nivel de expressdo dos genes Bmall e Perl nas camaras cardiacas de camundongos
do tipo selvagem e nocautes para os canais TrpV1 e TrpAl foram determinados. Foi
observado, apenas no gene do relégio Perll, um aumento significativo da sua expressdo no
atrio em relacdo ao ventriculo dos animais TrpV1 KO. De acordo com Goetze e col. (2010), os
genes Perl e Bmall oscilam em um ciclo antifasico de 24 horas, tanto no atrio quanto no
ventriculo, confirmando que existe um padrdo de expressdo diurna para esses genes. Outro
estudo, avaliando o nivel de express@o dos genes do relogio no coracdo, também observou um
padrédo de oscilacdo (LEIBETSEDER, 2009). Estudos apontam que a expressdo cardiaca dos
genes do reldgio € independente da camara, ou seja, atrio ou ventriculo, sugerindo que o

conteddo de mRNA ndo é anatomicamente restrito a uma especifica populagdo de células



(GOETZE et al.,, 2010). De fato, ja esta bem descrito na literatura a importancia dos
osciladores circadianos nos cardiomiocitos em processos responsaveis por modular as
propriedades intrinsecas do coracdo (MARTINO & YOUNG, 2015). O papel critico desses
processos € observado por relatos de que a interrupcao, por manipulacdo genética, resulta no
desenvolvimento de doencas cardiacas e mortalidades em modelo animal (MARTINO &
YOUNG, 2015). Estudos observaram, em modelo de camundongo nocaute Bmall especifico
para cardiomiécitos, uma alteracdo marcada no transcriptoma cardiaco e comprometimento no
metabolismo dos corpos cetdnicos e na sinalizacdo celular. Além disso, a validacdo do estudo
confirmou que a enzima B-hidroxibutirato-desidrogenase 1 (Bdhl), envolvida no metabolismo
de corpos cetonicos, e a subunidade reguladora da fosfatidilinositol-3-quinase alfa (Pik3rl),
sdo regulados por Bmall (YOUNG et al., 2014). O gene Pik3r1 é de potencial interesse, visto
que ele esta envolvido na via de sinalizacdo da insulina, o que impacta no metabolismo do
coracdo e na sua contratilidade (YOUNG et al., 2014).

Estudos direcionaram esforcos para tentar entender qual é a funcdo da maquinaria
molecular no coragdo. Segundo andlises de microarray, transcriptomas cardiacos de
camundongos selvagens oscilam, aproximadamente, entre 10 a 15% ao longo do dia
(STORCH et al., 2002; MARTINO et al., 2004), entre os quais um conjunto apreciavel
influencia o metabolismo do miocardio direta ou indiretamente. No entanto, permanecem em
aberto qual é o possivel sinal temporal interno que regula o ritmo desses genes e qual a
molécula responsavel por enviar esse sinal ao reldgio.

E interessante ressaltar que a temperatura é um importante zeitgeber reforcador do
tempo interno a tecidos periféricos, e que quando estimulados podem ter sua fisiologia
ajustada (TAKAHASHI, 2017). Logo, o estudo foi conduzido com animais mantidos a 30°C,
dentro da zona de termoneutra, para evitar que o relégio fosse estimulado e fossem mantidas
as condicdes fisioldgicas. Imaginamos um cenario onde o coracdo, ao receber o sangue que
entra no coragdo recém-vindo do trato respiratorio e do fluxo de sangue vindo da periferia,
detectaria pequenas varia¢Oes de temperatura. Essas variagdes poderiam servir como um sinal
a ser interpretado pelo coracdo, vindo assim a influenciar outros tecidos, através da liberagéo,
por exemplo, de NPs.

Devido a escassez de informacdo na literatura, € dificil discutir os dados sobre a
melanopsina. Tomados em conjunto, os dados ndo apontam uma diferenca significativa no
nivel da Opn4 no atrio e ventriculo dos gendtipos estudados. Embora os animais selvagens
tenham apresentado uma certa tendéncia em direcdo a significancia no nivel de expressdo do

atrio em relagdo ao ventriculo. Como os atrios direito e esquerdo recebem sangue da periferia



e do pulmdo, respectivamente, seria plausivel especular que as variagdes internas de
temperatura sdo percebidas pelo coracdo através da Opn4, uma vez que esta opsina pode atuar
como um sensor de temperatura (PEREZ-CEREZALES et al., 2015; MORAES et al., 2017).
Essa variacdo de temperatura seria interpretada pelo coracdo ao liberar seus principais
horménios, peptideos natriuréticos, apelina e elabela. Logo, esses dados sugerem que O
coracdo possa ser um grande 6rgdo de monitoramento, usando variagfes de temperatura ou
metabolitos para ajustar seu prdprio metabolismo, bem como o metabolismo de outros
tecidos. Destaca-se a influéncia da temperatura na expressdo de receptores peptidicos
natriuréticos, fato ja bem conhecido (BORDICCHIA et al., 2012). Como é proposta uma
ligacdo entre a funcdo cardiaca (via liberagdo de NPs) e o metabolismo, e entre disfuncdo
metabdlica e interrupcdo do reldgio, pode-se especular que o desequilibrio exacerbado dessa
via seria responsavel por patologias ndo apenas no proprio coragdo, mas também no préprio
organismo como um todo.

Existem evidéncias de que os ANPs estejam envolvidos na resposta adaptativa ao
ambiente frio em algumas espécies de teledsteos antarticos ou a variagbes sazonais no sapo
Bufo arenarum (MASINI et al.,, 1998; AOKI et al., 1989). Seria viavel especular que a
expressao dos ANPs, uma vez estimulada por variacdes de temperatura ambiente em animais
hibernantes, esteja envolvida na regulacdo da temperatura corporal. Foi o que Addario e col.
(2004) puderam observar, ao investigarem a expressdo de ANP e o conteudo dos granulos de
ANP em rds R.esculenta, nos quais puderam observar mudancas sazonais no estado funcional
do coracdo. Observaram também um elevado turnover de granulos de ANP atriais no
cardiomidcito de animais ativos comparados aos animais hibernantes. Além disso, a presencga
de granulos maiores nos animais hibernantes se da possivelmente em funcdo da fusdo dos
pequenos granulos, como forma de armazenamento de ANPs. J4, outro estudo, observou uma
reducdo na expressdao de NPs cardiacos no periodo de hibernacdo em esquilo terrestre da
Anatdlia (Spermophilus xanthoprymnus) (OZTOP et al., 2019). Foi observado alteragdes nos
niveis de transcricdo e de proteinas para ANP no coracdo de esquilos da terra (Ictidomys
tridecemlineatus) (LUU et al., 2015) e em camundongos mantidos a 4°C, comparados a
homologos mantidos a temperatura ambiente, que apresentaram elevada expressdo de ANP e
BNP (BORDICCHIA et al., 2012).

Considerando essas importantes constatacbes, mudancas sazonais influenciando no
turnover de ANPs nos coragdes de animais hibernantes reforcam a hipotese deste trabalho de

que o coragdo atua como 6rgao de monitoramento da temperatura corporal.



No presente estudo foi observado que o gendtipo TrpV1l KO apresenta elevada
expressdo dos gene Perl no atrio, indicando que este canal estd, possivelmente, envolvido na
regulacdo do mecanismo do relégio no coracdo. J& no genétipo TrpAl KO, o nivel de
expressdo dos genes do relogio ndo apresentou diferencas significativas. Além disso, foi
demonstrada, ao avaliar o nivel de expressdo dos canais TRPV1 e TRPAL nos coraches de
camundongos, maior expressao de ambos 0s canais no atrio dos animais selvagens. J& nos
animais TrpV1l KO e TrpAl KO néo foi diferencas no nivel expressdo do canal TrpAl e
TrpV1. Evidéncias sugerem que os canais TRPALl e TRPV1 exibem regulacdo reciproca,
possivelmente indicando cross-talk entre os dois receptores quando expressos na mesma
célula (PATIL; JESKE; AKOPIAN, 2010). Um recente estudo identificou a presenca de
MRNA TRPAL em cardiomiécitos de camundongos (PAZIENZA et al., 2014), enquanto
apenas um estudo demonstrou a expressdo de TRPAL em fibroblastos cardiacos (OGURI et
al.,, 2014). A localizacdo precisa do TRPAl1 e TRPV1 dentro da ultraestrutura dos
cardiomidcitos poderia prover importantes informacdes, como os papéis especificos que estes
canais exercem na fisiologia e eventos patolégicos do coracdo. Um interessante estudo,
realizado em 2016 por Andrei e col., demonstrou que ambos os canais, TRPAL e TRPV1, séo
co-expressos no endocardio, miocardio e epicardio, e encontram-se localizados
especificamente nos discos Z, costameres e nos discos intercalares. Além disso, tem-se
identificado que a sensibilidade dos canais TRPV1 a ativacdo de agonistas pode ser modulada
pelos agonistas do canal TRPAL. Logo, com base nessas informac@es, € plausivel especular
gue realmente exista uma regulacdo entre esses canais, 0 que pode ser vital por alterar
respostas celulares a estimulos nocivos nos neurdnios sensoriais.

De fato, estd bem descrito na literatura que o coracdo expressa 0s canais TRPV1,
TRPV2 e TRPV4, muitos deles atuando como sensores térmicos. Existem evidéncias de que o
TRPV1 esteja envolvido na manutencdo da temperatura corporal normal. Acredita-se que a
ativacéo tonica dos canais TRPV1 nos neurdnios sensoriais viscerais seja mediada pelo calor,
pois a resposta hipertérmica evocada pelo antagonismo do TRPV1 ndo foi afetada pela
temperatura corporal central nem pela temperatura da pele da cauda (BEVAN et al., 2014;
FALCON et al., 2019; STEINER et al., 2007). Além disso, alguns estudos relatam que o
TRPV1 é encontrado, principalmente, em nervos sensoriais do sistema cardiovascular e no
miocardio (ZAHNER et al., 2003; GAO et al., 2015; RANDHAWA & JAGGI, 2017). Em
vista destas descobertas, foi surpreendente que, em ensaios clinicos, 0 uso de agonistas para
TRPV1 em células H9C2 (linhagem de células derivada de tecido cardiaco embrionario de

Rattus norvegicus) tenha evocado o aumento, significativo, na expressdo de ANP. Porém, o



tratamento com capsazepine (antagonista) atenuou a expressdo de ANP induzido pelos
agonistas capsaicina e o endocanabinoide anandamida (CHEN et al., 2016). Uma vez que ja
estd bem descrito na literatura o papel dos peptideos natriuréticos na termogénese do tecido
adiposo, esse achado reforca a hipotese de que os canais TRP e, possivelmente, a melanopsina
estejam atuando como termo-sensores.

Além disso, a temperatura pode estar atuando como um sincronizador de reldgio
universal, bem como a luz, que foi baseada na alteracdo da expressao do gene Per2 no pulmé&o
do camundongos (BUHR et al., 2010). Esses dados reforcam nossa hipotese de que a
melanopsina, possivelmente, esteja atuando como um receptor de temperatura, € 0s canais
TRP envolvidos na regulacdo dos genes do relogio. De fato, as descobertas obtidas com este
estudo evidenciam essa informagéo, uma vez que camundongos nocautes para o canal TrpV1
mostraram maior expressao do gene do reldgio Perl. Dentro dessa linha, a melanopsina
expressa na pele do camundongo estaria atuando como um receptor de sinais térmicos,
levando ao aumento da expressao dos genes do relégio (MORAES et al., 2017). Além disso,
foi demonstrado que a termotaxia de espermatozoides de mamiferos envolve uma cascata de
sinalizacdo dependente de opsina, possivelmente envolvendo OPN3, OPN5, OPN1-SW,
OPN1-MW, OPNA4 e rodopsina, além dos canais TRPC3 (PEREZ-CEREZALES et al., 2015).
Um estudo realizado por Roy e col. (2020), demonstrou que rodopsina e melanopsina
coexistem nos mesmos espermatozoides, embora sua distribuicdo possa variar até certo ponto.
Além disso, cada uma delas desencadeia uma via sinalizacdo diferente. SIKKA e col. (2014)
demonstraram a expressdo da melanopsina nos vasos sanguineos e observaram um papel
fisiologico o relaxamento deles apds estimulagdo por luz. Assim, com base no corpo de
evidéncias, existe uma possibilidade real de que a melanopsina presente nos tecidos néo
visuais esteja atuando como uma molécula detectora de temperatura ou metabolito, associada
aos canais TRP (PEREZ-CEREZALES et al., 2015).

Verificamos aqui que as opsinas OPN1 e OPN2 sdo mais bem expressas no atrio de
dos gendtipos selvagens. Possivelmente existe alguma relagdo entre essas opsinas e 0s canais
TRPAL e TRPV1, porém ndo héa evidéncias na literatura que justifiguem esses achados.

Ainda sobre as opsinas, ao determinar os niveis relativos de expressdo génica de
transcritos de opsina em diferentes tecidos de zebrafish, usando o sistema NanoString
nCounter (DAVIES et al., 2015), um protocolo altamente sensivel e capaz de quantificar a
expressao de até 800 genes em uma Unica amostra de RNA (GEISS et al., 2008). Davies e
colaboradores (2015), observaram em tecidos dissecados e processados do coracdo de

zebrafish adulto, niveis moderados a altos para diversas opsinas, totalizando 38 das 42



opsinas. Porém, no mesmo estudo n&o foi avaliada qual regido do coracéo, atrio ou ventriculo,
apresenta maior expressdo. Como se pode observar no modelo do presente estudo,
camundongos selvagens expressaram as opsinas, Opnl e Opn2, avaliadas predominantemente
no atrio em relacédo ao ventriculo.

E importante ressaltar que as opsinas ndo visuais se encontram em diversos 6rgaos e
tecidos fotossensiveis, podendo indicar um papel importante no ajuste das funcgdes locais
impostas pelos ciclos claro-escuro. Esse ajuste ocorre pelos genes do reldgio, que expressam
um mecanismo autossustentado para manter células e tecidos sincronizados entre si e com 0
ambiente. Quatro zeitgebers afetam fortemente a sincronizacdo do relégio: a temperatura, a
luz, os hormonios e a alimentacdo. Possivelmente, essas opsinas ndo visuais sejam as
responsaveis pela percepcdo de temperatura (LEE & MONTELL, 2013), visto que a
rodopsina foi essencial para a discriminacdo de temperatura nas larvas de Drosophilas (SHEN
etal; 2011).

Até o momento, milhares de opsinas foram identificadas tanto em vertebrados quanto
em invertebrados e estdo divididas em 8 classes. Mais de um membro em cada classe foi
caracterizado em termos de suas propriedades moleculares em relacdo a ligacdo ao cromdéforo,
espectro de absorcdo, fotorrecepcdo e ativacdo de proteinas G (TERAKITA, 2014). As
opsinas GPCRs regulam os niveis intracelulares de GMP e/ou ativam a cascata de
fosfoinositideo a partir de sinais fotorreceptores. Sua funcdo é frequentemente classificada
como visual ou ndo visual, uma vez que estes receptores sdo também encontrados em tecidos
ndo visuais. Um estudo recente observou que a luz azul induz vasorelaxamento em artérias
pulmonares de ratos e em células do musculo liso da artéria pulmonar mediado pela OPN3 e
OPN4. Nos animais Opn4”- e nocautes para Opn3, o fotorrelaxamento da artéria pulmonar foi
atenuado (ORTIZ et al., 2017). Outro estudo demonstrou que a OPN3 esta intimamente
envolvida na resposta a luz do relégio no tecido adiposo. A luz azul foi capaz de regular,
significativamente, o crescimento e o metabolismo neonatal em camundongos, através da
fotorrecepcdo no tecido adiposo, via OPN3. A perda dessa opsina resultou na modificacdo da
composicdo celular de gordura e comprometimento da termogénese sob desafio de frio
(VEMARAJU et al., 2018).

Considerando essas duas importantes constatagdes (quais sejam: a percepcao de luz
pelas opsinas induzindo o vasorelaxamento em artérias pulmonares e regulando o relégio e o
balango energético de adipdcitos), pode-se especular que as opsinas estejam atuando como
fotorreceptores em Orgaos ndo visuais com o propasito de ajustarem a maquinaria do relégio e

0 metabolismo do 6rgdo ou tecido em questdo, no nosso caso, o coragdo. Até 0 momento nao



hd estudos que confirmem essa hipoOtese. Além disso, seria interessante especular a
possibilidade das opsinas poderem atuar em consonancia para ajustar o relégio e o
metabolismo local e do prdprio coragdo, visto que elas sdo mais expressas no atrio em relagdo
ao ventriculo. Relacdo semelhante existe com o mecanismo de controle da pressdo arterial.
Visto que existem receptores de baixa pressdo, denominados mecanorreceptores, localizados
nas paredes dos atrio, que quando ativados proporcionam alteracdes reflexas imediatas para
ajustar a pressdo arterial. Outro mecanismo fisiolégico que tem seu inicio no atrio é o
batimento cardiaco, iniciado pela geracdo de um potencial de acdo no nodo sinusal, localizado
na parede lateral superior do étrio direito (BISHOP; MALLIANI; THOREN, 2011).

Os modelos de estudo in vitro, cultura de células, tornaram-se um modelo valioso para
0 estudo de relégios periféricos. Quando em cultura, cada célula exibe oscila¢cdes autbnomas
dos genes do relégio, mas sem um estimulo ou pista ambiental, as células permanecem
dessincronizadas (BALSALOBRE et al., 2000). O choque de soro tem demonstrado induzir a
ritmicidade na expressao dos genes do relégio. O soro pode ser considerado como um
zeitgeber para os cardiomiocitos, visto que na composicdo ha diversos fatores que
demonstram atuar como zeitgebers para o relégio de outros tipos de células (BALSALOBRE,
2000; NONAKA et al., 2001). Logo, em nosso estudo, houve uma tendéncia que poderia nos
indicar a sincronizacdo do reldgio pelo choque de soro, visto que os genes do reldgio
apresentaram um padrdo de oscila¢do, embora o n amostral tenha sido unitério.

No estudo in vitro com cultura priméaria de cardiomiocitos foi observado que o &cido
palmitico é capaz de prejudicar a funcdo do reldgio molecular. Essa observacao foi feita em
prévios estudos que mostram o efeito supressor do acido palmitico na expressao dos genes do
relégio em cultura de hepatocitos (TONG et al., 2015; TAL et al., 2019), destacando que este
acido graxo reprime o0s genes do reldgio em mdltiplos tipos de células embora 0 mecanismo
de acdo possa ser diferente. No caso dos cardiomidcitos do presente estudo, os resultados
obtidos apontam que o &cido palmitico pode ter comprometido as oscilagdes dos genes do
reldgio.

Em um estudo realizado por Durgan e col. (2006), foi observado que ao suplementar
cardiomidcitos com meio sem soro, ha a atenuacdo na oscilagdo dos genes do reldgio. Porém,
apos o desafio agudo (2hs) com altas concentragdes de soro (50% FCS), as culturas foram
capazes de reestabelecer significativamente a expressdo ritmica dos genes do relégio
avaliados. Ja em outro estudo realizado em 2014, pelo grupo de Chen e colaboradores,
constatou-se que o choque de soro também resulta em uma robusta oscilacdo dos genes do

relogio, porém tais expressdes ritmicas foram comprometidas ao incubar as células com meio



contendo 0,4 mM de conjugado BSA/acido graxo (acido oléico e acido palmitico com razéo
de 1:1). O conjugado de &cidos graxos diminuiu a expressdo dos genes do reldgio, Bmall,
Clock e Dbp, de forma tempo-dependente, ou seja, quanto mais tempo expostos aos acidos
graxos, menor foi a expressdo; assim como também de forma dose-dependente, altas
concentracdes atenuaram a oscilacdo do relégio.

Neste estudo, ndo foi observado a relagdo tempo-dependente. As células
suplementadas com DMEM acrescido de &cido palmitico apresentaram alta expressao do gene
Bmall com mais tempo de exposicdo ao acido palmitico. O perfil de expressdo observado
para 0 gene Perl apontou alta expressdo 2 horas apds o tratamento com acido palmitico. Em
funcdo desses achados, serdo necessarios mais estudos para compreender a influéncia do
acido palmitico nos genes do reldgio, devido ao fato de que até o momento tivemos a
oportunidade de realizar esse ensaio apenas uma vez.

Evidéncias na literatura mostram que em explantes cardiacos o pico de expressdo de
genes do reldgio, como Bmall é no ~ZT2, Rev-erba/ff no ZT7, Dbp no ZT11 e Per2 no ZT15
é muito similar ao observado em cultura de cardiomiocitos (DURGAN et al., 2006).

Em suma, no estudo in vitro com cultura de células, foi possivel observar perfis de
niveis de expressao distintos para os genes Perl e Bmall no grupo controle e hiperlipidicos,
porém ndo se pode afirmar uma significancia para esses achados. Logo, sdo necessarios a

realizacdo de novos ensaios pela equipe que possam contribuir para a literatura.



7 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os dados apresentados nesse trabalho permitem concluir que o canal TRPV1 participa
da regulacdo do sistema circadiano cardiaco. Além disso, existe um cross-talk entre os canais
0s genes do relogio e os canais TRPV1, possivelmente, pode estar envolvido na sinalizagdo
dos genes do rel6gio no coracéo.

Embora a expressdo da melanopsina nao tenha apresentado diferencas no seu nivel de
expressdo nas cavidades do coracdo. Acredita-se que os resultados destes estudo tenham
contribuido para hipdtese de que oscilacbes de temperatura na corrente sanguinea sdo
percebidas pelo coracdo através da melanopsina e/ou dos canais TRP, altamente expressos
neste 6rgao, desencadeando uma via de sinalizacdo que estimularia a expressao e liberacdo de
seus principais hormonios NPs, entre outras possibilidades, para estimular a termogénese no
tecido adiposo entre outros tecidos. Verificou-se também que outras opsinas, Opnl e Opn2
sd0 mais expressas no atrio de camundongos C57BL/6J.

Em suma, os achados com explantes cardiacos contribuem de forma significativa para
o conhecimento em fisiologia e o cerne molecular, além da relacdo entre os canais TRP, as
opsinas e os genes do reldgio.

Com esses resultados, aponta-se a necessidade de investigar a deteccdo de
temperatura, o relogio local e os processos candnicos em cultura primaria de cardiomiocitos e
adipdcitos oriundos de animais selvagens, com uso de antagonistas de canais TRP e OPN4, e

nocautes para Opn4, TrpAl, TrpV1 e TrpM8 frente a diferentes temperaturas.
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ANEXQOS

ANEXO A: VALIDACAO DA GENOTIPAGEM (GEL)

Na validacdo da genotipagem (Gel) foi extraido o DNA dos animais e amplificados os
fragmentos correspondentes a0 TRPA1 e TRPV1 selvagem em ambos 0s casos proximos a
300 bp. A banda esta suprimida e aparece um pouco menor (200 bp), referente a amplificacdo

do cassete inserido durante a estratégia de nocauteamento.



ANEXO B: PROTOCOLO DE VALIDACAO DO GENOTIPO TRPV1 KO

a9 Masier Proincal Defalls

] The Jackson
Laboratory

| Retum to Protocol Search |

Siock Murmber: 003770
Sirain Name: - Bg 129%1- Trpy L)

Allele: Ty qtmtul
Protocol Mame: Trpy 1M1l temate 1
Method: Standard PCR

“ersion: 12
Created: 19-May -2017 Updated: 24-May -2017
Erpected Results Mutant = 176 bp
Heterozygote = 176 bp and 289 bp
Wild type = 280 bp
Gel Image
Image Image file
- -
Protocol Primers
Primer 5" Label Sequence §' > 3' ¥ Label Primer Type Hote
19522 TGG CTC ATATTT GCC TTC AG Wild type Forward Reaction A
19523 CAG CCC TAG GAG TTG ATG GA Common Reaction A
olMR1627 TAA AGC GCATGC TCC AGACT Mutant Forward Reaction A
Reaction A Cycling
Reaction Component Final Unit|| Step Temp Time Hote

Concentration # o«
ddH2O up to final 1 94 2 min

volume 2 94 20=ec
Kapa 2G HS buffer 13 X 3 65 15=ec -0.5 C per cycle decrease
MgCi2 26 mM ([ 4 &8 10sec
dNTP KAPA 26 mM || 5 repeat steps 2-4 for 10 cycles
19522 5 uM {Touchdown)
19523 5 uM 6 94 15=ec
olMR1627 5 uM 7 60 15=ec
Glycerol 6.5 % 8 T2 10=ec
Dye 1 X g9 repeat steps 6-8 for 28 cycles
Kapa 2G HS tag 03 Wl || 10 72 2 min
polymerase 1 10 hold
DMA 50-200 ng

This genotyping protocol is used for the following strains:

Stock Number Strain Name
Q03770 B6.1291- Ty il

hitfps-Twra2 Jax ongiproiocoledb?p=116:5.0:NO:5:PS_MASTER_PROTOCOL_ID,PS_JRS_CODE-26516,003770

2



ANEXO C: PROTOCOLO DE VALIDAGCAO DA GENOTIPO TRPA1 KO

ZDEr20M9 Masier Protocol Detalls

° The Jackson
Laboratory

| Return to Protocol Search |

Siock Number: 006401

Strain Name:  Bg:129P- Trpa (MK

Allele: Ty 1tm1Kyiow
Protocol Mame: Trpgtm 1w
Method: Standard PCR
Version: 1.3
Created: 19-May -2017 Updated: 19-May -2017

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

Wild type = 317 bp
Gel Image
Image Image file
i View
;: S
Separated by gel electrophoresis on a 1.5% agarose gel.
Protocol Primers
Primer 5 Sequence 5" -> 3" ¥ Primer Type Note
Label Label
olMRBE4S CCT CGA ATC GTG GAT CCACTA GTT CTA Mutant Forward Reaction
GAT A
olMRBE46 GAG CAT TAC TTA CTA GCA TCC TGC CGT Mutant Reverse Reaction Trpal
GCC A
clMRI179 TCC TGC AAG GGT GAT TGC GTT GTC TA Wild type Reaction
Forward A
clMRI180 TCA TCT GGG CAA CAA TGT CAC CTG CT Wild type Reaction
Reverse A
Reaction A Cycling
Reaction Component Final Unit|| Step Temp Time Hote
Concentration # o
ddH20 up to final 1 94 2 min
volume 2 9 20sec
Kapa 2G HS buffer 1.3 X 3 65 15sec 0.5 C per cycle decrease
MgCi2 26 mM | 4 68 10sec
dNTP KAPA -26 mM g repeat steps 2-4 for 10 cycles
olMRBE4S 5 uM [Touchdown )
olMRBE46 5 uM 6 94 15zec
clMRI179 5 uM 7 &0 15zec
olMRI180 5 uM 8 T2 10=ec
Glycerol 6.5 % g9 repeat steps 6-8 for 28 cycles
Dye 1 X 10 72 2 min
Kapa 2G HS tag 03 Wul|| 11 10 hold
polymerase
DA 50-200 ng

hiips:ifaw? jax ong/protcolsdbiTp=116:5:0:NO:S:PS_MASTER_PROTOCOL_ID,PS_JRS_CODE-22560,006401 12



ANEXO D: CERTIFICADO DE APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS

2] UNIVERSIDADE e &
4 FEDERAL DE Comissdo de Etica

OURO PRETO no Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada *0S EFEITOS DO MEIO HIPERLIPIDICO NOS GENES DO RELOGIO EM CULTURA DE
CARDIOMIOCITOS®, protocolada sob o CEUA n® 4825230419 ¢o cocxa7), sob a responsabilidade de Mauro Cesar Isoldl e equipe;
Denise Coutinho de Miranda; Ana Beatriz Rezende Paula - que envolve a produgdo, manutencdo efou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa clentifica ou ensino - esta de acordo com
0s preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pela Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal {CONCEA), e foi aprovada pela Comiss3o de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Ouro Preto (CEUA/UFOP) na reunido de 17/05/2019.

We certify that the proposal “THE EFFECTS OF THE HYPERLIPID MEDIUM ON THE CLOCK GENES IN CARDIOMYOCYTE CULTURE",
utilizing 280 Isogenics mice {males and females), protocol number CEUA 4825230419 o o00147), under the responsibility of Mauro
Cesar Isoldi and team; Denise Coutinho de Miranda; Ana Beatriz Rezende Paula - which involves the production, maintenance
and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for sclentific research
purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules
Issued by the National Councll for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on
Animal Use of the Ouro Preto Federal University (CEUA/UFOP) in the meeting of 05/17/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa {Académica)

Vigéncia da Proposta: de 04/2019 a 12/2022 Area: Ciénclas Biologicas

Origem: Centro de Ciéncla Animal

Espécie:  Camundongos Isogénicos sexo: Machose Fémeas  Idade: 1a3dias N: 280
Linhagem: C57BL'6 Peso: lasg

Local do experimento: Os experimentos serdo realizades no Laboratdrio de Sinalizagdo Celular - ICEB Il, UFOP.

Ouro Preto, 17 de fevereiro de 2020

Profa. Dra. Paula Melo de Abreu Vieira Prof. Dr. Leonardo Maximo Cardoso
Coordenadora da Comiss3o de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comiss3o de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Ouro Preto Universidade Federal de Ouro Preto

Campus Universtirio - Nomo do Crgeire - ICEBA, Sala 29 - CEP 35400000 - Ouro Preto/MG - tel: 55 (31} 3559-1368
Hordrio de atendimento: 20 3 60 das § 45 140 : e-mail: coul ropp@ufon edu e
CEUA N 4225230419






