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RESUMO

A melanopsina (OPN4) é uma opsina fotorreceptora e termorreceptora em
mamiferos. Varios érgaos e tecidos expressam essa molécula, tal como o coracao,
um Orgao que néo recebe luz, e possui uma alta expressao de OPN4. Essa molécula
recruta a abertura dos canais de potencial receptor transitério (TRPs). De acordo
com nossa hipotese, a melanopsina e 0s canais TRP expressos no coracao
monitorariam e interpretariam a variagdo de temperatura interna, por meio do fluxo
sanguineo advindo da periferia e do trato respiratério. Como resposta a esse
mecanismo, promoveria a expressdo de alguns de seus principais hormoénios
peptideos natriuréticos (NPs): ANP e BNP. Essa variacdo implicaria em ajustes do
seu préprio metabolismo e de outros tecidos. Portanto, o presente estudo objetiva
avaliar por PCR quantitativo os efeitos da exposicdo ao frio e da auséncia do canal
TRPA1 sobre a expressdo génica de Opn4, Trpvl, Trpal, Trpm8, Nppa e Nppb em
atrios e ventriculos de camundongos machos adultos C57BL/6J tipo selvagem (WT)
e nocaute para Trpal (TrpAl KO). Os animais foram divididos em 4 grupos
experimentais, expostos as temperaturas de 30°C e 22°C. Os resultados de PCR
guantitativo indicaram uma maior expressdo de Opn4 nos atrios do que nos
ventriculos a 30°C, nos grupos WT e TrpAl KO. Além disso, houve diferenca
significativa entre os atrios e entre os ventriculos a 30°C e 22°C em animais WT e
TrpAl KO. Quanto aos canais TRP, o gene Trpvl ndo apresentou valores
significativos entre os grupos. Trpal indicou maior expressdo em atrios e ventriculos
a 22°C. Para Trpm8 houve diferenca significativa entre atrio e ventriculo de TrpAl
KO a 30°C e entre os ventriculos, tanto para temperaturas, como para 0s genotipos,
exceto para o grupo WT a 22°C. Quanto aos NPs, o gene Nppa foi mais expresso
em ventriculos. Além disso, teve maior expressao nos atrios de TrpAl KO a 30°C do
gue a 22°C. Por fim, Nppb indicou maior expressao nos ventriculos do grupo WT a
30°C do que a 22°C e maior expressao nos atrios do que nos ventriculos do grupo
WT a 22°C. Dessa forma, concluimos que a OPN4 e os canais TRP possam estar
atuando como moléculas mediadoras na termorrecep¢cdo no coragdo e que a
variacdo interna de temperatura influencia a expressdo dos NPs nos éatrios e
ventriculos.

Palavras-chave: Canais TRP; Coracéo; Exposicdo ao frio; Melanopsina; Peptideos

natriuréticos.



ABSTRACT

Melanopsin (OPN4) is a photoreceptor and thermoreceptor opsin in mammals.
Several organs and tissues express this molecule, such as the heart, an organ that
does not receive light, and has a high expression of OPN4. This molecule recruits the
opening of transient receptor potential (TRP) channels. According to our hypotheses,
melanopsin and TRP channels expressed in the heart would monitor and interpret
internal temperature variation, through blood flow from the periphery and respiratory
tract. As a response to this mechanism, it would promote the expression of some of
its main natriuretic peptide hormones (NPs): ANP and BNP. This variation would
imply adjustments to your own metabolism and other tissues. Therefore, the present
study aims to evaluate by quantitative PCR the effects of exposure to cold and the
absence of the TRPA1 channel on the gene expression of Opn4, Trpvl, Trpal,
Trpm8, Nppa and Nppb in atria and ventricles of adult male C57BL/6J type mice.
wild-type (WT) and Trpal knockout (TrpAl KO). The animals were divided into 4
experimental groups, exposed to temperatures of 30°C and 22°C. Quantitative PCR
results indicated a higher expression of Opn4 in the atria than in the ventricles at
30°C, in the WT and TrpAl KO groups. Furthermore, there was a significant
difference between the atria and between the ventricles at 30°C and 22°C in WT and
TrpAl KO animals. As for TRP channels, the Trpvl gene did not show significant
values between the groups. Trpal indicated higher expression in atria and ventricles
at 22°C. For Trpm8, there was a significant difference between the atrium and
ventricle of TrpAl KO at 30°C and between the ventricles, both for temperatures and
genotypes, except for the WT group at 22°C. As for NPs, the Nppa gene was more
expressed in ventricles. Furthermore, it had higher expression in the atria of TrpAl
KO at 30°C than at 22°C. Finally, Nppb indicated greater expression in the ventricles
of the WT group at 30°C than at 22°C and greater expression in the atria than in the
ventricles of the WT group at 22°C. Therefore, we conclude that OPN4 and TRP
channels may be acting as mediating molecules in thermoreception in the heart and
that internal temperature variation influences the expression of NPs in the atria and

ventricles.

Keywords: TRP Channels; Heart; Cold exposure; Melanopsin; Natriuretic peptides.
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1 INTRODUCAO

A pesquisa aqui apresentada é um ramo do Projeto Tematico intitulado
“Derrubando um paradigma? Melanopsina, um fotopigmento candnico, atuando
como sensor para ajuste do relégio em 6rgdos ndo expostos a luz, e sua possivel
interacdo com canais TRP: estudo transdisciplinar envolvendo aspectos fisiolégicos
e patologicos”. O projeto foi aprovado e financiado pela Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP), sob o n° 2017/24615-5, sob
coordenacao da Prof2. Dra. Ana Maria de Lauro Castrucci (IB-USP), no qual o Prof.
Dr. Mauro César Isoldi (UFOP) participa como professor associado.

Um subgrupo de células localizadas na retina, denominadas células
ganglionares retinianas (ipRGC), incidem para o nucleo supraquiasmatico (NSQ)
através do trato retino-hipotalamico e expressam um fotorreceptor denominado
melanopsina (OPN4). Este fotorreceptor uma vez ativado por fotons recruta a
abertura dos canais de potencial transitério (TRP) (BERSON, 2002).

A OPN4 é um fotopigmento responsavel pela foto-recepcédo e transducédo de
estimulos néo visuais da retina (PROVENCIO; ROLLAG; CASTRUCCI, 2002). A
OPN4, além de fotorreceptora, € também um sinalizador de temperatura e de
radiacdo UV em mamiferos. Portanto, o dogma de que opsinas s6 percebem luz foi
desfeito (MORAES et al., 2017).

Os canais de potencial receptor transitorio (TRP) sdo canais catibnicos
dependentes de voltagem, permedveis ao Ca?" Diversos canais TRP ja foram
identificados como sensores térmicos, cada um com sua faixa dindmica para
ativacdo por temperatura (PERTUSA et al., 2012). Somando a isso, temos que o
coracdo, um 6rgdo que nao recebe luz, possui alta expressdo de OPN4, além de
expressar diferentes canais TRP (YUE et al., 2015), o que parece indicar uma nova
funcao para o orgao.

Ademais, ja foi demonstrado que mudancas de temperatura ambiente
influenciam no coragdo, a producdo e a liberagdo dos horménios peptideos
natriuréticos (NPs). Isso ja foi demonstrado em camundongos que foram expostos a
22°C. Esses animais apresentaram uma maior liberacdo de NPs e expressdo de
seus receptores para esses hormoénios no tecido adiposo, o que favoreceu a
transformacao dele do branco para o marrom, fenébmeno conhecido como browning
(SENGENES et al., 2000; BORDICCHIA et al., 2012). Portanto, para camundongos,
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a temperatura ambiente de 22°C representa uma zona de desafio de frio,
considerando a zona termoneutra a 30°C. A termoneutralidade é definida pela
temperatura, na qual organismo ndo perca e nem ganhe calor, ou seja, que se
encontre dentro de uma faixa de homeostase metabdlica (BLIGH; JOHNSON, 1973)
e foi determinada para gendétipos aqui utilizados por meio de calorimetria indireta
(dados do grupo, ainda ndo publicados).

Nessa perspectiva e de acordo com nossas hipéteses, a OPN4 e os canais
TRP expressos no coragcao monitorariam e interpretariam a variacdo de temperatura
e, Como resposta, 0 coracdo promoveria a expressao de alguns de seus horménios
NPs. Essa variacdo implicaria em ajustes no seu préprio metabolismo e de outros
tecidos. Dessa forma, avaliar a expressdo desses hormdnios e das moléculas
mediadoras, OPN4 e canais TRP, perante o desafio de frio e auséncia do canal
TRPA1, ajudara a entender ndo s6 esse novo mecanismo ligado ao coracdo, como
também possiveis desequilibrios fisiolégicos que poderiam influenciar no aspecto
patologico. Portanto, devido ao aumento das doencas cardiovasculares (DCVSs)
como principal causa de morbidade e mortalidade global (FAN et al.,2023), o

coracgdao torna-se o 0rgao central de interesse nessas investigacoes.
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2 REVISAO TEORICA
2.1 EXPOSICAO AO FRIO E CORACAO

O coragdo é o 6rgao responsavel por bombear o sangue no organismo,
fornecendo oxigénio e nutrientes essenciais para os tecidos do corpo (DE OLIVEIRA
et al.,2020). Anatomicamente, € composto nos mamiferos por quatro camaras
distintas: &trio esquerdo, ventriculo esquerdo, &trio direito e ventriculo direito
(WANG:; HILL, 2010).

Os atrios direito e esquerdo sdo responsaveis por receber o sangue dos
tecidos corporais e dos pulmdes respectivamente. Atuam como reservatorios
temporéarios, acumulando o sangue antes de ser bombeado para os ventriculos
(AIRES, 2018 p.433). No entanto, os ventriculos sdo responsaveis por ejetar o
sangue para as artérias. O ventriculo direito impulsiona o sangue com dioxido de
carbono para os pulmfes para que seja realizada a hematose. Ja o ventriculo
esquerdo recebe o sangue oxigenado rico em nutrientes, advindo do atrio esquerdo,
e 0 ejeta para a artéria aorta (SILVERTHORN, 2017 p.443-446). O coracdo é um
orgdo composto por diferentes tipos de células, incluindo cardiomidcitos, células
endoteliais, células musculares lisas e fibroblastos cardiacos, cada uma
desempenhando um papel especifico na contratilidade, conducdo elétrica e
manutenc¢ao do tecido cardiaco (GERALD; DORN, 2010; BERS, 2002).

Além das camaras cardiacas, o coracdo possui valvulas que se fecham e se
abrem em razdo das mudancas de pressdo. Tais valvulas desempenham um papel
fundamental na prevencao do movimento retrégrado do sangue durante 0 processo
do ciclo cardiaco (MATHEW; KANMANTHAREDDY, 2023). As vélvulas mitral e
tricispide sdo chamadas de valvulas atrioventriculares devido a sua localizagédo
entre os atrios e os ventriculos, cujo sua principal funcdo € impedir o fluxo sanguineo
retrogrado para os atrios durante a sistole ventricular. Por outro lado, as valvulas
aortica e pulmonar s&o conhecidas como valvulas semilunares, que se localizam
entre os ventriculos e as artérias, cuja sua fungcdo é impedir o fluxo sanguineo
retrogrado para os ventriculos durante a diastole (VACA; BORDONI, 2022).

As fases de relaxamento e contracdo cardiacas sdo chamadas de diastole e
sistole, respectivamente. Tais mecanismos sdo alterados de acordo com as

mudancas na pressao do sangue que chega e que € ejetado ao longo do ciclo
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cardiaco (BONNEMAIN; NIDO; ROCHE, 2022). Na circulacdo sanguinea, as veias
desempenham a funcéo de transporte do sangue em dire¢cdo ao coracao, enquanto
as artérias possuem a tarefa de distribui-lo (MOHRMAN; HELLER, 2007 p.21-23).

Portanto, a coordenagdo sinérgica entre as quatro camaras cardiacas
desempenha um papel fundamental na seguranca de um fluxo sanguineo apropriado
e na eficiéncia da distribuicdo de oxigénio e nutrientes em todo o organismo. Deste
modo, a adequada funcionalidade desse Orgdo salienta a importancia dessas
estruturas na protecao da saude cardiovascular e no correto desempenho fisiolégico
do organismo (SILVERTHORN, 2017 p.437-438).

Em pesquisas que envolvem DCVs, os camundongos C57BL/6J sdo uma das
linhagens mais utilizadas, por serem um modelo cujo funcionalidade do coragdo se
assemelha aos outros mamiferos, incluindo os seres humanos (FUCHS et al., 2018).

Conforme mencionado inicialmente, o coracdo € um 0rgao vital responsavel
pela circulacdo sanguinea e pela manutencdo da homeostase do organismo
(GILSBACH et al., 2014). Para desempenhar suas fungdes de maneira eficiente,
uma complexa rede de genes e hormonios regula tanto sua estrutura quanto sua
funcdo (ROOIJ; OLSON, 2007). Desse modo, fatores ambientais externos, tal como
a temperatura, podem influenciar na expressdo ¢génica e hormonal, e
conseguentemente na estrutura e funcédo do coracgao.

A temperatura do ambiente atua sobre os organismos vivos, no metabolismo,
sobrevivéncia, reproducdo, desenvolvimento e taxa de crescimento (HUDA et al.,
2022). Para se adaptarem as variacdes de temperatura, 0os organismos utilizam
processos de aclimatacdo e adaptacdo genética (COLLIER et al., 2018). A
aclimatacdo envolve mudancas reversiveis na expressdo de genes ou na atividade
enzimatica, permitindo que os organismos se ajustem a novas condi¢des térmicas.

A exposicdo a ambientes frios provoca uma série de modificacbes no
organismo humano e animal. Um exemplo dessas modificagBes € a vasoconstricao.
Tal processo ocorre quando ha uma rapida reducao da temperatura periférica e uma
intensa contracdo dos vasos sanguineos nas extremidades, abrangendo todo o
organismo, incluindo o coracdo (CASTELLANI; TIPTON, 2015). Essa condi¢g&o pode
ser identificada no coracdo por danos em sua estrutura e fungao, perturbagcdes no
metabolismo, aumento do estresse oxidativo, inflamacéo e apoptose (PORTES et
al., 2023).
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Ademais, estudos tém demonstrado que o frio pode afetar a funcdo cardiaca,
caracterizando um fator de risco para ocorréncia de DCVs, como o infarto do
miocardio, acidente vascular cerebral (AVC) (SHETH et al.,1999), e fibrilagdo atrial
(NGUYEN et al., 2015; LUO et al., 2022). Em paises como a Coreia do Sul, Japdao,
Estados Unidos, Alemanha, dentre outros, estudos epidemiolégicos demonstraram
que no periodo do inverno o risco de AVC € aumentado (GAO et al., 2019;
VAICIULIS et al., 2023). E a exposicdo prolongada a temperaturas frias pode
resultar em consequéncias adversas e prejudiciais ao sistema cardiovascular
(GIBELIN, 2015).

Pesquisadores observaram em um estudo com camundongos C57BL/6J que
a exposicao ao frio desencadeou uma série de respostas fisioldgicas e patologicas,
incluindo estresse oxidativo, apoptose celular, inflamagcédo e piroptose, as quais
contribuiram para a ocorréncia de lesédo cronica do miocardio (LV et al., 2023).

Portanto, é importante destacar que a exposi¢cao ao frio em periodos curtos
ou longos, pode causar modificacdes significativas nos organismos, especialmente
no coragéao, resultando em remodelamento fisiologico cardiaco, afetando a estrutura
e a funcdo deste 6rgdo. Desse modo, compreender e explorar os mecanismos
subjacentes é fundamental na identificacdo de estratégias eficazes para prevenir e

tratar complicacfes decorrentes da exposi¢cao ao frio.

2.2 PEPTIDEOS NATRIURETICOS

Os NPs sédo horménios sintetizados e secretados pelas células cardiacas, os
cardiomidcitos. Tais horménios exercem uma variedade de efeitos que abrangem
diversos sistemas do corpo (SHI et al., 2021). As propriedades cardiometabdlicas
desses NPs sdo diversas e incluem a melhoria da vasodilatacdo, aumento da
excrecdo de sodio (Na'*), inibicAo do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA) e estimulo a mobilizagdo e oxidagéo de lipidios. Além disso, também estéo
associados a producdo de calor pelo tecido adiposo marrom, ao browning dos
adipécitos brancos e ao aprimoramento da sensibilidade a insulina. (SARZANI et al.,
2022).

Os NPs realizam atividades paracrinas e autocrinas no tecido cardiaco,
desempenhando um papel importante na prevencdo de diversas condicdes, tais

como hipertrofia, fibrose, arritmias e cardiomiopatias. (RUBATTU et al., 2019).
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Bold e colabores (1981) realizaram os primeiros estudos, com ratos,
envolvendo os NPs. O primeiro membro da familia dos NPs descoberto foi o
peptideo natriurético atrial (ANP). O segundo foi o peptideo natriurético cerebral
(BNP), descoberto em pesquisas com cérebro suino (SUDOH et al., 1988). No
entanto, estudos posteriores identificaram sua expressdo no coragdo, mais
especificamente nos ventriculos (MUKOYAMA et al., 1990). O terceiro membro da
familia dos NPs, o peptideo natriurético tipo C (CNP), foi descoberto em 1991 a
partir de extratos de cérebro suino, com base em sua capacidade de promover
relaxamento do musculo liso (SUDOH et al., 1990). Tais descobertas contribuiram
para o reconhecimento do coracdo como um Orgdo enddcrino, cuja familia de
horm&nios inclui os trés peptideos de grande importancia para a funcdo cardiaca
(PANDEY, 2023).

Os NPs sao produzidos a partir de proteinas precursoras que contém pré e
pré-hormonios inativos. Posteriormente, ocorrem modificacdes intracelulares nos
pro-horménios (proANP e proBNP), resultando na clivagem desses precursores em
suas formas ativas, ANP e BNP, respectivamente (POTTER et al., 2009). O proANP
€ predominantemente expresso em resposta ao estiramento das paredes atriais em
condicdes fisioldgicas normais (SARZANI et al., 2022) e seu armazenamento ocorre
em granulos de secrecao presentes nos cardiomiocitos. Quando ha um aumento na
pressao sanguinea nas auriculas cardiacas, devido ao excesso de volume ou
pressdo do sangue, as células atriais sofrem estiramento. A liberacdo do proANP
ocorre em resposta a ativacdo dos receptores de estiramento nas células atriais.
Apos a liberacdo de proANP, ele é clivado pela enzima corina dando origem ao ANP
na sua forma ativa, ou seja, circulante na corrente sanguinea (DONG et al., 2010).
Por outro lado, o proBNP é expresso principalmente nas camaras ventriculares
(SUDOH et al.,1988). Apdés o estiramento nas paredes ventriculares, o proBNP é
ativado e liberado. A enzima furina € responsavel pelo processo de clivagem de
proBNP gerando o BNP na sua forma ativa (NISHIKIMI et al.,2015). Logo, observa-
se a presenca de ANP e BNP em niveis circulantes, com sua expressao e liberacao
sendo reguladas em resposta ao estresse mecanico (KUWAHARA; NAKAO, 2010).
E fundamental salientar que o CNP ndo exibe propriedades natriuréticas e é
predominantemente sintetizado em células vasculares. Além disso, esse peptideo

desempenha principalmente um papel de estimulacdo do crescimento dos 0ssos
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longos. Embora também possa exercer outras fungdes ainda ndo compreendidas.
(PANDEY, 2005; SUGA et al., 1992).

Interessantemente, NPs sdo também secretados em resposta a ativacdo do
sistema simpatico pelo frio ambiental: catecolaminas ligam-se a receptores
adrenérgicos 1 no coragao, o que eleva os niveis de NPs plasmaticos em resposta.
Sua ac¢ao nos tecidos adiposos branco e marrom estimula a termogénese, resposta
homeostéatica para a manutencdo da temperatura corporea.

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

Portanto, ANP e BNP sdo hormoénios de notavel relevancia no contexto da
saude cardiovascular. A sintese desses dois horménios é mediada pelos genes
Nppa e Nppb, respectivamente, 0s quais sdo predominantemente expressos nas
camaras atriais e ventriculares do coracdo (MAN; BARNETT; CHRISTOFFELS,
2018). A deficiéncia na expressao dos NPs esta associada a comprometimentos na
funcdo e na estrutura cardiaca, como a remodelacdo estrutural do ventriculo
esquerdo e arritmias. Tais comprometimentos contribuem para o desenvolvimento
de DCVs como a insuficiéncia cardiaca, hipertensédo, infarto agudo do miocardio,
dentre outras (HALL et al., 2021).
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Evidéncias da literatura cientifica mostram que o ANP tem a funcao de reduzir
a hipertrofia cardiaca e a pressao arterial em condic¢des fisioldgicas normais. Em um
estudo realizado por Forte e colaboradores (2022), foi demonstrado que a autofagia
(mecanismo de digestéo intracelular responsavel por reparar danos citoplasmaticos;
[LEVINE; KROEMER, 2008]) esta envolvida com efeitos protetores de Nppa em
cardiomidcitos, tanto in vitro como in vivo. Foi observado que ANP exdgeno ativa
rapidamente a autofagia por meio do receptor NPR-A e da sinalizacdo da proteina
quinase G (PKG), além de aumentar a autofagia cardiaca em camundongos. O ANP
endogeno, secretado pelos préprios cardiomiocitos, em resposta a privacdo de
glicose ou hipoxia, também estimula a autofagia. Essa ativacdo da autofagia
preserva a viabilidade celular, reduzindo a hipertrofia e limitando o tamanho do
infarto em modelos de isquemia-reperfuséo. Por outro lado, a inibicdo da autofagia
reverte os efeitos protetores de ANP, enquanto a ativacdo do fator de transcricdo EB
(TFEB) esta envolvida na mediacdo desses efeitos. Portanto, os autores sugerem
que ANP é um modulador extracelular da autofagia no coracdo (FORTE et al.,
2022).

O BNP atua na reducdo de cardiomiopatias e da ocorréncia de fibrose no
miocardio ventricular. Bon-Mathier e colaboradores (2022) demonstraram que o
tratamento com BNP trouxe melhorias na funcéo cardiaca e reduziu a remodelacéo
do coracdo. Além disso, o tratamento com BNP resultou em um aumento do nimero
de cardiomidcitos na area afetada pelo infarto. Os coracdes tratados com BNP
mostraram uma menor mortalidade de cardiomiocitos, além de exibir uma maior
proporcao de células pequenas, indiferenciadas e mononucleadas. Os efeitos do
BNP em cardiomiécitos adultos foram mediados pela ligacéo ao seu receptor NPR-A
e ativacao da via de sinalizacdo ERK/MAP quinase. De maneira geral, os achados
evidenciam os efeitos protetores do BNP no coracdo (BON-MATHIER et al., 2022).

Dessa forma, a perturbacdo na producdo ou expressdao dos NPs pode
desencadear disturbios cardiovasculares, resultando em alteracdes na funcdo e

estrutura do coragéo.

2.3 MELANOPSINA

Os ciclos de claro e escuro na Terra sdo delineados por dois peridos: a fase

com temperaturas mais elevadas e alta incidéncia de radiacdo ultravioleta (UV) e a
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fase com baixas temperaturas e radiacdo UV (GUERRERO-VARGAS et al., 2017).
De acordo com a teoria “Fuga da Luz” de Pittendrigh (1993), a fuga da luz pelos
organismos durante a evolucdo dependeu justamente da fotorrecep¢ao e da procura
de temperaturas mais amenas. Portanto, temperatura e luz sdo estimulos ambientais
gue influenciam simultaneamente 0s organismos.

Assim, o surgimento de moléculas fotorreceptoras propiciou vantagens aos
organismos que as desenvolveram. Surgiram as opsinas, que sado proteinas
fotorreceptoras que tornam neurdnios sensiveis a luz. Estdo acopladas a proteina G
e associadas a um cromoforo derivado da vitamina A, permitindo a transducéo da
luz (LAMMEL; DOLEN; MALENKA, 2016). As opsinas visuais e n&o visuais de
vertebrados classificadas com base na natureza da proteina G com que se acoplam
sdo: OPN1 (em cones) e OPN2 (rodopsina) (proteina Gt); OPN3 (encefalopsina)
(proteina Gi/Go) e OPN4 (melanopsina) (proteina Gq) (POLETINI et al., 2015).
Dentre as opsinas nao visuais, a mais estudada é a OPN4 devido a sua capacidade
de detectar luz no comprimento de onda azul (470nm) e temperatura (MORAES et
al., 2017). Ela foi clonada a partir da ra africano Xenopus laevis, onde medeia a
dispersédo de granulos de melanina na pele induzida pela luz (ISOLDI et al., 2005).

A luz ativa um subgrupo de células localizadas na retina, denominadas
células ganglionares retinianas (ipPRGC) que incidem, morfologicamente, para o
NSQ, considerado o marcapasso central (BERSON, 2002; PROVENCIO; ROLLAG;
CASTRUCCI, 2002; HUGHES et al., 2016;). Essas células desempenham um papel
importante na regulacdo do ritmo circadiano, que controla os ciclos de sono-vigilia,
além de outros processos fisiologicos relacionados a luz (TAM et al.,, 2021). A
membrana das células ganglionares retinianas expressa a OPN4, um fotopigmento
responsavel pela fotorrecepcao e transducdo de estimulos ndo visuais da retina.
Consiste em uma proteina que se liga covalentemente ao cromoforo 11- cis-
retinaldeido, que quando estimulado pela luz, é isomerizado em all-transretinaldeido,
induzindo uma mudanga na conformacgédo da OPN4 e desencadeando uma cascata
de fototransducdo (WONG, 2009). Essa cascata de fototransducdo foi descoberta
por Isoldi e colaboradores (2005), pesquisadores integrantes do projeto tematico, ao
gual este estudo se encontra vinculado.

Estudos demonstraram que a OPN4 além de fotorreceptora, € também um
sinalizador de temperatura e de radiagdo UV em mamiferos. (PEREZ-CEREZALES
et al., 2015; DE ASSIS; MORAES; CASTRUCCI, 2017). Portanto, a expressao de



23

OPN4 pode ser influenciada tanto pela luz, quanto pela temperatura e encontrada
em diversos 6rgdos e tecidos (PEREZ-CEREZALES et al., 2015). Como exemplo
temos o coracdo, um érgdo que nao recebe luz e possui alta expressao de OPN4,
além de expressar diferentes canais TRP (DIAZ et al., 2015; RANDALL et al., 2015;
YUE et al., 2015; HUGHES et al., 2016). Portanto, a expressdo de OPN4 no coracao
€ nossa principal ferramenta de investigacdo neste estudo. Acreditamos que essa
proteina esteja exercendo a funcéo termorreceptora em um 6Orgdo nao-visual, em
interacdo com os TRP, que sao canais ativados por diversas faixas de temperaturas
(POLETINI et al., 2015).

2.4 CANAIS TRPS

Um dos mecanismos de adaptacdo dos organismos as mudancas ambientais
€ pelos TRPs, uma classe de proteinas integrais de membrana (FREICHEL et al.,
2017). Os canais TRP sdo membros de uma familia de canais ibnicos presentes em
células de organismos pluricelulares (SAMANTA; HUGHES; MOISEENKOVA-BELL,
2018). Sdo ativados por uma ampla gama de estimulos, como sensacao térmica,
fotorrecepcdo, quimiosensacdo, mecanosensacdo e nocicepcdo (SPEKKER,
KORTESI, VECSEI, 2022). Tais canais atuam como transdutores de sinal nas
células, modulando o potencial de membrana e a concentracado intracelular de célcio
(Ca?"). Portanto, sua presenca em diferentes tipos de células e tecidos desempenha
importantes funcdes em diversos processos fisioldgicos.

Os canais TRP séo agrupados em sete familias com base em sua homologia
de sequéncias de aminoéacidos, sendo, TRPC (canbnico ou classico), TRPV
(vaniléide), TRPM (melastatina), TRPN (sem potencial mecanorreceptor C), TRPP
(policistina), TRPML (mucolipina) e TRPA (anquirina) (POLETINI et al., 2015). A
maioria desses canais é permeavel ao Ca?* com excecdo do TRPM4 e M5 que séo
permeaveis a cations monovalentes (YUE et al., 2015).

Foi observada a presenca de canais TRP atuando como receptores de
estimulos térmicos, apresentando diversas faixas de resposta ao seu perfil de
ativacao pela temperatura (LIU et al., 2023). Os canais TRPV1-4, TRPM2 e TRPM4-
5 séo ativados por calor, enquanto TRPM8, TRPA1 e TRPC5 sé&o ativados por frio
(FOWLER; MONTELL, 2013).



24

O canal TRPV1, pertencente a subfamilia vaniléide, foi identificado como um
receptor responsavel pela deteccdo de dor e calor (CATERINA et al.,, 1997). A
expressdo deste canal é encontrada em diversos tipos de tecidos e células, tais
como fibras aferentes cardiacas (GAO et al., 2023). A ativagdo do canal TRPV1
ocorre mediante inumeros estimulos quimicos e fisicos, dentre eles, elevadas
temperaturas (> 43°C) (KASHIO; TOMINAGA, 2022). Devido a sua capacidade de
ser ativado por uma ampla gama de estimulos, o canal TRPV1 é considerado um
receptor polimodal, cuja ativagcdo é potencializada quando exposto a maior presenca
desses estimulos (BENITEZ-ANGELES et al., 2020). Wang e colaboradores (2022)
demonstraram em um estudo com camundongos in vivo que o TRPV1 alivia os
danos causados pela hipertrofia no miocérdio, resultando em diminui¢cdo do diametro
interno do ventriculo esquerdo ao fim das fases de sistole e diastole. Enquanto in
vitro, observou-se que o TRPV1 reduziu a area dos cardiomiécitos e melhorou a
funcdo mitocondrial, proporcionando uma intervencéo favoravel para a homeostase
das mitocéndrias, sendo a¢fes atribuidas a ativacdo da proteina quinase, ativada
por monofosfato de adenosina e proteina mitofusina 2 (AMPK-MFN2). Esses
resultados condizem com o indicio de que o canal TRPV1, quando ativado em
resposta a eventos de hipertrofia cardiaca, atua como um fator de protecdo (WANG
et al., 2022).

O canal TRPA1, pertence a subfamilia anquirina dos canais TRP
(JAQUEMAR; SCHENKER; TRUEB, 1999). E um canal catibnico ndo seletivo,
permedvel ao Ca?*, Na* e potassio (K*) (ZYGMUNT; HOGESTATT, 2014). O TRPA1
também é considerado um receptor polimodal devido sua ativacdo mediada por
estimulos quimicos, frio, dentre outros e é expresso em diversos tecidos, incluindo o
cardiaco (MEENTS; CIOTU; FISCHER, 2019). Em um estudo conduzido por
Aubdool e colaboradores (2014), com camundongos C57BL/6 submetidos a
exposicao ao frio agudo, observou-se que o canal TRPA1 exerceu o papel de sensor
de frio. Os resultados indicaram que a vasoconstricao inicial decorrente do frio foi
mediada pela geracdo de superédxido, dependente da ativacdo de TRPAL. Este
processo estimulou os adrenoceptores e promoveu a fosforilagdo da cadeia leve de
miosina por meio da Rho-quinase, posteriormente a ativagdo de TRPA1. Além disso,
0 componente subsequente de restauracdo do fluxo sanguineo também dependeu
da ativacdo de TRPAL e foi mediado pelos neuropeptideos vasodilatadores CGRP e

substancia P, ambos derivados do nervo sensorial, bem como pelo 6xido nitrico
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(NO), derivado da atividade da nNOS. Portanto, os resultados sugerem que 0
TRPA1 auxilia na melhoria da resposta vascular durante a exposicdo ao frio
(AUBDOOL et al., 2014).

Atualmente, a fungdo do canal TRPA1 como sensor de frio tem gerado
debates que levantam a possibilidade de sua ativacédo ocorrer também em resposta
ao calor em algumas espécies. A faixa de ativacdo por determinadas temperaturas
deste canal pode variar de acordo com cada espécie, por exemplo, em humanos é
de 17°C a 20°C e em camundongos é 16°C aproximadamente (WANG et al., 2023b;
ZHANG et al., 2022). Mais estudos séo necessarios para aprofundar o conhecimento
nesse campo e investigar os mecanismos subjacentes a ativacdo do canal TRPAL
em diferentes condicdes térmicas e espécies.

O canal TRPMS, pertence a subfamilia melastatina dos TRP. E permeavel ao
Ca?*, Na* e K*, mas sua permeabilidade principal é ao Ca?* (PEIER et al., 2002).
Sua funcao esta diretamente ligada a deteccédo e transducdo de temperaturas mais
baixas (YIN et al.,, 2022) como temperaturas menores que 27°C e compostos
quimicos que estimulam uma sensacdo de frescor, como o mentol e a icilina,
caracterizando-o também como um canal polimodal (PLAZA-CAYON; GONZALEZ-
MUNIZ; MARTIN-MARTINEZ, 2022). Um estudo de Huang e colaboradores (2022),
mostrou evidéncias de que a administracdo do mentol em camundongos portadores
de AVC isquémico, resulta na ativacdo do canal TRPM8. Essa ativacdo pode estar
relacionada a capacidade de reducdo nos danos causados pelo AVC isquémico
nesses animais (HUANG et al., 2022). Ademais, Thapa e colaboradores (2022)
demonstraram que camundongos expostos a condicdes de frio apresentaram
elevada expressédo do canal TRPM8. Esta expressdo desempenha um papel direto
na resposta de termorregulacdo, devido a exposicdo ao frio. Portanto, o aumento
dos niveis de TRPMS8 apds a exposicdo ao frio parecem representar uma resposta
de natureza protetora, com o intuito elevar a temperatura corporal central, afim de
combater o ambiente frio.

Em suma, TRPV1l, TRPAl e TRPM8 s&do expressos no coracdo e
considerados canais polimodais, podendo ser ativados por diversos estimulos
(KASHIO; TOMINAGA, 2022). E importante ressaltar que as funcBes e os
mecanismos de ativacdo dos canais TRP ainda ndo estdo completamente
esclarecidos. Isso indica a complexidade desse sistema e a necessidade de

aprofundar os estudos sobre eles (WANG et al., 2023a).
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Nessa perspectiva, alteracfes na expressado dos canais TRP podem exercer
um papel significativo nas doencas quem envolvem o sistema cardiovascular
(MORAES; WEBB; SILVA, 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da exposicao ao frio e da auséncia do canal TRPA1 sobre a
expressdo de melanopsina, canais TRP e peptideos natriuréticos no coracdo de

camundongos.
3.2 OBJETIVO ESPECIFICO
Analisar a expresséo génica de Opn4, Trpal, Trpvl, Trpm8, Nppa e Nppb nos

atrios e ventriculos de camundongos C57BL/6J e TrpAl KO expostos a temperatura
termoneutra a 30°C e desafio de frio a 22°C
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4 METODOLOGIA
4.1 ANIMAIS E DESENHO EXPERIMENTAL

Todos os procedimentos foram realizados conforme os Principios Eticos
apresentados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

O projeto foi aprovado pelos comités de ética da UFOP sob o protocolo n°
6011300621 (ANEXO A) e do IB-USP sob o protocolo n° 373.

Foram utilizados 36 animais com 10 semanas de idade, sendo camundongos
machos isogénicos da linhagem C57BL/6J e camundongos nocautes para Trpal
(ANEXO B). Os animais foram fornecidos pelo Centro de Ciéncia Animal (CCA) da
Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) e pelo Biotério do Departamento de
Fisiologia do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo (USP).

A sequéncia temporal dos experimentos € apresentada na FIG.1. Os
experimentos realizados com os animais cedidos pela USP, ocorreram no laboratorio
de Fisiologia Comparada do Instituto de Biociéncias até 0 momento da eutanasia.
Os coracdes desses animais foram enviados para o laboratério de Sinalizacéo

Celular da UFOP para realizacéo das analises.

Figura 1 — Fluxograma - Delineamento Experimental
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2 semanas 30°C e 22°C
Aclimatagéo a Protocolo de PCR quantitativo
termoneutralidade 8 semanas
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WT desafio ao frio 22°C | 3 .,;‘.ﬂ
: TRPA1 KO termoneutro 30°C | {Apés o protocolo | | Prism8
1 | de8 ; : 8
3 TRPA1 KO desafio ao frio 22°C | consemee |
Camundongos Diviséo dos grupos Eutanasia Analise estatistica

C57BL/6J e TrpA1 KO

10 semanas de idade

N
CEUA/UFOP (6011300621)

CEUAIUSP (373)

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.2 ACLIMATACAO A TERMONEUTRALIDADE

Todos os animais foram submetidos ao procedimento de aclimatacdo a
termoneutralidade (30°C), em estufa UTA, por um periodo de 2 semanas. Durante
este periodo, os animais foram alojados em caixas de polietileno (3 animais por
caixa), em regime de luminosidade claro/escuro (12h/12h), com racdo normal e agua

ad libitum.

4.3 EXPOSICAO AS TEMPERATURAS DE 22°C E 30°C

ApoOs a aclimatacdo, os animais foram individualizados e randomizados

aleatoriamente em 4 grupos experimentais:

e WT termoneutro 30°C;

e WT desafio ao frio 22°C,;

e TRPA1 KO termoneutro 30°C;

e TRPA1 KO desafio ao frio 22°C.

A exposicdo a termoneutralidade e ao desafio de frio deu-se por meio da
manutencdo dos animais em estufa UTA a 30°C e em sala experimental com

temperatura constante de 22°C, por um periodo de 8 semanas.

4.4 EUTANASIA E COLETA DAS AMOSTRAS

A eutanasia foi realizada seguindo as normas do CONCEA (Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal).

Ao final da oitava semana de experimento, todos os animais foram
submetidos a eutanasia via decapitacdo, sem 0 uso de anestesia prévia. Em
seguida, o coragdo foi removido por meio de incisédo toracica, lavado com solucdo
tampao PBS, secos por absorcdo em papel filtro e pesados por uma balanca de
precisdo (Gehaka model BK300, precision 0.01 g). Posteriormente, foi realizada a
separacao dos atrios e ventriculos e armazenamento dos tecidos em freezer -80°C

até o momento das analises.
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4.5 PCR QUANTITATIVO

4.5.1 Extracdo do RNA

ApGs as amostras serem retiradas do freezer em -80°C, os fragmentos dos
tecidos foram homogeneizados em600ulde Trizol®Reagent (InvittogenTM), com o
auxilio de um homogeneizador tipo Politron (Ultra 80®), com cinco pulsos de 60
segundos cada em banho de gelo, seguido de cinco minutos de incubagcdo a
temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados 160plde 1-bromo-3-
cloropropano (BCP), homogeneizados em agitador tipo vortex durante 15 segundos,
seguido por periodo de incubacdo de dez minutos a temperatura ambiente. O
homogeneizado foi centrifugado (12000 x g, 15 minutos, 4° C), com a recuperagao
da fase aquosa que foi transferida para um novo microtubo.

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

A concentracdo de RNA foi determinada fazendo a leitura no equipamento
Nanodrop 1000 (ND-1000). A razdo de OD260/0D280 foi considerada boa acima de
1,6.

4.5.2 RT-PCR (reacéo de transcriptase reversa)

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

quantitativo.

4.5.3 PCR guantitativo (QPCR)

Foi utilizado SYBRTM Green PCR Master Mix (2X) (Applied Biosystems,
EUA) e um par de primers, especificos para cada um dos genes, Opn4, Trpal,
Trpvl, Trpm8, Nppa, Nppb (TABELA 1) e H2O DNase/RNase-free, em reagdes
separadas. B-actina foi utilizada como normalizador do experimento de explantes
cardiacos conforme sugerido na literatura (ZHENG et al., 2021; DVORAKOVA et al.,
2018; SCHWARZ et al., 2020).

Os primers foram diluidos em agua DNase/RNase-free para se obter a
solucdo estoque de concentracdo igual a 10*M. Os primers foram entdo diluidos
10X (10 uL em 90 uL de agua DNaseRNase-free), dando uma solucao intermediaria
de 10°°M. A concentracdo final nos pocos de qPCR foi de 300nM (TABELA 1). Nas
reagdes de qPCR utilizamos 1 uL cDNA para uma reagao de 10 uL/pogo.

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

Os resultados de gPCR foram analisados através do método de AACT. Os
valores de CT foram extraidos a partir do ajuste do threshold, para encontrar o ACT
foi calculada a diferenca entre o valor de CT para o gene de interesse e o valor de
CT para B-actina da mesma amostra de cDNA (ambos correspondendo a média de
pocos duplicados do mesmo cDNA). A seguir, obteve-se o AACT subtraindo a média
do grupo ventriculo C57BL/6J (30°C) dos valores encontrados para cada amostra
dos grupos atrios e ventriculos de todos os gendtipos, sendo essa diferenca
colocada como exponencial negativo na base 2 (2-AACT). Esses valores foram
utilizados nas andlises estatisticas no software GraphPad Prism 8.0.1.

As respectivas sequéncias de primers sdo apresentadas no TAB. 1.
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Tabela 1 - Sequéncia de primers para PCR quantitativo

Primer Sequéncia Concentracao final

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

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

Forward: 5"-CAGAGACCTGTGTCGGTTTATG-3’
TrpV1 300nM
Reverse: 5°-CATGTTGAGCAGGAGGATGTAG-3’

Forward: 5"-TACGCTTGTCCTGTGACACC-3’
TrpM8 300nM
Reverse: 5-TCCAGTGAGAATCCACGCAC-3’

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

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

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

Fonte: Elaborado pela autora

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram apresentados como média = EPM. Para
comparacdes entre 0s grupos, foi utilizada a ANOVA Two-Way, seguida de pos teste
de Bonferroni. O nivel de significancia foi estabelecido por p<0,05. Todas as anélises
foram realizadas usando o software GraphPad Prism (versdo 8.0.1).
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5 RESULTADOS

5.1 NIVEL DE EXPRESSAO DO GENE OPN4 EM EXPLANTES DE ATRIO E
VENTRICULO APOS DESAFIO DE FRIO MODERADO

Os atrios do grupo C57BL/6J WT a 30°C apresentaram maior expressao
deste gene do que no grupo TrpAl KO a 30°C (FIG. 2). A expressao de Opn4 nos
ventriculos do grupo C57BL/6J WT a 30°C é significativamente maior quando
comparado com o grupo TrpAl KO a 30°C (FIG. 2). A expressdo em atrios do grupo
TrpAl KO a 30°C foi maior do que em ventriculos na mesma temperatura (FIG. 2). A
expressdo em atrios do grupo TrpAl KO 22°C foi maior do que no grupo TrpAl KO
30°C (FIG. 2). A expressdo em ventriculos do grupo TrpAl KO 22°C foi maior
quando comparado com o TrpAl KO 30°C (FIG. 2).

Figura 2 - Expressao do gene Opn4 em explantes cardiacos de camundongos.

Opn4

B3 Atrio
Hl Ventriculo

MRNA
(relative to mean of the ventricle
C57BL/6J at 30°C)

Expressédo génica realizada por PCR quantitativo. Andlises estatisticas realizadas por ANOVA Two-
Way, seguida por poés teste de Bonferroni. Valores em média + EPM. Significancia foi estabelecida
para p <0,05. Simbologia: * atrio do grupo C57BL/6J WT 30°C vs atrio do grupo TrpAl KO 30°C
(p=0,0164); # ventriculo do grupo C57BL/6J WT 30°C vs ventriculo do grupo TrpAl KO 30°C
(p=0,0003); + atrio do grupo TrpAl KO 30°C vs ventriculo do mesmo grupo TrpAl KO 30°C
(p=0,0054); ¢ atrio do grupo TrpAl KO 30°C vs atrio do grupo TrpAl KO 22°C (p=0,0190); ventriculo
do grupo TrpAl KO 30°C vs ventriculo do grupo TrpAl KO 22°C (p<0,0001). Fonte: Elaborado pela
autora
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5.2 NIVEL DE EXPRESSAO DOS GENES DOS CANAIS TRPV1, TRPA1l E
TRPM8 EM EXPLANTES DE ATRIO E VENTRICULO APOS DESAFIO DE
FRIO MODERADO

A FIG. 3 representa a expressao do gene Trpvl no coracdo. Como pode ser
observado ndo houve diferencas significativas entre as camaras cardiacas ou entre

0S grupos na expressdo deste gene.

Figura 3 - Expressédo do gene Trpvl em explantes cardiacos de camundongos.
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Expressdo génica realizada por PCR quantitativo. Andlises estatisticas realizadas por ANOVA Two-
way, seguida por pos teste de Bonferroni. Valores em média £+ EPM. Significancia foi estabelecida
para p <0,05. Fonte: Elaborado pela autora.

A FIG. 4 representa a expressdo do gene Trpal no coracdo. Este gene teve
maior expressao nos atrios do que nos ventriculos do grupo C57BL/6J a 22°C do
que a 30°C (FIG. 4).
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Figura 4 - Expressao do gene Trpal em explantes cardiacos de camundongos.
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Expressdo génica realizada por PCR quantitativo. Andlises estatisticas realizadas por ANOVA Two-
Way, seguida por poés teste de Bonferroni. Valores em média + EPM. SignificAncia foi estabelecida
para p <0,05. Fonte: Elaborado pela autora.

A FIG. 5 representa a expressao do gene Trpm8 no coragdo. Os ventriculos
do grupo C57BL/6J WT a 30°C apresentaram maior expressado deste gene quando
comparado com o grupo TrpAl KO de mesma temperatura, o qual foi menor que o
ventriculo do mesmo genotipo a 22°C (FIG.5) A expressdo em atrios do grupo TrpAl
KO a 30°C foi maior do que em ventriculos na mesma temperatura (FIG.5).

Figura 5 - Expressao do gene Trpm8 em explantes cardiacos de camundongos.
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Expressao génica realizada por PCR quantitativo. Andlises estatisticas realizadas por ANOVA Two-
Way, seguida por poés teste de Bonferroni. Valores em média + EPM. Significancia foi estabelecida
para p <0,05. Fonte: Elaborado pela autora.
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5.3 NIVEL DE EXPRESSAO DOS GENES DOS PRO-HORMONIOS NPPA E
NPPB EM EXPLANTES DE ATRIO E VENTRICULO APOS DESAFIO DE FRIO
MODERADO

A FIG. 6 representa a expressdo do gene Nppa no coracdo. Os atrios do
grupo TrpAl KO a 30°C apresentaram maior expressdo de Nppa do que no grupo
TrpAl KO a 22°C (FIG. 6). E a expressédo em ventriculos do grupo TrpAl KO a 22°C
foi maior do que em atrios de mesma temperatura (FIG. 6).

Figura 6 - Expressao do gene Nppa em explantes cardiacos de camundongos.
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Expressao génica realizada por PCR quantitativo. Andlises estatisticas realizadas por ANOVA Two-
Way, seguida por poés teste de Bonferroni. Valores em média + EPM. Significancia foi estabelecida

para p <0,05. Fonte: Elaborado pela autora.

A FIG. 7 representa a expressao do gene Nppb no coracdo. A expressao nos
ventriculos do grupo C57BL/6J WT a 30°C é significativamente maior do que no
grupo C57BL/6J WT a 22°C (FIG. 7). E a expressdo em atrios do grupo C57BL/6J
WT a 22°C foi maior do que em ventriculos de mesma temperatura (FIG. 7).
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Figura 7 - Expressao do gene Nppb em explantes cardiacos de camundongos.
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Expressdo génica realizada por PCR quantitativo. Andlises estatisticas realizadas por ANOVA Two-
Way, seguida por poés teste de Bonferroni. Valores em média + EPM. Significancia foi estabelecida
para p <0,05. Fonte: Elaborado pela autora.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo analisou, em camundongos C57BL/6J, a expressao génica
de OPN4, canais TRP e NPs no coracao frente a variagdo de temperatura, 30°C
(termoneutralidade) e 22°C (desafio de frio), e a auséncia do canal TRPAL. Esse
canal € considerado um receptor polimodal, cuja expressao no tecido cardiaco e
uma de suas ativacdes sdo mediadas por estimulos de frio (MEENTS; CIOTU,;
FISCHER, 2019). Portanto, o TRPA1 pode auxiliar na melhoria da resposta vascular
durante a exposi¢cao ao frio, estando envolvido no processo de vasodilatacdo e
alteracdes da presséao arterial, da mesma forma que sua auséncia pode prejudicar
tais processos (AUBDOOL et al., 2014).

Baseado na descoberta de que a OPN4 além de ser um fotorreceptor,
também atua como um termo sensor (PEREZ-CEREZALES et al., 2015; MORAES et
al., 2017;), temos uma ampliacdo significativa de sua funcdo. No coracdo de
mamiferos, observa-se uma alta expressdo de OPN4 e também a expressdo de
canais TRP sensiveis a inumeros estimulos, dentre eles as variacdes de
temperatura (FREICHEL et al., 2017).

Nossas ideias iniciais sdo baseadas na possibilidade de o coracdo atuar como
um termo sensor, devido a interacdo entre OPN4 e os canais TRP. Tal interacdo
permitiia a percepcdo da temperatura do fluxo sanguineo advindo do trato
respiratério e da periferia. O coracédo interpretaria essas variagcdes de temperatura,
fornecendo sinais que levam a expressao de seus principais hormonios, os NPs.

As opsinas, incluindo a rodopsina, historicamente consideradas responsaveis
exclusivamente pela deteccdo de luz (SHEN et al., 2011), tém sido objeto de
estudos que sugerem sua atuacgao adicional em outras fungdes sensoriais, tal como
a temperatura. Estudos em moscas Drosophila mostraram que as opsinas, incluindo
a rodopsina e a OPN4, podem desempenhar papéis como termo sensores em
associagdo com canais TRP, mesmo na auséncia de luz (LEE; MONTELL, 2013).
Em um estudo com peixe zebrafish (Danio rerio), foi observado que essas opsinas
apresentaram niveis moderados a altos de expressdo no coracdo. No entanto, o
estudo ndo especificou em qual camara cardiaca essas opsinas foram mais
expressas, em atrios ou no ventriculo (DAVIES et al., 2015).

Nossos achados apontam que a expressdao de Opn4 no coracdo de

camundongos C57BL/6J a 30°C foi significativamente maior em atrios do que em
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ventriculos. Além disso, ao comparar a termoneutralidade com o desafio de frio em
camundongos TrpAl KO, observou-se uma expressao significativamente maior de
Opn4 nos atrios quando expostos ao desafio de frio. Dessa maneira, nosso estudo
mostra alteracdes significativas em relacdo a OPN4 principalmente nos atrios, que
sdo as camaras cardiacas responsaveis por receber o fluxo sanguineo proveniente
da periferia e do trato respiratorio. Entre as diferentes funcdes atualmente atribuidas
aos atrios, a funcdo de “sensor’” ndo € novidade. Ja foi elucidada na literatura a
existéncia de receptores denominados mecanorreceptores, localizados nas paredes
atriais, conhecidos por serem de baixa pressdo. Estes mecanorreceptores, quando
ativados, desencadeiam respostas reflexas imediatas com o objetivo de ajustar a
pressao arterial (BISHOP; MALLIANI; THOREN, 1983). Além disso, outro importante
mecanismo fisiolégico que tem origem no atrio é o batimento cardiaco, sendo
iniciado pela geracao de um potencial de acdo no nodo sinusal, localizado na parede
lateral superior do atrio direito (CHEN et al., 2022).

Portanto, nossos achados corroboram dados encontrados na pesquisa de
dissertacdo de mestrado de Paula (2020; em processo de preparagcdo para
publicacdo) que se encontra vinculada ao projeto tematico e € membro do nosso
laboratorio. Os estudos de Paula (2020) foram realizados com camundongos
C57BL/6J selvagens, TrpAl KO e TrpV1 KO expostos a termoneutralidade (30°C)
por duas semanas. Os resultados do gPCR indicaram uma maior expressao de
Opn4 nos atrios em relagdo aos ventriculos, tanto em animais selvagens quanto em
TrpAl KO, embora sem diferenca estatisticamente significativa (PAULA, 2020).

Levando-se em conta o que foi visto, mesmo com toda a escassez de
informacg&o na literatura a respeito da expressdo de Opn4 no coracdo, em NOSSO
estudo observamos que a expressao desse gene ocorre tanto nos atrios quanto nos
ventriculos, sendo mais significante nos atrios. Esse achado refor¢ca nossa hipotese
de que a OPN4 desempenha funcdo de termo sensibilidade e possivelmente esta
interagindo com os canais TRP na percepc¢éo da temperatura.

Em suma, a OPN4 pode ser ativada por luz ou temperatura (MORAES et al.,
2017). Ademais, o processo de fototransdugdo de OPN4 nas células ganglionares
intrinsecamente fotossensiveis da retina (ipRGCs), desencadeia uma cascata de
sinalizacado dependente de proteina G tipo Gg/11. Logo a fosfolipase C (PLCB4) é
ativada, proporcionando a abertura dos canais TRP por PIP2 e permitindo a entrada

de Ca?* intracelular. Esse influxo ibnico desencadeia eventos intracelulares, gerando
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potenciais de acdo nas IpRGCs. Tais potenciais de acdo sédo transmitidos ao NSQ
no hipotalamo, culminando com a liberagcdo de glutamato, ajustando o relégio
biolégico central ao ciclo claro-escuro, o qual regula o ritmo circadiano. Dessa
maneira, essa interacao € importante para a transducéo do sinal de luz em um sinal
elétrico e na modulagcdo da maquinaria molecular do relégio, podendo afetar
diversas funcdes biologicas (ISOLDI et al., 2005; POLETINI et al., 2015).

Portanto, uma vez estimulada a OPN4, canais TRP sao ativados promovendo
o influxo de Ca?* celular (YUE et al., 2015). Os “@nais TRP encontram-se presentes
em muitos 6rgaos e tecidos, tal como o coracéo.

Por conseguinte, como ja descrito pela literatura, uma das formas de ativacao
do canal TRPV1 é a elevagdo da temperatura (KASHIO; TOMINAGA, 2022). Em
relacdo a expressdo de Trpvl observada em nosso estudo, ndo encontramos
diferencas significativas entre os grupos, tanto para as temperaturas expostas, como
para os diferentes gendtipos. Embora esses resultados ndo tenham mostrado
diferengas significativas, € essencial continuar investigando esse canal levando em
conta que a expressao proteica e sua ativacdo podem se alterar por processos pos-
transcricionais (BENITEZ-ANGELES et al., 2020). Tais mecanismos ndo foram
explorados por esse estudo, mas estdo envolvidos em processos patoldgicos e de
protecdo para o coracdo (WANG et al.,, 2022). Novas pesquisas nesse campo
contribuirdo para uma melhor compreensdo de seu papel no contexto
cardiovascular.

Ao contrario do canal TRPV1, a ativacdo do canal TRPA1l da-se pelo frio
(MEENTS; CIOTU; FISCHER, 2019). Em nosso estudo, a expressao deste canal foi
identificada tanto em atrios quanto em ventriculos, porém camundongos expostos ao
desafio de frio (22°C), apresentaram maior expressao desse gene quando
comparado com 0s animais expostos a 30°C. Esses achados reforcam que tanto a
transcricdo como a ativagdao do TRPA1l podem ocorrer perante a redugdo da
temperatura ambiente, podendo auxiliar na melhoria da resposta vascular
(AUBDOOL et al., 2014).

Ma e Wang (2022) investigaram o papel do TRPAL1 na fibrose cardiaca
relacionada a idade. Foram utilizados no estudo camundongos C57BL/6 selvagens e
nocautes para Trpal, com 12 e 52 semanas de idade. Os resultados apontaram que
0s camundongos nocautes para Trpal mais velhos apresentaram aumento da

fibrose cardiaca, dilatacdo ventricular e disfungdo cardiaca, em comparagdo a
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camundongos selvagens de mesma idade que expressavam o canal. Além disso, a
expressdo de genes relacionados a fibrose foi afetada nos camundongos de 52
semanas de idade nocautes para Trpal. Dadas essas informagfes, é possivel
concluir que o canal TRPA1l exerce um papel protetor no coracdo frente a
determinadas condicbes patolégicas e que sua auséncia contribui para o
agravamento do quadro.

Além disso, estudos de Andrei e colaboradores (2019) realizados com
camundongos machos selvagens e nocautes para Trpal, demonstraram que a
ativacdo do canal TRPA1 mostrou um efeito protetor, promoveu a sobrevivéncia e
viabilidade dos cardiomidcitos, além de atenuar a morte celular induzida pela
isquemia. Observou-se uma correlagdo semelhante no estudo realizado por Wang e
colaboradores (2023a), no qual a auséncia de Trpal exacerbou a disfuncdo
cardiaca, bem como as lesdes cardiacas e a remodelacdo do ventriculo esquerdo
em camundongos com cardiomiopatia dilatada. Esse estudo ressalta o potencial do
canal TRPAL1 como um mecanismo promissor para protecdo cardiaca em situacoes
de estresse isquémico.

Assim como o canal TRPAL, uma das formas de ativacdo do canal TRPMS8
ocorre por estimulos de frio (YIN et al.,2022). Em nosso estudo, a expressao de
Trpm8 no coracdo ocorreu tanto em atrios quanto em ventriculos, sendo que em
ventriculos de camundongos TrpAl KO houve maior expresséo no desafio de frio. E
0s camundongos em termoneutralidade, apresentaram maior expressao nos atrios.
Cheng e colaboradores (2019) conduziram um estudo utilizando coracdes de ratos
perfundidos por Langendorff para investigar os efeitos cardioprotetores da
reperfusdo hipotérmica e o papel do canal TRPM8 nesse processo. As temperaturas
utilizadas foram de 37°C (normotérmica) e 25°C (hipotérmica). Para monitorar a
expressdo de Trpm8 e sua proteina no miocardio, analises de qPCR e Western blot
foram realizadas e revelaram sua presenca nos coracdes dos ratos. A reperfuséo
hipotérmica reduziu o tamanho do infarto, a atividade de lactato desidrogenase, o
conteudo de malondialdeido e a apoptose em comparacdo com a reperfusao
normotérmica. Além disso, a expressao de Bax, caspase-3 clivada, RhoA e ROCK2
foi diminuida com a reperfusao hipotérmica. Esses efeitos foram associados a uma
melhor recuperacdo da fungéo contratil do ventriculo esquerdo e foram reduzidos
por um antagonista do canal TRPM8. Somado a isso, um agonista do TRPMS8

reduziu a lesao de isquemia/reperfusao e a expressao aumentada de Bax, caspase-
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3, RhoA e ROCK2 durante a reperfusdo normotérmica. Em suma, a reperfusao
hipotérmica a 25°C demonstrou proteger o miocardio contra a lesdo de
isquemia/reperfuséo, através da ativacdo do canal TRPMS8 e inibi¢cdo da via de sinal
RhoA/ROCK?2 relacionada ao estresse oxidativo.

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

Nosso estudo mostra que o canal TRPM8 se encontra expresso em atrios e
ventriculos e que durante o desafio de frio, 0s camundongos nocautes apresentaram
maior expressao de Trpma8. Isso nos leva a hipétese descrita na literatura (MULLER,;
MORALES; REGGIO, 2019; KUDSI et al., 2022) de que canais TRP, particularmente
TRPA1 e TRPM8, podem atuar como canais de compensacao quando a atividade
de um deles esta inativa. Tais mecanismos sédo fundamentais para a manutencéo da
homeostase celular e fisiolégica, permitindo que as células e os organismos se
adaptem a mudancas e preservem sua funcionalidade adequada mesmo diante de
perturbacbes ou mutacbes. E importante ressaltar que esse canal também
desempenha um papel protetor para o coracdo, quando este 6rgdo esta exposto a
condicdes desfavoraveis (IZQUIERDO et al., 2021).

Dessa forma, observamos em nossos achados que a expressao dos genes
dos canais TRPV1, TRPA1 e TRPMS8 ocorreu tanto em atrios, quanto em ventriculos.
Além disso, os atrios tiveram maior expressdo do que o0s ventriculos, o que
corrobora para nossa hipétese de que possivelmente tais canais estejam interagindo
com a OPN4 para percepcdo da temperatura do fluxo sanguineo aferente ao
coragao.

Os NPs sao os principais hormonios do coracdo e desempenham um papel
importante na regulacédo da presséo arterial e do volume sanguineo, bem como na
funcdo cardiaca (CORTE et al.,, 2023). Um dos fatores que pode influenciar a
expressdo de NPs é a temperatura. Um estudo de Bordicchia e colaboradores
(2012), mostrou que camundongos expostos a temperaturas frias apresentaram
niveis elevados de NPs circulantes. Os NPs atuam no tecido adiposo, ativando a

termogénese para a manutencdo da temperatura corpérea. Uma vez que a
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expressdo de pro-horménios dos NPs deve ser afetada pela temperatura ambiente,
analisamos a expressdo dos genes Nppa e Nppb em atrios e ventriculos dos
animais expostos a termoneutralidade e desafio de frio.

Em nossos achados, a expressao de precursores de NPs indicou que Nppa é
expresso em atrios e ventriculos, sendo significantemente diferentes entre
camundongos TrpAl KO a 30°C e 22°C. Em contrapartida, a expressdao de Nppb
teve diferenca significativa entre camundongos C57BL/6J WT 30°C e 22°C. Tais
achados demonstram que a expressao dos NPs no coragéo varia significativamente
conforme a temperatura ambiente a qual os camundongos foram expostos e nas
diferentes camaras cardiacas.

Oztop e colaboradores (2019) investigaram os efeitos dos NPs na fungdo
cardiaca durante a hibernacdo de esquilos terrestres da Anatdlia (Spermophilus
xanthoprymnus). Os resultados demonstraram que o0s esquilos hibernadores
reduzem a temperatura corporal, os batimentos cardiacos e o consumo de oxigénio,
mas nao sofrem problemas cardiovasculares. Além disso, os NPs foram encontrados
em diferentes camaras cardiacas durante a hibernacdo. Portanto, sugere-se que 0s
achados contribuem para nossa hipétese de que o coragao esteja atuando como um
orgao de monitoramento da temperatura.

A expressao de Nppa e Nppb no coracéo traz beneficios ao 6rgéo cardiaco,
ajudando a manter a homeostase e protegendo o organismo contra desequilibrios
nos fluidos e na presséao arterial. Um exemplo disso € a expressdo de Nppb em
situacdes de estresse cardiaco, nas quais o coracdo desempenha um papel crucial
na preservacdo da homeostase e na prevencdo desses desequilibrios, que podem
ocorrer na insuficiéncia cardiaca ou em outras DCVs. (NAKAGAWA; NISHIKIMI;
KUWAHARA, 2018).

Salientando o papel protetor de Nppa no coracdo, Hamano e colaboradores
(2021) realizaram um estudo com cardiomiécitos de camundongos C57BL/6J. Foi
feita uma abordagem transGmica para investigar a insuficiéncia cardiaca, uma
doenca complexa com varios fatores de risco e mecanismos fisiopatoldgicos
distintos. Foram utilizados diferentes tipos de dados émicos, como RNA-seq de
células individuais, ChlP-seq e informacdes de interatoma de genes, e foram
identificados marcadores genéticos que podem distinguir diferentes fendétipos da
doenca. Os resultados do estudo mostraram um aumento significativo na expresséo

de Nppa, devido a resposta da carga de estresse. Os cardiomiécitos com alta
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expressdo de Nppa apresentaram padrdoes de expressdo génica especificos, e a
familia de complexos de NADH ubiquinona, associada ao sistema de transporte de
elétrons mitocondrial, foi inversamente correlacionada a expressao de Nppa durante
0s estagios iniciais da hipertrofia cardiaca. Além disso, a andlise dos dados ChIP-
seq revelou que Nkx2-5 e Gtf2b eram fatores de transcricdo caracteristicos dos
cardiomidcitos com alta expressdo de Nppa. Portanto, os achados do estudo
indicam que a expressao de Nppa no coracao atua como um fator de protecao frente
a condicdo patoldgica exposta e sugere que essa expressao pode contribuir como
um importante marcador para diagnostico de insuficiéncia cardiaca.

Diante das evidéncias apresentadas, sugerimos que a OPN4 em conjunto
com o0s canais TRP expressos nas camaras atriais do coragdo, possam estar
detectando variagfes na temperatura da corrente sanguinea. Essa percepgao, por
sua vez, poderia desencadear a liberacdo dos NPs neste 6rgdo, resultando na
modulacdo do metabolismo local. Tais sugestdes reforcam a hipotese de que o
coracao desempenha a funcdo de monitoramento da temperatura corporal. Estes
achados contribuem para o campo da fisiologia cardiovascular, fornecendo novas
perspectivas de pesquisa e compreensdo dos mecanismos fisiolégicos envolvidos
no controle térmico em nivel sistémico. Vale enfatizar, entretanto, que essa mesma
liberacdo de NPs acontece via ativacdo do simpatico pelo frio ambiental, o que néo
pode ser excluido. Ressalta-se, assim, a necessidade de estudos adicionais em
explantes das camaras cardiacas ou cardiomidcitos para validar e aprofundar os
mecanismos subjacentes a essa interacao.

Em paralelo a esta pesquisa, foram avaliados estes mesmos protocolos em
camundongos alimentados com high-fat diet (HFD, dados ainda nao publicados).
Posteriormente, em conjunto, serd analisada a diferenca de expressdo génica

observada em animais alimentados por dieta normal e HFD.
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7 CONCLUSAO

Os dados da presente pesquisa, fornecem evidéncias que contribuem para
nossa hipotese de que ha uma interagdo entre o fotorreceptor e termo sensor OPN4
com os canais TRP. Ambos atuando juntos como provaveis sensores de
temperatura no coracdo. Tais mecanismos sensoriais podem desempenhar um
papel significativo na deteccdo e resposta as variacfes térmicas do fluxo sanguineo
advindo do trato respiratério e da periferia. A expressdo desses sensores €
significativamente maior nos atrios, influenciando assim a expressao e secre¢ado dos
NPs nas camaras cardiacas. No entanto, sdo necessarias mais analises para que se
possa compreender como as camaras cardiacas respondem a tais flutuacbes de
temperatura, 0 que nos levara a investigar os mecanismos envolvidos nessas vias
de sinalizacao.

Além disso, esse estudo sugere que a auséncia do canal TRPALl exerceu
influéncia na regulagdo da expressdo do canal TRPMS8, dada a natureza desses
canais como sensores de temperaturas frias. E possivel que a auséncia do canal
TRPA1 tenha desencadeado uma reorganizacdo adaptativa no organismo, uma vez
que esse canal estava ausente. Desse modo, podendo atuar como um mecanismo
compensatoério na modulacdo da expressdo do canal TRPM8. Em contrapartida, o
canal TRPV1 ndo demonstrou um efeito significativo sobre a auséncia de TRPAL, o
que esta em consonancia com sua funcdo de sensor de calor. Tais observacdes
fomentam a compreensdo de uma possivel interacdo entre esses canais que ha

auséncia de um, o outro pode assumir as demandas requeridas.
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ANEXO B - VALIDACAO DA GENOTIPAGEM TRPA1 KO

Z2DEra019 Master Pratocal Defalls

® The Jackson
Laboratory
| Return to Protecol Search |

Siock Number: 006404
Sirain Name: - B6:120p. Trpa UMW)

Allele: Typg ytm1 Kyiow
Protocol Name: Typg1tm1Kykw
Method: Standard PCR
‘ersion: 1.3
Created: 19-May -2017 Updated: 19-May -2017

Expected Resulis: Mutant = 184 bp
Helernzygote = 184 bp and 317 bp

Wild type = 317 bp
Gel Image
Image Image file
i View
Separated by gel electrophoresis on a 1.5% agarose gel.
Protocol Primers
Primer 5 Sequence 5" -—>» 3 ¥ Primer Type Note
Label Label
olMREB4S CCT CGA ATC GTG GAT CCA CTA GTT CTA Mutant Forward Reaction
GAT A
olMRE&4E GAG CAT TAC TTA CTA GCA TCC TGC CGT Mutant Reverse Reaction Trpail
GCC A
olMR3179 TCC TGC AAG GGT GAT TGC GTT GTC TA Wild type Reaction
Forward A
olMRI180 TCATCT GGG CAA CAATGT CACCTG 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 94 20sec
Kapa 2G HS buffer 13 X 3 65 15zec -0.5 C per cycle decrease
MgCl2 26 mM |l 4 g8 10sec
dNTP KAPA -26 mM || 5 repeat steps 2-4 for 10 cycles
olMREB4S S uM (Touchdown)
olMREBE4E6 5 uM 6 94 15sec
olMRI173 5 umM 7 &0 15sec
olMRI180 5 uM 8 T2 10=ec
Ghycerol 6.5 % 9 repeat steps 6-8 for 28 cycles
Dye 1 X i0 72 2 min
Kapa 2G HS taq 03 Whul|| 11 10 hiokd
polymerase
DA 50-200 ng
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ANEXO C - CURVA DE MELTING REFERENTE A AMPLIFICACAO DO NPPA

Derivetive Regotdss (-Fn)

Melt Curve
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