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RESUMO 

 

A melanopsina (OPN4) é uma opsina fotorreceptora e termorreceptora em 

mamíferos. Vários órgãos e tecidos expressam essa molécula, tal como o coração, 

um órgão que não recebe luz, e possui uma alta expressão de OPN4. Essa molécula 

recruta a abertura dos canais de potencial receptor transitório (TRPs). De acordo 

com nossa hipótese, a melanopsina e os canais TRP expressos no coração 

monitorariam e interpretariam a variação de temperatura interna, por meio do fluxo 

sanguíneo advindo da periferia e do trato respiratório. Como resposta a esse 

mecanismo, promoveria a expressão de alguns de seus principais hormônios 

peptídeos natriuréticos (NPs): ANP e BNP. Essa variação implicaria em ajustes do 

seu próprio metabolismo e de outros tecidos. Portanto, o presente estudo objetiva 

avaliar por PCR quantitativo os efeitos da exposição ao frio e da ausência do canal 

TRPA1 sobre a expressão gênica de Opn4, Trpv1, Trpa1, Trpm8, Nppa e Nppb em 

átrios e ventrículos de camundongos machos adultos C57BL/6J tipo selvagem (WT) 

e nocaute para Trpa1 (TrpA1 KO). Os animais foram divididos em 4 grupos 

experimentais, expostos às temperaturas de 30°C e 22°C. Os resultados de PCR 

quantitativo indicaram uma maior expressão de Opn4 nos átrios do que nos 

ventrículos a 30ºC, nos grupos WT e TrpA1 KO. Além disso, houve diferença 

significativa entre os átrios e entre os ventrículos a 30ºC e 22ºC em animais WT e 

TrpA1 KO. Quanto aos canais TRP, o gene Trpv1 não apresentou valores 

significativos entre os grupos. Trpa1 indicou maior expressão em átrios e ventrículos 

a 22ºC. Para Trpm8 houve diferença significativa entre átrio e ventrículo de TrpA1 

KO a 30ºC e entre os ventrículos, tanto para temperaturas, como para os genótipos, 

exceto para o grupo WT a 22ºC. Quanto aos NPs, o gene Nppa foi mais expresso 

em ventrículos. Além disso, teve maior expressão nos átrios de TrpA1 KO a 30ºC do 

que a 22ºC. Por fim, Nppb indicou maior expressão nos ventrículos do grupo WT a 

30ºC do que a 22ºC e maior expressão nos átrios do que nos ventrículos do grupo 

WT a 22ºC. Dessa forma, concluímos que a OPN4 e os canais TRP possam estar 

atuando como moléculas mediadoras na termorrecepção no coração e que a 

variação interna de temperatura influencia a expressão dos NPs nos átrios e 

ventrículos.   

Palavras-chave: Canais TRP; Coração; Exposição ao frio; Melanopsina; Peptídeos 

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, Trpv1, Trpa1, 

Trpm8, Nppa and Nppb in atria and ventricles of adult male C57BL/6J type mice. 

wild-type (WT) and Trpa1 knockout (TrpA1 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 

30ºC, in the WT and TrpA1 KO groups. Furthermore, there was a significant 

difference between the atria and between the ventricles at 30ºC and 22ºC in WT and 

TrpA1 KO animals. As for TRP channels, the Trpv1 gene did not show significant 

values between the groups. Trpa1 indicated higher expression in atria and ventricles 

at 22ºC. For Trpm8, there was a significant difference between the atrium and 

ventricle of TrpA1 KO at 30ºC and between the ventricles, both for temperatures and 

genotypes, except for the WT group at 22ºC. As for NPs, the Nppa gene was more 

expressed in ventricles. Furthermore, it had higher expression in the atria of TrpA1 

KO at 30ºC than at 22ºC. Finally, Nppb indicated greater expression in the ventricles 

of the WT group at 30ºC than at 22ºC and greater expression in the atria than in the 

ventricles of the WT group at 22ºC. 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 INTRODUÇÃO  

 
 A pesquisa aqui apresentada é um ramo do Projeto Temático intitulado 

“Derrubando um paradigma? Melanopsina, um fotopigmento canônico, atuando 

como sensor para ajuste do relógio em órgãos não expostos à luz, e sua possível 

interação com canais TRP: estudo transdisciplinar envolvendo aspectos fisiológicos 

e patológicos”. O projeto foi aprovado e financiado pela Fundação de Amparo à 

Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP), sob o n° 2017/24615-5, sob 

coordenação da Profª. 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 núcleo supraquiasmático (NSQ) 

através do trato retino-hipotalâmico e expressam um fotorreceptor denominado 

melanopsina (OPN4). Este fotorreceptor uma vez ativado por fótons recruta a 

abertura dos canais de potencial transitório (TRP) (BERSON, 2002). 

A OPN4 é um fotopigmento responsável pela foto-recepção e transdução de 

estímulos não visuais da retina (PROVENCIO; ROLLAG; CASTRUCCI, 2002). A 

OPN4, além de fotorreceptora, é também um sinalizador de temperatura e de 

radiação UV em mamíferos. Portanto, o dogma de que opsinas só percebem luz foi 

desfeito (MORAES et al., 2017).  

Os canais de potencial receptor transitório (TRP) são canais catiônicos 

dependentes de voltagem, permeáveis ao Ca2+. Diversos canais TRP já foram 

identificados como sensores térmicos, cada um com sua faixa dinâmica para 

ativação por temperatura (PERTUSA et al., 2012). Somando a isso, temos que o 

coração, um órgão que não recebe luz, possui alta expressão de OPN4, além de 

expressar diferentes canais TRP (YUE et al., 2015), o que parece indicar uma nova 

função para o órgão. 

Ademais, já foi demonstrado que mudanças de temperatura ambiente 

influenciam no coração, a produção e a liberação dos hormônios peptídeos 

natriuréticos (NPs). Isso já foi demonstrado em camundongos que foram expostos a 

22°C. Esses animais apresentaram uma maior liberação de NPs e expressão de 

seus receptores para esses hormônios no tecido adiposo, o que favoreceu a 

transformação dele do branco para o marrom, fenômeno conhecido como browning 

(SENGENES et al., 2000; BORDICCHIA et al., 2012). Portanto, para camundongos, 
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a temperatura ambiente de 22ºC representa uma zona de desafio de frio, 

considerando a zona termoneutra a 30ºC. A termoneutralidade é definida pela 

temperatura, na qual organismo não perca e nem ganhe calor, ou seja, que se 

encontre dentro de uma faixa de homeostase metabólica (BLIGH; JOHNSON, 1973) 

e foi determinada para genótipos aqui utilizados por meio de calorimetria indireta 

(dados do grupo, ainda não publicados).  

Nessa perspectiva e de acordo com nossas hipóteses, a OPN4 e os canais 

TRP expressos no coração monitorariam e interpretariam a variação de temperatura 

e, como resposta, o coração promoveria a expressão de alguns de seus hormônios 

NPs. Essa variação implicaria em ajustes no seu próprio metabolismo e de outros 

tecidos. Dessa forma, avaliar a expressão desses hormônios e das moléculas 

mediadoras, OPN4 e canais TRP, perante o desafio de frio e ausência do canal 

TRPA1, ajudará a entender não só esse novo mecanismo ligado ao coração, como 

também possíveis desequilíbrios fisiológicos que poderiam influenciar no aspecto 

patológico. Portanto, devido ao aumento das doenças cardiovasculares (DCVs) 

como principal causa de morbidade e mortalidade global (FAN et al.,2023), o 

coração torna-se o órgão central de interesse nessas investigações.  
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2 REVISÃO TEÓRICA 

  

2.1 EXPOSIÇÃO AO FRIO E CORAÇÃO 

 

O coração é o órgão responsável por bombear o sangue no organismo, 

fornecendo oxigênio e nutrientes essenciais para os tecidos do corpo (DE OLIVEIRA 

et al.,2020). Anatomicamente, é composto nos mamíferos por quatro câmaras 

distintas: átrio esquerdo, ventrículo esquerdo, átrio direito e ventrículo direito 

(WANG; HILL, 2010).  

Os átrios direito e esquerdo são responsáveis por receber o sangue dos 

tecidos corporais e dos pulmões respectivamente. Atuam como reservatórios 

temporários, acumulando o sangue antes de ser bombeado para os ventrículos 

(AIRES, 2018 p.433). No entanto, os ventrículos são responsáveis por ejetar o 

sangue para as artérias. O ventrículo direito impulsiona o sangue com dióxido de 

carbono para os pulmões para que seja realizada a hematose. Já o ventrículo 

esquerdo recebe o sangue oxigenado rico em nutrientes, advindo do átrio esquerdo, 

e o ejeta para a artéria aorta (SILVERTHORN, 2017 p.443-446). O coração é um 

órgão composto por diferentes tipos de células, incluindo cardiomiócitos, células 

endoteliais, células musculares lisas e fibroblastos cardíacos, cada uma 

desempenhando um papel específico na contratilidade, condução elétrica e 

manutenção do tecido cardíaco (GERALD; DORN, 2010; BERS, 2002). 

Além das câmaras cardíacas, o coração possui válvulas que se fecham e se 

abrem em razão das mudanças de pressão. Tais válvulas desempenham um papel 

fundamental na prevenção do movimento retrógrado do sangue durante o processo 

do ciclo cardíaco (MATHEW; KANMANTHAREDDY, 2023). As válvulas mitral e 

tricúspide são chamadas de válvulas atrioventriculares devido à sua localização 

entre os átrios e os ventrículos, cujo sua principal função é impedir o fluxo sanguíneo 

retrógrado para os átrios durante a sístole ventricular. Por outro lado, as válvulas 

aórtica e pulmonar são conhecidas como válvulas semilunares, que se localizam 

entre os ventrículos e as artérias, cuja sua função é impedir o fluxo sanguíneo 

retrógrado para os ventrículos durante a diástole (VACA; BORDONI, 2022).  

As fases de relaxamento e contração cardíacas são chamadas de diástole e 

sístole, respectivamente. Tais mecanismos são alterados de acordo com as 

mudanças na pressão do sangue que chega e que é ejetado ao longo do ciclo 
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cardíaco (BONNEMAIN; NIDO; ROCHE, 2022). Na circulação sanguínea, as veias 

desempenham a função de transporte do sangue em direção ao coração, enquanto 

as artérias possuem a tarefa de distribuí-lo (MOHRMAN; HELLER, 2007 p.21-23). 

Portanto, a coordenação sinérgica entre as quatro câmaras cardíacas 

desempenha um papel fundamental na segurança de um fluxo sanguíneo apropriado 

e na eficiência da distribuição de oxigênio e nutrientes em todo o organismo. Deste 

modo, a adequada funcionalidade desse órgão salienta a importância dessas 

estruturas na proteção da saúde cardiovascular e no correto desempenho fisiológico 

do organismo (SILVERTHORN, 2017 p.437-438).  

Em pesquisas que envolvem DCVs, os camundongos C57BL/6J são uma das 

linhagens mais utilizadas, por serem um modelo cujo funcionalidade do coração se 

assemelha aos outros mamíferos, incluindo os seres humanos (FUCHS et al., 2018).  

Conforme mencionado inicialmente, o coração é um órgão vital responsável 

pela circulação sanguínea e pela manutenção da homeostase do organismo 

(GILSBACH et al., 2014). Para desempenhar suas funções de maneira eficiente, 

uma complexa rede de genes e hormônios regula tanto sua estrutura quanto sua 

função (ROOIJ; OLSON, 2007).  Desse modo, fatores ambientais externos, tal como 

a temperatura, podem influenciar na expressão gênica e hormonal, e 

consequentemente na estrutura e função do coração.   

A temperatura do ambiente atua sobre os organismos vivos, no metabolismo, 

sobrevivência, reprodução, desenvolvimento e taxa de crescimento (HUDA et al., 

2022). Para se adaptarem às variações de temperatura, os organismos utilizam 

processos de aclimatação e adaptação genética (COLLIER et al., 2018). A 

aclimatação envolve mudanças reversíveis na expressão de genes ou na atividade 

enzimática, permitindo que os organismos se ajustem a novas condições térmicas.  

A exposição a ambientes frios provoca uma série de modificações no 

organismo humano e animal. Um exemplo dessas modificações é a vasoconstrição. 

Tal processo ocorre quando há uma rápida redução da temperatura periférica e uma 

intensa contração dos vasos sanguíneos nas extremidades, abrangendo todo o 

organismo, incluindo o coração (CASTELLANI; TIPTON, 2015). Essa condição pode 

ser identificada no coração por danos em sua estrutura e função, perturbações no 

metabolismo, aumento do estresse oxidativo, inflamação e apoptose (PORTES et 

al., 2023).  
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Ademais, estudos têm demonstrado que o frio pode afetar a função cardíaca, 

caracterizando um fator de risco para ocorrência de DCVs, como o infarto do 

miocárdio, acidente vascular cerebral (AVC) (SHETH et al.,1999), e fibrilação atrial 

(NGUYEN et al., 2015; LUO et al., 2022). Em países como a Coreia do Sul, Japão, 

Estados Unidos, Alemanha, dentre outros, estudos epidemiológicos demonstraram 

que no período do inverno o risco de AVC é aumentado (GAO et al., 2019; 

VAIČIULIS et al., 2023). E a exposição prolongada a temperaturas frias pode 

resultar em consequências adversas e prejudiciais ao sistema cardiovascular 

(GIBELIN, 2015).  

Pesquisadores observaram em um estudo com camundongos C57BL/6J que 

a exposição ao frio desencadeou uma série de respostas fisiológicas e patológicas, 

incluindo estresse oxidativo, apoptose celular, inflamação e piroptose, as quais 

contribuíram para a ocorrência de lesão crônica do miocárdio (LV et al., 2023). 

Portanto, é importante destacar que a exposição ao frio em períodos curtos 

ou longos, pode causar modificações significativas nos organismos, especialmente 

no coração, resultando em remodelamento fisiológico cardíaco, afetando a estrutura 

e a função deste órgão. Desse modo, compreender e explorar os mecanismos 

subjacentes é fundamental na identificação de estratégias eficazes para prevenir e 

tratar complicações decorrentes da exposição ao frio. 

 

2.2 PEPTÍDEOS NATRIURÉTICOS 

 

Os NPs são hormônios sintetizados e secretados pelas células cardíacas, os 

cardiomiócitos. Tais hormônios exercem uma variedade de efeitos que abrangem 

diversos sistemas do corpo (SHI et al., 2021). As propriedades cardiometabólicas 

desses NPs são diversas e incluem a melhoria da vasodilatação, aumento da 

excreção de sódio (Na+), inibição do sistema renina-angiotensina-aldosterona 

(SRAA) e estímulo à mobilização e oxidação de lipídios. Além disso, também estão 

associados a produção de calor pelo tecido adiposo marrom, ao browning dos 

adipócitos brancos e ao aprimoramento da sensibilidade à insulina. (SARZANI et al., 

2022).  

Os NPs realizam atividades parácrinas e autócrinas no tecido cardíaco, 

desempenhando um papel importante na prevenção de diversas condições, 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 família dos NPs descoberto foi o 

peptídeo natriurético atrial (ANP). O segundo foi o peptídeo natriurético cerebral 

(BNP), descoberto em pesquisas com cérebro suíno (SUDOH et al., 1988). No 

entanto, estudos posteriores identificaram sua expressão no coração, mais 

especificamente nos ventrículos (MUKOYAMA et al., 1990). O terceiro membro da 

família dos NPs, o peptídeo natriurético tipo C (CNP), foi descoberto em 1991 a 

partir de extratos de cérebro suíno, com base em sua capacidade de promover 

relaxamento do músculo liso (SUDOH et al., 1990). Tais descobertas contribuíram 

para o reconhecimento do coração como um órgão endócrino, cuja família de 

hormônios inclui os três peptídeos de grande importância para a função cardíaca 

(PANDEY, 2023).  

Os NPs são produzidos a partir de proteínas precursoras que contêm pré e 

pró-hormônios inativos. Posteriormente, ocorrem modificações intracelulares nos 

pró-hormônios (proANP e proBNP), resultando na clivagem desses precursores em 

suas formas ativas, ANP e BNP, respectivamente (POTTER et al., 2009). O proANP 

é predominantemente expresso em resposta ao estiramento das paredes atriais em 

condições fisiológicas normais (SARZANI et al., 2022) e seu armazenamento ocorre 

em grânulos de secreção presentes nos cardiomiócitos. Quando há um aumento na 

pressão sanguínea nas aurículas cardíacas, devido ao excesso de volume ou 

pressão do sangue, as células atriais sofrem estiramento. A liberação do proANP 

ocorre em resposta a ativação dos receptores de estiramento nas células atriais. 

Após a liberação de proANP, ele é clivado pela enzima corina dando origem ao ANP 

na sua forma ativa, ou seja, circulante na corrente sanguínea (DONG et al., 2010). 

Por outro lado, o proBNP é expresso principalmente nas câmaras ventriculares 

(SUDOH et al.,1988). Após o estiramento nas paredes ventriculares, o proBNP é 

ativado e liberado. A enzima furina é responsável pelo processo de clivagem de 

proBNP gerando o BNP na sua forma ativa (NISHIKIMI et al.,2015). Logo, observa-

se a presença de ANP e BNP em níveis circulantes, com sua expressão e liberação 

sendo reguladas em resposta ao estresse mecânico (KUWAHARA; NAKAO, 2010). 

É fundamental salientar que o CNP não exibe propriedades natriuréticas e é 

predominantemente sintetizado em células vasculares. Além disso, esse peptídeo 

desempenha principalmente um papel de estimulação do crescimento dos ossos 
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longos. Embora também possa exercer outras funções ainda não compreendidas. 

(PANDEY, 2005; SUGA et al., 1992).  

Interessantemente, NPs são também secretados em resposta a ativação do 

sistema simpático pelo frio ambiental: catecolaminas ligam-se a receptores 

adrenérgicos β1 no coração, o que eleva os níveis de NPs plasmáticos em resposta. 

Sua ação nos tecidos adiposos branco e marrom estimula a termogênese, resposta 

homeostática para a manutenção da temperatura corpórea.  

Existem três tipos de receptores para NPs, sendo do tipo A, B e C. 

Receptores dos peptídeos natriuréticos do tipo A (NPR-A) e do tipo B (NPR-B) são 

receptores de membrana com atividade guanilil ciclase. O NPR-A é o receptor 

responsável em se ligar a ANP e BNP, enquanto o NPR-B possui alta afinidade para 

o CNP (BENNETT et al., 1991). A interação dos receptores NPR-A com o ANP e 

BNP resulta na geração intracelular do segundo mensageiro monofosfato cíclico de 

guanosina (GMPc) (SARZANI et al., 2022). Em sua cascata de sinalização 

subsequente, o GMPc ativa múltiplos alvos, incluindo proteínas quinases 

dependentes de GMPc, canais iônicos controlados por GMPc e fosfodiesterases de 

GMPc. Tais mediadores estão envolvidos na maioria dos efeitos biológicos dos NPs 

(GOETZE et al., 2020). A expressão do receptor NPR-A é observada em diversos 

tecidos, principalmente nos vasos sanguíneos cardíacos, tecidos adiposos, pulmões, 

cérebro, rins, fígado e glândulas adrenais (NAGASE et al., 1997). Por outro lado, o 

receptor NPR-B é predominantemente expresso nos ossos e fibroblastos (SARZANI 

et al., 2022). O NPR-C é um receptor independente de guanilil ciclase e funciona 

como um receptor de depuração para os NPs. Sua expressão é predominante em 

células endoteliais, rins e tecidos adiposos (MOYES; HOBBS, 2019; ROSE; GILES, 

2008; LEITMAN et al., 1986). 

Portanto, ANP e BNP são hormônios de notável relevância no contexto da 

saúde cardiovascular. A síntese desses dois hormônios é mediada pelos genes 

Nppa e Nppb, respectivamente, os quais são predominantemente expressos nas 

câmaras atriais e ventriculares do coração (MAN; BARNETT; CHRISTOFFELS, 

2018). A deficiência na expressão dos NPs está associada a comprometimentos na 

função e na estrutura cardíaca, como a remodelação estrutural do ventrículo 

esquerdo e arritmias. Tais comprometimentos contribuem para o desenvolvimento 

de DCVs como a insuficiência cardíaca, hipertensão, infarto agudo do miocárdio, 

dentre outras (HALL et al., 2021).  
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Evidências da literatura científica mostram que o ANP tem a função de reduzir 

a hipertrofia cardíaca e a pressão arterial em condições fisiológicas normais. Em um 

estudo realizado por Forte e colaboradores (2022), foi demonstrado que a autofagia 

(mecanismo de digestão intracelular responsável por reparar danos citoplasmáticos; 

[LEVINE; KROEMER, 2008]) está envolvida com efeitos protetores de Nppa em 

cardiomiócitos, tanto in vitro como in vivo. Foi observado que ANP exógeno ativa 

rapidamente a autofagia por meio do receptor NPR-A e da sinalização da proteína 

quinase G (PKG), além de aumentar a autofagia cardíaca em camundongos. O ANP 

endógeno, secretado pelos próprios cardiomiócitos, em resposta à privação de 

glicose ou hipóxia, também estimula a autofagia. Essa ativação da autofagia 

preserva a viabilidade celular, reduzindo a hipertrofia e limitando o tamanho do 

infarto em modelos de isquemia-reperfusão. Por outro lado, a inibição da autofagia 

reverte os efeitos protetores de ANP, enquanto a ativação do fator de transcrição EB 

(TFEB) está envolvida na mediação desses efeitos. Portanto, os autores sugerem 

que ANP é um modulador extracelular da autofagia no coração (FORTE et al., 

2022). 

O BNP atua na redução de cardiomiopatias e da ocorrência de fibrose no 

miocárdio ventricular. Bon-Mathier e colaboradores (2022) demonstraram que o 

tratamento com BNP trouxe melhorias na função cardíaca e reduziu a remodelação 

do coração. Além disso, o tratamento com BNP resultou em um aumento do número 

de cardiomiócitos na área afetada pelo infarto. Os corações tratados com BNP 

mostraram uma menor mortalidade de cardiomiócitos, além de exibir uma maior 

proporção de células pequenas, indiferenciadas e mononucleadas. Os efeitos do 

BNP em cardiomiócitos adultos foram mediados pela ligação ao seu receptor NPR-A 

e ativação da via de sinalização ERK/MAP quinase. De maneira geral, os achados 

evidenciam os efeitos protetores do BNP no coração (BON-MATHIER et al., 2022).  

Dessa forma, a perturbação na produção ou expressão dos NPs pode 

desencadear distúrbios cardiovasculares, resultando em alterações na função e 

estrutura do coração. 

 

2.3 MELANOPSINA  

 

Os ciclos de claro e escuro na Terra são delineados por dois perídos: a fase 

com temperaturas mais elevadas e alta incidência de radiação ultravioleta (UV) e a 
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fase com baixas temperaturas e radiação 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 evolução dependeu justamente da fotorrecepção e da procura 

de temperaturas mais amenas. Portanto, temperatura e luz são estímulos ambientais 

que influenciam simultaneamente os organismos.  

Assim, o surgimento de moléculas fotorreceptoras propiciou vantagens aos 

organismos que as desenvolveram. Surgiram as opsinas, que são proteínas 

fotorreceptoras que tornam neurônios sensíveis a luz. Estão acopladas à proteína G 

e associadas a um cromóforo derivado da vitamina A, permitindo a transdução da 

luz (LAMMEL; DÖLEN; MALENKA, 2016). As opsinas visuais e não visuais de 

vertebrados classificadas com base na natureza da proteína G com que se acoplam 

são: OPN1 (em cones) e OPN2 (rodopsina) (proteína Gt); OPN3 (encefalopsina) 

(proteína Gi/Go) e OPN4 (melanopsina) (proteína Gq) (POLETINI et al., 2015). 

Dentre as opsinas não 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 rã africano Xenopus laevis, onde medeia a 

dispersão de grânulos 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 (ipRGC) 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 regulação do ritmo circadiano, que controla os ciclos de sono-vigília, 

além de outros processos fisiológicos relacionados à luz (TAM et al., 2021). A 

membrana das células ganglionares retinianas expressa a OPN4, um fotopigmento 

responsável pela fotorrecepção e transdução de estímulos não visuais da retina. 

Consiste em uma proteína que se liga covalentemente ao cromóforo 11- cis-

retinaldeído, que quando estimulado pela luz, é isomerizado em all-transretinaldeído, 

induzindo uma mudança na conformação da OPN4 e desencadeando uma cascata 

de fototransdução (WONG, 2009). Essa cascata de fototransdução foi descoberta 

por Isoldi e colaboradores (2005), pesquisadores integrantes do projeto temático, ao 

qual este estudo se encontra vinculado. 

Estudos demonstraram que a OPN4 além de fotorreceptora, é também um 

sinalizador de temperatura e de radiação UV em mamíferos. (PÉREZ-CEREZALES 

et al., 2015; DE ASSIS; MORAES; CASTRUCCI, 2017). Portanto, a expressão de 
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OPN4 pode ser influenciada tanto pela luz, quanto pela temperatura e encontrada 

em diversos órgãos e tecidos (PÉREZ-CEREZALES et al., 2015). Como exemplo 

temos o coração, um órgão que não recebe luz e possui alta expressão de OPN4, 

além de expressar diferentes canais TRP (DÍAZ et al., 2015; RANDALL et al., 2015; 

YUE et al., 2015; HUGHES et al., 2016). Portanto, a expressão de OPN4 no coração 

é nossa principal ferramenta de investigação neste estudo. Acreditamos que essa 

proteína esteja exercendo a função termorreceptora em um órgão não-visual, em 

interação com os TRP, que são canais ativados por diversas faixas de temperaturas 

(POLETINI et al., 2015).   

 

2.4 CANAIS TRPS  

 

Um dos mecanismos de adaptação dos organismos às mudanças ambientais 

é pelos TRPs, uma classe de proteínas integrais de membrana (FREICHEL et al., 

2017). Os canais TRP são membros de uma família de canais iônicos presentes em 

células de organismos pluricelulares (SAMANTA; HUGHES; MOISEENKOVA-BELL, 

2018). São ativados por uma ampla gama de estímulos, como sensação térmica, 

fotorrecepção, quimiosensação, mecanosensação e nocicepção (SPEKKER, 

KÖRTÉSI, VÉCSEI, 2022). Tais canais atuam como transdutores de sinal nas 

células, modulando o potencial de membrana e a concentração intracelular de cálcio 

(Ca2+). Portanto, sua presença em diferentes tipos de células e tecidos desempenha 

importantes funções em diversos processos fisiológicos. 

Os canais TRP são agrupados em sete famílias com base em sua homologia 

de sequências de aminoácidos, sendo, TRPC (canônico ou clássico), TRPV 

(vanilóide), TRPM (melastatina), TRPN (sem potencial mecanorreceptor C), TRPP 

(policistina), TRPML (mucolipina) e TRPA (anquirina) (POLETINI et al., 2015). A 

maioria desses canais é permeável ao Ca2+ com exceção do TRPM4 e M5 que são 

permeáveis a cátions monovalentes (YUE et al., 2015). 

Foi observada a presença de canais TRP atuando como receptores de 

estímulos térmicos, apresentando diversas faixas de resposta ao seu perfil de 

ativação pela temperatura (LIU et al., 2023). Os canais TRPV1-4, TRPM2 e TRPM4-

5 são ativados por calor, enquanto TRPM8, TRPA1 e TRPC5 são ativados por frio 

(FOWLER; MONTELL, 2013). 
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O canal TRPV1, pertencente à subfamília vanilóide, foi identificado como um 

receptor responsável pela detecção de dor e calor (CATERINA et al., 1997). A 

expressão deste canal é encontrada em diversos tipos de tecidos e células, tais 

como fibras aferentes cardíacas (GAO et al., 2023). A ativação do canal TRPV1 

ocorre mediante inúmeros estímulos químicos e físicos, dentre eles, elevadas 

temperaturas (> 43°C) (KASHIO; TOMINAGA, 2022). Devido a sua capacidade de 

ser ativado por uma ampla gama de estímulos, o canal TRPV1 é considerado um 

receptor polimodal, cuja ativação é potencializada quando exposto à maior presença 

desses estímulos (BENÍTEZ-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 miocárdio, resultando em diminuição do diâmetro 

interno do ventrículo esquerdo ao fim das fases de sístole e diástole. Enquanto in 

vitro, observou-se que o TRPV1 reduziu a área dos cardiomiócitos e melhorou a 

função mitocondrial, proporcionando uma intervenção favorável para a homeostase 

das mitocôndrias, sendo ações atribuídas à ativação da proteína quinase, ativada 

por monofosfato de adenosina e proteína mitofusina 2 (AMPK-MFN2). Esses 

resultados condizem com o indício de que o canal TRPV1, quando ativado em 

resposta a eventos de hipertrofia cardíaca, atua como um fator de proteção (WANG 

et al., 2022). 

O canal TRPA1, pertence à subfamília anquirina dos canais TRP 

(JAQUEMAR; SCHENKER; TRUEB, 1999). É um canal catiônico não seletivo, 

permeável ao Ca2+, Na+ e potássio (K+) (ZYGMUNT; HÖGESTÄTT, 2014). O TRPA1 

também é considerado um receptor polimodal devido sua ativação mediada por 

estímulos químicos, frio, dentre outros e é expresso em diversos tecidos, incluindo o 

cardíaco (MEENTS; CIOTU; FISCHER, 2019). Em um estudo conduzido por 

Aubdool e colaboradores (2014), com camundongos C57BL/6 submetidos a 

exposição ao frio agudo, observou-se que o canal TRPA1 exerceu o papel de sensor 

de frio. Os resultados indicaram que a vasoconstrição inicial decorrente do frio foi 

mediada pela geração de superóxido, dependente da ativação de TRPA1. Este 

processo estimulou os adrenoceptores e promoveu a fosforilação da cadeia leve de 

miosina por meio da Rho-quinase, posteriormente à ativação de TRPA1. Além disso, 

o componente subsequente de restauração do fluxo sanguíneo também dependeu 

da ativação de TRPA1 e foi mediado pelos neuropeptídeos vasodilatadores CGRP e 

substância P, ambos derivados do nervo sensorial, bem como pelo óxido nítrico 



25 
 

(NO), derivado da atividade da nNOS. Portanto, os resultados sugerem que o 

TRPA1 auxilia na melhoria da resposta vascular durante a exposição ao frio 

(AUBDOOL et al., 2014). 

Atualmente, a função do canal TRPA1 como sensor de frio tem gerado 

debates que levantam a possibilidade de sua ativação ocorrer também em resposta 

ao calor em algumas espécies. A faixa de ativação por determinadas temperaturas 

deste canal pode variar de acordo com cada espécie, por exemplo, em humanos é 

de 17ºC a 20°C e em camundongos é 16°C aproximadamente (WANG et al., 2023b; 

ZHANG et al., 2022). Mais estudos são necessários para aprofundar o conhecimento 

nesse campo e investigar os mecanismos subjacentes à ativação do canal TRPA1 

em diferentes condições térmicas e espécies. 

O canal TRPM8, pertence à subfamília melastatina dos TRP. É permeável ao 

Ca2+, Na+ e K+, mas sua permeabilidade principal é ao Ca2+ (PEIER et al., 2002). 

Sua função está diretamente ligada à detecção e transdução de temperaturas mais 

baixas (YIN et al., 2022) como temperaturas menores que 27°C e compostos 

químicos que estimulam uma sensação de frescor, como o mentol e a icilina, 

caracterizando-o também como um canal polimodal (PLAZA-CAYÓN; GONZÁLEZ-

MUÑIZ; MARTÍN-MARTÍNEZ, 2022). Um estudo de Huang e colaboradores (2022), 

mostrou evidências de que a administração do mentol em camundongos portadores 

de AVC isquêmico, resulta na ativação do canal TRPM8. Essa ativação pode estar 

relacionada à capacidade de redução nos danos causados pelo AVC isquêmico 

nesses animais (HUANG et al., 2022). Ademais, Thapa e colaboradores (2022) 

demonstraram que camundongos expostos a condições de frio apresentaram 

elevada expressão do canal TRPM8. Esta expressão desempenha um papel direto 

na resposta de termorregulação, devido à exposição ao frio. Portanto, o aumento 

dos níveis de TRPM8 após a exposição 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, TRPV1, TRPA1 e TRPM8 são expressos no coração e 

considerados canais polimodais, podendo ser ativados por diversos estímulos 

(KASHIO; TOMINAGA, 2022). É importante ressaltar que as funções e os 

mecanismos de ativação dos canais TRP ainda não estão 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, alterações na expressão dos canais TRP podem exercer 

um papel significativo nas doenças quem envolvem o sistema cardiovascular 

(MORAES; WEBB; SILVA, 2021).  
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3 OBJETIVOS  

 

3.1  OBJETIVO GERAL  

 

Avaliar os efeitos da exposição ao frio e da ausência do canal TRPA1 sobre a 

expressão de melanopsina, canais TRP e peptídeos natriuréticos no coração de 

camundongos. 

 

3.2 OBJETIVO ESPECÍFICO 

 

Analisar a expressão gênica de Opn4, Trpa1, Trpv1, Trpm8, Nppa e Nppb nos 

átrios e ventrículos de camundongos C57BL/6J e TrpA1 KO expostos a temperatura 

termoneutra a 30ºC e desafio de frio a 22ºC 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 ANIMAIS E DESENHO EXPERIMENTAL  

 

Todos os procedimentos foram realizados conforme os Princípios Éticos 

apresentados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA).  

O projeto foi aprovado pelos comitês de ética da UFOP sob o protocolo nº 

6011300621 (ANEXO A) e do IB-USP sob o protocolo n° 373.  

Foram utilizados 36 animais com 10 semanas de idade, sendo camundongos 

machos isogênicos da linhagem C57BL/6J e camundongos nocautes para Trpa1 

(ANEXO B). Os animais foram fornecidos pelo Centro de Ciência Animal (CCA) da 

Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) e pelo Biotério do Departamento de 

Fisiologia do Instituto de Biociências da Universidade de São Paulo (USP).  

A sequência temporal dos experimentos é apresentada na FIG.1. Os 

experimentos realizados com os animais cedidos pela USP, ocorreram no laboratório 

de Fisiologia Comparada do Instituto de Biociências até o momento da eutanásia. 

Os corações desses animais foram enviados para o laboratório de Sinalização 

Celular da UFOP para realização das análises. 

 

Figura 1 – Fluxograma - Delineamento Experimental 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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4.2 ACLIMATAÇÃO À TERMONEUTRALIDADE 

 

Todos os animais foram submetidos ao procedimento de aclimatação à 

termoneutralidade (30ºC), em estufa UTA, por um período de 2 semanas. Durante 

este período, os animais foram alojados em caixas de polietileno (3 animais por 

caixa), em regime de luminosidade claro/escuro (12h/12h), com ração normal e água 

ad libitum.  

 

4.3 EXPOSIÇÃO ÀS TEMPERATURAS DE 22°C E 30°C 

 

Após a aclimatação, os animais foram individualizados e randomizados 

aleatoriamente em 4 grupos experimentais:  

 

• WT termoneutro 30°C; 

• WT desafio ao frio 22°C; 

• TRPA1 KO termoneutro 30°C; 

• TRPA1 KO desafio ao frio 22ºC. 

 

A exposição à termoneutralidade e ao desafio de frio deu-se por meio da 

manutenção dos animais em estufa UTA a 30ºC e em sala experimental com 

temperatura constante de 22ºC, por um período de 8 semanas.  

 

4.4 EUTANÁSIA E COLETA DAS AMOSTRAS 

 

A eutanásia foi realizada seguindo as normas do CONCEA (Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal).  

Ao final da oitava semana de experimento, todos os animais foram 

submetidos à eutanásia via decapitação, sem o uso de anestesia prévia. Em 

seguida, o coração foi removido por meio de incisão torácica, lavado com solução 

tampão PBS, secos por absorção em papel filtro e pesados por uma balança de 

precisão (Gehaka model BK300, precision 0.01 g). Posteriormente, foi realizada a 

separação dos átrios e ventrículos e armazenamento dos tecidos em freezer -80°C 

até o momento das análises. 
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4.5 PCR QUANTITATIVO  

 

4.5.1 Extração do RNA 

 

Após as amostras serem retiradas do freezer em -80°C, os fragmentos dos 

tecidos foram homogeneizados em600µlde Trizol®Reagent (InvitrogenTM), com o 

auxílio de um homogeneizador tipo Politron (Ultra 80®), com cinco pulsos de 60 

segundos cada em banho de gelo, seguido de cinco minutos de incubação à 

temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados 160µlde 1-bromo-3-

cloropropano (BCP), homogeneizados em agitador tipo vórtex durante 15 segundos, 

seguido por período de incubação de dez minutos à temperatura ambiente. O 

homogeneizado foi centrifugado (12000 x g, 15 minutos, 4° C), com a recuperação 

da fase aquosa que foi transferida para um novo microtubo.  

No processo de purificação do RNA foram adicionados 400μL de isopropanol 

100%, em seguida homogeneizado com o auxílio do vórtex e armazenado a -20ºC 

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 800μL de etanol, 

vórtexado 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 10μL de água DEPC e homogeneizado com o 

auxílio de um pipetador, pipetando para cima e para baixo até que o pellet 

desaparecesse.  

A concentração de RNA foi determinada fazendo a leitura no equipamento 

Nanodrop 1000 (ND-1000). A razão de OD260/OD280 foi considerada boa acima de 

1,6. 

 

4.5.2 RT- PCR (reação de transcriptase reversa) 

 

A reação de RT-PCR foi realizada com 1 μg de RNA total, utilizando 1μL de 

random primers 100ng/μL e 1 μL de dNTPs Mix 10mM (Invitrogen, EUA), em reação 

com volume final de 13μL ajustado com água DEPC. As amostras foram aquecidas 

por 5 min a 65ºC (termociclador Eppendorf) e, em seguida, transferidas para cuba 

com gelo, adicionando-se 7 μL do mix [4 μL de tampão para PCR (5x), 1 μL de DTT 
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(0,1 M), 1 μL de inibidor de ribonuclease (40 U/uL), 0,5 μL da enzima Superscript III 

Reverse Transcriptase (200 U/μL, Life Technologies, EUA) e 0,5 μL de água DEPC] 

para um volume final de 20 μL em cada tubo. A mistura foi homogeneizada, 

gentilmente e, após breve centrifugação, incubada por 5 min a 25ºC, seguido por 50 

min a 50ºC. A reação foi inativada por incubação a 70ºC por 15 min (termociclador 

Eppendorf). O cDNA sintetizado foi usado nas subsequentes reações de PCR 

quantitativo. 

 

4.5.3 PCR quantitativo (qPCR) 

 

Foi utilizado SYBRTM Green PCR Master Mix (2X) (Applied Biosystems, 

EUA) e um par de primers, específicos para cada um dos genes, Opn4, Trpa1, 

Trpv1, Trpm8, Nppa, Nppb (TABELA 1) e H2O DNase/RNase-free, em reações 

separadas. β-actina foi utilizada como normalizador do experimento de explantes 

cardíacos conforme sugerido na literatura (ZHENG et al., 2021; DVORAKOVA et al., 

2018; SCHWARZ et al., 2020).  

Os primers foram diluídos em água DNase/RNase-free para se obter a 

solução estoque de concentração igual a 10-4M. Os primers foram então diluídos 

10X (10 μL em 90 μL de água DNaseRNase-free), dando uma solução intermediária 

de 10-5M. A concentração final nos poços de qPCR foi de 300nM (TABELA 1). Nas 

reações de qPCR utilizamos 1 μL cDNA para uma reação de 10 μL/poço. 

As reações foram executadas no equipamento ABI 7500 (Applied 

Biosystems), configurado a 95ºC por 10 minutos, 40 ciclos de 95ºC por 15 segundos 

e 60ºC por 1 minuto, Melting curve (ANEXO C).  

Os resultados de qPCR foram analisados através do método de ΔΔCT. Os 

valores de CT foram extraídos a partir do ajuste do threshold, para encontrar o ΔCT 

foi calculada a diferença entre o valor de CT para o gene de interesse e o valor de 

CT para β-actina da mesma amostra de cDNA (ambos correspondendo à média de 

poços duplicados do mesmo cDNA). A seguir, obteve-se o ΔΔCT subtraindo a média 

do grupo ventrículo C57BL/6J (30°C) dos valores encontrados para cada amostra 

dos grupos átrios e ventrículos de todos os genótipos, sendo essa diferença 

colocada como exponencial negativo na base 2 (2-ΔΔCT). Esses valores foram 

utilizados nas análises estatísticas no software GraphPad Prism 8.0.1.  

As respectivas sequências de primers são apresentadas no TAB. 1. 
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Tabela 1 - Sequência de primers para PCR quantitativo 

Primer Sequência Concentração final 

Opn4 
Forward: 5′-ACATCTTCATCTTCAGGGCCA-3′ 

Reverse: 5′-ACTCACCGCAGCCCTCAC-3′ 
300nM 

TrpA1 
Forward: 5´-GGTCCAACATAACCGCATAGA-3´ 

Reverse: 5´-AGGGCAACACGAAGATGATAC-3´ 
300nM 

TrpV1 
Forward: 5´-CAGAGACCTGTGTCGGTTTATG-3´ 

Reverse: 5´-CATGTTGAGCAGGAGGATGTAG-3´ 
300nM 

TrpM8 
Forward: 5´-TACGCTTGTCCTGTGACACC-3´ 

Reverse: 5´-TCCAGTGAGAATCCACGCAC-3´ 
300nM 

Nppa 
Forward: 5´-GCTTCGGGGGTAGGATTGAC-3´ 

Reverse: 5´-CACACCACAAGGGCTTAGGA-3´ 
300nM 

Nppb 
Forward: 5´-GAGTCCTTCGGTCTCAAGGC-3´ 

Reverse: 5´-ACTTCAGTGCGTTACAGCCC-3´ 
300nM 

β-actina 
Forward: 5´- GATCAAGATCATTGCTCCTCCTG-3´ 

Reverse: 5´- AGGGTGTAAAACGCAGCTCA-3´ 
300nM 

Fonte: Elaborado pela autora 

 

4.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Todos os resultados foram apresentados como média ± EPM. Para 

comparações entre os grupos, foi utilizada a ANOVA Two-Way, seguida de pós teste 

de Bonferroni. O nível de significância foi estabelecido por p<0,05. Todas as análises 

foram realizadas usando o software GraphPad Prism (versão 8.0.1). 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 NÍVEL DE EXPRESSÃO DO GENE OPN4 EM EXPLANTES DE ÁTRIO E 

VENTRÍCULO APÓS DESAFIO DE FRIO MODERADO  

 

Os átrios do grupo C57BL/6J WT a 30°C apresentaram maior expressão 

deste gene do que no grupo TrpA1 KO a 30°C (FIG. 2). A expressão de Opn4 nos 

ventrículos do grupo C57BL/6J WT a 30ºC é significativamente maior quando 

comparado com o grupo TrpA1 KO a 30°C (FIG. 2). A expressão em átrios do grupo 

TrpA1 KO a 30°C foi maior do que em ventrículos na mesma temperatura (FIG. 2). A 

expressão em átrios do grupo TrpA1 KO 22°C foi maior do que no grupo TrpA1 KO 

30°C (FIG. 2). A expressão em ventrículos do grupo TrpA1 KO 22°C foi maior 

quando comparado com o TrpA1 KO 30°C (FIG. 2). 

 

Figura 2 - Expressão do gene Opn4 em explantes cardíacos de camundongos. 
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Expressão gênica realizada por PCR quantitativo. Análises estatísticas realizadas por ANOVA Two-
Way, seguida por pós teste de Bonferroni. Valores em média ± EPM. Significância foi estabelecida 
para p <0,05. Simbologia: * átrio do grupo C57BL/6J WT 30°C vs átrio do grupo TrpA1 KO 30°C 
(p=0,0164); # ventrículo do grupo C57BL/6J WT 30°C vs ventrículo do grupo TrpA1 KO 30°C 
(p=0,0003); • átrio do grupo TrpA1 KO 30°C vs ventrículo do mesmo grupo TrpA1 KO 30°C 

(p=0,0054); ⸙ átrio do grupo TrpA1 KO 30°C vs átrio do grupo TrpA1 KO 22°C (p=0,0190); ventrículo 
do grupo TrpA1 KO 30°C vs ventrículo do grupo TrpA1 KO 22°C (p<0,0001). Fonte: Elaborado pela 
autora 
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5.2 NÍVEL DE EXPRESSÃO DOS GENES DOS CANAIS TRPV1, TRPA1 E 

TRPM8 EM EXPLANTES DE ÁTRIO E VENTRÍCULO APÓS DESAFIO DE 

FRIO MODERADO  

 

A FIG. 3 representa a expressão do gene Trpv1 no coração. Como pode ser 

observado não houve diferenças significativas entre as câmaras cardíacas ou entre 

os grupos na expressão deste gene. 

 

Figura 3 - Expressão do gene Trpv1 em explantes cardíacos de camundongos. 
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Expressão gênica realizada por PCR quantitativo. Análises estatísticas realizadas por ANOVA Two-
way, seguida por pós teste de Bonferroni. Valores em média ± EPM. Significância foi estabelecida 
para p <0,05. Fonte: Elaborado pela autora. 

 
A FIG. 4 representa a expressão do gene Trpa1 no coração. Este gene teve 

maior expressão nos átrios do que nos ventrículos do grupo C57BL/6J a 22°C do 

que a 30ºC (FIG. 4).  
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Figura 4 - Expressão do gene Trpa1 em explantes cardíacos de camundongos. 
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Expressão gênica realizada por PCR quantitativo. Análises estatísticas realizadas por ANOVA Two-
Way, seguida por pós teste de Bonferroni. Valores em média ± EPM. Significância foi estabelecida 
para p <0,05. Fonte: Elaborado pela autora. 

 
A FIG. 5 representa a expressão do gene Trpm8 no coração. Os ventrículos 

do grupo C57BL/6J WT a 30ºC apresentaram maior expressão deste gene quando 

comparado com o grupo TrpA1 KO de mesma temperatura, o qual foi menor que o 

ventrículo do mesmo genótipo a 22ºC (FIG.5) A expressão em átrios do grupo TrpA1 

KO a 30°C foi maior do que em ventrículos na mesma temperatura (FIG.5).  

 

Figura 5 - Expressão do gene Trpm8 em explantes cardíacos de camundongos. 
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Expressão gênica realizada por PCR quantitativo. Análises estatísticas realizadas por ANOVA Two-
Way, seguida por pós teste de Bonferroni. Valores em média ± EPM. Significância foi estabelecida 
para p <0,05. Fonte: Elaborado pela autora. 
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5.3 NÍVEL DE EXPRESSÃO DOS GENES DOS PRÓ-HORMÔNIOS NPPA E 

NPPB EM EXPLANTES DE ÁTRIO E VENTRÍCULO APÓS DESAFIO DE FRIO 

MODERADO 

 

A FIG. 6 representa a expressão do gene Nppa no coração. Os átrios do 

grupo TrpA1 KO a 30°C apresentaram maior expressão de Nppa do que no grupo 

TrpA1 KO a 22°C (FIG. 6). E a expressão em ventrículos do grupo TrpA1 KO a 22°C 

foi maior do que em átrios de mesma temperatura (FIG. 6). 

 

Figura 6 - Expressão do gene Nppa em explantes cardíacos de camundongos. 
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Expressão gênica realizada por PCR quantitativo. Análises estatísticas realizadas por ANOVA Two-

Way, seguida por pós teste de Bonferroni. Valores em média ± EPM. Significância foi estabelecida 

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

 

A FIG. 7 representa a expressão do gene Nppb no coração. A expressão nos 

ventrículos 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 expressão em átrios do grupo C57BL/6J 

WT a 22°C foi maior do que em ventrículos de mesma temperatura (FIG. 7). 
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Figura 7 - Expressão do gene Nppb em explantes cardíacos de camundongos. 
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Expressão gênica realizada por PCR quantitativo. Análises estatísticas realizadas por ANOVA Two-
Way, seguida por pós teste de Bonferroni. Valores em média ± EPM. Significância foi estabelecida 
para p <0,05. Fonte: Elaborado pela autora. 
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6 DISCUSSÃO  

 

O presente estudo analisou, em camundongos C57BL/6J, a expressão gênica 

de OPN4, canais TRP e NPs no coração frente a variação de temperatura, 30°C 

(termoneutralidade) e 22°C (desafio de frio), e a ausência do canal TRPA1. Esse 

canal é considerado um receptor polimodal, cuja expressão no tecido cardíaco e 

uma de suas ativações são mediadas por estímulos de frio (MEENTS; CIOTU; 

FISCHER, 2019). Portanto, o TRPA1 pode auxiliar na melhoria da resposta vascular 

durante a exposição ao frio, estando envolvido no processo de vasodilatação e 

alterações da pressão arterial, da mesma forma que sua ausência 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 (PÉREZ-CEREZALES et al., 2015; MORAES et 

al., 2017;), temos uma ampliação significativa de sua função. No coração de 

mamíferos, observa-se uma alta expressão de OPN4 e também a expressão de 

canais TRP sensíveis a inúmeros estímulos, dentre eles as variações de 

temperatura (FREICHEL et al., 2017). 

Nossas ideias iniciais são baseadas na possibilidade de o coração atuar como 

um termo sensor, devido à interação entre OPN4 e os canais TRP. Tal interação 

permitiria a percepção da temperatura do fluxo sanguíneo advindo do trato 

respiratório e da periferia. O coração interpretaria essas variações de temperatura, 

fornecendo sinais que levam à expressão de seus principais hormônios, os NPs. 

As opsinas, incluindo a rodopsina, historicamente consideradas responsáveis 

exclusivamente pela detecção de luz (SHEN et al., 2011), têm sido objeto de 

estudos que sugerem sua atuação adicional em outras funções 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 

associação com canais TRP, mesmo na ausência de luz (LEE; MONTELL, 2013). 

Em um estudo com peixe zebrafish (Danio rerio), foi observado que essas opsinas 

apresentaram níveis moderados a altos de expressão no coração. No entanto, o 

estudo não especificou em qual câmara cardíaca essas opsinas foram mais 

expressas, em átrios ou no ventrículo (DAVIES et al., 2015). 

Nossos achados apontam que a expressão de Opn4 no coração de 

camundongos C57BL/6J a 30°C foi significativamente maior em átrios do que em 
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ventrículos. Além disso, ao comparar a termoneutralidade com o desafio de frio em 

camundongos TrpA1 KO, observou-se uma expressão significativamente maior de 

Opn4 nos átrios quando expostos ao desafio de frio. Dessa maneira, nosso estudo 

mostra alterações significativas em relação a OPN4 principalmente nos átrios, que 

são as câmaras cardíacas responsáveis por receber o fluxo sanguíneo proveniente 

da periferia e do trato respiratório. Entre as diferentes funções atualmente atribuídas 

aos átrios, a função de “sensor” não é novidade. Já foi elucidada na literatura a 

existência de receptores denominados mecanorreceptores, localizados nas paredes 

atriais, conhecidos por serem de baixa pressão. Estes mecanorreceptores, quando 

ativados, desencadeiam respostas reflexas imediatas com o objetivo de ajustar a 

pressão arterial (BISHOP; MALLIANI; THORÉN, 1983). Além disso, outro importante 

mecanismo fisiológico que tem origem no átrio é o batimento cardíaco, sendo 

iniciado pela geração de um potencial de ação no nodo sinusal, localizado na parede 

lateral superior do átrio direito (CHEN et al., 2022). 

Portanto, nossos achados corroboram dados encontrados na pesquisa de 

dissertação de mestrado de Paula (2020; em processo de preparação para 

publicação) que se encontra vinculada ao projeto temático e é membro do nosso 

laboratório. Os estudos de Paula (2020) foram realizados com camundongos 

C57BL/6J selvagens, TrpA1 KO e TrpV1 KO expostos a termoneutralidade (30°C) 

por duas semanas. Os resultados do qPCR indicaram uma maior expressão de 

Opn4 nos átrios em relação aos ventrículos, tanto em animais selvagens quanto em 

TrpA1 KO, embora sem diferença estatisticamente significativa (PAULA, 2020). 

Levando-se em conta o que foi visto, mesmo com toda a escassez de 

informação na literatura a respeito da expressão de Opn4 no coração, em nosso 

estudo observamos que a expressão desse gene ocorre tanto nos átrios quanto nos 

ventrículos, sendo mais significante nos átrios. Esse achado reforça nossa hipótese 

de que a OPN4 desempenha função de termo sensibilidade e possivelmente está 

interagindo com os canais TRP na percepção da temperatura.  

Em suma, a OPN4 pode ser ativada por luz ou temperatura (MORAES et al., 

2017). Ademais, o processo de fototransdução de OPN4 nas células ganglionares 

intrinsecamente fotossensíveis da retina (ipRGCs), desencadeia uma cascata de 

sinalização dependente de proteína G tipo Gq/11. Logo a fosfolipase C (PLCꞵ4) é 

ativada, proporcionando a abertura dos canais TRP por PIP2 e permitindo a entrada 

de Ca2+ intracelular. Esse influxo iônico desencadeia eventos intracelulares, gerando 
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potenciais de ação nas ipRGCs. Tais potenciais de ação são transmitidos ao NSQ 

no hipotálamo, culminando com a liberação de glutamato, ajustando o relógio 

biológico central ao ciclo claro-escuro, o qual regula o ritmo circadiano. Dessa 

maneira, essa interação é importante para a transdução do sinal de luz em um sinal 

elétrico e na modulação da maquinaria molecular do relógio, podendo afetar 

diversas funções biológicas (ISOLDI et al., 2005; POLETINI et al., 2015). 

Portanto, uma vez estimulada a OPN4, canais TRP são ativados promovendo 

o influxo de Ca2+ celular (YUE et al., 2015). Os canais TRP encontram-se presentes 

em muitos órgãos e tecidos, tal como o coração. 

Por conseguinte, como já descrito pela literatura, uma das formas de ativação 

do canal TRPV1 é a elevação da temperatura (KASHIO; TOMINAGA, 2022). Em 

relação a expressão de Trpv1 observada em nosso estudo, não encontramos 

diferenças significativas entre os grupos, tanto para as temperaturas expostas, como 

para os diferentes genótipos. Embora esses resultados não tenham mostrado 

diferenças significativas, é essencial continuar investigando esse canal levando em 

conta que a expressão proteica e sua ativação podem se alterar por processos pós-

transcricionais (BENÍTEZ-ANGELES et al., 2020). Tais mecanismos não foram 

explorados por esse estudo, mas estão envolvidos em processos patológicos e de 

proteção para o coração (WANG et al., 2022). Novas pesquisas nesse campo 

contribuirão para uma melhor compreensão de seu papel no contexto 

cardiovascular. 

Ao contrário do canal TRPV1, a ativação do canal TRPA1 dá-se pelo frio 

(MEENTS; CIOTU; FISCHER, 2019). Em nosso estudo, a expressão deste canal foi 

identificada tanto em átrios quanto em ventrículos, porém camundongos expostos ao 

desafio de frio (22°C), apresentaram maior expressão desse gene quando 

comparado com os animais expostos a 30ºC. Esses achados reforçam que tanto a 

transcrição como a ativação do TRPA1 podem ocorrer perante a redução da 

temperatura ambiente, podendo auxiliar na melhoria da resposta vascular 

(AUBDOOL et al., 2014). 

Ma e Wang (2022) investigaram o papel do TRPA1 na fibrose cardíaca 

relacionada à idade. Foram utilizados no estudo camundongos C57BL/6 selvagens e 

nocautes para Trpa1, com 12 e 52 semanas de idade. Os resultados apontaram que 

os camundongos nocautes para Trpa1 mais velhos apresentaram aumento da 

fibrose cardíaca, dilatação ventricular e disfunção cardíaca, em comparação a 
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camundongos selvagens de mesma idade que expressavam o canal. Além disso, a 

expressão de genes relacionados à fibrose foi afetada nos camundongos de 52 

semanas de idade nocautes para Trpa1. Dadas essas informações, é possível 

concluir que o canal TRPA1 exerce um papel protetor no coração frente a 

determinadas condições patológicas e que sua ausência contribui para o 

agravamento do quadro.  

Além disso, estudos de Andrei e colaboradores (2019) realizados com 

camundongos machos selvagens e nocautes para Trpa1, demonstraram que a 

ativação do canal TRPA1 mostrou um efeito protetor, promoveu a sobrevivência e 

viabilidade dos cardiomiócitos, além de atenuar a morte celular induzida pela 

isquemia. Observou-se uma correlação semelhante no estudo realizado por Wang e 

colaboradores (2023a), no qual a ausência de Trpa1 exacerbou a disfunção 

cardíaca, bem como as lesões cardíacas e a remodelação do ventrículo esquerdo 

em camundongos com cardiomiopatia dilatada. Esse estudo ressalta o potencial do 

canal TRPA1 como um mecanismo promissor para proteção cardíaca em situações 

de estresse isquêmico. 

Assim como o canal TRPA1, uma das formas de ativação do canal TRPM8 

ocorre por estímulos de frio (YIN et al.,2022). Em nosso estudo, a expressão de 

Trpm8 no coração ocorreu tanto em átrios quanto em ventrículos, sendo que em 

ventrículos de camundongos TrpA1 KO houve maior expressão no desafio de frio. E 

os camundongos em termoneutralidade, apresentaram maior expressão nos átrios. 

 Cheng e colaboradores (2019) conduziram um estudo utilizando corações de ratos 

perfundidos por Langendorff para investigar os efeitos cardioprotetores da 

reperfusão hipotérmica e o papel do canal TRPM8 nesse processo. As temperaturas 

utilizadas foram de 37°C (normotérmica) e 25°C (hipotérmica). Para monitorar a 

expressão de Trpm8 e sua proteína no miocárdio, análises de qPCR e Western blot 

foram realizadas e revelaram sua presença nos corações dos ratos. A reperfusão 

hipotérmica reduziu o tamanho do infarto, a atividade de lactato desidrogenase, o 

conteúdo de malondialdeído e a apoptose em comparação com a reperfusão 

normotérmica. Além disso, a expressão de Bax, caspase-3 clivada, RhoA e ROCK2 

foi diminuída com a reperfusão hipotérmica. Esses efeitos foram associados a uma 

melhor recuperação da função contrátil do ventrículo esquerdo e foram reduzidos 

por um antagonista do canal TRPM8. Somado a isso, um agonista do TRPM8 

reduziu a lesão de isquemia/reperfusão e a expressão aumentada de Bax, caspase-
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3, RhoA e ROCK2 durante a reperfusão normotérmica. Em suma, a reperfusão 

hipotérmica a 25°C demonstrou proteger o miocárdio contra a lesão de 

isquemia/reperfusão, através da ativação do canal TRPM8 e inibição da via de sinal 

RhoA/ROCK2 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 concluíram que o canal TRPM8 ameniza a hipertensão induzida pelo frio 

melhorando a disfunção vascular das mitocôndrias. Portanto, esses achados 

contribuem para a hipótese de que esse canal esteja envolvido em mecanismos 

protetores do sistema cardiovascular. 

Nosso estudo mostra que o canal TRPM8 se encontra expresso em átrios e 

ventrículos e que durante o desafio de frio, os camundongos nocautes apresentaram 

maior expressão de Trpm8. Isso nos leva a hipótese descrita na literatura (MULLER; 

MORALES; REGGIO, 2019; KUDSI et al., 2022) de que canais TRP, particularmente 

TRPA1 e TRPM8, podem atuar como canais de compensação quando a atividade 

de um deles está inativa. Tais mecanismos são fundamentais para a manutenção da 

homeostase celular e fisiológica, permitindo que as células e os organismos se 

adaptem a mudanças e preservem sua funcionalidade adequada mesmo diante de 

perturbações ou mutações. É importante ressaltar que esse canal também 

desempenha um papel protetor para o coração, quando este órgão está exposto a 

condições desfavoráveis (IZQUIERDO et al., 2021). 

Dessa forma, observamos em nossos achados que a expressão dos genes 

dos canais TRPV1, TRPA1 e TRPM8 ocorreu tanto em átrios, quanto em ventrículos. 

Além disso, os átrios tiveram maior expressão do que os ventrículos, o que 

corrobora para nossa hipótese de que possivelmente tais canais estejam interagindo 

com a OPN4 para percepção da temperatura do fluxo sanguíneo aferente ao 

coração. 

Os NPs são os principais hormônios do coração e desempenham um papel 

importante na regulação da pressão arterial e do volume sanguíneo, bem como na 

função cardíaca (CORTE et al., 2023). Um dos fatores que pode influenciar a 

expressão de NPs é a temperatura. Um estudo de Bordicchia e colaboradores 

(2012), mostrou que camundongos expostos a temperaturas frias apresentaram 

níveis elevados de NPs circulantes. Os NPs atuam no tecido adiposo, ativando a 

termogênese para a manutenção da temperatura corpórea. Uma vez que a 
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expressão de pró-hormônios dos NPs deve ser afetada pela temperatura ambiente, 

analisamos a expressão dos genes Nppa e Nppb em átrios e ventrículos dos 

animais expostos a termoneutralidade e desafio de frio. 

Em nossos achados, a expressão de precursores de NPs indicou que Nppa é 

expresso em átrios e ventrículos, sendo significantemente diferentes entre 

camundongos TrpA1 KO a 30°C e 22°C. Em contrapartida, a expressão de Nppb 

teve diferença significativa entre camundongos C57BL/6J WT 30ºC e 22ºC. Tais 

achados demonstram que a expressão dos NPs no coração varia significativamente 

conforme a temperatura ambiente à qual os camundongos foram expostos e nas 

diferentes câmaras cardíacas. 

Öztop e colaboradores (2019) investigaram os efeitos dos NPs na função 

cardíaca durante a hibernação de esquilos terrestres da Anatólia (Spermophilus 

xanthoprymnus). Os resultados demonstraram que os esquilos hibernadores 

reduzem a temperatura corporal, os batimentos cardíacos e o consumo de oxigênio, 

mas não sofrem problemas cardiovasculares. Além disso, os NPs foram encontrados 

em diferentes câmaras cardíacas durante a hibernação. Portanto, sugere-se que os 

achados contribuem para nossa hipótese de que o coração esteja atuando como um 

órgão de monitoramento da temperatura. 

A expressão de Nppa e Nppb no coração traz benefícios ao órgão cardíaco, 

ajudando a manter a homeostase e protegendo o organismo contra desequilíbrios 

nos fluidos e na pressão arterial. Um exemplo disso é a expressão de Nppb em 

situações de estresse cardíaco, nas quais o coração desempenha um papel crucial 

na preservação da homeostase e na prevenção desses desequilíbrios, que podem 

ocorrer na insuficiência cardíaca ou em outras DCVs. (NAKAGAWA; NISHIKIMI; 

KUWAHARA, 2018). 

Salientando o papel protetor de Nppa no coração, Hamano e colaboradores 

(2021) realizaram um estudo com cardiomiócitos de camundongos C57BL/6J. Foi 

feita uma abordagem transômica para investigar a insuficiência cardíaca, uma 

doença complexa com vários fatores de risco e mecanismos fisiopatológicos 

distintos. Foram utilizados diferentes tipos de dados ômicos, como RNA-seq de 

células individuais, ChIP-seq e informações de interatoma de genes, e foram 

identificados marcadores genéticos que podem distinguir diferentes fenótipos da 

doença. Os resultados do estudo mostraram um aumento significativo na expressão 

de Nppa, devido a resposta da carga de estresse. Os cardiomiócitos com alta 
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expressão de Nppa apresentaram padrões de expressão gênica específicos, e a 

família de complexos de NADH ubiquinona, associada ao sistema de transporte de 

elétrons mitocondrial, foi inversamente correlacionada à expressão de Nppa durante 

os estágios iniciais da hipertrofia cardíaca. Além disso, a análise dos dados ChIP-

seq revelou que Nkx2-5 e Gtf2b eram fatores de transcrição característicos dos 

cardiomiócitos com alta expressão de Nppa. Portanto, os achados do estudo 

indicam que a expressão de Nppa no coração atua como um fator de proteção frente 

a condição patológica exposta e sugere que essa expressão pode contribuir como 

um importante marcador para diagnóstico de insuficiência cardíaca. 

Diante das evidências apresentadas, sugerimos que a OPN4 em conjunto 

com os canais TRP expressos nas câmaras atriais do coração, possam estar 

detectando variações na temperatura da corrente sanguínea. Essa percepção, por 

sua vez, poderia desencadear a liberação dos NPs neste órgão, resultando na 

modulação do metabolismo local. Tais sugestões reforçam a hipótese de que o 

coração desempenha a função de monitoramento da temperatura corporal. Estes 

achados contribuem para o campo da fisiologia cardiovascular, fornecendo novas 

perspectivas de pesquisa e compreensão dos mecanismos fisiológicos envolvidos 

no controle térmico em nível sistêmico. Vale enfatizar, entretanto, que essa mesma 

liberação de NPs acontece via ativação do simpático pelo frio ambiental, o que não 

pode ser excluído. Ressalta-se, assim, a necessidade de estudos adicionais em 

explantes das câmaras cardíacas ou cardiomiócitos para validar e aprofundar os 

mecanismos subjacentes a essa interação. 

Em paralelo a esta pesquisa, foram avaliados estes mesmos protocolos em 

camundongos alimentados com high-fat diet (HFD, dados ainda não publicados). 

Posteriormente, em conjunto, será analisada a diferença de expressão gênica 

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

 

Os dados da presente pesquisa, fornecem evidências que contribuem para 

nossa hipótese de que há uma interação entre o fotorreceptor e termo sensor OPN4 

com os canais TRP. Ambos atuando juntos como prováveis sensores de 

temperatura no coração. Tais mecanismos sensoriais podem desempenhar um 

papel significativo na detecção e resposta às variações térmicas do fluxo sanguíneo 

advindo do trato respiratório e da periferia. A expressão desses sensores é 

significativamente maior nos átrios, influenciando assim a expressão e secreção dos 

NPs nas câmaras cardíacas. No entanto, são necessárias mais análises para que se 

possa compreender como as câmaras cardíacas respondem a tais flutuações de 

temperatura, o que nos levará a investigar os mecanismos envolvidos nessas vias 

de sinalização. 

Além disso, esse estudo sugere que a ausência do canal TRPA1 exerceu 

influência na regulação da expressão do canal TRPM8, dada a natureza desses 

canais como sensores de temperaturas frias. É possível que a ausência do canal 

TRPA1 tenha desencadeado uma reorganização adaptativa no organismo, uma vez 

que esse canal estava ausente. Desse modo, podendo atuar como um mecanismo 

compensatório na modulação da expressão do canal TRPM8. Em contrapartida, o 

canal TRPV1 não demonstrou um efeito significativo sobre a ausência de TRPA1, o 

que está em consonância com sua função de sensor de calor. Tais observações 

fomentam a compreensão de uma possível interação entre esses canais que na 

ausência de um, o outro pode assumir as demandas requeridas. 
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ANEXOS 

 

ANEXO A - CERTIFICADO DE APROVAÇÃO DA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO 

DE ANIMAIS 
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ANEXO B - VALIDAÇÃO DA GENOTIPAGEM TRPA1 KO 

 



58 
 

ANEXO C - CURVA DE MELTING REFERENTE A AMPLIFICAÇÃO DO NPPA 
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