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Resumo

O surgimento e a evolucdo da vida na terra foram possiveis gracas ao
desenvolvimento de mecanismos temporais precisos capazes de ajustar 0S processos
fisiologicos que ocorriam no interior do organismo com os ciclos ambientais,
promovendo assim, ganhos na capacidade adaptativa e reprodutiva dos individuos.

Neste contexto, luz e temperatura sdo as duas pistas temporais mais relevantes
para resetar o relégio enddgeno e, aparentemente, esses dois zeitgebers trabalham juntos
para manter os ritmos circadianos. Uma ampla gama de fotorreceptores e fotopigmentos
evoluiu no sentido de perceber com alta sensibilidade a informacéo fética fornecida pelo
ambiente e, recentemente, foi demonstrado que a deteccdo de temperatura também pode
ser exercida pelos fotopigmentos rodopsina e melanopsina, sendo mediada por canais
TRP (Shen et al., 2011). Consideramos as células B16-F10 Perl::Luc como um modelo
promissor para o estudo de luz e temperatura em reldgios periféricos, uma vez que essa
linhagem expressa os dois fotopigmentos apontados com funcdo de termorreceptores
em Drosophila. Nossos estudos nos permitiram verificar que a luz ndo atua como um
agente sincronizador nessas células, que se mantiveram em livre curso mesmo apds um
pulso de 10 min de luz azul (650 lux). Por outro lado, um pulso de temperatura de 2,5°
C acima da temperatura de manutencdo por 1 h atuou ajustando a expresséo do gene
Perl, imprimindo um ritmo circadiano, diferentemente do observado no controle.

Com base nessas informacoes, hipotetizamos que a informacéao de luz, percebida
via melanopsina na retina de mamiferos, levaria a regulacdo da temperatura circadiana
pelo NSQ, e a temperatura corporal, por sua vez, poderia atuar como uma pista interna
para a sincronizacdo dos tecidos periféricos, tendo os canais TRP como mediadores.

Para responder esta questdo, utilizamos camundongos WT e TrpV1 KO submetidos a



diferentes protocolos de luz e avaliamos a expressdo de genes do reldgio Perl, Per2,
Clock e Bmall e dos canais TrpV1 e TrpAl em tecidos periféricos. Identificamos que a
glandula suprarrenal, figado e tecido adiposo marrom possuem uma maquinaria do
relégio tipicamente ativa e acreditamos que a oscilagdo dos genes de reldgio observada
nesses tecidos é expressiva. Interessantemente, vimos também que o TrpV1, além de ser
expresso nos tecidos analisados em animais WT, apresenta uma transcri¢do ritmica no
figado e tecido adiposo marrom de animais em LD, corroborando nossa hipdtese de que
canais TRP atuam como mediadores da informacdo de luz aos tecidos periféricos.
Dadas as diferencas encontradas entre os animais WT e TrpV1 KO, sugerimos que a
presenca do canal TRPV1 pode ser essencial, embora seu grau de envolvimento varie de
acordo com o tecido. No que diz respeito ao canal TRPAL, encontramos dois resultados
que merecem ser destacados. Primeiramente, identificamos no figado de camundongos
TrpV1l KO mantidos em LD uma provavel compensacdo da expressao de TrpAl na
auséncia de TrpV1 e, curiosamente, que o tecido adiposo marrom ndo expressa o canal
TrpAl.

Considerando os resultados deste trabalho sobre o envolvimento dos canais TRP
em resposta a luz e temperatura, acreditamos ter fortalecido nossa hipétese inicial,
principalmente ap6s demonstrarmos o papel do canal TRPV1 e que tecidos periféricos

sdo sincronizados por alteracdes de temperatura.

Palavras-chaves: Luz, temperatura, canais TRP, genes do reldgio, B16-F10 Perl::Luc,

Mus musculus, relogios periféricos.



Abstract

The life emergence and evolution on Earth were made possible by the
development of precise temporal mechanisms able to adjust the physiological processes
within an organism with environmental cycles, thus promoting gains in the adaptive and
reproductive capacity of the individuals.

In this context, light and temperature are the two most relevant time cues to reset
the endogenous clock; apparently these two zeitgebers work together to keep the
circadian rhythms. A wide variety of photoreceptors and photopigments evolved in
order to precisely perceive the photic information provided by the environment, and
recently it has been shown that the temperature detection can also be exerted by the
photopigments rhodopsin and melanopsin, being mediated by TRP channels (Shen et
al., 2011). We have identified B16-F10 Perl::Luc cells as a promising model for the
study of light and temperature effects on peripheral clocks, since this cell line expresses
both photopigments pointed as thermoreceptors in Drosophila. Our studies allowed us
to demonstrate that light does not act as a synchronizing agent on those cells, which
remained in free running after a 10 min pulse of blue light (650 lux). On the other hand,
a temperature pulse of 2.5° C above the maintenance temperature, for 1 h, adjusted Perl
gene expression, imprinting a circadian rhythm, which was not observed in the control.

Based on this information, we hypothesized that the light perceived via
melanopsin by the mammalian retina would lead to the regulation of the circadian
temperature by the SCN, and the body temperature, in turn, could act as an inner cue for
the synchronization of the peripheral tissues, having the TRP channels as mediators. To
answer this question, we have used WT and TrpV1l KO mice under different light

protocols and evaluated the expression of clock genes Perl, Per2, Clock and Bmall and



TrpV1 and TrpAl channels in peripheral tissues. We found that the adrenal gland, liver
and brown adipose tissue have a typically active clock machinery, and the oscillation of
clock genes observed in these tissues is significant. Interestingly, we observed that
TrpV1 is expressed in those tissues, and presents a rhythmic transcription in the liver
and brown adipose tissue of LD maintained animals, confirming our hypothesis that
TRP channels act as mediators of light information to peripheral tissues. In face of the
differences between WT and trpVV1 KO animals, we suggest that the presence of the
TRPV1 channel may be essential, although its degree of involvement may vary
according to the tissue. In terms of TRPAL channel, we found two results that deserve
to be highlighted. Firstly, we identified in the liver of TrpV1 KO mice maintained in LD
a presumable compensation of TrpAl expression in the absence of TrpV1 and,
interestingly, the brown adipose tissue does not express TrpAl channel.

Considering the findings of this study on the participation of TRP channels in
responses to light and temperature, we believe we have strengthened our initial
hypothesis, especially after we have demonstrated the role of TRPV1 channel, and that

peripheral tissues may be synchronized by temperature changes.

Keywords: Light, temperature, TRP chanels, clock genes, B16-F10 Perl::Luc, Mus

musculus, peripheral clocks.
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Introducdo

“Aprender é a unica coisa de que a mente nunca se cansa, nunca tem medo e
nunca se arrepende.”

Leonardo da Vinci



INTRODUCAO

1. A ritmicidade bioldgica e a organizacao temporal dos organismos

A existéncia da vida na Terra possui um histérico remoto e rico em mudangas e
adaptaces ao ambiente, algumas delas, transformagdes drésticas nas condic¢fes de vida
que, em Ultima instancia, se tornaram responsdveis pela selecdo de grande
biodiversidade. Algumas das mudangas ambientais persistem de forma ciclica ao longo
do tempo, tais como o dia e a noite, oscilacbes das mares, fases da Lua, estagdes do ano
(Menna-Barreto, 2003).

Os ritmos podem ser considerados os fendmenos mais frequentes em relagdo a
vida, a propria distingdo entre a vida e a morte no homem e em muitos animais inclui a
auséncia de ritmos (ondas cerebrais, batimentos cardiacos, respiracdo) como sinal de
discriminagdo. A ritmicidade estd presente desde o0s seres vivos de organizagdo mais
simples como bactérias e algas unicelulares aos grandes vertebrados, manifestando-se
em diferentes tipos de organizacdo, do nivel celular ao sistémico, presente nas varias
fases do desenvolvimento, influenciando desde padrfes comportamentais a processos
fisioldgicos (Menna-Barreto, 2003).

A palavra ritmo é de origem grega, rhytmos, significa processo que se repete a
intervalos regulares, ou seja, em se tratando de ritmos biol6gicos podemos entender que
¢ a expressdo de um processo que se repete com o0 mesmo periodo ao longo do tempo.
Os ritmos biologicos manifestam-se em periodos que vdo de milissegundos, como o0s
ritmos de disparo de neurénios ou de batimentos do flagelo de espermatozoides, até
anos, como o ciclo reprodutivo do bambu chinés (100 anos). Existe uma classificagdo
que se baseia na duracdo do periodo: se este varia de 20 a 28 horas, 0 ritmo se chama
circadiano; se apresentar um periodo inferior a 20 horas, se denomina ultradiano; ja se o

periodo for maior que 28 horas, o ritmo é dito infradiano (Marques et al., 2003).
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Embora as observacBes de fendmenos ritmicos na natureza tenham sido
relatadas desde a antiguidade, somente no seculo XVIII o ritmo biolégico comecou a ser
estudado cientificamente (Foster e Kreitzman, 2004). O francés Jacques d’Ortus Mairan
(1678-1771) estudou uma planta do género Mimosa, que mantinha suas folhas abertas
durante o dia e fechadas durante a noite. Intrigado com aquele comportamento
bioldgico, o astronomo isolou a planta de qualquer sinal de luz e observou que, mesmo
naquela condicéo de escuro constante, ela continuava a apresentar o0 movimento de abrir
e fechar suas folhas, respectivamente durante o dia e a noite. Chegou a reportar a
Academia Real de Ciéncias da Franca que “a planta sensitiva percebia o sol sem mesmo
vé-lo” (Zordan et al., 2000). No entanto, 0o experimento que caracterizou o ritmo
intrinseco da planta foi realizado no século seguinte (X1X) por De Candole. Desta vez, 0
boténico suico submeteu a mesma planta usada por Mairan a condi¢do de iluminagéo
constante e também observou a permanéncia do movimento de abrir e fechar das folhas.
Mas além dessa observacdo, ele verificou que o periodo do ritmo era inferior a 24 horas,
ou seja, se algum fator geofisico fosse responsavel pelo ritmo, o periodo deveria ser
exatamente de 24 horas, qualquer periodo diferente desse, significaria que ele foi gerado
pela propria planta (Foster e Kreitzman, 2004).

A endogenicidade do ritmo confere as espécies a capacidade de antecipacdo
frente as mudancas ambientais ciclicas porque lhes permite a preparacdo tanto
comportamental como fisiologica para o evento que vem a seguir. Dessa forma, todas as
alteracdes ritmicas sdo determinantes para a sobrevivéncia do individuo e da espécie
(Menna-Barreto, 2003).

Ritmos biologicos podem ser entendidos como manifestacbes claras de
organizagdo temporal, organizacgéo tal que permite aos organismos ocuparem seu nicho

temporal no momento adequado (Pittendrigh, 1993). Sabendo-se que ha um sistema de
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temporizagdo proprio dos organismos, no qual relégios internos sdo responsaveis pelo
periodo de oscilacdo enddgena, surge a pergunta: como os relogios internos se
relacionam com as variagdes do meio externo?

O papel dos ciclos ambientais € o de ajustar o reldégio endogeno. Essa
sincronizacdo é alcancada através do processo de arrastamento (Pittendrigh, 1981), que
consiste nos deslocamentos de fase do ritmo bioldgico (Marques et al., 2003), ou seja, 0
ritmo em livre curso (em condigdes constantes e por isso expressando seu periodo
intrinseco) tem sua fase e frequéncia ajustadas por um ou mais fatores ciclicos
ambientais (Pittendrigh, 1981). Ao fator ciclico ambiental ou pista ambiental,
responsavel pelo arrastamento, deu-se 0 nome de zeitgeber (palavra aleméa que significa
“doador de tempo”). Para a maioria dos organismos, o ciclo claro-escuro é tido como a
principal pista ambiental (Hastings e Boulous, 1991) (Figura 1); no entanto, os agentes
sincronizadores s6 0 sdo assim considerados se representarem para 0 organismo uma
pista importante dentro do contexto em que ele vive. Ou seja, 0s zeitgebers sdo
organizados hierarquicamente e, algumas vezes, outros sdo mais importantes do que o
ciclo claro-escuro, como por exemplo, alimentacdo-jejum, variacdo salina ou de pH,
umidade, relacBes inter e intraespecificas (comportamentos sociais) (Marques et al.,

2003).
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Entrained to
Zeitgeber

Successive days of experiment

Free-running

Time of day (clock time or circadian hours)

Figura 1. Modelo Hipotético de Arrastamento pelo Ciclo Claro-Escuro (Golombek e
Rosenstein, 2010).

A ubiquidade da manifestacdo de ritmos nos diferentes tipos de organizagéo
constitui-se como uma caracteristica fundamental a matéria viva, demonstrando a
importancia da organizagdo temporal nos seres vivos e implicando, portanto, em
considerar o tempo como uma dimensdo fundamental para as formas de vida (Marques

et al., 2003).

2. Relogios Centrais
Apos a comprovagéo cientifica da existéncia de ritmos bioldgicos endogenos, as
pesquisas neste campo avangaram na direcdo de identificar a regido ou orgao que fosse
responsavel pela geracdo desta ritmicidade.
Experimentos iniciais em pardais demonstraram que a extirpacdo da glandula
pineal causava arritmicidade (Binkley et al., 1971) e também que o transplante deste

Orgao, entre individuos mantidos em condicGes de claro-escuro deslocados de 12 horas,
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fazia com que cada individuo passasse a expressar atividade de acordo com a fase
determinada pelo doador (Gaston e Menaker, 1968). Com esse conjunto de dados e com
os critérios estipulados posteriormente por Inouye e Kawamura em 1979, que uma
estrutura considerada oscilador central deveria obedecer, foi possivel determinar a
glandula pineal como oscilador enddgeno nessas aves. Tais critérios sdo:

- Persisténcia da oscilagdo em condigdes de cultura (in vitro), ou seja, na
auséncia de aferéncias e eferéncias;

- Transferéncia do padrdo de oscilacdo no caso do transplante do érgdo, sendo
que o individuo transplantado passa a exibir o periodo e a fase da oscilacdo
correspondente ao que era encontrado no individuo doador.

Em mamiferos, a maquinaria central do relégio adquiriu especial importancia
com estudos de Curt P. Richter que, em 1960, identificou, em pacientes hospitalizados,
que parametros fisioldgicos circadianos eram alterados em decorréncia de patologias,
resultando em periodos diferentes de 24 h. Sugeriu que os diferentes reldgios internos
pudessem envolver um ou mais 6rgdos do corpo e que a localizacdo desses reldgios
poderia ser periférica ou central. Nos anos seguintes, ele conseguiu demonstrar que o
centro responsadvel pela ritmicidade, em mamiferos, encontrava-se no hipotalamo
(Richter, 1960; 1967).

Em continuidade a esses estudos, em 1972, Stephan e Zucker provocaram lesfes
eletroliticas bilaterais na regido do nuacleo supraquiasmatico (NSQ) de ratos e
observaram a eliminacdo da ritmicidade circadiana no comportamento de ingestdo de
agua e de atividade locomotora. Ainda nesse mesmo ano, Moore e Eichler fizeram uma
marcacgdo radioativa dos nervos que saem da retina e seguem por uma rota distinta
daquela responsavel pela viséo, o trato retino-hipotalamico, cujo ponto final foi por eles

identificado como o NSQ. A partir desses experimentos, foi constatado que o NSQ
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comunica-se com 0 meio externo atraves do trato retino-hipotaldmico, garantindo-lhe
acesso as informacbes captadas via retina, além de estar intimamente relacionado aos
ritmos bioldgicos.

De acordo com os critérios ja citados, o experimento que faltava para concretizar
a ideia de que o NSQ era o oscilador central de mamiferos era o transplante dessa
estrutura entre animais que apresentassem diferentes fases ou periodo para um mesmo
ritmo. Foi quando, em 1990, Ralph e seus colaboradores mostraram que o transplante
do NSQ de um hamster selvagem para um que apresentava um periodo circadiano curto
imprimia em seu receptor um ritmo com o periodo do doador. Assim confirmou-se o
carater oscilatério endégeno do NSQ de mamiferos.

A ideia de que 0s organismos possuem um Unico oscilador ou relégio circadiano
anatomicamente definido permeou os primeiros passos da historia da identificacdo
dessas estruturas, em espécies pertencentes aos diversos grupos de vertebrados. O NSQ
em roedores e a glandula pineal em aves e répteis eram os grandes representantes desses
osciladores Unicos. Posteriormente, a retina veio a se juntar como uma terceira estrutura
produtora de oscilagbes auto-sustentadas circadianas (Besharse e luvone, 1983;
Menaker e Tosini, 1996), demonstrando existir uma pluralidade para estruturas que
desempenham o papel de marca-passo central em vertebrados ndo-mamiferos. “Eixo
Circadiano dos Vertebrados™ (composto pela retina, glandula pineal e por um conjunto
de neurénios hipotaldmicos osciladores) passou a definir o conjunto de estruturas
responsaveis pelo reldgio bioldgico central desses grupos. Contudo, esta combinacédo é
variavel entre espécies, podendo cada espécie incorporar uma, duas ou todas essas
estruturas em seu eixo central circadiano (Zimmerman e Menaker, 1979; Golombek e

Aguilar-Roblero, 2003; Bartell et al., 2004).
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Analisando as estruturas consideradas como marca-passo central nos diferentes
grupos, € interessante mencionar que enquanto nos mamiferos o oscilador central ¢é
localizado no interior do sistema nervoso central e ndo tem nenhuma capacidade de
percepcdo luminosa, em peixes, anfibios, répteis e até em moluscos e crustaceos,
observam-se osciladores que desempenham a funcdo tanto de fotorreceptores como de
osciladores circadianos, sugerindo uma interiorizacdo e uma especializacdo dos

osciladores no curso da historia evolutiva (Golombek e Aguilar-Roblero, 2003).

3. Maquinaria molecular do reldgio

Os reldgios bioldgicos responsaveis pelo programa temporal interno estdo
codificados no DNA (Hall et al., 1987), e foram estudos genéticos em Drosophila que
contribuiram para a descoberta desses mecanismos moleculares. Em 1971, Konopka e
Benzer induziram mutacgdes genéticas que resultaram na alteracdo do periodo ritmico de
Drosophila que, normalmente, é proximo de 24 horas. Dessa maneira, identificaram o
gene responsavel por essa alteracdo, ou seja, pela determinacdo do periodo nesses
animais, que foi denominado Per (period).

Posteriormente, diversos outros estudos foram realizados e culminaram na
identificacdo dos demais componentes moleculares do relégio de mamiferos, como o
gene Clock (Circadian Locomotor Output Cycle Kaput, Vitaterna et al., 1994); gene
Perl em mamiferos (Tei et al., 1997); Per2 e Per3 (Takumi et al., 1998a; 1998Db);
Bmall (ARNTL, Aryl hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator-Like protein,
Gekakis et al., 1998); Cryl e Cry2 (Cryptochrome, Van der Horst et al., 1999). Com
esses componentes revelados, a relacdo entre eles para gerar ritmos com periodos de 24

horas comecou a ser desvendada.
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O mecanismo molecular do relégio circadiano envolve processos de
retroalimentacdo positiva e negativa (Figura 2). Nos mamiferos, no primeiro feedback
estdo os elementos CLOCK e BMALL que sdo membros da familia de fatores de
transcricdo que apresentam o dominio bHLH-PAS (basic Helix-Loop-Helix, Period-
ARNT-Single-minded) (Gekakis et al., 1998). Estas duas proteinas formam um
heterodimero capaz de se ligar a promotores génicos que contenham uma sequéncia E-
box, funcionando como fator de transcricdo para a expressdo dos genes Perl, Per2 e
Per3, Cryl e Cry2 (Yamaguchi et al., 2000). O feedback negativo (setas vermelhas na
Figura 2) é realizado por PER e CRY formando oligdmeros com uma caseina quinase
(CKle), no citoplasma, onde sdo fosforilados e transportados para o nicleo. Uma vez no
nacleo, bloqueiam a sua prépria transcricdo ao interagirem com o CLOCK/BMALL1
inibindo sua acdo (Young et al., 2001). Além do controle da transcricdo de Per e Cry,
CLOCK/BMAL1 inicia outra alca de feedback (setas azuis na Figura 2), ativando a
transcricdo de Rev-erbo e Rora, cujas proteinas competem entre si pela ligacdo ao
elemento responsivo a0 ROR (RORES) presente no promotor de Bmall, onde terdo
acOes antagonicas: ROR ativa a transcricdo de Bmall enquanto que REV-ERB a inibe
(Ko e Takahashi, 2006). As proteinas REV-ERBa aumentam com a inducdo da
transcricdo de Clock/Bmall e vdo para o nucleo, ligando-se ao promotor de Bmall
reprimindo-o. Quando a proteina REV-ERB esta ausente, o gene Bmall é liberado,
podendo formar novamente o fator de transcricio CLOCK/BMALL, reiniciando um
novo ciclo circadiano (Reppert e Weaver, 2001; Albrecht e Eichele, 2003). O acumulo
de proteinas PER e CRY se mantém em antifase com a transcri¢cdo de Rev-Erba. Assim
como 0s genes Rev-erb o/ € Ror a/f, a enzima CKle ¢ um elemento essencial na
regulacdo dos genes de reldgio. Ela é responsavel pela fosforilagdo e consequente

estabilidade das proteinas PER no citoplasma e sua migracdo ao nucleo da célula;
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quando PER e CRY sdo insuficientes para inibir o heterodimero CLOCK/BMAL1, a
CKle atua marcando estas proteinas para posterior degradacdo (Gachon et al., 2004).
Todos esses ciclos em conjunto levam cerca de 24 horas para se completarem e a
variacdo das concentracdes dessas diferentes proteinas ao longo do dia constitui a base
molecular do reldgio biologico.

Basicamente, a organizacdo circadiana € fornecida em nivel celular por um
reldgio molecular, que esta presente no sistema nervoso central e também em tecidos
periféricos (Zhang et al., 2014). Sendo assim, de que forma essa informacdo gerada no
relégio molecular é transmitida para o organismo? Outros genes, que ndo os do reldgio,
também apresentam o elemento E-box em sua regido promotora, de modo que sua
transcricdo também estd sob o comando da maquinaria do relégio: CLOCK/BMAL1
(setas verdes na Figura 2). Esses genes, denominados genes controlados pelo reldgio
(CCGs), codificam as mais diversas substancias, sejam neuropeptidios,
neurotransmissores, horménios, fatores de transcricdo, moléculas de sinalizacdo
intracelular, dentre outras. Considerando essa maquinaria do NSQ, as proteinas
codificadas pelos CCGs regulam a atividade dos neurOnios que, por sua vez,
sincronizam o restante do organismo através de inervacdes diretas sobre o tecido-alvo
(Bosek et al., 2009). Assim, os CCGs constituem um dos mecanismos de eferéncia do
relogio circadiano, através do qual o organismo também se conecta a maquinaria central

(Zanquetta et al., 2010).
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Fusfonlacao - Citoplasma

degradagauﬁ Eferéncias
% % Mais genes controlados — |DBP
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Nucleo
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Figura 2. Funcionamento da Maquinaria Molecular do Reldgio. Em vermelho, a alca de
retroalimentacdo CRY/PER; setas azuis delimitam a alca REV-ERB e ROR; setas verdes
representam as vias de eferéncia molecular; e as setas amarelas mostram um possivel ponto de
atraso do sistema, pela fosforilacdo e degradacdo dos elementos negativos CRY e PER. DBP
(D-box binding protein) e AVP (arginina-vasopressina), genes controlados pelo relégio (Cecon
e Flores, 2010).

4. Fotorrecepcdo Circadiana

Como mencionado anteriormente, o surgimento e a evolucdo da vida na terra
foram possiveis gracas ao desenvolvimento de mecanismos temporais precisos capazes
de ajustar os processos fisioldgicos que ocorriam no interior do organismo com 0s
ciclos ambientais, promovendo assim, ganhos na capacidade adaptativa e reprodutiva
desses individuos (Klein et al., 1991). Nesse contexto, vale enfatizar novamente, que 0s
ciclos claro-escuro atuam como o principal agente sincronizador dos rel6gios biolégicos
de diversas espécies (Hastings e Boulous, 1991).

11
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A consideragdo da luz como importante forma de ordenacdo tempo-espacial €
reforcada pela teoria da “Fuga da Luz” que defende que a capacidade de perceber a luz
estava indiretamente ligada a capacidade de perceber altas temperaturas que, por sua
vez, atuam nocivamente na estabilidade de algumas enzimas e processos fisiologicos.
Dessa forma, como as altas temperaturas coincidiam com as fases mais claras do dia,
“fugir” da luz seria uma forma eficiente de preservagdo da homeostase (Pittendrigh,
1993).

Uma ampla gama de fotorreceptores e fotopigmentos evoluiram no sentido de
perceber com alta sensibilidade a informacdo fética fornecida pelo ambiente
(Pittendrigh, 1993). Os fotopigmentos visuais pertencem a familia das opsinas, que séo
proteinas com sete dominios transmembranicos associadas & proteina G e com massa
aproximada de 30-50 kDa. Sdo compostas por uma por¢do proteica e por uma porgéo
ndo proteica, um cromdforo, que é um aldeido derivado da vitamina A denominado
retinal, responsavel pela deteccdo do sinal luminoso (Spudich et al., 2000; Terakita,
2005). Atualmente, as opsinas podem ser distribuidas em oito familias diferentes, sendo
seis de acordo com a proteina G especifica a qual estdo acopladas: proteina G; — opsinas
visuais de vertebrados; proteina Gi/Go — encefalopsina/opsina teleost multiple tissue
(tmt, OPN3); proteina Gq — melanopsinas (OPN4); proteina Gy — opsinas de
invertebrados; proteina G; — neuropsinas/OPNb; proteina Gs — opsinas de cnidarios. E
outras duas consideradas fotoisomerases: retinocromo e peropsina (Koyanagi e Terakita,
2014).

As opsinas visuais tém sido caracterizadas mais detalhadamente, e é dessa
familia de opsinas que a rodopsina, responsavel pela percepcédo de luz e formacdo de
imagem nos vertebrados, faz parte. Quando o féton de luz incide sobre a rodopsina, a

energia absorvida é capaz de provocar a isomerizacdo do cromoforo 11-cis-retinal para
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all-trans-retinal, provocando uma série de mudancas conformacionais na molécula da
opsina, ativando a proteina G acoplada e consequentemente levando ao
desencadeamento da via de sinalizacdo que levara a formagdo da imagem. A ligacéo do
retinaldeido com a proteina G ocorre através da base de Schiff, que é relativamente
instavel, sendo necessaria a presenca de um contra-ion para promover a estabilidade da
ligacdo. Nos vertebrados, este contra-ion é o glutamato (Terakita, 2005).

Antigamente os fotorreceptores eram classificados como fotorreceptores de
vertebrados (ciliares) e fotorreceptores de invertebrados (rabdoméricos). Essa
classificacdo era baseada nas diferentes vias de sinalizacdo, morfologia e especializagédo
das células fotorreceptoras encontradas exclusivamente em vertebrados ou em
invertebrados. Esse conceito foi alterado, pois fotorreceptores rabdoméricos foram
encontrados em vertebrados, assim como fotorreceptores ciliares foram encontrados em
invertebrados (Provencio et al., 2000; Isoldi et al., 2005; Koyanagi e Terakita, 2014).
As vias de sinalizacao desses dois grupos de fotorreceptores sdo distintas, sendo que nos
ciliares, ela se inicia com uma fosfodiesterase e produz potenciais de membrana
hiperpolarizantes, e nos rabdoméricos, os potenciais sdo despolarizantes e utilizam uma
cascata que se inicia com a fosfolipase C. Outra diferenca entre eles é o fato do
cromoéforo das opsinas rabdoméricas nunca se separar da proteina, sendo considerado
biestavel, enquanto nas opsinas ciliares o cromdforo se desacopla da porgéo proteica e,
portanto, € dito monoestavel (Arendt et al., 2003).

Embora a percepc¢éo visual seja o resultado mais intrigante da capacidade que o
nosso sistema nervoso apresenta de captar e processar a informacdo luminosa, outras
funcbes também sdo ativadas pela luz. Uma dessas fungbes é a acdo da luz na
sincronizacdo dos ritmos biolégicos (Menna-Barreto e Diez-Nogueira, 2012). Dentre

outras células retinianas, denominadas células ganglionares, foi identificada uma
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subpopulacdo, aproximadamente 2,7% do total dessas células, capaz de detectar a
presenca de luz e ativar uma via nervosa diferente daquela responsavel pela formacéo
de imagem. Essas células foram denominadas células ganglionares intrinsicamente
fotossensiveis (ipRGCs) (Figura 3) e o fotopigmento que elas expressam € a

melanopsina (Provencio et al., 2002).

Figura 3. Células Ganglionares Intrinsicamente Fotossensiveis. Retangulo azul
demonstrando a localizagdo das células ganglionares, onde a célula em vermelho (G) representa
a subpopulacdo intrinsicamente fotossensivel. SCN: Nucleo Supraquiasmético; C: Cones; R:
Bastonetes; H: Células horizontais; B: Células bipolares; A: Células amacrinas; G: Células

ganglionares (Modificado de Reppert e Weaver, 2002).

A melanopsina foi descoberta em melandforos de Xenopus laevis (Figura 4)
(Provencio et al., 1998) e, posteriormente, identificada na retina de Xenopus e de todos

0s grupos de vertebrados estudados até o momento, incluindo o homem (Provencio et
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al., 2000; Bellingham et al., 2006; Davies et al., 2010). Como mencionado, em
mamiferos, a melanopsina encontra-se nas ipRGCs; nos répteis, esse fotopigmento
encontra-se em regiGes cerebrais mais discretas e no olho parietal, além dos olhos
laterais (Frigato et al., 2006); em aves, nas celulas ganglionares e horizontais (Lima et

al., 2006) e em todos os tipos celulares retinianos do teledsteo Danio rerio (Davies et

al., 2011).

Figura 4. Melandforos de Xenopus laevis. Em dark, granulos de melanina agregados ao redor
do nucleo (células mantidas em escuro constante). Em light, dispersédo dos granulos de melanina
pelo citoplasma ap6s o estimulo luminoso. Imagem gentilmente cedida por Mark D. Rollag.

Durante varias décadas, os pesquisadores estavam intrigados pelo fato de
camundongos rd/rd, nos quais ndo ha bastonetes e apenas uma minima porcentagem de
cones permanece funcional (Carter-Dawson et al., 1978), serem ainda capazes de ajustar
seu relogio central ao ciclo claro-escuro. Somente em 2003, Panda e colaboradores
demonstraram que a completa perda das respostas ndo-visuais a estimulos luminosos,
como supressdo da sintese de melatonina, constriccdo pupilar e arrastamento do NSQ,
somente ocorria em camundongos rd/rd se o gene para melanopsina fosse nocauteado.
Esses estudos revelaram a melanopsina como o principal componente para a

sincronizacdo do reldgio circadiano (Panda et al., 2003).
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Com base em estudos filogenéticos, que apontavam baixa similaridade entre a
melanopsina de mamiferos e a de outros vertebrados ndo-mamiferos (Bellingham e
Foster, 2002), hipotetizava-se a existéncia de diferentes genes que codificariam essa
opsina. Em 2006, Bellingham e colaboradores demonstraram a existéncia de dois genes
Opn4 codificando melanopsinas em vertebrados ndo-mamiferos. O novo gene foi
identificado como Opn4m, pois ele representa o verdadeiro ortélogo de mamiferos, e o
gene antigo, expresso apenas em vertebrados nao-mamiferos, ficou sendo Opnéx.

Estudos em Danio rerio demonstraram a existéncia de cinco genes na retina do
animal adulto, que codificam melanopsinas nessa espécie, Opn4m1, Opn4m2, Opn4m3,
Opn4x1 e Opn4x2 (Davies et al., 2011), o que também foi identificado em nosso
laboratério, em células embrionarias ZEM-2S desta mesma espécie (Ramos et al.,
2014). Contudo, ainda se faz necesséria a realizacdo de mais estudos que elucidem a
redundancia da expressdo de duas ou mais melanopsinas em vertebrados né&o-

mamiferos.

5. Reldgios Periféricos

Nos mamiferos, quase todos os aspectos da fisiologia e comportamento estdo
sob o controle do sistema circadiano e durante muito tempo acreditou-se que o NSQ era
0 Unico regulador desses ritmos neste grupo. Contudo, estudos pioneiros indicaram que
a restricdo da disponibilidade de alimentos, por exemplo, poderia sincronizar diversos
ritmos circadianos de ratos com lesdo no NSQ (Krieger, 1974; Krieger et al., 1977).
Dessa maneira, essas observacdes levaram a acreditar que, além do NSQ, outras regides
poderiam também estar envolvidas na expressao da ritmicidade enddgena.

Mais tarde, no final dos anos 90, alguns estudos identificaram a transcrigdo de

genes do reldgio em tecidos periféricos (Balsalobre et al., 1998; Zylka et al., 1998),
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demonstrando, pela primeira vez, a expressao desse grupo de genes fora do NSQ.
Balsalobre e colaboradores (1998) observaram que fibroblastos de ratos submetidos a
choque de soro fetal bovino apresentavam alteracdes nos ritmos da expressdo de genes
do relégio. Outro estudo identificou que Orgdos de ratos transgénicos Perl::Luc
apresentavam ritmicidade na expressao do gene Perl (Yamazaki et al., 2000); e, um ano
depois, Yagita e colaboradores (2001) demonstraram, também através de
bioluminescéncia, que fibroblastos em cultura exibiam oscilagdes autossustentadas e
osciladores autdbnomos, semelhantemente ao NSQ. Desses estudos, reforcou-se a
concluséo de que outros tecidos eram capazes de gerar ritmos de forma independente do
relégio central.

A atividade destes osciladores periféricos também depende de alcas de
autorregulacéo de genes e proteinas do reldgio, assim como para 0 marca-passo central;
porém possuem zeitgebers distintos daqueles do NSQ, uma vez que respondem a
diferentes estimulos ambientais e fisiolégicos. Como mencionado anteriormente, 0
principal sincronizador do NSQ € a informacdo do ciclo claro-escuro, enquanto que 0s
relégios periféricos podem ter seus ritmos arrastados, por exemplo, pelo estimulo
alimentar, sem que o periodo do relégio central seja alterado (Damiola et al., 2000;
Stokkan et al., 2001).

Na tentativa de entender como os relogios periféricos se comunicavam com 0
relogio central, estabeleceu-se uma ideia inicial de hierarquia, de modo que o sinal
proveniente do NSQ seria indispensavel para a manutencdo dos ritmos periféericos.
Resultados demonstrados por Yamazaki e colaboradores (2000) corroboravam essa
ideia, apontando que fatias do NSQ apresentavam ritmo constante de expressao de Perl,
enquanto que explantes de pulmao e figado rapidamente perdiam suas oscilagdes.

Todavia, outros muitos estudos sobre a ritmicidade periférica caracterizaram, em
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diversos tecidos, a independéncia em relacdo ao oscilador central (Abe et al., 2002;
Bartell et al., 2004; Yoo et al.,, 2004; Costa et al., 2005), conjecturando uma nova
proposta para a temporizacdo circadiana. Nesta proposta, os reldgios periféricos
ajustariam temporalmente as atividades do 6rgdo, ampliando a mensagem funcional
enviada pelo relogio central, trazendo para o sistema circadiano um conceito muito mais
integrativo e complementar do que hierarquico (Aradjo e Marques, 2003). Em resumo,
in vivo, o oscilador central atua promovendo o acoplamento dos relégios periféricos,
como forma de garantir a homeostase do organismo e, na auséncia do NSQ, os reldgios

periféricos passam a expressar seu ritmo endoégeno (Figura 5) (Gachon et al., 2004).

Peripheral Clocks
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Figura 5. Sincronizagdo do Sistema Circadiano de Mamiferos. (A) Reldgio central
sincronizado pela informagdo de ciclo claro-escuro, atuando no acoplamento dos rel6gios
periféricos. (B) Apo6s lesdo do NSQ, os relégios periféricos continuam oscilando, mas
manifestando cada um o seu periodo de ritmo enddgeno. (Gachon et al., 2004).
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Paralelamente a esses estudos em mamiferos, também foram identificados
diversos osciladores independentes em vertebrados ndo-mamiferos. O teledsteo Danio
rerio, popularmente conhecido como zebrafish, possui rins e coragdo diretamente
fotossensiveis quando isolados em cultura, sendo sincronizados pelos ciclos claro-
escuro (Whitmore et al., 1998; Whitmore et al., 2000). Em adic¢&o, foi demonstrado
nesse peixe a existéncia de seis genes Crys (cryla, 1b, 2a, 2b, 3 e 4) e quatro genes Pers
(perla, 1b, 2 e 3), todos exibindo um padrdo ciclico de expressdo quando em ciclo
claro-escuro (Cahill, 2002). Demonstramos em nosso laboratério que células da
linhagem embrionaria ZEM-2S de Danio rerio sdo sincronizadas pelo ciclo claro-escuro
apresentando um perfil circadiano da expresséo dos genes Perl e Crylb (Farhat et al.,
2009). Recentemente demonstramos que um pulso de luz azul, comprimento de onda
gue maximamente ativa a melanopsina, € indutor da expressdo dos genes Per2 e Cryla,
indicando esta opsina como fotopigmento funcional nessa linhagem (Ramos et al.,
2014).

Assim como em células embrionarias ZEM-2S, a maquinaria molecular do
reldgio presente nos melandforos do anfibio Xenopus laevis também € sincronizada por
ciclos claro-escuro e apresenta transcricdo aumentada dos genes Perl e Per2 em
resposta ao pulso de luz azul (Moraes et al., 2014a).

Se compararmos os reldgios periféricos de mamiferos aos de vertebrados néo-
mamiferos, temos que nos primeiros, esses osciladores dependem principalmente de
sinais sincronizadores neurais diretos ou humorais indiretos do oscilador central para
manter a homeostase do organismo (Yamazaki et al., 2000; Bertell et al., 2004).

Contrariamente, em vertebrados ndo-mamiferos, especificamente em alguns teleosteos e
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anfibios, os tecidos periféricos podem ser fotossensiveis, e sincronizaveis pela luz até
mesmo quando isolados (Whitmore et al., 2000).

Em mamiferos, a melatonina produzida pela pineal é considerada o mensageiro
do escuro, um dos mais importantes outputs do relégio central, refletindo a duracéo
exata da fase escura do dia. Efeitos da melatonina sobre a sincronizacdo dos tecidos
periféricos tém sido extensivamente estudados na maioria dos sistemas fisioldgicos, tais
como o ciclo do sono-vigilia, a reproducdo, o sistema cardiovascular e a pressao
sanguinea, 0 metabolismo energético (Pevet et al., 2011; Hazlerigg, 2012). No entanto,
em vertebrados ndo-mamiferos, as acdes da melatonina sobre relogios periféricos foram
menos investigadas. Em fibroblastos de mamiferos, o registro de bioluminescéncia
mostrou que a melatonina aumenta a amplitude da expressdo de Perl sem alterar os
parametros oscilatorios observados nas células controle (Sandu et al., 2015). Em
melandforos de X. Laevis a melatonina também ndo alterou o perfil oscilatario de
expressao de Perl, embora reduziu drasticamente a amplitude do ritmo (Moraes et al.,
2014b; Poletini et al., 2015a).

Por fim, de uma forma simplista, temos uma notavel centralizacdo dos elementos
fotorreceptivos em mamiferos, onde a informacdo luminosa é trazida exclusivamente
pela retina, e o papel de fatores humorais sinalizando entre rel6gio central e periférico é
extremamente relevante. J4 em vertebrados ndo-mamiferos observam-se outras vias de
entrada do sinal luminoso; contudo em ambos 0s grupos, essa informacgdo culmina na

coordenagdo dos reldgios periféricos via relogio central (Figura 6).
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Figura 6. Sincronizacdo dos Relogios Periféricos em Vertebrados Nao-mamiferos e
Mamiferos. (A) Regulacdo dos ritmos enddgenos em vertebrados ndo-mamiferos, onde a
captagdo do sinal luminoso ocorre pela retina e também por outros tecidos periféricos. (B)
Percepcdo de luz exclusivamente via retina em mamiferos, coordenando a ritmicidade periférica

via NSQ (Poletini et al., 2015a).

6. Temperatura
A vida esta diretamente conectada a temperatura e, para manter a homeostase, 0s
organismos vivos estdo constantemente respondendo as mudangas nas temperaturas
ambiente e corporal através de uma variedade de respostas fisiologicas e
comportamentais, ja que com pequenas alteracdes da temperatura central, podem
ocorrer alteracbes metabolicas e enzimaticas extremamente prejudiciais ao organismo

(Bouchama e Knochel, 2002; Brown et al., 2012).
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A termorregulacdo € realizada por um sistema cujos componentes iniciais sdo
termorreceptores centrais e periféricos. Nesse sistema, encontram-se duas redes distintas
de neurbnios, a de conducdo aferente, responsavel pelo transporte da informagéao
térmica para o centro de integracdo, e a de respostas eferentes, levando a respostas
compensatérias. E o NSQ que regula a temperatura do corpo ao integrar os impulsos
térmicos provenientes de quase todos os tecidos do organismo, o que tem sido
considerado como temperatura corporal média. Quando o impulso integrado excede ou
fica abaixo da faixa limiar de temperatura, ocorrem respostas termorreguladoras
autondmicas, que mantém a temperatura do corpo em valor adequado, néo precisando
de um controle central (Romanovsky, 2007).

No hipotalamo anterior € feita a integracdo das informacdes aferentes térmicas,
enquanto no hipotalamo posterior iniciam-se as respostas efetoras. Na area pré-optica do
hipotalamo existem neurdnios sensiveis a temperatura, que podem ser classificados em
neurdnios sensiveis ao calor e neurdnios sensiveis ao frio, estes Gltimos predominantes.
E importante mencionar a presenca de neurdnios sensiveis a estimulagio térmica local
no hipotalamo posterior, na formacao reticular e também na regido medular (Dikenson,
1977).

Frente as variacbes de temperatura, as reagfes bioquimicas no organismo
reagem acelerando ou diminuindo sua velocidade. No entanto, no que diz respeito aos
ritmos biolégicos e suas respostas a grandes variagdes de temperaturas, apenas
modificagcdes sutis no periodo enddgeno sdo geralmente detectadas (Marques et al.,
2003). Contudo, experimentos in vitro mostraram que ciclos de temperatura externa
podem afetar a expressdo ritmica de genes de relégio em fibroblastos de ratos (celulas
Rat-1) e em culturas primarias de células gliais, e 0 mesmo também foi identificado em

estudos in vivo em relogios periféricos (Brown et al., 2002; Prolo et al., 2005),
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contrariando o que é observado no reldgio central. Entretanto, essa baixa suscetibilidade
central a temperatura parece ser uma propriedade interessante no que se refere a
processos bioquimicos de geracdo dos padrdes ritmicos, ja que assim sdo minimizados
riscos ao funcionamento adequado do rel6gio (Marques et al., 2003).

Tendo em vista essas informagdes, questiona-se a base do mecanismo de controle
da temperatura no oscilador endégeno dos seres vivos, uma vez que 0 mecanismo
molecular de reldgios centrais e periféricos é tdo semelhante. A temperatura, assim
como a luz, também é capaz de sincronizar ritmos de atividade em muitos organismos,
tanto nos vertebrados ectotérmicos (por ex. peixes, Lahiri et al., 2005) como em
invertebrados e organismos mais primitivos (cianobactérias, Yoshida et al., 20009;
Neurospora, Liu et al., 1998; Caenorhabditis elegans, Van der Linden et al., 2010;
Drosophila, Glaser et al., 2005).

Nos vertebrados ectotérmicos, variagdes de 1 a 2° C podem arrastar os ritmos, € a
extensdo dos deslocamentos de fase depende da amplitude e da duracéo dessa variacao.
Estas respostas sdo muito semelhantes aquelas disparadas por pulsos de luz (Rensing e
Ruoff, 2002). Em trabalho recente, Villamizar e colaboradores (2012) evidenciaram, no
teledsteo Danio rerio, que ciclo de temperatura 28:24° C coincidindo com ciclo claro-
escuro ou temperatura constante de 28° C tinham o efeito de acelerar o nascimento e
crescimento dos alevinos e estimular a atividade de enzimas ovarianas e testiculares,
quando comparado a ciclo claro-escuro apenas.

Embora mamiferos ndo se ajustem a ciclos de temperatura ambiente, a
temperatura corporal pode variar 2 a 4°C. Tal oscilacdo é suficiente para sincronizar a
maquinaria do relogio em uma série de tecidos perifericos (Buhr et al., 2010). Dessa
forma, é possivel afirmar que o NSQ coordena o ritmo de temperatura corporal,

resistindo aos ciclos de temperatura e, a0 mesmo tempo, levando informagdes temporais
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para os relégios periféricos através da linguagem universal da temperatura (Edery,
2010). Recentemente foi demonstrado que a area pré-Optica é responsavel pelo controle
circadiano da temperatura corporea (Vriens et al., 2014) e sabe-se que ela também
recebe o sinal circadiano do NSQ (Buijis et al., 2003).

Diversos trabalhos vém mostrando o envolvimento de canais i6nicos do tipo
TRP (Transient Receptor Potential) na detecgdo de temperatura em mamiferos. A
historia dos canais TRP iniciou-se em 1969 com a descoberta de uma disfuncdo na
cascata de fototransducdo em Drosophila, com potenciais de acdo atipicos. Apds o
estimulo por luz, apenas uma despolarizacdo transitéria era observada e, de 5 a 10
segundos apds o estimulo, apenas os valores basais eram registrados ao invés do plateau
caracteristico (Cosens e Manning, 1969). Posteriormente, outros pesquisadores
demonstraram que esse fendtipo ndo foi causado por um problema na regeneracdo do
fotopigmento ou por ativacdo de canais fotossensiveis, como se acreditava. Mas que ele
estava ligado a outro tipo de canal e, como o resultado deste defeito foi um potencial
transiente do receptor, estes mutantes foram denominados TRP (Minke et al., 1975,
1982). Por fim, em 1989, foi desvendado o culpado desta disfuncdo, dando inicio a
identificacdo e caracterizacdo de mais de 50 canais TRP encontrados numa ampla
variedade de organismos (Montell et al., 1989). Contudo, a confirmacéo de que os TRP
eram, de fato, canais cationicos, so veio quando foi usado um bloqueador inespecifico
para canais de Ca’*, lantanio, em retina de moscas Calliphora, demonstrando uma
diminuicao consideravel do potencial de acdo nos fotorreceptores apds um pulso de luz,
chegando ao nivel observado no escuro (Hochstrate, 1989).

Atualmente se conhecem sete subfamilias de canais TRP, agrupadas em
mamiferos como: TRPC (classica ou candnica), TRPV (vaniloide), TRPM (melastatina)

TRPA (ankyrin), TRPP (policisteina) TRPML (mucolipina) e TRPN (no
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mechanoreceptor potential C, NOMPC) (Flockerzi, 2014). Analises funcionais destes
canais revelaram seu envolvimento em varios tipos de percepg¢des sensoriais: sensacao
térmica, mecanocepcdo, quimiocepg¢do, nocicepcdo, bem como percepcao de luz (Voets
et al., 2005).

Nos mamiferos, a ativacdo dos canais TRP é seguida por um influxo de célcio
que pode gerar potenciais de agdo em neurdnios sensoriais, caracterizando o inicio do
processo de transducdo de sensacdo térmica (Dhaka et al., 2006). Dentre os TRP
envolvidos na termocepcéo, destacam-se: TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPM2,
TRPM4 e TRPMS5 para calor e TRPAL E TRPMS para frio (Dhaka et al., 2006). Destes
canais TRP, comprovou-se que o TRPM8 (Bautista et al., 2007; Colburn et al., 2007;
Dhaka et al., 2007), o TRPV3 (Moqgrich et al., 2005) e 0 TRPV4 (Lee e Caterina, 2005),
de fato, participam da percepcdo de temperatura em mamiferos. Em conjunto, toda a
familia TRP responde a maior parte das temperaturas as quais 0s mamiferos sao
expostos, mesmo as que possam ser nocivas a eles (Caterina et al., 1997). Esta
variedade de espectros de temperatura para ativacdo desses canais parece funcionar de
forma semelhante aos fotopigmentos presentes nos fotorreceptores, ja que nos
fotopigmentos a ativacao é baseada em um comprimento de onda especifico e nos TRP
a ativacdo se baseia em variacdes especificas de temperatura, corroborando com a ideia
de co-evolugéo desses sistemas.

A demonstracdo de que a deteccdo de temperatura mediada por canais TRP em
Drosophila é dependente da rodopsina e que a termossensibilidade na auséncia de
rodopsina é restaurada pela transfeccdo com o fotopigmento melanopsina (Shen et al.,
2011) estimulou significativamente a investigacdo das vias intracelulares comuns a
transducdo dos sinais luminoso e térmico. Adicionalmente, Bellono e colaboradores

(2013) relataram que melandcitos humanos expostos a luz ultravioleta A (UVA)
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respondem com uma producédo rapida de melanina envolvendo um receptor acoplado a
proteina G dependente de retinal e que, em ultima instancia, ativa canal TRPAL. Esta
via de fototransducéo € similar a via da melanopsina na retina, indicando mais uma vez
a importancia da compreensdo das vias de sinalizacdo que convergem para canais TRP,

e sua relacdo com a fisiologia de relégios periféricos (Figura 7).

A B

* ipRGCs

[Light and/or Temperature]
ePhotoreceptors

Retinohypothalamic
Tract

Peripheral Oscillators

Figura 7. Modelo Hipotético para a Co-evolugdo dos Sistemas de Fotorrecepcédo e
Termocepcdo. (A) A percepcdo de luz em mamiferos € restrita a retina, onde a informacéao é
percebida pelas ipRGCs e viaja através do trato retino-hipotalamico até o oscilador central,
resetando a maquinaria molecular do relégio. A variacdo circadiana da temperatura, que €é
controlada pelo NSQ, é transmitida para os varios rel6gios periféricos, possivelmente através de
canais TRP. (B) Invertebrados e vertebrados ndo-mamiferos podem ser capazes de perceber luz
e/ou temperatura através de tecidos periféricos, integrar essa informacdo, e arrastar o relgio

local de uma Unica célula (Poletini et al., 2015b).

26



Objetivos

“A menos que modifiquemos a nossa maneira de pensar, nGo seremos
capazes de resolver os problemas causados pela forma como nos

acostumamos a ver o mundo”.

Albert Einstein



OBJETIVOS

1. Determinar o papel da luz e temperatura como agentes sincronizadores em
melandcitos B16-F10 Perl::Luc clone 9, submetendo essas células a pulsos de 650 lux
(95,17 pwatts/cm?) de luz de azul (450-475 nm, 3 watts, Golden plus, S&o Paulo, Brasil)
e de temperatura (2,5°C acima daquela de manutencéo, 37°C) verificando a expressdo

génica de Perl pela bioluminescéncia observada;

2. Investigar o papel do canal TRPV1 na transdug&o do sinal luminoso exercido
em camundongos integros, pela andlise da expressdo génica de Perl, Per2, Clock e
Bmall em glandula suprarrenal, figado e tecido adiposo marrom de animais selvagens

(WT) e nocautes (KO) para TRPV1, submetidos a diferentes condic¢des de iluminag&o.

28



Material e Métodos

“A tarefa ndo é tanto ver aquilo que ninguém viu, mas pensar o que
ninguém ainda pensou sobre aquilo que todo mundo vé.”

Arthur Schopenhauer



MATERIAL E METODOS

1. Melanoma B16-F10 Perl::Luc de Mus musculus

1.1. Cultura de Células

Células da linhagem de melanoma murino B16-F10 foram mantidas em meio
RPMI 1640 suplementado com 14,3 mM de NaHCO;3; 15 mM de HEPES (Sigma,
Brasil), 10% de soro fetal bovino (SFB, Atena, Brasil) e 1% de solugdo de
antibidtico/fungicida (10.000 U/mL penicilina/10.000 pg/mL estreptomicina/25 pg/mL
anfotericina B) (Life Technologies, EUA), pH 7,2, em estufa imida a 37°C e 5% CO..

O vetor PGL-3-Luciferase (Luc) carregando o promotor do gene Perl
(plasmideo cedido pela Profa. Carla Green, University of Texas Southwestern Medical
Center, Dallas, EUA), juntamente com o vetor pcDNA 3.1 (Life Technologies, EUA)
que carrega a sequéncia que confere resisténcia a neomicina, foram linearizados
respectivamente com as enzimas de restricdo Sall e Scal (Fermentas, EUA). Células
B16-F10 foram transfectadas por eletroporacdo (AMAXA Nucleofector, Lonza, EUA,
tampdo V, programa P-020) com ambos os plasmideos linearizados. Apds selecdo com
0 analogo da neomicina, geneticina (900 ng/mL, Life Technologies, EUA), as células
resistentes foram separadas e cultivadas. Os varios clones foram testados para a
expressao de luciferase por reacdo de PCR (primers: forward- 5’-ATT TAT CGG AGT
TGC AGT TGC GCC-3’; reverse- 5°-TCC AGA TCC ACA ACC TTC GCT TCA-3’).
Estabeleceu-se assim uma linhagem estavel B16-F10 expressando Perl::Luc, mantida
nas mesmas condigdes da linhagem mae, mas acrescentando-se durante a manutencao

200 ng/mL de geneticina para garantir uma populacéo pura de células transfectadas.

1.2. Efeito do Pulso de Luz ou de Temperatura
As células B16-F10-Perl::Luc clone 9 foram semeadas em placas de 35 mm de

diametro na densidade de 10° em 2 mL de meio RPMI 1640 suplementado com 10% de
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SFB e 1% de solugdo de antibiotico/fungicida (10.000 U/mL penicilina/10.000 pg/mL
estreptomicina/25 pg/mL anfotericina B) (Life Technologies, EUA).

Ap0s adesdo overnight, o meio das placas foi substituido por meio com 2% de
SFB, luciferina (Promega, EUA) 10™ M e 1% de solucéo de antibiético/fungicida, as
placas foram cobertas com laminulas impregnadas com silicone para perfeita vedacéo,
levadas para o equipament Lumicycle (Actimetrics, EUA) (dia 0) e mantidas em
condicBes constantes (DD). A expressdo de Perl foi monitorada por 4 dias e no inicio
do 5° dia, as células foram submetidas a um pulso de 1 h de temperatura 2,5° C acima
daquela de manutencéo (37° C) ou 10 min de luz de LED azul (450-475 nm, 3 watts,
Golden plus, S0 Paulo, Brasil) com intensidade de 650 lux (95,17 uwatts/cm?),
continuando a serem monitoradas no Lumicycle por 3 dias adicionais. O registro nos 3
dias iniciais em DD foi considerado como controle para o registro nos dias ap6s 0s
pulsos. O tempo do controle foi redimensionado para que t = 0 correspondesse a 24 h
apos o inicio da leitura, para desconsiderar os valores do pico inicial correspondente ao
tratamento com luciferina.

A bioluminescéncia emitida pelas células foi medida em intervalos de 10 min,
durante 77 seg no Lumicycle, lumindmetro de microplaca equipado com tubos
fotomultiplicadores (Lumicycle®; Actimetrics, EUA). Os registros de bioluminescéncia
foram analisados com o programa Lumicycle Analysis usando um metodo de subtracéo
da média de 24 h e alisado pela média de 2 h. O periodo também foi determinado pelo

programa Lumicycle Analysis.

2. Quantificacdo Génica em Glandula Suprarrenal, Figado e Tecido Adiposo
Marrom de Mus musculus Submetidos in Vivo a Diferentes Protocolos de Luz

Os experimentos in vivo foram realizados na Universidade da Virginia, Estados

Unidos, através de uma colaboracdo entre a professora Ana Maria Castrucci e 0s
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professores Michael Menaker e Ali Guler. O professor Ali Guler possui animais nocaute
para canais TrpV1, os quais foram usados em nossos protocolos experimentais,
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal daquela instituicéo.

Os protocolos de experimentos in vivo foram realizados pela professora Ana
Maria Castrucci e a extragdo de RNA e sintese de cDNA pela Profa. Castrucci e pela
pos-doutoranda do nosso laboratério, Maria Nathalia Moraes, na Universidade de
Virginia.

Para todos os protocolos a seguir, camundongos machos selvagens (WT) e
nocautes para o canal TrpV1 (TrpV1 KO) com idades entre 2 e 4 meses foram mantidos
em gaiolas individuais com rodas de atividade. Cada cinco gaiolas foram colocadas
dentro de um caixdo (coffin) de madeira pintada de preto, onde foi possivel controlar a
luminosidade e manter a temperatura constante.

a) Escuro Constante. Os animais foram mantidos durante 10 dias em
condigdes constantes (DD). Ao final deste e dos protocolos seguintes, os animais foram
sacrificados por CO, em S2 e S14 (respectivamente 2 e 14 horas apds o inicio da
atividade), sendo coletados ndcleo supraquiasmatico, glandulas suprarrenais, figado,
tecido adiposo marrom interescapular e retinas para posterior extracdo de RNA total.

b) Arrastamento fético. Os animais foram mantidos em LD 12:12 (luz
acesa as 7 e apagada as 19 horas) por 6 dias, apds os quais a luz foi apagada as 13 h e
acesa a 1 h, por mais 6 dias (avanco de fase). Nos 6 dias seguintes, a luz voltou a ser
acesa as 7 e apagada as 19 horas (atraso de fase). Ao final desse periodo, os animais
foram sacrificados por CO, em S2 e S14 (respectivamente 2 e 14 horas ap0s o inicio da
atividade) e os mesmos 6rgédos coletados. Na fotofase, a intensidade luminosa dentro

dos coffins variou de 1000 a 1200 lux.
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C) Luz constante: alongamento do periodo. Os animais foram mantidos 3
dias em LD 12:12 seguidos por 14 dias sob regime de luz constante LL. Ao final do
protocolo os animais foram sacrificados por CO, em S2 e S14 (respectivamente 2 e 14
horas apds o inicio da atividade) e os mesmos orgédos coletados. A intensidade luminosa
dentro dos coffins variou de 1000 a 1200 lux.

ApOs a realizacdo destes protocolos, RNA total foi extraido, o cDNA foi
sintetizado e trazido para o Brasil, onde foi submetido a reacdes de PCR quantitativo,

realizados por mim, na Universidade de S&o Paulo.

2.1. Extracdo de RNA e RT-PCR

Os orgdos foram homogeneizados com homogeneizador com pistilos
autoclavaveis (Sigma, EUA) em 300 pL de Trizol (Life Technologies, EUA) em
eppendorfs de 1,5 mL. A seguir, o volume de Trizol foi completado para 1 mL e o
lisado celular coletado em novo eppendorf e incubado por 5 min a temperatura
ambiente, para permitir a completa dissociacdo das proteinas nucleares. Ao lisado
celular, foram adicionados 200 uL de BCP (1-bromo-3-cloropropano, Fisher Science,
EUA) seguido de agitacdo vigorosa por 15 seg e descanso de 10 min em temperatura
ambiente. Apds centrifugacdo a 12.000 x g por 15 min a 4° C, separou-se a fase superior
que contém RNA (500 uL), que foi precipitado com a adicdo de 650 puL de isopropanol
(Sigma, EUA), por 10 min em temperatura ambiente, seguido de centrifugagéo a 12.000
x g por 35 min a 4° C. O sobrenadante foi removido, 0 RNA lavado com 1,3 mL de
etanol 75% (2x), evaporado em temperatura ambiente e ressuspendido em 20 uL de
agua tratada com dietil-pirocarbonato (H,O DEPC, Ambion Inc., EUA). Para remocéo
de eventual contaminacdo com DNA genémico, o RNA foi tratado com DNase | (kit

turboDNA-free™, Life Technologies, EUA). Resumidamente, foi adicionado a cada
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amostra, 10% do volume de 10x Turbo DNase Buffer, 1 uL de Turbo DNAse, seguindo-
se incubacdo de 30 min, a 37° C. Logo apds, foram acrescentados 3 uL ou 10% do
volume do reagente de inativacdo da DNase, seguindo-se incubacdo de 2 min em
temperatura ambiente, periodo durante o qual as amostras foram agitadas por 2 a 3x.
Apos centrifugacdo a 10.000 x g por 2 min, o sobrenadante contendo o RNA foi
transferido para um novo eppendorf e a concentracdo de RNA foi determinada por
leitura a ODyg € a qualidade pela razdo OD,60/OD2gp em espectrofotometro (NanoDrop
ND-1000 Spectrophotometer, NanoDrop, EUA).

A reagédo de RT-PCR foi realizada com 1 a 4 pg de RNA total, utilizando 1 pL
de oligonucleotideos randémicos hexameros (100 ng/uL) € 1 pL de dNTP mix 10 mM
em reacdo com volume final de 13 pL ajustado com H,O DEPC. As amostras foram
aquecidas por 5 min a 65° C e a seguir transferidas para cuba com gelo, adicionando-se
4 L de tampé&o para PCR (5x), 1 pL de DTT (0,1 M), 1 pL de inibidor de ribonuclease
(40 U/uL) e 1 pL da enzima Superscript 111 (200 U/uL) (todos os reagentes Life
Technologies, EUA), para um volume final de 20 pL. A mistura foi homogeneizada e,
apos breve centrifugacdo, incubada por 5 min a 25° C, e a seguir por 50 min a 50°C. A
reacdo foi inativada por incubagdo a 70° C por 15 min. O cDNA sintetizado foi utilizado

nas reacgdes subsequentes de PCR qualitativo e quantitativo.

2.2. PCR Quantitativo

As reagdes de PCR quantitativo foram feitas através de protocolos distintos. Para
protocolo multiplex, foram feitas solugbes com um par de primers e uma sonda,
especificos para cada um dos genes, Perl, Per2, Bmall e Clock (desenhados pelo
programa Primer Quest, IDT, e sintetizados pela IDT, EUA, Tabela 1). Para TrpV1,

TrpAl e Ucpl foi usado um par de primers especificos, também desenhados pelo
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programa Primer Quest (Tabela 1), e a amplificacdo verificada pela incorporacdo do

fluor6foro SYBR Green. Foi utilizado RNA ribossémico 18S como normalizador dos

experimentos, com primers desenhados em regido altamente conservada (Tabela 1).

Tabela 1 - Sequiéncias de Primers e Sondas para PCR Quantitativo

Template Mus musculus Concentracao
Nome Sequéncia final
For: - AGCAGGTTCAGGCTAACCAGGAAT 300 nM
mPerl | Rev: - AGGTGTCCTGGTTTCGAAGTGTGT 300 nM
Sonda: - 6FAM-
200 nM
GCCTTGTGCCATGGACATGTCTACT
For: - TTCCTACAGCATGGAGCAGGTTGA T 300 nM
mPer2 | Rev: - ATGAGGAGCCAGGAACTCCACAAA 300 nM
Sonda: 5Cy5-
200 nM
ACGCGGATATGTTTGCTGTGGCTGT-3BHQ2
For: - AAGCTTCTGCACAATCCACAGCAC 300 nM
mBmall | Rev:i- TGTCTGGCTCATTGTCTTCGTCCA 300 nM
Sonda: - 5SHEX-A AA GCT GGC CAC CCA 200 M
n
CGAAGATGGG-3BHQ1
For: - CTCTGCTGCCTTTCCACTACA A 300 nM
mClock
Rev: - TGCTGAGGCTGGTGTTGCT 300 nM
Sonda: 5SHEX-AGA GCA CTT TCCCTCCTT
200 nM

CGC ACC A-3BHQ 1
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For: - CAGAGACCTGTGTCGGTTTATG 300 nM
mTrpV1
Rev: - CATGTTGAGCAGGAGGATGTAG 300 nM
For: - GGTCCAACATAACCGCATAGA 300 nM
mTrpAl
Rev: - AGGGCAACACGAAGATGATAC 300 nM
For: - CAG CTT GCC TGG CAG ATA TCA 300 nM
mUcpl
Rev: - TTG GAT CTG AAG GCG GAC TT 300 nM
For: - CGG CTA CCA CAT CCA AGG AA 50 nM
RNA 18S
Rev: - GCT GGA ATT ACC GCG GCT 50 nM

Para os ensaios de PCR quantitativo atraves do protocolo multiplex para analise
simultanea dos genes Perl, Bmall e RNA 18S ou Per2, Clock e RNA 18S de Mus
musculus, foram preparadas solucGes contendo os primers (300 nM para genes de
interesse e 50 nM para RNA 18S), sondas (200 nM para genes de interesse e 50 nM
para 18S), Supermix 2X (BioRad, EUA) suplementado para 1,6 mM de dNTPS, 6 mM
de MgCl,, 0,1 U/uL de Platinum Tag DNA polimerase (Life Technologies, Brasil), e
H,O para volume final de 29 pL/poco. Essa solucéo foi aliquotada (87 pL, sendo cada
aliquota suficiente para 3 pogos) em tubos, e 0 cDNA de cada amostra dos diferentes
gendtipos, tratamentos fotoperiodicos e horas do dia foi adicionado (3 plL/aliquota) a
cada tubo. As solucgdes ja com cDNA foram entéo distribuidas nos pocos da placa de
experimento (28 pL/poco). Controles negativos feitos sem cDNA foram incluidos

rotineiramente.
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Para os ensaios de TrpV1, TrpAl e Ucpl, foram preparadas solucbes contendo
os primers, SYBR® GreenER™ gPCR SuperMix for iCycler® 2x (Life Technologies,
EUA) e H,O DNaseRNase-free (Life Technologies, EUA), obtendo-se uma
concentragdo final de 300 nM e 50 nM para os primers de cada gene e do RNA 18S,
respectivamente, em solugdes independentes. Cada solugado foi aliquotada (48 pL, sendo
cada aliquota suficiente para 2 pocos) em tubos eppendorf e o cDNA de cada amostra
foi adicionado (2 pL/aliquota). As solugdes ja& com cDNA foram entdo distribuidas nos
pocos da placa experimental (23 uL/poco).

O fluoréforo SYBR Green intercala-se ao DNA durante sua amplificagdo,
promovendo um aumento da fluorescéncia (Nath et al., 2000). O SYBR Green se
intercala a qualquer fita de DNA que esta sendo amplificada, ndo sendo especifico. Para
determinar se houve a amplificacdo de produtos inespecificos, foram obtidas melting
curves. Durante essa fase, a temperatura é aumentada em 0,5° C a intervalos de tempo
determinados e a fluorescéncia dos pocos obtida em cada fase. As curvas ideais
mostram apenas um pico de queda de fluorescéncia em cada po¢o, numa temperatura
que coincide com a melting temperature do produto esperado (quando o produto se
dissocia). Quando ha produtos inespecificos, sua dissociacdo forma outro(s) pico(s) de
fluorescéncia em diferentes temperaturas, sendo esses pocos imediatamente excluidos
da analise.

Todos os ensaios foram realizados nas seguintes condicGes: para 0s ensaios de
multiplex, em termociclador i5 (BioRad), 7 min a 95° C seguido por 45 ciclos de 30 seg
a 95° C e 1 min a 55° C, e para os ensaios de SYBR Green, em termociclador iCycler
(Biorad) 2 min a 50° C, 8:30 min a 95° C, seguido por 45 ciclos de 15 seg a 95°C, 1 min
a60°C, 1 mina 95°C, 1 min a 55° C e 80 ciclos de 10 seg a 55° C, com aumento

gradativo de 0,5°C.

37



MATERIAL E METODOS

A andlise dos dados foi feita pela comparacdo entre os Cts de pontos temporais
de um mesmo genotipo, ou de ambos 0s gendtipos em um mesmo Cr, obtidos entre as
porcOes de crescimento geometrico das curvas, passando-se uma reta denominada limiar
que cruza essas porcdes. Sabendo-se o numero de ciclos por onde passa a reta limiar
(Cr), é encontrado o ACt que € a diferenca entre esse valor para o0 gene de interesse e
para o RNA 18S. Quando a variagdo dos valores de ACt entre animais do mesmo
genotipo e ponto temporal foi maior que 2, esse ponto foi considerado Outlier e ndo
utilizado para calculo da média.

Para cada 6rgdo, o menor valor de escuro constante (DD) dos animais WT foi
subtraido dos pontos temporais ou no mesmo ponto temporal de animais KO, obtendo-
se 0 AACt. Quando comparamos 0 mesmo gene nos varios 6rgaos, para obter o AACr,
utilizamos o menor valor em escuro constante de animais WT entre 0s 6rgaos
analisados. Colocando-se esse valor como exponencial negativo na base 2 (2*4<")
obteve-se 0 nimero de vezes que 0 gene esta expresso em cada genotipo.

Os valores de log foram obtidos de pelo menos trés animais, de dois
experimentos independentes e as médias + EPM relativas ao menor valor de expressdo
em DD para cada protocolo foram calculadas e plotadas em gréficos. Para determinar os
niveis de significancia entre os tempos e os gen6tipos, os dados logaritmicos foram
comparados por one-way ANOVA seguida por teste de Tukey.

Para a comparagdo de mesmos pontos temporais entre DD e LD, empregou-se a
analise de variancia two-way ANOVA, seguida pelo pos-teste de Bonferroni. Assumiu-

se para todos os testes, p < 0,05 como probabilidade de rejeigao da hipotese nula.
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“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos néo é senGo uma gota de

dgua no mar. Mas o mar seria menor se lhe faltasse uma gota”.

Madre Teresa de Calcuta



RESULTADOS

1. Efeito do Pulso de Temperatura em Células B16-F10 Perl::Luc

Baseando-se na ideia de que a rodopsina possa atuar como um termorreceptor
(Shen et al., 2011), o primeiro passo na realizacdo deste trabalho foi a submisséo das
células B16-F10 Perl::Luc de Mus musculus que, sabidamente expressam essa opsina,
a um pulso de temperatura 2,5° C acima da temperatura de manutengéo, 37° C.

Nos quatro primeiros dias, as células foram mantidas em DD e, entdo, esse
registro considerado como controle (Figura 8, linha B) do registro dos dias ap6s o pulso
(Figura 8, linha D). O tempo do controle foi redimensionado para que t = O
correspondesse a 24 h apds o inicio da leitura, uma vez que a troca de meio para o
tratamento com luciferina induz um pico inicial na transcrigdo de Perl (Figura 8, linha
A). A leitura do momento em que as placas foram removidas do aparelho para serem

submetidas ao pulso de temperatura foi descartada (Figura 8, linha C).
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Figura 8. Leitura Tipica da Bioluminescéncia Registrada pelo Programa Lumicycle
Analysis®, em Melandcitos B16-F10 Perl::Luc Mantidos em DD. Linha verde (A) indica os
valores descartados devido a troca de meio; linha vermelha (B) demonstra os valores
considerados como controle; linha amarela (C) representa 0 momento em que as placas foram

retiradas do aparelho; linha azul (D) indica os valores considerados apés o pulso de temperatura.

Com a analise da bioluminescéncia emitida pelas células clone, podemos
observar que entre os diferentes controles, os periodos variaram de 14,3 a 50 h (Tabela
3). Embora as células do grupo controle ndo apresentassem uma oscilagdo circadiana,

foi possivel observar uma variagdo da transcricdo de Perl nesta condi¢do (Figura 9).
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Apos o pulso de 39,5° C, constatamos a sincronizagdo das células B16-F10 Perl::Luc

em DD, imprimindo um ritmo circadiano (periodos entre 20 e 28 h) ndo observado no

controle (Tabela 3). A Figura 9 é representativa para esse resultado, pois demonstra o

perfil ritmico para uma das 8 placas analisadas. Comparacgéo gréafica das células controle

e apos o estimulo por temperatura demonstra de forma clara que o aumento de 2,5° C

antecipou o pico de expressdo do gene analisado, como representado no Inserto da

Figura 9.

Tabela 3. Periodos dos Ritmos em Células Controle e apds o Pulso de Temperatura

Controle Tratado
Placa 1 31,70 24,20
Placa 2 27,70 22,10
Placa 3 50,00 27,30
Placa 4 19,30 21,60
Placa 5 17,50 22,40
Placa 6 14,30 20,60
Placa 7 27,20 24,30
Placa 8 36,80 22,70

41




RESULTADOS

Bioluminescence (counts/sec)

M Controle
B Pulso de Temperatura
-2
0 1 2 3

—_ Time {days)
@
wn 17
“-."
wy
=
c
|
o
=
L
e
[Ty
o
N
a
£
£
=
2
[wa]

_1_

-2+ T T T T T T

0 1 2 4 5 6

3
Time (days)

Figura 9. Expressdo Génica de Perl Registrada pelo Programa Lumicycle Analysis®, em
Melandcitos B16-F10 Perl::Luc Mantidos em DD. Linha preta: controle; linha azul: mesmas
células ap6s pulso de temperatura, t = 0 ajustado para 24 h ap6s o inicio da leitura. Interrupcao
entre as linhas marca 0 momento do pulso de temperatura. Inserto: grafico mostrando registros

controle e apds o pulso, sobrepostos para melhor visualizacdo das diferencas.

2. Efeito do Pulso de Luz em Células B16-F10 Perl::Luc

E um conhecimento consolidado que mamiferos s6 percebem luz através da
retina; sabemos, no entanto, que melandcitos cutaneos de mamifero expressam o
fotopigmento rodopsina (classicamente envolvida na visdo noturna). Dados recentes de
nosso laboratério demonstraram, entretanto, que a estimulago por luz branca néo altera

a expressdo dos genes do relégio (Assis et al., 2015) nessas células. Como

identificamos a presenga do gene e proteina da melanopsina (Moraes et al., 2015) nessa
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mesma linhagem, investigamos a resposta do gene Perl a um pulso de luz de LED azul
(comprimento de onda que maximamente estimula a melanopsina, 450 — 475 nm) com
intensidade de 650 lux (95,17 pwatts/cm?), durante 10 min.

Como no protocolo anterior, 0 registro nos quatro primeiros dias desse
experimento, quando as células estavam em escuro constante (DD), foi considerado
como controle do registro nos dias apds o pulso de luz e, também, o tempo do controle
foi redimensionado para que t = 0 correspondesse a 24 h apds o inicio da leitura.

A analise da expressdo de Perl::Luc demonstrou que, tanto no controle quanto
apos o pulso de luz, as células mantiveram seu ritmo de transcricdo em livre curso,
como pode ser observado na Tabela 4, indicando que a luz azul, nas condicGes usadas,
ndo interferiu na expressao deste gene. A Figura 10 é representativa para esse resultado,
pois ilustra o perfil descrito acima para uma das 8 placas analisadas.

Diferente do que foi observado para o pulso de temperatura (Figura 9), nenhuma
alteracdo da bioluminescéncia foi verificada apds o pulso de luz em comparacdo com as

células mantidas em DD (Inserto da Figura 10).

Tabela 4. Periodos dos Ritmos em Células Controle e apés o Pulso de Luz Azul

Controle Tratado
Placa 1 22,90 21,30
Placa 2 10,60 14,30
Placa 3 14,50 14,70
Placa 4 21,80 19,50
Placa 5 22,20 20,00
Placa 6 22,50 19,90
Placa 7 22,00 19,50
Placa 8 10,50 12,50
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Figura 10. Expressdo Génica de Perl Registrada pelo Programa Lumicycle Analysis®, em
Melanécitos B16-F10 Perl::Luc Mantidos em DD. Linha preta: controle; linha verde:
mesmas células apos pulso de luz, t = 0 ajustado para 24 h ap6s o inicio da leitura. Interrupcéo

entre as linhas marca o momento do pulso de luz. Inserto: grafico mostrando registros controle e

apos o pulso, sobrepostos para melhor visualizacao.

3. Quantificagdo Génica em Glandula Suprarrenal, Figado e Tecido Adiposo
Marrom de Mus musculus Submetidos in vivo a Diferentes Protocolos de Luz

A hipotese inicial deste trabalho era que, em tecidos periféricos de mamiferos

em cultura que expressam opsinas, o sinal de luz, por via direta, poderia estar atuando

como um sincronizador da expressdo dos genes do reldgio, assim como em vertebrados

ectotérmicos. Entretanto, identificamos que o papel destas opsinas nao esta relacionado
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a percepcdo de luz e, com isso, hipotetizamos que a luz sinalizaria aos tecidos
periféricos através de uma via indireta, onde a informagdo de luz, via NSQ, levaria ao
controle da temperatura circadiana que, por sua vez, poderia atuar como uma pista
interna para a sincronizagdo dos tecidos periféricos.

Para responder esta questdo, utilizamos camundongos submetidos a diferentes
protocolos de luz e avaliamos a expressao de genes de reldgio em tecidos periféricos.
Como citado na sessdo de Material e Métodos, os protocolos in vivo foram realizados na
Universidade de Virginia pela Profa. Ana Maria Castrucci. Neste trabalho, cabe a
apresentacdo dos resultados obtidos in vitro, por mim, na Universidade de Sao Paulo.

Foram usados espécimes machos de Mus musculus selvagens (WT) e nocautes
(KO) para o canal TrpV1, uma vez que esse canal esta ligado a regulacdo da temperatura
corporal e, ainda, a literatura aponta uma interessante convergéncia das vias de
sinalizacdo da fotorrecepcdo e termorregulacdo para canais TRP. Para todos os animais
utilizados nestes pacotes experimentais, fez-se inicialmente PCR quantitativo para o
gene TrpV1, confirmando que os animais nocautes para TrpV1 efetivamente ndo

expressavam este canal.

3.1. Expressdo dos Genes de Relégio em Glandula Suprarrenal de Mus
musculus

Analise da expressdo de Perl (Figura 11A), Per2 (Figura 12A), Clock (Figura
13A) e Bmall (Figura 14A) na glandula suprarrenal demonstrou ndo haver diferengas
temporais em animais mantidos em DD. Em LD, mais uma vez, nenhuma oscilagéo foi
observada na transcricdo dos genes Perl (Figura 11B), Clock (Figura 13B) e Bmall
(Figura 14B). No entanto, ao analisarmos a expressao do gene Per2 em LD, observamos
uma variacdo temporal nos animais TrpV1 KO, com pico de expressao na fase escura e,

também, uma diferenca entre 0s genotipos nessa mesma fase. (Figura 12B).
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Figura 11. Expressdo Génica de Perl por PCR Quantitativo em Glandula Suprarrenal de
Animais WT e TrpV1 KO. Animais mantidos em (A) escuro constante (DD); (B) ciclo claro-
escuro (12:12 LD). Os animais foram sacrificados 2 (S2, CT14) e 14 (S14, CT2) horas apds o
inicio da atividade locomotora em DD e LD nesta e nas figuras seguintes. Os valores sdo
apresentados como a média (n = 3 — 6) + EPM de expressao de Perl normalizado por RNA 18S
e expressos relativos ao menor valor de WT em DD. Anélise estatistica utilizada: one-way
ANOVA seguida de teste de Tukey. Outlier no valor de 12.493 esta indicado em (A) e 9.019
em (B) como um circulo cruzado.
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Figura 12. Expressdo Génica de Per2 por PCR Quantitativo em Glandula Suprarrenal de
Animais WT e TrpV1 KO. Animais mantidos em (A) escuro constante (DD); (B) ciclo claro-
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escuro (12:12 LD). Os valores sdo apresentados como a média (n = 3 — 6) £ EPM de expressao
de Per2 normalizado por RNA 18S e expressos relativos ao menor valor de WT em DD.
Anadlise estatistica utilizada: one-way ANOVA seguida de teste de Tukey. Outlier no valor de

38.935 esta indicado em (B) como um circulo cruzado.
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Figura 13. Expressdo Génica de Clock por PCR Quantitativo em Glandula Suprarrenal de
Animais WT e TrpV1 KO. Animais mantidos em (A) escuro constante (DD); (B) ciclo claro-
escuro (12:12 LD). Os valores sdo apresentados como a média (n = 3 — 6) + EPM de expressao
de Per2 normalizado por RNA 18S e expressos relativos ao menor valor de WT em DD.
Anélise estatistica utilizada: one-way ANOVA seguida de teste de Tukey. Outlier no valor de

9.580 esté indicado em (A) como um circulo cruzado.
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Figura 14. Expressdo Génica de Clock por PCR Quantitativo em Glandula Suprarrenal
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de Animais WT e TrpV1l KO Animais mantidos em (A) escuro constante (DD); (B) ciclo
claro-escuro (12:12 LD). Os valores sdo apresentados como a média (n = 4 — 6) = EPM de
expressao de Per2 normalizado por RNA 18S e expressos relativos ao menor valor de WT em

DD. Analise estatistica utilizada: one-way ANOVA seguida de teste de Tukey.

Para analisarmos o efeito do ciclo claro-escuro sobre a expressdo dos genes do
reldgio, comparamos os protocolos de DD e LD através da analise estatistica two-away
ANOVA, seguida de pés-teste Bonferroni, com significancia para p<0,05. Na glandula
suprarrenal, ndo houve diferenca significativa para nenhum dos genes em ambos os

genotipos.

3.2. Expressao dos Genes de Reldgio em Figado de Mus musculus

No figado, os niveis de RNAm de Perl mostraram uma oscilagdo temporal em
DD nos animais WT, com um pico de maior expressao na fase de escuro subjetivo (S2)
(Figura 15A). Quando analisamos os niveis dos transcritos em animais mantidos em

LD, nenhuma mudanca temporal ou entre os gen6tipos foi observada (Figura 15B).
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Figura 15. Expressdo Génica de Perl por PCR Quantitativo em Figado de Animais WT e

TrpV1l KO. Animais mantidos em (A) escuro constante (DD); (B) ciclo claro-escuro (12:12
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LD). Os valores sdo apresentados como a média (n = 4 — 6) £ EPM de expressdo de Per2
normalizado por RNA 18S e expressos relativos ao menor valor de WT em DD. Analise
estatistica utilizada: one-way ANOVA seguida de teste de Tukey. Outlier no valor de 7.928 esta

indicado em (B) como um circulo cruzado.

A expressdo do gene Per2 de animais WT ou KO mantidos em DD néo
apresentou variacgdo estatisticamente significativa (Figura 16A); por outro lado, em LD,
podemos observar uma oscilagdo temporal marcante na expressdao deste gene, em
animais WT e TrpV1 KO, ambos 0s gen6tipos com pico de expressdo na fase escura e,

desse modo, ndo apresentando diferenga estatistica entre eles (Figura 16B).
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Figura 16. Expressdo Génica de Per2 por PCR Quantitativo em Figado de Animais WT e
TrpV1l KO. Animais mantidos em (A) escuro constante (DD); (B) ciclo claro-escuro (12:12
LD). Os valores séo apresentados como a média (n = 4 — 6) + EPM de expressdo de Per2
normalizado por RNA 18S e expressos relativos ao menor valor de WT em DD. Anélise
estatistica utilizada: one-way ANOVA seguida de teste de Tukey. Outlier no valor de 41.168

esta indicado em (A) como um circulo cruzado.

Nenhuma oscilacdo ao longo do dia ou entre animais WT e TrpV1l KO foi

observada na expressao de Clock (Figura 17A e B).
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Figura 17. Expressao Génica de Clock por PCR Quantitativo em Figado de Animais WT e
TrpV1l KO. Animais mantidos em (A) escuro constante (DD); (B) ciclo claro-escuro (12:12
LD). Os valores sdo apresentados como a média (n = 4 — 6) + EPM de expressao de Per2
normalizado por RNA 18S e expressos relativos ao menor valor de WT em DD. Andlise
estatistica utilizada: one-way ANOVA seguida de teste de Tukey.

Diferentemente dos genes anteriores, a expressao do gene Bmall oscilou em
ambas as condi¢des DD e LD, com maior expressao durante a fase de claro, subjetivo
no caso de DD (Figura 18A e B). Ainda nessa fase, identificamos que, em animais
submetidos a ciclo claro-escuro, a expressao deste gene foi significativamente inferior
na auséncia do canal TrpV1 em comparacdo a animais WT (Figura 18B); este efeito
pode ser atribuido a a¢éo do ciclo claro-escuro que induziu um aumento na expressao de
Bmall em animais WT na fase clara, quando comparado a sua expressdo em DD nesse

mesmo ponto (Tabela 5).
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Figura 18. Expressao Génica de Bmall por PCR Quantitativo em Figado de Animais WT e
TrpV1l KO. Animais mantidos em (A) escuro constante (DD); (B) ciclo claro-escuro (12:12
LD). Os valores sdo apresentados como a média (n = 4 — 6) + EPM de expressao de Per2
normalizado por RNA 18S e expressos relativos ao menor valor de WT em DD. Analise
estatistica utilizada: one-way ANOVA seguida de teste de Tukey.

Os valores em LD que se mostraram significativamente diferentes daqueles em
DD (two-away ANOVA, seguida de pos-teste Bonferroni; significancia para p<0,05),
em figado de Mus musculus, encontram-se na Tabela 5. E importante destacar que o
ciclo claro-escuro atuou sobre a expressao dos genes Perl e Per2 de forma oposta:
inibiu drasticamente a expressdo de Perl e aumentou a expressdo de Per2 em S2 (fase
escura) nos animais WT (Tabela 5). Ja o efeito do ciclo claro-escuro sobre a expressdo
dos genes Clock e Bmall ocorreu de forma similar, em ambos, um aumento da

transcrigdo durante a fase clara (S14), também em animais WT (Tabela 5).
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Tabela 5. Valores Significativamente Diferentes entre LD e DD Obtidos para

Genes de Relogio no Figado e sua Analise por Two-away ANOVA

Gene Genotipo | Circadian Time DD LD ANOVA
Perl WT CT14 (S2) 16,32 + 1,59 4,39 +127 p<0,01
Per2 WT CT14 (S2) 10,89 + 4,15 52,27 + 10,02 p<0,001
Clock WT CT2 (S14) 2,04 +0,16 5,60 + 1,26 p<0,01
Bmall WT CT2 (S14) 12,04 £ 1,62 26,72 + 3,40 p<0,001
3.3.  Expressdo dos Genes de Reldgio em Tecido Adiposo Marrom de Mus
musculus

Para todos os animais utilizados neste pacote experimental, fez-se inicialmente

PCR quantitativo para termogenina ou Ucpl (Uncoupling Protein 1) no tecido adiposo

extraido, confirmando que o material coletado era realmente tecido adiposo marrom

(Figura 19). A Ucpl esta diretamente ligada a termogénese do tecido adiposo marrom e

observamos que em DD, esse gene ndo demonstra variacdo temporal em sua expressao

(Figura 19A). No entanto, em LD notamos que, durante a fase escura, sua expressao foi

maior em animais selvagens do que nos TrpVl KO. Ainda nesta condicdo,

identificamos diferencas significativas na expressao temporal deste gene nos animais

TrpV1 KO, com pico na fase clara (Figura 19B).
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Figura 19. Expressdo Génica de UCP1 por PCR Quantitativo em Tecido Adiposo Marrom
de Animais WT e TrpV1 KO. Animais mantidos em (A) escuro constante (DD); (B) ciclo
claro-escuro (12:12 LD). Os valores sdo apresentados como a média (n = 4 — 5) = EPM de
expressao de Per2 normalizado por RNA 18S e expressos relativos ao menor valor de WT em
DD. Analise estatistica utilizada: one-way ANOVA seguida de teste de Tukey. Outliers no valor
de 6.431 e 5.223 estdo indicados em (A) e de 10.815, 4.243, 7.542 e 11.592 indicados em (B)

como circulos cruzados.

Neste tecido obtido de animais mantidos em DD, os genes Perl e Per2 nédo
apresentaram variacdes temporais ou diferengas entre os gendtipos (Figura 20A e 21A).
Em LD, o perfil de transcricdo de Perl (Figura 20B) e Per2 (Figura 21B) foi similar:
um pico de expressao foi observado durante a fase escura (S2) em animais selvagens
nestes dois genes; na auséncia do canal TRPV1 essa oscilacdo foi perdida, devido a
reducdo do RNAmM em S2, chegando a niveis muito baixos, proximos aos encontrados

em S14 (fase de repouso).
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Figura 20. Expressdo Génica de Perl por PCR Quantitativo em Tecido Adiposo Marrom
de Animais WT e TrpV1 KO. Animais mantidos em (A) escuro constante (DD); (B) ciclo
claro-escuro (12:12 LD). Os valores sdo apresentados como a média (n = 3 — 5) £+ EPM de
expressao de Per2 normalizado por RNA 18S e expressos relativos ao menor valor de WT em
DD. Analise estatistica utilizada: one-way ANOVA seguida de teste de Tukey. Outlier no valor

de 249.86 esta indicado em (B) como um circulo cruzado.
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Figura 21. Expressdo Génica de Per2 por PCR Quantitativo em Tecido Adiposo Marrom
de Animais WT e TrpV1 KO. Animais mantidos em (A) escuro constante (DD); (B) ciclo

claro-escuro (12:12 LD). Os valores sdo apresentados como a média (n = 3 — 5) £ EPM de
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expressao de Per2 normalizado por RNA 18S e expressos relativos ao menor valor de WT em

DD. Analise estatistica utilizada: one-way ANOVA seguida de teste de Tukey.

Nenhuma oscilagéo foi observada em DD na expressdo do gene Clock (Figura
22A). Em LD, nenhuma oscilacdo temporal foi vista para os animais WT, enquanto que
nos animais TrpV1 KO foi identificada uma variacdo temporal com pico de expressao
na fase clara. Podemos afirmar que esse aumento na expressdo de Clock, em animais
nocaute durante a fase clara, ocorreu devido a presenca do ciclo claro-escuro, uma vez
que esse valor de expressdo é significativo quando comparado ao DD (Tabela 6).

Nenhuma variacdo entre os gendtipos, na mesma fase, foi constatada (Figura 22B).

Clock

101 p<0.01

mRNA
(relative to WT smallest value in DD)
il
o
mRNA
(relative to WT smallest value in DD)
b
>

Figura 22. Expressdo Génica de Clock por PCR Quantitativo em Tecido Adiposo Marrom
de Animais WT e TrpV1 KO. Animais mantidos em (A) escuro constante (DD); (B) ciclo
claro-escuro (12:12 LD). Os valores sdo apresentados como a média (n = 3 — 4) £ EPM de
expressdo de Per2 normalizado por RNA 18S e expressos relativos ao menor valor de WT em

DD. Anédlise estatistica utilizada: one-way ANOVA seguida de teste de Tukey.

A expressdo de Bmall em animais selvagens mantidos em DD apresentou uma

variacao entre os tempos, com maior expressdo na fase clara subjetiva em relacao a fase

55



RESULTADOS

de escuro subjetivo. Ao compararmos animais WT e TrpV1 KO, temos na fase clara
subjetiva uma diferenga significativa na expressao desse gene, onde animais selvagens
apresentam um maior nivel de transcritos (Figura 23A). Por outro lado, animais
selvagens mantidos em LD apresentaram uma expressdo constante para Bmall,
enquanto que animais nocaute exibiram uma oscilagdo com maior expresséo durante a

fase de repouso (Figura 23B).
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Figura 23. Expressdo Génica de Bmall por PCR Quantitativo em Tecido Adiposo Marrom
de Animais WT e TrpV1 KO. Animais mantidos em (A) escuro constante (DD); (B) ciclo
claro-escuro (12:12 LD). Os valores sdo apresentados como a média (n = 4 — 5) = EPM de
expressao de Per2 normalizado por RNA 18S e expressos relativos ao menor valor de WT em
DD. Andlise estatistica utilizada: one-way ANOVA seguida de teste de Tukey. Outliers nos
valores de 22.565, 35.163, 32.357 estdo indicados em (A) e 0.810 e 6.435 em (B) como circulos

cruzados.

Os valores para os genes do relogio analisados em tecido adiposo marrom de
Mus musculus, que se mostraram significativamente diferentes em LD daqueles em DD
(two-away ANOVA, seguida do pos-teste Bonferroni, com nivel de significancia para
p<0,05), encontram-se na Tabela 6. Destacamos o forte aumento na expressédo do gene

Perl na fase escura do ciclo claro-escuro em animais WT, e também o aumento na

56



RESULTADOS
expressdo de Clock e Bmall na fase clara em animais TrpV1l KO mantidos em LD.
Ainda é possivel observar uma forte reducdo na expressao do gene Per2 em animais

nocaute, durante a fase escura de LD, quando comparado a DD.

Tabela 6. Valores Significativamente Diferentes entre LD e DD Obtidos para

Genes de Reldgio no Tecido Adiposo Marrom e sua Analise por Two-away ANOVA

Gene Genotipo | Circadian Time DD LD ANOVA
Perl WT CT14 (S2) 931+£321 28,41 + 450 p<0,001
Per2 KO CT14 (S2) 8,23 +£1,58 1,91+0,85 p<0,05
Clock KO CT2 (S14) 0,49 £0,18 5,00 +1,42 p<0,001

Bmall KO CT2 (S14) 3,28 £ 0,62 34,62 + 7,82 p<0,001

3.4. Expressdo dos Canais Trp em Glandula Suprarrenal, Figado e Tecido
Adiposo Marrom de Mus musculus

O préximo passo do trabalho foi avaliarmos a expressdo do canal TrpV1, uma
vez que este canal estd envolvido na regulacdo da temperatura corpdrea em mamiferos.
Dados do nosso laboratério e da literatura (Garami et al., 2011) demonstraram que a
temperatura média corporea de animais TrpV1 KO é maior e o pico mais duradouro do
que em animais WT. Ainda, a analise de outra eferéncia do reldgio central, atividade
locomotora, apontou uma menor atividade total em animais KO para esse canal (Moraes
etal., 2015).

Tendo em vista as informacdes mencionadas, avaliamos inicialmente a
expressdo de TrpV1 em animais WT em DD e LD. Na glandula suprarrenal, em DD e
LD, TrpV1 é constitutivo (Figura 24A e B). Ao investigarmos o perfil de expressao
deste canal no figado (Figura 24C e D), observamos que ocorreu um aumento
significativo nos trancritos desse gene quando o animal foi submetido a ciclo claro-

escuro, mostrando um perfil de expressdo ritmico, com pico na fase escura (S2); em
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DD, TrpV1 ndo apresentou diferencas temporais estatisticamente significativas. Assim
como no figado, a expressdao de TrpV1 no tecido adiposo marrom de animais WT em
DD (Figura 24E) ndo apresentou variacdo temporal. Em LD, entretanto, € possivel
identificar uma variagdo na transcricdo entre os tempos, sendo a expressao de TrpV1

significativamente maior na fase de atividade do que na fase de repouso (Figura 24F).
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Figura 24. Expressdo Génica de TrpV1 por PCR Quantitativo em Glandula Suprarrenal,
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Figado e Tecido Adiposo Marrom de Animais WT. (A) Glandula suprarrenal, animais
mantidos em escuro constante (DD); (B) Glandula Suprarrenal, animais mantidos em ciclo
claro-escuro (12:12 LD). (C) Figado, animais mantidos em DD; (D) Figado, animais mantidos
em 12:12 LD. (E) Tecido adiposo marrom, animais mantidos em DD; (F) Tecido adiposo
marrom, animais mantidos em 12:12 LD. Os valores séo apresentados como a média (n = 3 — 5)
+ EPM de expressdo de TrpV1 normalizado pelo RNA 18S e expressos relativos ao menor valor
em DD. Andlise estatistica utilizada: one-way ANOVA seguida de teste de Tukey. Outlier no

valor de 14.055 esta indicado em (B) e 11.424 em (E) como circulos cruzados.

Posteriormente, seguimos com a avaliagdo de um segundo membro da familia de
termo-TRPs, o canal TrpAl. A principal evidéncia da literatura que nos encorajou a
estudar a dindmica de transcricdo deste canal foi apresentada por Shen e colaboradores
(2011), que demonstraram sua participacdo na termo-resposta de Drosophila em
associagao com opsinas.

Semelhantemente ao observado para a expressdao de TrpV1, a expressdo de
TrpAl na glandula suprarrenal ndo sofreu nenhuma alteragdo em resposta ao ciclo claro-
escuro e, ainda, destacamos que ndo ocorreu nenhuma variagdo para este canal, neste
tecido, em nenhum dos protocolos analisados (DD e LD) ou entre o0s genétipos (Figura
25A e B). No figado de Mus musculus, o gene TrpAl, em escuro constante, mostrou
expressao constitutiva, sem alteracbes ao longo do tempo e sem variacdo entre
genotipos (Figura 25C). Em LD, variagdes temporais sdo observadas apenas nos
animais nocaute, no entanto, na fase escura encontramos diferencas na expressdo desse
canal, entre animais WT e TrpV1 KO (Figura 25D). Curiosamente, em animais TrpV1
KO, a transcri¢do de TrpAl encontra-se reduzida na fase escura (S2), o que resulta em
um padrédo oscilatério desse gene em LD. Dessa forma, inferimos que essa expressdo

diferencial de TrpAl em animais TrpV1 KO sugere uma compensacdo de TrpAl na
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auséncia de TrpV1 no figado de Mus musculus, visto que em animais WT TrpV1 oscilou
em LD (Figura 24D) enquanto que TrpAl exibiu expressdo constante nesta condi¢do
(Figura 25D). Constatamos a auséncia de expressdo do canal TrpAl em tecido adiposo

marrom, em ambos 0s gendtipos, como pode ser observado na Tabela 7.
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Figura 25. Expressdo Génica de TrpAl por PCR Quantitativo em Glandula Suprarrenal,
Figado e Tecido Adiposo Marrom de Animais WT. (A) Glandula suprarrenal, animais
mantidos em escuro constante (DD); (B) Glandula Suprarrenal, animais mantidos em ciclo
claro-escuro (12:12 LD). (C) Figado, animais mantidos em DD; (D) Figado, animais mantidos
em 12:12 LD. (E) Tecido adiposo marrom, animais mantidos em DD; (F) Tecido adiposo
marrom, animais mantidos em 12:12 LD. Os valores sdo apresentados como a média (n = 3 — 5)
+ EPM de expressdo de TrpV1 normalizado pelo RNA 18S e expressos relativos ao menor valor

em DD. Andlise estatistica utilizada: one-way ANOVA seguida de teste de Tukey.
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Tabela 7. Amplificacdo em C+s do Canal TrpAl em Tecido Adiposo Marrom de

Mus musculus

DD
S2WT S2 KO S14 WT S14 KO
34,50 NA NA 39,60
33,20 NA NA 38,40
NA 39,20 NA NA
NA 36,40 39,50 NA
NA NA 31,95 NA
C+ys do gene LD
S2WT S2 KO S14 WT S14 KO
33,90 NA NA 33,40
NA NA NA NA
41,45 NA 18,20 31,15
NA NA 37,10 33,60
36,40 39,10 NA NA

Os valores em LD que se mostraram significativamente diferentes daqueles em
DD, para os genes dos canais TrpV1 e TrpAl na glandula suprarrenal, figado e tecido
adiposo marrom de Mus musculus (two-away ANOVA, seguida do pos-teste
Bonferroni, com nivel de significancia para p<0,05) encontram-se na Tabela 8.
Destacamos o forte aumento observado no figado de animais WT, na expressdo de
TrpV1 e TrpAl durante a fase escura, em resposta ao ciclo claro-escuro. Deve ser
destacado aqui que, embora uma oscilagcdo de TrpV1 seja observada em LD, tanto no
figado como no tecido adiposo marrom, um aumento da expressdo é evidenciado na fase
escura em LD quando comparado ao DD (Tabela 8).Valores de TrpAl neste tecido
ainda se mostraram significativamente diferentes na fase clara (S14) de LD, em animais
WT e TrpVl KO, com um marcante aumento da expressdo desse gene quando

comparado aos respectivos genoétipos em DD.
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Tabela 8. Valores Significativamente Diferentes entre LD e DD Obtidos para
Canais Trp na Glandula Suprarrenal, Figado e Tecido Adiposo Marrom e sua

Anélise por Two-away ANOVA

Tecido Gene | Gendtipo Circadian Time DD LD ANOVA
28,07 + 172,14 +
Figado TrpVv1l WT CT14 (S2) p<0,05
15,21 64,84
Adiposo 1,10+ 4,95+
TrpV1l WT CT14 (S2) p<0,01
Marrom 0,23 1,20
525+ 19,22 +
Figado TrpAl WT CT14 (S2) p<0,01
1,11 1,92
1,05+ 17,79 +
Figado TrpAl WT CT2 (S14) p<0,001
0,19 4,87
4,49 + 21,93+
Figado TrpAl KO CT2 (S14) p<0,001
2,43 1,86

3.5. Comparacdo da Expressdo dos Genes do Reldgio em Glandula
Suprarrenal, Figado e Tecido Adiposo Marrom de Mus musculus

Para compararmos a expressao dos genes estudados entre os tecidos, eliminamos
a variavel temporal que vinha sendo utilizada nas andlises anteriores; sendo assim,
temos uma média em 24 horas de dois pontos temporais S2 (sacrificio 2 h ap6s o inicio
das atividades) e S14 (sacrificio 14 h ap6s o inicio das atividades), que justifica os
possiveis altos valores de erro padrdo da média, encontrados nos graficos da Figura 26.

Observamos valores significativos comparando a expressdo do gene Perl de
animais WT nos trés tecidos estudados. Na glandula suprarrenal o gene Perl é
amplamente mais expresso do que no figado e no tecido adiposo marrom em ambas as
condigdes analisadas, DD e LD (Figura 26A e B). N&o foram identificadas diferencas na
expressao do gene Per2 dos animais mantidos em DD, embora a tendéncia de maiores
valores na glandula suprarrenal tenha se mantido (Figura 26C); em LD, a expressdo

desse gene na glandula suprarrenal de animais TrpV1 KO se mostrou fortemente maior
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do que no figado e no tecido adiposo marrom (Figura 26D). A expressao do gene Clock
em animais KO mantidos em DD se mostrou significativamente maior na glandula
suprarrenal do que no figado (Figura 26E); em LD nenhuma diferenca de expressdo
desse gene entre os tecidos analisados foi constatada (Figura 26F). O gene Bmall, por
sua vez, ndo apresentou diferengas em sua expressao em DD nos diferentes tecidos,
tanto para animais WT quanto para TrpV1 KO (Figura 26G); todavia, em LD, assim
como observado para 0 gene Perl, o gene Bmall se mostrou mais expresso na glandula

suprarrenal do que no figado e no tecido adiposo marrom de animais WT (Figura 26H).
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Figura 26. Expressdo dos Genes do Relégio por PCR Quantitativo em Glandula
Suprarrenal, Figado e Tecido Adiposo Marrom de Animais WT. (A) Perl, animais
mantidos em escuro constante (DD); (B) Perl, animais mantidos em ciclo claro-escuro (12:12
LD). (C) Per2, animais mantidos em DD; (D) Per2, animais mantidos em 12:12 LD. (E) Clock,
animais mantidos em DD; (F) Clock, animais mantidos em 12:12 LD. (G) Bmall, animais
mantidos em DD; (H) Bmall, animais mantidos em 12:12 LD. Os valores sdo apresentados
como a média (n = 6 — 10) + EPM de expressdo de Perl, Per2, Clock e Bmall normalizados
pelo RNA 18S e expressos relativos ao menor valor em DD de cada gene. Analise estatistica

utilizada: one-way ANOVA seguida de teste de Tukey.

3.6. Expressdo dos Genes do Relogio e Canais Trp em Glandula
Suprarrenal de Mus musculus Mantidos em Luz Constante

Observamos em luz constante (LL) uma ampla variacdo dos Cts para todos 0s
genes analisados. E sabido que as répidas mudancas no ciclo do sono ou outros efeitos
causados durante um jetlag ou shift work, por exemplo, levam a um desalinhamento de reldgios

circadianos internos. De fato, quando se analisou a expressdo dos genes de rel6gio em
glandula suprarrenal de animais em LL, os dados foram completamente inconsistentes,
até mesmo para o house-keeping gene, RNA 18S (Tabela 9). Uma vez que estes
resultados foram inconclusivos possivelmente devido a alta intensidade de luz a qual os
animais foram expostos, ndo realizamos a analise dos genes do reldgio nessa condicdo
para os demais tecidos.

Tabela 9. Amplificacdo em CTs dos Genes de Reldgio em Glandula Suprarrenal de

Mus musculus Submetidos a Luz Constante (LL)

Amplificacdo em animais submetidos a LL (C+s)

Genes WT S2 WT S14 KO S2 KO S14
Perl 27.17 24.99 40.09 32.25 NA 25 40.02 43.32
Per2 NA 40.7 25.11 35.3 30.52 31.77 23.24 23.92
Clock 33.9 33 25.99 38.27 34.11 28.46 24.52 24.36

Bmall 28.2 25.84 38.12 38.09 39.96 26.04 36.98 31.29

TrpVv1l 31.75 28.75 NA NA NA NA NA NA

TrpAl 32.75 32.05 NA NA 34.70 30.75 NA NA
18S 12.20 10.65 29 28.75 28.9 95 28.2 21.9
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“Descobrir consiste em olhar para o que todo mundo estd vendo e

pensar uma coisa diferente”.
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DISCUSSAO

Em mamiferos, a melanopsina presente na retina é responsavel por detectar a
presenca da luz e promover a sincronizagdo do relégio central no NSQ (Berson et al.,
2002). O arrastamento fotico do NSQ aos ciclos claro-escuro leva a informagéo de luz
aos reldgios periféricos, que sdo insensiveis a luz e, portanto, dependentes de vias
humorais ou neurais para serem sincronizados (Mohawk et al., 2012). Todavia, em
vertebrados ndo-mamiferos, essa via de informacgdo foética pode atuar de forma direta
sobre os relogios periféricos. Estudos em linhagens celulares fotossensiveis de Danio
rerio (zebrafish) revelaram que estimulos luminosos sdo capazes de regular a
transcricdo de genes de reldgio, tanto sincronizando aqueles arritmicos como alterando a
fase dos que oscilam (Vallone et al., 2004; Carr e Whitmore, 2005; Tamai et al., 2005;
Carr et al.,, 2006), demonstrando a independéncia dos osciladores periféricos nesse
grupo.

Um interessante estudo realizado em 2011 por Shen e colaboradores demonstrou
a interacdo de ciclos de luz e temperatura: a detec¢do de temperatura mediada por canais
TRP em Drosophila € dependente de rodopsina. Animais mutantes sem rodopsina,
mantidos em escuro constante, perderam a capacidade de discriminar a temperatura,
sendo que a termossensibilidade foi restaurada pela transfeccdo do fotopigmento
melanopsina que, como citado anteriormente, participa diretamente da percepcéo de luz
e sincronizag&o do reldgio central em mamiferos.

Considerando estas duas importantes constatacGes, percepc¢do de luz exclusiva
pela retina e percepgdo de temperatura aliada a opsinas, identificamos a linhagem de
células B16-F10 Perl::Luc como um modelo promissor para o estudo de luz e
temperatura em relogios periféricos. As celulas B16-F10 sabidamente expressam
rodopsina (Lopes et al., 2010) e, recentemente, identificamos em nosso laboratorio a

expressao do RNAmM e da proteina para melanopsina (Moraes et al., 2015)
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Nossos experimentos demonstraram que um pulso de luz azul, com intensidade
de 650 lux, ndo interfere na expressao génica de Perl em células B16-F10 Perl::Luc.
Dados de PCR quantitativo de nosso laboratério demonstraram que um pulso de luz
branca (650 lux) por 15 min também n&o foi capaz de sincronizar a expressdo dos genes
Perl, Clock, Bmall e Cryl em células B16-F10 e em células Melan-A; entretanto,
parece haver um aumento da transcricdo de Perl 30 h apds o pulso de luz branca em
células B16-F10 (Assis et al., 2015). Esses dados corroboram nossos resultados
mostrados aqui, uma vez que nesse modelo a luz ndo atua como uma importante pista
para sincronizacdo da magquinaria, mas pode atuar na promog¢do de outros eventos
fisioldgicos, como a regulacdo da producdo de melanina. Recentemente foi demonstrada
uma répida producdo de melanina em células em cultura da pele de humanos em
resposta a radiacdo UVA, com provavel participacao da rodopsina (Whicks et al., 2011;
Bellono et al., 2013).

Nossos dados com temperatura, por sua vez, demonstraram que um pulso de
39,5° C foi capaz de promover a sincronizacdo dessas células em DD, imprimindo um
ritmo circadiano que ndo foi observado no controle. Células, quando colocadas em
cultura, perdem o acoplamento umas com as outras e por isso apresentam-se em livre
curso na auséncia de uma pista sincronizadora. Observamos claramente por meio do
registro da bioluminescéncia que, em condi¢des constantes, a expressdo de Perl
encontra-se arritmica, uma vez que em cada placa de cultura foi observado um periodo
diferente. Dessa forma, o pulso de temperatura propiciou que as células em cada placa
entrassem em fase umas com as outras, e com as populacées celulares das outras placas,
e assim as culturas de todas as placas passassem a apresentar um periodo dentro da faixa
do circadiano, o que ndo foi observado apos o estimulo fotico.

Em homeotermos, as respostas sao espécie-especificas e apresentam grande

variabilidade individual. Mamiferos ndo ajustam sua temperatura corporal a ciclos de
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temperatura ambiente, uma vez que eles possuem um sistema de compensacdo de
temperatura, onde termo-receptores presentes em 6rgaos internos, na pele e no cérebro,
garantem o ajuste da temperatura interna. Atraves de sinais enviados pelos termo-
receptores para centros de termorregulacdo, localizados na é&rea pré-optica do
hipotalamo anterior, mecanismos de feedback promovem perda de calor e/ou a produgédo
de calor, resultando em pequenas variacbes da temperatura (Romanovsky 2007),
mantendo a temperatura corporal desses animais sempre ajustada. Contudo,
experimentos in vitro mostraram que, ao contrario do que é visto em relégios centrais,
ciclos de temperatura externa podem manter o ritmo de expressdo de genes de reldgio
em tecidos periféricos. Fibroblastos Rat-1 (Brown et al., 2002) e células de glia em
cultura (Prolo et al., 2005) ajustam a expressao ritmica de genes de relégio em resposta
a ciclos de temperatura externa. Saini e colaboradores (2012) também observaram que,
em fibroblastos de ratos, flutuacGes diarias de temperatura foram capazes de sincronizar
a expressao do gene Per2. De fato, Buhr e colaboradores (2010) deram pulsos de 2,5° C
em oOrgaos como hipofise e pulmdo de camundongo e provaram que a resisténcia ao
arrastamento por temperatura € uma caracteristica somente do reldgio central de
mamiferos, o NSQ, mas ndo de osciladores periféricos. Como mencionado
anteriormente, essa propriedade garante que o NSQ desencadeie ritmos diarios de
temperatura corporal (sem que seja afetado por temperatura ambiente) que, entdo, atuam
como pistas para ajustar o ritmo do relogio periférico existente em cada célula do
organismo, intensificando a sincronizacdo circadiana (Edery, 2010). Contudo, vale
mencionar, que existe um relato de mudanca de fase em curvas de fase/resposta de
neurdnios do NSQ de ratos, in vitro, submetidos a pulsos de temperatura (Ruby et al.,
1999).

Os sensores moleculares que participam na percepcdo das variacdes térmicas

para regular a atividade circadiana ainda s@&o um enigma (Lee e Montell, 2013).
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Contudo, mesmo que ainda ndo saibamos a via que leva a informagdo de temperatura
para os reldgios periféricos de mamiferos, nossos experimentos com a linhagem
transgénica B16-F10 de Mus musculus nos permitem inferir que de alguma forma a
temperatura é capaz de promover a sincronizacao celular.

Embora o ritmo circadiano seja gerado pelo NSQ em mamiferos (Lehman et al.,
1987), as proteinas de reldgio sdo amplamente expressas por todo o corpo (Abraham et
al., 2006). Em diversos 6rgdos, como coracdo, pulmdo, rim, muasculo esquelético,
glandula suprarrenal, pele e figado, sua expressdo ocorre de forma circadiana
(Sakamoto et al., 1998; Zylka et al., 1998; Yamazaki et al., 2000; Stokkan et al., 2001).
Além disso, a expressao de genes de reldgio tem sido demonstrada também em células
em cultura (Balsalobre et al., 1998; Whitmore et al., 2000), isso porque cada célula
individual possui maquinaria molecular funcional. No entanto, o0 NSQ é fundamental
para organizagdo desses ritmos, bem como para estabelecer a mesma fase entre 0s
varios relégios periféricos (Kornmann et al., 2007). Luz e temperatura sdo as duas
pistas temporais mais relevantes para resetar o relégio enddgeno, ainda que,
relativamente, pouco se saiba sobre a regulagédo circadiana por temperatura (Ki et al.,
2015), aparentemente, esses dois zeitgebers trabalham juntos para manter os ritmos
circadianos (Yoshii et al., 2009). Nos mamiferos, alteracdes de temperatura provocam
acOes termorregulatorias que podem influenciar até no comportamento do animal, e uma
falha na termorregulacéo pode causar uma desorganizacao interna levando a prejuizos a
satde do individuo (Bouchama e Knochel, 2002; Brown et al., 2012). Logo, embora a
temperatura externa seja um sinal fraco para sincronizar os relogios periféricos (Saini et
al., 2012), a temperatura interna atua como um importante agente sincronizador nesses
relogios (Buhr et al., 2010), concordando com 0s nossos resultados demonstrados em

células transgénicas B16-F10.
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Com base nessas informagdes, hipotetizamos que a informacéo de luz percebida
via melanopsina na retina, levaria a regulacdo da temperatura circadiana pelo NSQ, e a
temperatura corporal, por sua vez, poderia atuar como uma pista interna para a
sincronizacao dos tecidos periféricos.

Dados obtidos pelo nosso laboratério apontam para a importante participacéo do
canal TRPV1 no controle da temperatura corporal (Moraes et al., 2015), assim como
indicam diversos outros estudos (Caterina et al., 2000; Caterina, 2007; Gavva et al.,
2008; Mills et al., 2008). Em nossos experimentos, animais WT e TrpV1 KO tiveram
sua temperatura corporal média monitorada durante o periodo de atividade: observou-se
que 0s animais que ndo expressavam esse canal mantinham por mais tempo as altas
temperaturas, que por vezes, podem ser nocivas a eles. Adicionalmente também foi
observado que animais TrpV1l KO apresentaram uma diminuicdo da atividade
locomotora. Garami e seus colaboradores (2011), usando camundongos WT e TrpV1
KO, fizeram a mesma constatacdo em relacdo ao aumento da temperatura corporal em
animais nocaute para TrpV1. Entretanto, no que se refere a atividade locomotora,
contrario aos nossos resultados, eles observaram um aumento da mesma em animais
TrpV1 KO. Por outro lado, em aparente contradicdo com seus proprios resultados, eles
constataram uma diminuigdo significativa na atividade locomotora usando um
antagonista para TRPV1 em animais WT. Existem, ainda, trabalhos que mostram que a
auséncia de TrpV1 ndo acarreta mudancas na atividade locomotora (Caterina et al.,
2000; Davis et al., 2000; Marsch et al., 2007). Contudo, uma vez que a atividade
locomotora aumenta a temperatura corporal e na auséncia de TrpV1 tenhamos uma
maior exposicdo as altas temperaturas, nos parece uma alternativa razoavel a diminuicao
da atividade, para que assim, se diminuam também, os efeitos desastrosos das altas

temperaturas ao metabolismo.
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Verificamos, também, em alguns tecidos periféricos, se a expressdo dos genes
do relégio seria afetada pela auséncia do canal TRPV1, acordando com a nossa hipétese
citada anteriormente, de que o controle da temperatura corporal atuaria como uma
eferéncia do reldgio central aos periféricos. Com isso, observamos que na glandula
suprarrenal de animais mantidos em DD, Perl, Per2, Clock e Bmall aparentam ser
constitutivos. J&, sob influéncia da alternéncia claro-escuro, a expressdo do gene Per2
apresentou-se aumentada em animais TrpV1 KO no inicio da fase de atividade quando
comparada temporalmente com a expressdo na fase clara, estabelecendo um padréo
oscilatério. Horta (2015) constatou que, na suprarrenal de ratos, a dessensibilizacdo do
TRPV1 aboliu o perfil ritmico de expressdo de Perl e Bmall, e o blogueio do canal
aumentou a expressdo de Perl neste tecido. Entretanto a analise por PCR quantitativo
foi realizada 1 hora apds o tratamento com o antagonista, sendo esse um tratamento
agudo, enquanto que em animais nocautes, a auséncia do canal é crbnica, podendo levar
a compensagdes durante o desenvolvimento. Adicionalmente, injecdo de antagonistas in
vivo ndo garante a supressao total do canal, em contraposi¢cdo ao seu nocaute. Embora
nossos resultados ndo apresentem um perfil ritmico para os genes do relégio na
suprarrenal, essa glandula tem sido considerada um tipico oscilador periférico, uma vez
que projecdes do NSQ alcancam-na e submetem seu funcionamento a um padréo
circadiano. Em adicdo, a suprarrenal também abriga componentes moleculares da
maquinaria do relégio biologico, o que poderia levar a crer que a regulacdo da atividade
de biossintese dos corticoides bem como a regulacdo da sensibilidade a estimulos
humorais, como por exemplo, o ACTH, estariam sob controle do relégio intrinseco a
glandula (Oster et al., 2006; Dickmeis, 2009). Em condigdes constantes, Oster e
colaboradores (2006) detectaram que, na suprarrenal de camundongos, mais de 1500
genes sdo ritmicamente expressos, sendo que os genes de reldgio Bmall, Per2, Per3 e

Cryl e os genes controlados pelo relogio, Rev-erba, Dbp e Tef, apresentam uma
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oscilacdo fortemente demarcada, de grande amplitude. Acreditamos que a auséncia de
ritmo na expressdo dos genes estudados em nosso trabalho se justifique por terem sido
analisados apenas dois pontos temporais, de forma que, caso haja realmente uma
oscilacdo, 0 aumento ou diminuicdo significativo da expressao esteja em outros pontos
ndo analisados. Zhang e colegas (2014), ao classificarem a robustez da expressdo de
genes de relogio em 6rgdos considerados importantes reldgios periféricos, apontaram
que a suprarrenal apresenta a mais baixa amplitude de oscilagcdo dos genes circadianos
quando comparada ao figado, rim, pulmdes, tecido adiposo marrom e coracdo. O figado
foi identificado, neste estudo, como o tecido que apresenta a maior quantidade de genes
com padrdes ritmicos de transcri¢do: foram identificados 3186 genes circadianos no
figado, os quais representam 16% de todos os 19788 genes analisados, enquanto que
para a suprarrenal esse percentual é de somente 5% (Zhang et al., 2014).

Em nossos resultados, observamos no figado um perfil oscilatério na expressdo
de quase todos os genes estudados; a excecdo foi o gene Clock que se apresentou
constitutivo. Perl apresentou variacdo apenas em DD, onde se verificou,
temporalmente, uma diminuicdo significativa de sua expresséo na fase clara subjetiva;
também é possivel afirmar que, em ciclo claro-escuro, a expressao de Perl em animais
WT estd diminuida durante a fase escura. No estudo de Sakamoto e colaboradores
(1998), a analise por Northern blot demostrou que, em ratos mantidos em LD (12:12),
Per2 tem expressao ritmica no figado, sendo o pico na fase escura , semelhantemente
aos nossos resultados com camundongos. Tanto animais WT quanto TrpVl KO
apresentaram diferencas significativas na expressdo desse gene em comparagdo
temporal (S2 e S14). O gene Bmall apresentou um perfil ritmico tanto em DD quanto
em LD, de modo que sua expressdo aumentou significativamente na fase de repouso,
em ambos o0s gendtipos (WT e TrpVl KO), alem de apresentar uma diferenca

significativa em seus transcritos, entre animais WT e TrpV1 KO, na fase clara (S14).
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Apos a dessensibilizacdo do canal com agonista do canal TRPV1, Horta (2015) revelou
que, no figado de rato, o perfil ritmico da expressdo de Perl é abolido e o perfil de
Bmall se mantém, embora com um valor de pico aumentado. J& o bloqueio do canal
com o antagonista AMG-517 ndo alterou a expressdo de Perl e aumentou os niveis de
Bmall. Mais uma vez, nossos resultados diferem parcialmente daqueles de Horta,
ressaltando a diferenca entre os dois modelos — blogueio de TRPV1 ou sua remogéo por
nocaute. Entre os reldgios periféricos, o controle da maquinaria no figado é um dos
mais importantes, visto que este 6rgdo desempenha um papel central no metabolismo e
na producdo de energia, afetando de forma significativa o estado fisiolégico do
organismo inteiro (Ribas-Latre et al., 2015). Por exemplo, o figado é o principal local
de metabolismo intermediério, incluindo a sintese e degradacao de colesterol (Edwards
et al., 1972), bem como a regulacdo da homeostase da glicose (Lamia et al., 2008). De
fato, 10% de todas as transcricGes e 20% de todas as proteinas deste tecido estdo sob
regulacdo do sistema circadiano (Reddy et al., 2006), ressaltando a importancia da
maquinaria presente neste 6rgao. Além disso, o figado pode ter seu relogio facilmente
controlado pelo ritmo de ingestdo de alimento (Damiola et al., 2000), chegando até a se
desacoplar do NSQ (Landgraf et al., 2015).

Analisando o tecido adiposo marrom, nossos resultados demonstraram que todos
0S genes que analisamos sdo ritimicamente expressos; de fato, Zhang e colaboradores
(2014) identificaram no tecido adiposo marrom de camundongo, 1400 genes expressos
circadianamente, cerca de 8% de todos os genes analisados. Nossa analise se iniciou
com a UCP1, uma molécula chave na termogénese do tecido adiposo marrom
(Yoneshiro e Saito, 2013), cujo gene apresentou expressdo constitutiva em DD e
oscilagdes ritmicas quando em LD. Identificamos que, em animais nocaute, ocorre uma
diminuicdo significativa da transcricdo no inicio do periodo de atividade, gerando

diferencas tanto entre genotipos (animais WT na mesma fase), como temporalmente
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(animais nocaute na fase de repouso). Semelhantemente aos nossos resultados através
de gPCR para o tecido adiposo marrom, Yamashita e colegas (2008) verificaram por
Northern Blot, em ratos mantidos em LD, que na presenca de antagonista para o
TRPV1 a expressdo de Ucpl diminui significativamente. E, ainda, também em
concordancia com nossos achados, Iwasaki e colaboradores (2011) identificaram por
Western Blot que, em camundongos mantidos em LD, a fracdo de UCP1 mitocondrial
presente no tecido de animais WT ndo apresenta variacdes. Dessa forma, inferimos que,
de alguma maneira, a auséncia do canal TrpV1l altera a expressdo desse gene,
possivelmente afetando a termogénese nesse tecido. Vale lembrar que a temperatura
corporal nos animais nocautes esta aumentada e, uma vez que temos o canal TRPV1
como sensor de altas temperaturas, variavel importante para o metabolismo do tecido
adiposo marrom, acreditamos que a auséncia do canal impede a correta expressao da
maquinaria envolvida na termogénese, afetando a expressdo de Ucpl. Estudos também
apontam o envolvimento do canal TRPMB8, além do TRPV1 (Yoneshiro e Saito, 2013),
na termogénese deste tecido (Ma et al., 2012); contudo, 0 TRPM8 é responsavel por
perceber baixas temperaturas, 0 que nos permite hipotetizar que, para o bom
funcionamento da maquinaria loca, € necessaria a integridade destes dois canais. N0ssos
resultados com os genes Perl e Per2 corroboram a hip6tese de falha na maquinaria em
animais nocaute, ja que estes genes apresentam variagdes diferentes dos animais WT,
levantando a possibilidade de que Ucpl esteja atuando como um CCG, uma vez que sua
expressao parece depender do correto funcionamento da maquinaria do relogio.

Ainda no tecido adiposo marrom, chama atencdo o aumento na producdo de
RNAmM de Perl em animais WT, durante a fase escura em ciclo claro-escuro, passando-
se a observar uma oscilagdo temporal nesses animais mantidos em LD e uma diferenca
significativa entre animais WT e TrpV1 KO durante a fase de atividade, 0 que néo era

observado em DD. O gene Per2 apresentou variagcbes em seus transcritos para animais
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WT quando submetidos & LD, além de uma dréstica reducdo de expressdo em S2,
induzida pelo ciclo claro-escuro, nos animais TrpV1 KO. Na expressdo do gene Clock,
observa-se uma oscilagéo ritmica apenas em animais TrpV1 KO em LD, provavelmente,
resultado da alta expressdo na fase clara provocada pelo ciclo claro-escuro. O gene
Bmall é expresso com variagdes significativas, em DD para animais WT e em LD na
auséncia do canal TrpV1; em DD também é observada um diferenca entre sua expressao
em animais WT e nocaute durante a fase de claro subjetivo. Em 2006, Zvonic e colegas
demonstraram a robusta expressao ritmica dos genes Npas-2 (andlogo do gene Clock),
Bmall, Perl, Per3, Cryl e Cry2 em tecido adiposo marrom de camundongos mantidos
em LD (12:12), semelhantemente a nossos resultados em animais WT. Os autores
afirmam que a presenca de um relégio circadiano ativo em depdsitos de gordura sugere
a existéncia de um elemento temporal para a regulacdo do tecido adiposo marrom.
Outros estudos identificaram que a disfungdo dessa maquinaria leva a obesidade e a
sindromes metabolicas (Rudic et al., 2004; Turek et al., 2005), demonstrando a
importancia do controle da maquinaria do relégio neste tecido.

Apesar da variacdo encontrada em nossos resultados entre individuos, podemos
ainda afirmar que a suprarrenal, figado e tecido adiposo marrom possuem uma
maquinaria do reldgio tipicamente ativa, e acreditamos que a oscilacdo dos genes de
relogio observada nesses tecidos € expressiva, sugerindo que a presenca do canal
TRPV1 pode ser essencial, variando de acordo com o tecido.

Gavva e colaboradores (2008) demonstraram, tanto em humanos quanto em
ratos, que o bloqueio de TRPV1 leva a hipertermia. Szikszay e colaboradores (1982) ja
destacavam o envolvimento da capsaicina, agonista dos canais TRPV1, no controle da
temperatura interna, demonstrando que sua infusdo induzia uma hipotermia seguida de

um periodo de hipertermia. Mais recentemente, Mills e colaboradores (2008)
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observaram que a dessensibilizacdo dos canais TRPV1 fazia com que 0s animais
perdessem sua capacidade de regular a temperatura interna durante o aquecimento.

Com isso, avaliando a expressdo deste canal nos tecidos estudados neste
trabalho, observamos que, na glandula suprarrenal, TrpV1 ndo apresentou oscilagdo
ritmica em sua expressao. Na literatura, praticamente nenhuma informacéo € encontrada
relacionando a expressdo de TrpV1 em suprarrenal; contudo, Horta (2015) também
verificou a expressdo deste canal em suprarrenal de ratos e, corroborando nossos
resultados, ndo encontrou variagdo em sua expressdo ao longo do tempo. No figado, a
expressdo de TrpV1 ja foi demonstrada em diversas espécies (Vennekens et al., 2008),
sendo que, em ratos, ele apresenta uma oscilacdo ritmica temporal (Horta, 2015). Assim
como o observado em nossos resultados em figado de camundongo em LD, que
mostraram a ocorréncia de um aumento significativo nos trancritos desse canal,
revelando um perfil de expressdo ritmica, com pico na fase de atividade. Existem vérios
estudos que relacionam a variagdo na expressdo do TrpV1 no tecido adiposo marrom,
por exemplo, a obesidade, a resisténcia a insulina e a leptina (Lee et al., 2015), a
termogénese (Yoneshiro e Saito, 2013), a adipogénese (Vennekens et al., 2008), entre
outras. Nossos dados demonstraram que, embora sua expressdo nao seja muito alta, esse
canal é expresso de maneira ritmica em tecido adiposo marrom de camundongos
mantidos em LD. Nos trés tecidos analisados, TrpV1 parece ser constitutivo em DD.
Interessantemente, vemos que o TrpV1, além de ser expresso na glandula suprarrenal,
figado e tecido adiposo marrom, apresenta uma transcrigédo ritmica em animais em LD,
corroborando nossa hipétese de que canais TRP atuam como mediadores da informagéo
de luz que chega ao NSQ e ¢ transmitida aos tecidos periféricos, para sincroniza-los.
Outro estudo que reforca essa interacdo é o de Bellono e colaboradores (2013), onde
eles demonstraram que melandcitos humanos expostos a UVA respondem com uma

producdo rapida de melanina envolvendo um receptor acoplado a proteina G dependente
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de retinal, e que leva a ativacdo do canal TRPAL. Interessantemente, esta via de
fototransducdo é muito similar a via da melanopsina na retina (Hankis et al., 2008),
demonstrando a convergéncia das vias de sinalizacdo para canais TRP e sua relagéo
com reldgios circadianos.

Baseados nesses dados, aliados & informacdo de que TRPA1 participa do
controle de temperatura em Drosophila (Shen et al., 2011) e que pode formar um
heterodimero com o canal TRPV1 originando um terceiro canal, TRPA1V1 (Sadofsky
et al., 2014), analisamos a expressdo de TrpAl em glandula suprarrenal, figado e tecido
adiposo marrom de camundongos WT e TrpV1l KO. Curiosamente, descobrimos que
TrpAl ndo é expresso em tecido adiposo marrom de camundongo, embora a literatura
relate a expressdo deste canal em tecido adiposo marrom de ratos (Yamashita et al.,
2008) e de camundongos, sO que nestes com valores de Ct do gene maiores que 32
(Bishnoi et al., 2013), o que para muitos pesquisadores é considerado como nao
expressao do gene. Na glandula suprarrenal, embora expresso, este canal ndo apresentou
variagdo temporal em sua expressao, seja em DD ou LD, em animais WT ou TrpV1 KO.
No figado, nenhuma diferenca significativa foi observada na expressdao de TrpAl em
DD para ambos 0s genotipos; ja em LD os animais TrpV1 KO apresentaram um grande
aumento da transcricdo de TrpAl na fase de repouso quando comparada a fase de
atividade, além de uma variacdo significativa de sua expressdo entre animais WT e
nocaute na fase de repouso. Essa expressdo diferencial do TrpAl em animais nocaute
poderia indicar uma dindmica de compensacéo do canal TRPAL na auséncia de TRPV1.
Chen (2015) afirma que o canal TRPAL tem a capacidade de ganho ou perda de
sensibilidade térmica de acordo com o acoplamento com outros canais TRP, como 0
TRPV1 e o TRPMS. De fato, Sadofsky e colaboradores (2014) propdem que essa co-

expressao de TRPAL e TRPV1 na mesma célula pode alterar completamente a resposta
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destes canais, chegando até a modificar o perfil de acdo de agonista para antagonista e
vice-versa.

Surpreendentemente, nossos resultados em animais submetidos a luz constante
se mostraram completamente inconsistentes, até mesmo para o house-keeping gene,
RNA 18S. Todavia, sabe-se que as rapidas mudancas no ciclo do sono ou outros efeitos
causados durante um jetlag ou shift work, por exemplo, levam a um desalinhamento de
relégios circadianos internos. E, acredita-se que o0s glicocorticoides, hormonios
produzidos na glandula suprarrenal, estejam envolvidos com a adaptacdo do sistema
circadiano frente a estas condi¢bes adversas sob o ponto de vista cronobioldgico
(Leliaviski et al., 2014). Desta maneira, podemos inferir que possivelmente o estresse
causado pela luz constante, por causar a arritmia no relégio central, levou a total
desequilibrio da transcri¢do e consequentemente tradugdo de, ndo sé genes de relégio,
mas inimeros outros genes do animal.

Considerando os achados discutidos neste trabalho sobre o envolvimento dos
canais TRP em resposta a luz e temperatura, acreditamos ter fortalecido nossa hipotese
inicial da participacdo direta desses canais, sobretudo TRPV1, na mediacdo da
sincronizacdo dos tecidos periféricos via relégio central, principalmente ap6s
demonstrarmos que tecidos periféricos sdo sincronizados por alteracdes de temperatura
e, assim, destacado a importancia de mais estudos que elucidem detalhadamente este

envolvimento.
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“A persisténcia é o menor caminho para o éxito.”

Charles Chaplin



CONCLUSOES

Os dados apresentados nesse trabalho nos permitem concluir que as células B16-
F10 Perl::Luc, tecido periférico de mamifero, possuem a capacidade de ajustarem a
expressdo do gene Perl por meio de um pulso de temperatura com duracdo de 1 h e
2,5°C acima da temperatura de manutencéo.

Acreditamos ter fortalecido nossa hipotese de que a luz sinaliza aos tecidos
periféricos atraveés de uma via indireta, onde canais TRP atuam como mediadores da
informacdo de luz que chega ao NSQ e é transmitida aos tecidos periféricos, para
sincroniza-los, uma vez que demonstramos o envolvimento do canal TrpV1 na
expressdo dos genes do reldgio Perl, Per2, Clock e Bmall em glandula suprarrenal,
figado e tecido adiposo marrom de camundongos submetidos in vivo a diferentes
protocolos de iluminacdo. Verificamos também que o gene Perl é mais expresso em
suprarrenal do que em figado e tecido adiposo marrom de Mus musculus.

Destacamos a expressdo diferencial do TrpAl em figado de animais TrpV1 KO,
indicando existir uma dinamica de compensacdo do canal TRPA1l na auséncia de
TRPV1; bem como a expressdo diferencial de Ucpl, também em animais nocaute,
sugerindo uma falha na maquinaria local do tecido adiposo marrom na auséncia do
canal.

De modo geral, nossos achados contribuem de forma significativa para o
entendimento da sincronizagcdo de tecidos perifericos de mamiferos, por luz e

temperatura.
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