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RESUMO 

 

As oscilações diárias de temperatura do ambiente atuam fortemente promovendo 

mudanças no metabolismo e atividade termogênica do tecido adiposo marrom (BAT) de 

mamíferos. A ação dos hormônios peptídeos natriuréticos (NPs) e seus respectivos 

receptores (NP-A, NP-B e NP-C) leva à modulação da atividade termogênica 

promovendo aumento na expressão de Ucp1e outros genes de metabolismo lipídico e 

mitocondrial no BAT. Com o intuito de explorar o papel do canal TRPA1 nessas respostas 

ao desafio de frio, investigamos tanto em animais WT C57Bl/ 6J como em nocautes para 

Trpa1 (KO) o efeito da temperatura de 22°C em comparação com a termoneutralidade 

(30oC + 1) sobre a expressão de genes temporizadores circadianos Per1 e Bmal1, genes 

de receptores de NPs (Npra, Nprb e Nprc), níveis dos hormônios ANP e BNP plasmáticos, 

bem como dos genes participantes da atividade termogênica e metabolismo lipídico 

(Ucp1, Pgc1α, Prdm16, Lcad, Cidea, Cpt1α) no BAT de animais dos dois genótipos. 

Inicialmente, determinamos a zona de termoneutralidade e o peso corporal em 

camundongos após duas e quatro semanas. Verificamos que a temperatura de 30oC está 

inserida na zona termoneutra e passamos a usá-la como controle para os dois genótipos. 

Quanto ao peso corporal, o mesmo não foi alterado em nenhuma das condições 

experimentais exceto nos animais nocautes para o canal Trpa1 submetidos a 22oC que 

apresentaram menor ganho de peso em comparação aos animais Trpa1 KO mantidos em 

30°C ou WT desafiados a 22°C. Como esperado, os genes Per1 e Bmal1 oscilam em 

antifase, com picos respectivamente na fase escura e na fase clara, na termoneutralidade. 

A ausência do canal TRPA1 não parece afetar esse padrão, porém animais Trpa1 KO 

tiveram níveis reduzidos do gene Per1 após serem expostos por duas semanas em 

temperatura de 22°C em relação aos animais mantidos em 30 °C. Os resultados mostraram 

que nos animais submetidos a 22oC por 2 semanas, houve diminuição dos transcritos dos 

três subtipos de receptores de NPs e, curiosamente, a expressão de Nprc aumentou após 

4 semanas a 30oC. Ainda mais, os níveis plasmáticos de BNP a 22oC permaneceram 

inalterados nos animais nocautes para Trpa1, ou até diminuíram nos WT, em comparação 

com 30oC. Estes níveis só aumentaram em ambos os genótipos quando o desafio foi agudo 

a 10oC, levantando a questão se é o extremo ou é a duração do estímulo que evoca a via 

dos NPs. Quanto a via termogênica, somente Ucp1 e Lcad tiveram níveis aumentados em 

ambos os genótipos após 2 semanas a 22oC, enquanto vários componentes, Prdm16, 



 

 

Cidea, Cpt1, mostraram forte aumento de ranscritos nos animais nocautes para canais 

Trpa1.  

Palavras chave: Mus musculus, Canais TRPA1, Peptídeos Natriuréticos, Temperatura, 

Termogênese. 

 

ABSTRACT 

 

The daily environmental temperature oscillations promote strong changes in 

metabolism and thermogenic activity of the brown adipose tissue in mammals. The 

natriuretic peptides (NPs) and their receptors (NP-A, NP-B and NP-C) modulate 

thermogenic activity through the induction of Ucp1 expression and other genes related to 

lipid and mitochondrial metabolism in BAT. Aiming to explore the role of TRPA1 

channel in cold-evoked responses, we investigated, in WT C57Bl/ 6J and knockout Trpa1 

(KO) mice, the effect of 22oC exposure on the expression. of the clock genes Per1 e 

Bmal1, the receptor genes Npra, Nprb and Nprc, the blood levels of ANP and BNP, as 

well as the genes involved in the thermogenic activity and lipid metabolism (Ucp1, 

Pgc1α, Prdm16, Lcad, Cidea, Cpt1α) in both genotypes’ BAT. Initially, we determine 

the thermoneutrality range and the body weight after two and four weeks. 30oC is within 

the neutral temperature range and, therefore, we used it as the control for both genotypes. 

As to body weight, it did not change under any of the experimental conditions, except for 

the Trpa1 KO animals submitted to 22oC, which gained less weight as compared to the 

same genotype at 30°C or to WT at 22°C. As expected, the clock genes Per1 e Bmal1 

oscillated in antiphase, peaking in the dark and light phase, respectively in the 

thermoneutral temperature. The lack of the TRPA1 channel seems not to affect this 

pattern; however, Trpa1 KO mice had a reduction in Per1 mRNA after exposure to 22°C 

for two weeks as compared to the animals in thermoneutrality. Our results demonstrated 

that in the animals subject to 22oC for 2 weeks, there was a decrease of transcripts of all 

three subtypes of NP receptors and, curiously, Nprc expression. increased after 4 weeks 

at 30oC. Furthermore, BNP plasma levels at 22oC remained unaffected in Trpa1 knockout 

animals, or even diminished in WT, in comparison with 30oC. These concentrations 

increased in both genotypes only after an acute 10oC challenge. Raising the question 

whether the stimulus extreme or its duration triggers the NP pathway. As to the 

thermogenic pathway genes, just Ucp1 and Lcad transcripts increased in both genotypes, 



 

 

whereas several components of the pathway, Prdm16, Cidea, Cpt1, were remarkably 

increased in the Trpa1 channel knockouts.  

Keywords: Mus musculus, TRPA1 Channels, Natriuretic Peptides, Temperature, 

Thermogenesis. 

 

GRAPHICAL ABSTRACT 

 

 

 

Graphical abstract. Esquema do efeito do desafio de temperatura de 22°C sobre a regulação da 

atividade termogênica e metabolismo lipídico no tecido adiposo marrom (BAT, brown adipose tissue) 

de camundongos WT e Trpa1 KO expostos a 22°C após duas semanas. Setas maiores indicam uma 

maior participação do eixo na termogênese; maior expressão de genes entre os genótipos expostos a 

22°C. A sinalização via ANP e BNP e seus respectivos receptores no BAT não contribui para resposta 

termogênica ao desafio de frio ambiental de 22°C no BAT. 
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 INTRODUÇÃO 

 

 

1. Desafios de temperatura e ajustes termorregulatórios  

 

O ambiente impõe sobre os organismos importantes fatores de pressão seletiva, 

seja por oscilações de parâmetros abióticos (temperatura, luz, umidade) ou bióticos 

(disponibilidade de recurso energético, interações comportamentais inter e/ou 

intraespecíficas) (Porter & Gates, 1969). Dessa forma, a homeostasia do organismo é 

constantemente desafiada, porém em respostas a tais desafios ajustes são induzidos nos 

diferentes sistemas fisiológicos em associação com mudanças nos padrões 

comportamentais evitando assim efeitos deletérios (Terrien et al., 2011). 

A temperatura representa um fator determinante para a distribuição ecológica, 

manutenção e sobrevivência de muitos organismos. Fisiologicamente, possui uma íntima 

relação com desenvolvimento, crescimento, maturação sexual, taxa metabólica, além de 

desenvolvimento de patologias (Gates, 2012).  

Em animais homeotérmicos, como mamíferos e aves, a temperatura corpórea é 

ajustada dentro uma estreita faixa, independente das flutuações de temperatura do 

ambiente. Dessa forma, a temperatura corporal média é ajustada e corrigida frente a 

variação de temperatura ambiental percebida nos centros termorregulatórios localizados 

na região do  hipotálamo anterior pré-óptico, desencadeando respostas comportamentais 

e autônomas (Romanovsky, 2007). Essa regulação homeostática da temperatura é 

permitida graças a mecanismos de feedback que controlam a perda e a produção de calor, 

que se refletem em pequenas variações de temperatura em torno da média defendendo o 

limiar ideal ao funcionamento do organismo.   

Além disso, as oscilações moleculares da maquinaria do relógio de forma 

circadiana permitem a regulação das flutuações diárias da temperatura, agindo nos centros 

termorregulatórios do cérebro. Sabe-se que durante a fase de atividade, a temperatura 

corporal aumenta, e que decresce à medida que se avança a fase de repouso (Refinetti & 

Menaker, 1992).  Basicamente ajustes de termorregulação envolvem termorreceptores 

centrais, periféricos e um sistema de condução eferente associado a um controle central 

(hipotálamo e outras partes do cérebro) que integra os impulsos elétricos desencadeando 

https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/hypothalamus
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2212877813000483#bib1
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respostas eferentes em relação ao frio (vasoconstricção, termogênese) ou calor 

(vasodilatação ativa). 

São descritos dois tipos de termogênese: a termogênese obrigatória resultante da 

atividade muscular e a termogênese adaptativa que também é descrita como termogênese 

facultativa. A termogênese adaptativa é responsiva a baixas temperaturas e ou dieta 

hiperlipídica (Rothwell & Stock, 1979; Feldmann et al., 2009; Luijten et al., 2019). Em 

camundongos, a resposta aguda ao frio são tremores seguidos por termogênese adaptativa 

para a manutenção da temperatura corporal. (Cannon & Nedergaard, 2004) garantida por 

mudanças fisiológicas nos tecidos adiposos.  

O tecido adiposo é classificado em duas categorias segundo sua composição: 

tecido adiposo marrom (BAT) formado por adipócitos multiloculares, maduros, células 

vasculares-estromais (células precursoras mesenquimais, pré-adipócitos, fibroblastos e 

células do sistema imune), vasos sanguíneos, linfonodos e nervos e distribuído 

heterogeneamente na região interescapular, pescoço, axilas e abdômen de camundongos. 

Os adipócitos são caracterizados por serem ricos em mitocôndrias e por possuírem 

capacidade termogênica devido à presença de proteínas desacopladoras 1 (UCP-1), bem 

como de possuir alta capacidade de captação e oxidação de ácidos graxos e glicose. Por 

sua vez, o tecido adiposo branco (WAT) é formado basicamente por adipócitos 

uniloculares, contém densidade mitocondrial e capacidade oxidativa baixas e, segundo a 

sua distribuição no corpo, está classificado em tecido adiposo subcutâneo localizado na 

hipoderme e tecido adiposo visceral localizado na cavidade abdominal envolvendo 

diversos órgãos, como gônadas e rins (Bartelt et al., 2011; Carobbio et al., 2013; Rosell 

et al., 2014). Em humanos, o BAT está presente principalmente em recém-nascidos tendo 

como principal função manter a temperatura corporal e por muito tempo acreditava-se 

que em adultos não existisse (Astrup et al., 1985). No entanto já foram demonstradas a 

presença e a contribuição desse tecido em humanos adultos (Nedergaard et al., 2007). 

Evolutivamente a abundância do BAT ao nascimento, tanto em roedores quanto em 

humanos, baseia-se na manutenção eficaz da temperatura corporal após uma redução 

abrupta na temperatura ambiental, e semelhantemente aos roedores, a atividade 

termogênica no BAT de humanos também é induzida pelo frio (Nedergaard et al., 2007; 

van Marken Lichtenbel et al., 2009; Marlatt, 2017; Straat et al., 2021). 

O BAT e o WAT representam órgãos importantes na garantia de funções diversas 

associadas ao ajuste homeostático do metabolismo, ações como regulação termogênica, 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/thermogenesis
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armazenamento de energia, ações endócrina e imune são descritas na literatura (Farmer, 

2009; Moulin et al, 2009; Wajchenberg et al, 2009; Friedman, 2019). É destacada a 

importância de BAT como importante órgão envolvido na produção de calor, produção e 

secreção de IGF-1(Insulin-like growth factor 1) e FGF21 (Fibroblast growth factor 21) 

(Cannon & Nedergaard, 2011; Villarroya et al., 2013). Por sua vez funções do WAT estão 

envolvidas na preservação da temperatura corporal como isolante térmico, 

armazenamento de energia, ação endócrina, produzindo e secretando adipocinas como 

leptina e mediadores pro-inflamatórios como TNF-α e IL-6 (Fonseca-Alaniz, et al, 2007).  

Estudos dos processos metabólicos no WAT evidenciam existência de um terceiro 

tipo de tecido adiposo, o tecido adiposo bege (Scheja & Heerem, 2016), resultante de 

processos de caquexia, estresse térmico e outros estímulos que levam ao seu 

escurecimento (browning) (Petruzzelli et al., 2014; Sidossis et al., 2015). A variação no 

tecido celular do WAT é dependente de sua localização, espécie animal e presença de 

patologias como distúrbios metabólicos diversos, obesidade, caquexia, dentre outras 

(Hausman et al., 2001; Gesta et al., 2007). 

Termogênese por tremor é bastante difundido em aves e mamíferos, porém a 

termogênese sem tremor é pouco evidenciada em aves e amplamente comum em 

mamíferos (Cannon & Nedergaard, 2011). A termogênese sem tremor ocorre nas 

mitocôndrias, especificamente na membrana interna mitocondrial. Canonicamente é 

descrita a modulação desse ajuste via sistema nervoso simpático, levando a liberação de 

epinefrina estimulando um aumento na taxa de oxidação lipídica, uma vez que ocorrendo 

a metabolização lipídica, ácidos graxos tornam-se disponíveis, substratos essenciais para 

que o desacoplamento aconteça no BAT, promovendo assim um aumento na taxa de calor 

produzido (Cannon & Nedergaard, 2011). 

O ajuste termogênico ocorre através de uma regulação complexa de diversos 

genes, enzimas e proteínas possibilitando a disponibilidade de substratos em prol do pleno 

funcionamento de UCP1. É bem estabelecido na literatura que, em resposta ao desafio de 

baixas temperaturas ambientais, sensores periféricos captam a informação e a direcionam 

até o hipotálamo, onde é integrada desencadeando uma resposta simpática. As 

catecolaminas liberadas ligam-se a receptores β-adrenérgicos tipo 3 (β3-AR) no BAT, 

estimulando a proteína G estimulatória (Gs) que ativa a enzima adenilil ciclase 

promovendo assim o aumento dos níveis de AMPc intracelular. Este, por sua vez, 

estimula a atividade de proteína quinase A, PKA, que fosforila a lipase hormônio-sensível 
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(LHS) promovendo a hidrólise de triglicerídeos, que serão transportados para o interior 

da mitocôndria por ação da proteína carnitina palmitoil-transferase tipo 1(CPT1). PKA 

também fosforila proteína ligante de resposta a AMPc, CREB, fator de transcrição que 

regula a expressão Ucp1, culminando na produção de calor desacoplado na mitocôndria 

(Cannon & Nedergaard, 2004; Collins et al., 2010). 

De onde vem essa energia que é convertida em calor? A termogênese ocorre 

porque a UCP1 permite a reentrada de prótons contra gradiente de concentração na matriz 

mitocondrial e desacopla a respiração da produção de ATP. Essa proteína de 33 kDa, 

característica de BAT, é um carreador de prótons e localiza-se na membrana interna das 

mitocôndrias. UCP1 desacopla a cadeia respiratória da produção de ATP, convertendo a 

energia metabólica em calor. Com isso, há maior produção de calor, aumento na oxidação 

de substratos, no consumo de O2 e produção de CO2 e redução na produção de ATP 

(Ježek, 1998) (Figura 1).  

 

Figura 1. Esquema de produção de calor por desacoplamento mitocondrial. Diferentes complexos 

de fosforilação oxidativa em tons de vermelho (complexo I, II, III, IV), em roxo (coenzima Q), 

em azul (citocromo C), em rosa (ATP sintase), em verde a proteína desacopladora (UCP1). Setas 

indicam o sentido de transporte dos ions H+. Adaptado de Balaban et al., 2005. 

Atualmente são descritas pelo menos 5 proteínas UCP em diferentes órgãos: 

UCP1 envolvida na atividade termogênica (BAT e no browning do tecido adiposo branco, 
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WAT). A UCP2 é descrita como abundante em células tronco, câncer e células do sistema 

imunológico no cérebro, distribuição está apoiada por vários estudos (Pecqueur et al., 

2009; Yu et al., 2013; Rupprecht et al., 2012 , 2014; Hilse et al., 2018). UCP3 é abundante 

no tecido muscular, cardiomiócitos e BAT, onde se tem demonstrado uma íntima relação 

entre a expressão do gene Ucp3 com o metabolismo lipídico em resposta a dieta e 

exposição ao frio (Matsuda et al., 1997; Millet et al., 1997; Weigle et al., 1998; Cadenas 

et al., 1999). 

 A expressão de UCP3 em resposta aos níveis de ácidos graxos sustenta o conceito 

do seu envolvimento na regulação do metabolismo celular, originalmente proposto para 

UC2 e UCP4 (Rupprecht et al., 2014). Em contraste, a proteína UCP4 é abundante em 

células altamente ativas porém com baixo potencial de proliferação, dependentes de um 

fornecimento estável de glicose, como neurônios e células sensoriais ( Liu et al., 

2006; Smorodchenko et al., 2009 , 2011 , 2017; Rupprecht et al., 2014 ) 

 

2. Canais de potencial receptor transiente – TRPs. 

 

Os canais de potencial receptor transiente (TRP) são canais catiônicos geralmente 

independentes de voltagem, possuem conformação tetrâmera e com unidades compostas 

por seis alças transmembrânicas, e são responsáveis por sensações mecânicas, térmicas e 

químicas (por exemplo, nocicepção, toque, sabor, olfação e sensação térmica) (Voets et 

al., 2005; Oancea et al., 2009; Nilius & Flockerzi, 2014). São descritos vários tipos de 

canais agrupados por homologia: TRPC (canônica), M (melastatina), V (ligação 

vanilóide), A (repetição de ankirina), P (policistina) e ML (mucopolipina) (Ramsey et al., 

2006). Com exceção de TRPM4 e TRPM5 que são permeáveis apenas a cátions 

monovalentes, todos os demais possuem permeabilidade ao Ca2+ (Liao et al., 2013). 

Muitos dos canais TRPs são descritos como termossensíveis exibindo variações nos 

padrões de ativação frente a oscilações de temperatura (Pertusa et al., 2012), embora 

compostos naturais também possam alterar seu funcionamento (Palazzo et al., 2013). Os 

canais TRPV1-4, TRPM2-5 são ativados por calor, enquanto TRPM8, TRPA1 e TRPC5 

são ativados por frio (Pertusa et al., 2012; Fowler & Montell, 2013) (Figura 2). 

Todos os canais TRPs possuem múltiplos sítios de interação ativados e regulados 

por fosforilação pelas proteínas quinases A (PKA) e C (PKC), com domínios de 

reconhecimento para fosfatidil inositídeo 3-quinase SH2 (Bevan et al., 2014). Sua 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2019.00470/full#B117
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2019.00470/full#B117
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2019.00470/full#B116
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2019.00470/full#B158
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2019.00470/full#B128
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2019.00470/full#B130
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2019.00470/full#B64
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2019.00470/full#B98
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2019.00470/full#B99
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2019.00470/full#B156
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2019.00470/full#B22
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2019.00470/full#B22
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2019.00470/full#B130
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2019.00470/full#B87
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2019.00470/full#B87
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2019.00470/full#B142
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2019.00470/full#B141
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regulação envolve a ativação das vias das fosfolipases PLC-β e PLC-γ, ativação por 

diacilglicerol (DAG), ácido araquidônico, bisfosfato de fosfatidil inositol (PIP2), baixa 

concentração de Ca2+ citoplasmático e tensão de cisalhamento (Watanabe et al., 2008). O 

PIP2 possui um papel central na regulação da maioria dos canais TRPs C, M, V, podendo 

ser encontrado em abundância na membrana plasmática (Kruse et al., 2012). 

Como característica intrínseca, os canais TRPs possuem acoplamentos alostéricos 

que respondem a estímulos distintos possuindo uma íntima relação com várias funções 

metabólicas (Wang & Siemens, 2015). Os que compõem a família TRPV (V1, V3 e V4), 

por exemplo, desempenham importante controle fisiológico nos adipócitos (Ye et al., 

2012; Zsombok, 2013; Cheung et al., 2015; Derbenev & Zsombok, 2016; Zsombok & 

Derbenev, 2016). Dentre eles, TRPV1 destaca-se por sua contribuição a fatores 

associados a obesidade e diabetes mellitus (Westerterp-Plantenga et al., 2005; Suri & 

Szallasi, 2008; Kang et al., 2011; Lee et al., 2015). TRPV1 e TRPV2 possuem estreita 

relação com a adipogênese no BAT (Kida et al., 2016; Sun et al., 2016), enquanto TRPM8 

participa do controle e modulação da termogênese no BAT (Ma et al., 2012). 

Inicialmente os canais TRPA1 foram descritos como receptor de frio (Story et al., 

2003) e posteriormente proposto por Dhaka e colaboradores (2007) que atuariam como 

sensor de temperaturas abaixo de 17°C que porventura fossem nocivas ao organismo. As 

participações de TRPA1 na modulação de funções não se resumem apenas ao papel desse 

receptor na sensação térmica de frio, mas sua contribuição na alodinia e dor neuropática 

(Caspani & Happenstall, 2009; Caspani et al., 2009), e de estímulos nocivos (Stucky et 

al., 2009; Fernandes et al., 2012).  

Evidências como a similaridade com canais mecanossensores de Drosophila 

(TRPN e painless), quanto a propriedades biofísicas como abertura de poros, a expressão 

de TRPA1 em nociceptores responsivos a estímulos mecânicos e sua possível 

participação nas células ciliadas do sistema auditivo levam a supor que TRPA1 possui 

função termo- e mecano-transdutora (García-Añoveros & Nagata, 2007; Levine & 

Alessandri-Haber, 2007; Stucky et al., 2009). Também foi visto que mutações no gene 

Trpa1 de Caenorhabditis elegans levaram a alterações nas respostas comportamentais a 

estímulos mecânicos (Kindt et al., 2007). 

Curiosamente existem divergências quanto a ativação de alguns ortológos do 

TRPA1. Enquanto em alguns organismos, esses canais são ativados por frio 

(camundongos e C. elegans), em outros por calor, (lagartos, rãs, cascáveis, cobras-rei, 
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Drosophila) (Story et al., 2003; Chatzigeorgiou et al., 2010; Gracheva et al., 2010; Saito 

et al., 2012; Kurganov et al., 2014; Karashima et al., 2009) 

Foi recentemente descrito que o canal TRPA1 em camundongos também é 

importante para detecção de calor nocivo (Vandewauw et al., 2018), em conjunção com 

TRPV1, porém não há efeito aditivo (Hoffmann et al., 2013). Canais TRPA1 em humanos 

parecem ter a capacidade de detectar tanto o frio quanto o calor (Moparthi et al., 2016). 

Esses autores descrevem que diferentes conformações do canal TRPA1 são determinantes 

para a sensibilidade ao tipo de estímulo recebido, temperaturas baixas ou altas (Moparthi 

et al., 2016) e que mutações em um único ponto do domínio da anquirina podem alterar 

seu limiar de ativação por temperatura (Jabba et al., 2014; Pagán, 2017)  

Podemos assim supor que modificações pós-traducionais mínimas e / ou o 

ambiente celular representam fatores importantes para ativação do TRPA1 nos mais 

diferentes organismos (Story et al., 2003; Karashima et al., 2009; Chen et al., 2013). 

 

 

Figura 2. Esquema de canais TRP sensíveis à temperatura ativados em diferentes faixas de 

temperatura. Acima dos canais, encontram-se as estruturas de produtos naturais capazes de ativar 

os canais TRPs (TRPA1 - raiz forte, isotiocianato de alila; TRPM8 – tomilho,timol;  TRPM3 e 

TRPV4 - sulfato de androstenolona,(esteróide endógeno produzido no córtex adrenal; TRPV3 – 

cânfora, terpenóide; TRPV2 – pimenta, capsaicina.A régua de temperatura ilustra os intervalos 

para ativação por frio nocivo (azul escuro) a calor nocivo (vermelho) (Pagán, 2017). 
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3. Relógio biológico  

 

Há fortes evidências da relação entre a oscilação temporal da maquinaria do 

relógio e o controle do metabolismo (Brown, 2016; Shimizu et al., 2016) bem como a 

participação dos canais TRPs na modulação dos processos metabólicos (Voets & Nilius, 

2007; Wang & Siemens, 2015). A quebra nesse mecanismo de controle temporal pode 

desencadear alterações fisiológicas refletindo em quadros patológicos como exemplo 

síndrome metabólica (Landsberg & Yuan, 2004; Liu et al., 2008; Berwick et al., 2012). 

A existência do ciclo claro e escuro impõe aos organismos padrões diferentes ao 

longo do dia (24 h), uma fase com radiação e temperaturas altas e outra de baixa 

incidência luminosa e temperaturas menores. A radiação luminosa visível e não-visível, 

e a temperatura desempenharam importantes pressões seletivas ao longo da evolução dos 

seres vivos. O que fez Pittendrigh (1993) propor a teoria da “fuga da luz” onde através do 

ciclo claro e escuro os fotorreceptores associados a osciladores endógenos que seriam 

ajustados ritmicamente resultaram na co-evolução desses dois sistemas frente àquelas 

pressões de luz. A identificação dos parâmetros ambientais rítmicos e sua previsão 

(antecipação) permitem aos seres vivos gerenciar suas atividades metabólicas e garantir 

a obtenção e uso de recursos energéticos (Froy, 2010; Gerstner & Yin, 2010; Kyriacou & 

Hastings, 2010; Hogenesch & Ueda, 2011) 

Mamíferos possuem uma maquinaria gênica e proteica responsável pelo 

funcionamento do relógio central, o núcleo supraquiasmático (NSQ), localizado no 

hipotálamo. Através de ajustes nas alças de retroalimentação de transcrição, tradução e 

modificações pós-traducionais, positivas e negativas, controlam a própria síntese desses 

fatores. Os produtos proteicos resultantes da expressão dos genes Clock (e seu parálogo 

Npas2) e Bmal1 formam heterodímeros capazes de se ligar a elementos E-box dos 

promotores dos genes Per (1, 2 e 3) e Cry (1, 2 e 3), ativando-os – esta é a alça positiva. 

As proteínas dos genes Per e Cry formam a alça negativa bloqueando sua própria 

transcrição ao inibirem a ação de CLOCK:BMAL1 (Brown & Azzi, 2013). 

CLOCK:BMAL1 ainda ativa uma alça secundária do cerne do relógio da qual fazem parte 

os genes Rev-erb α/β e Ror α/β; e suas proteínas agem antagonicamente competindo pelo 

elemento RORE e respectivamente promovem ou inibem a transcrição de Bmal1 (Buhr 

& Takahashi, 2013). A dinâmica e modulação dessas alças interligadas ocorrem em um 

período de 24 horas (Bass & Takahashi, 2010). Foi visto também que a acetilação e 
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modificação de histonas possuem relação com a transcrição circadiana dos genes do 

relógio, como por exemplo a nocturnina, expressa de forma rítmica e com pico durante a 

noite, que atua também como estabilizador de RNAm (Green, 2016). 

 

 

Figura 3. Funcionamento da maquinaria molecular do relógio em mamíferos. Os genes e proteínas 

que compõem o relógio molecular são expressos em quase todas as células de mamíferos Setas 

em vermelho indicam a regulação da alça positiva iniciada por CLOCK:BMAL1, além de ROR; 

setas em preto indicam regulação negativa mediada por PER e CRY, além de REVERB (de Assis 

et al., 2019). 

Relógios periféricos semelhantes ao descrito no NSQ com cerne gênico e proteico 

similar foram encontrados em tecidos e células individuais de mamíferos, possibilitando 

assim o surgimento de questões sobre o funcionamento (vias ativadas, autonomia e 

modulação), associação (sinalização neural entre os centros integrativos) e controle (quais 

hormônios são secretados), bem como qual o papel que o NSQ desempenha sobre esses 

relógios periféricos. 

É sabido que vários componentes que regulam o metabolismo estão sob um 

rigoroso controle temporal, demonstrando máximos e mínimos de atividade ao longo do 

dia, permitindo assim uma separação temporal de processos bioquímicos e fisiológicos 

(Asher & Schibler, 2011; Asher & Sassone-Corsi, 2015). Genes do relógio demonstram 

padrões em sua expressão e ritmicidade em órgãos periféricos, como fígado e tecido 
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adiposo marrom, branco inguinal e epididimal (Renaud et al., 2000; Raspe et al., 2002a; 

Zvonic et al., 2006; Yin et al., 2006). Outras características que reafirmam esse padrão 

são observadas na atividade de enzimas participantes da síntese e quebra de lipídeos, 

síntese de ácidos graxos, bem como seu transportadores, apresentando ritmo circadiano 

em mamíferos (Mazzoccoli et al., 2012; Tarquini & Mazzoccoli, 2017). 

Animais nos quais ocorrem alterações nos diferentes componentes do relógio 

exibem perturbações metabólicas (Block, 2005; Turek et al., 2005; Williams & Schwartz, 

2005). Por exemplo, camundongos com perda de função de Clock são hiperfágicos, 

tornando-se obesos e passam a desenvolver características da síndrome metabólica, como 

hiperleptinemia, hiperlipidemia, esteatose hepática e hiperglicemia (Turek et al., 2005). 

Além de desempenhar um papel importante na regulação do cerne da maquinaria 

molecular do relógio, Rev-erbα possui implicações no controle de vários fatores da 

homeostase lipídica, como o metabolismo lipoprotéico e diferenciação de adipócitos 

(Sacks et al., 2000; Raspe et al., 2002b; Gerhart-Hines et al., 2013). 

De forma pioneira, nosso grupo (Moraes et al., 2017a, b) descreveu a relação entre 

os genes do relógio com os canais TRP. Demonstrou-se que em BAT de animais nocautes 

para o canal TrpV1 ou TrpM8, a expressão da maquinaria molecular do relógio sofreu 

uma grande diminuição se comparada a camundongos selvagens. Também foi observada 

uma redução na expressão de UCP1 e maior depósito de gotículas lipídicas em adipócitos 

de animais nocautes TprM8 em comparação aos animais selvagens ou nocautes para 

Trpa1, levando a acreditar que a desregulação temporal pode alterar o mecanismo de 

termogênese (Ma et al., 2012a; Moraes et al., 2017b). 

 

4. Regulação neuroendócrina do metabolismo  

 

Existem dois eixos neuro-endócrinos importantes que controlam os ritmos 

circadianos de muitos tecidos periféricos: hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) onde seus 

órgãos alvo são modulados pela ação de glicocorticoides e hipotálamo-pineal-tecidos 

periféricos, modulados pela sinalização do escuro promovida pelo aumento da síntese e 

secreção de melatonina (Hardeland et al., 2011). A resposta às variações ultradianas e 

circadianas dos diversos hormônios do eixo HPA e da melatonina é tecido-específica, 

evento esse partilhado com a maioria dos hormônios (Lightman & Terry, 2014) 

possibilitando sincronização nos tecidos periféricos e com núcleos do sistema nervoso 
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central. Pistas endógenas, como a temperatura resultante da ativação do NSQ pela 

sinalização de ciclo claro-escuro, ou alimentação, são importantes moduladores de 

relógios locais em centros de metabolismo e termogênese, como fígado e tecidos adiposos 

branco e marrom. A variação de temperatura corporal interna caracteriza um importante 

sinalizador, reforçando o ritmo permitindo a sincronização dos tecidos periféricos entre 

si e com o tempo externo (Husse et al., 2015; West & Bechtold, 2015). 

Bold e colegas (1981) foram os primeiros a demonstrar uma ligação endócrina 

entre o coração e o rim, identificando um fator natriurético sob a forma de um pequeno 

peptídeo. Posteriormente foi identificada a presença de uma ponte dissulfeto em sua 

estrutura, o que conferia uma configuração adequada para seu acoplamento ao receptor 

específico (Flynn et al., 1983). Os peptídeos natriuréticos (NPs) compreendem 3 

subfamílias ANP, BNP e CNPs, cujos pró-hormônios são codificados por 3 genes 

distintos. Os receptores de NPs NPR-A e NPR-B são do tipo guanililciclase onde sua 

interação com o hormônio catalisa a reação diretamente aumentando os níveis de GMPc 

intracelular (Gupta & Wang, 2015). Ambos ANP e BNP ligam-se preferencialmente ao 

receptor NPR-A, enquanto CNP preferencialmente liga-se ao receptor NPR-B. Todos os 

3 peptídeos podem ligar-se ao receptor NPR-C, proposto ser um receptor de depuração 

regulando os níveis extracelulares plasmáticos e locais dos NPs (Rose & Giles, 2008; 

Pandey, 2014)., e que não tem atividade guanililciclase (Nakagawa et al., 2019). 

Os NPs são secretados primordialmente pelos cardiomiócitos atriais e, além de 

suas ações canônicas em diminuir a pressão arterial através de variados mecanismos, 

promovem aumento da lipólise em adipócitos humanos (Sengenes et al., 2000) e induzem 

o browing em adipócitos brancos mediante estimulação da expressão de genes 

termogênicos (Bordicchia et al., 2012). Em adipócitos humanos, ANP e BNP ativam a 

expressão de PGC-1α e UCP1, induzindo assim a mitocondriogênese promovendo 

aumento na respiração desacoplada e total. Fatores como a presença de agonistas dos 

receptores NPA e NPB e β-adrenérgicos e o desafio ao frio em camundongos estimulam 

um aumento na expressão de marcadores mitocondriais do BAT de uma maneira 

dependente de p38 MAPK. Processos como lipólise e termogênese são estimulados pela 

atividade de proteína quinase, PKG, em adição á proteína quinase A, PKA, da via β-

adrenérgica (Bordicchia et al., 2012; Harms & Seale 2013). 

Embora expresso em outros tecidos, a produção extra-cardíaca de ANP parece ter 

pouco impacto nas suas concentrações plasmáticas em comparativo ao lançamento 
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cardíaco (Goetze et al., 2005). Camundongos expostos ao frio mostram níveis 

aumentados de NPs e, no BAT e no WAT, dos receptores Npra e Nprb, e níveis 

diminuídos de Nprc, o receptor de clearance. Animais nocautes para Nprc (-/-) têm 

estoques menores de WAT e BAT, e expressão aumentada de genes termogênicos como 

Ucp1, o que segundo os autores (Bordicchia et al., 2012) define o coração como um 

regulador importante da fisiologia dos tecidos adiposos. 

Em estudos no intuito de elucidar a contribuição de NPs no metabolismo de tecido 

adiposo em comparação com o músculo in vivo, utilizaram-se camundongos com deleção 

específica do receptor de depuração, NPRC, no tecido adiposo (NprcA KO) ou no 

músculo esquelético (NprcM KO). Os resultados mostraram que nos camundongos NprcA 

KO foi observada resistência a obesidade induzida por high fat diet, diferentemente do 

que foi visto em camundongos NprcM KO, além de aumento no dispêndio de energia, 

maior sensibilidade à insulina e aumento da absorção de glicose no BAT (Springer et al., 

2014). 

A presença de elementos regulatórios na região promotora do gene codificador de 

NPs, com destaque para E-box, indica um possível controle temporal da expressão de 

ANPs (Garami & Gardner, 1996) possibilitando a ligação do heterodímero 

CLOCK/BMAL1 em seu elemento responsivo E-box controlando a produção de ANP. 

 Tendo em mente que camundongos submetidos a desafio de frio respondem com 

aumento da secreção de NPs pelo coração, os quais irão estimular a termogênese no BAT, 

aumentando a produção de calor e que TRPA1 pode ser o termossensor tanto cutâneo, 

como no próprio coração e no BAT, propusemos utilizar camundongos nocautes Trpa1 

sob desafio de frio crônico, por 2 ou 4 semanas, a fim de investigar a participação do 

canal TRPA1 nas respostas de termogênese adaptativa. 
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 OBJETIVOS 

 

 

Avaliar in vivo a participação do canal TRPA1 na resposta a variação de 

temperatura, através da análise do relógio local e dos processos canônicos no tecido 

adiposo marrom em Mus musculus. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

- Identificar a zona de termoneutralidade dos animais de genótipo selvagem 

C57Bl/6J, WT e de nocautes para Trpa1. 

- Avaliar a variação do peso corpóreo em animais WT e Trpa1 KO desafiados por 

22°C, em comparação com os mesmos genótipos mantidos em termoneutralidade de 30°C 

+ 1 após duas e quatro semanas. 

- Quantificar os níveis de ANP e BNP plasmáticos em animais WT e KO para 

Trpa1 desafiados por 22°C, em comparação com os mesmos genótipos mantidos em 

termoneutralidade de 30°C + 1.  

- Analisar a variação entre dia e noite da expressão de genes de relógio e de 

receptores Npra, Nprb e Nprc no BAT de animais WT e KO para Trpa1 desafiados por 

22°C, em comparação com os mesmos genótipos mantidos em termoneutralidade de 30°C 

+ 1. 

- Avaliar a resposta de genes da via termogênica Pgc1α, Prdm16, Cidea, Cpt1α, 

Ucp1 e Lcad no BAT de animais WT e KO para Trpa1 desafiados por 22°C, em 

comparação com os mesmos genótipos mantidos em termoneutralidade de 30°C + 1.  
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

1. Animais  

Foram utilizados camundongos machos de genótipos C57Bl/6J (WT, n=45) e 

Trpa1 KO (n=42) com idade de 3-4 meses oriundos do biotério do departamento de 

Fisiologia (IB-USP).  

Todos foram individualizados e aclimatados por duas semanas demonstrado por 

(Clayton & McCurdy, 2018), como suficiente para a adaptação. Os animais foram 

mantidos em temperatura de 30°C + 1, sob regime de fotoperíodo claro/escuro LD 12:12 

(800-1000 lux). A luz foi acesa às 7 h e apagada às 19 h (Figura 4). 

 

Figura 4. Estante de animais em experimentação. 

 

 

2. Genotipagem  

 

Amostras de fígado (inicialmente) ou de cauda foram extraídas de animais selvagens 

e nocautes e armazenadas em -80°C até o processamento. A lise do tecido foi feita em 

500 uL de uma solução de Tris 1 M pH 8 (Sigma, EUA), EDTA 0,5 M (Sigma), SDS 
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10% p/v (Merck, EUA), NaCl 5 M (Synth, Brasil), água nuclease free (Thermofisher, 

EUA)), contendo 10 µL de RNAse 20 mg/mL (Thermofisher) e 10 µL de proteinase K 

20 mg/mL (Thermofisher). Após agitação em banho maria a 55oC overnight, foram 

adicionados 500 µL de solução fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1) 

(Thermofisher), e as amostras centrifugadas a 12000 x g por 10 min a 4°C. Removeu-se, 

então, a fase superior para novos tubos, sendo acrescentados 400 µL de isopropanol 

(Sigma) seguindo-se inversões repetidas até que a precipitação do DNA fosse observada. 

As amostras foram novamente centrifugadas a 12000 x g por 10 min a 4oC, o 

sobrenadante foi descartado e, em seguida, 200 µL de etanol 75% (Sigma) foram 

adicionados. 

Após nova centrifugação a 12000 x g por 10 min a 4oC, o sobrenadante foi descartado 

por inversão e as amostras mantidas abertas em temperatura ambiente para evaporação 

dos resíduos de álcool. Após seco, o pellet foi ressuspendido em água nuclease free 

(Thermofisher). A concentração de DNA foi determinada por leitura a OD260 e a 

qualidade pela razão OD260/OD280 em espectrofotômetro, sendo aceitos valores > 1.6 

(NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer, NanoDrop, EUA). 

Para amplificação de DNA em reação em cadeia de polimerase foram utilizados 200 

ng de DNA total, água nuclease free, 0,25 L de oligonucleotídeos específicos para a 

amplificação do gene Trpa1 selvagem (500 nM) e também para amplificação do cassete 

presente no animal Trpa1 nocaute (500 nM) (Tabela 1) e 45 L de Mix Platinum 

DreamTaq (Thermofisher), totalizando 50 L de reação.  

As soluções foram colocadas em um termociclador (iCycler, BioRad, EUA) e 

submetidas às seguintes condições: 94ºC por 2 min, 10 ciclos de 94ºC por 20 seg, 65ºC 

por 15 seg e 68 ºC por 10 seg (a cada ciclo diminuiu-se 0,5ºC, protocolo touchdown), 

seguindo 28 ciclos de 94ºC por 15 seg, 60ºC por 15 seg e 72ºC por 10 seg e extensão final 

a 72ºC por 2 min (protocolo recomendado por Jackson Laboratories, EUA). Uma vez 

terminada a reação, alíquotas foram utilizadas para caraterização em gel de agarose 2% 

em TBE 0,5X (Thermofisher), contendo 10 mg/mL de brometo de etídio (Invitrogen). As 

amostras foram submetidas a eletroforese de 130V durante 1 h. Em seguida, o gel foi 

levado ao fotodocumentador para captura de imagem das bandas (Figura 5) 
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Tabela 1. Primers e referências para genotipagem. 

Primers para Mus musculus 

Genótipo Primers 

Trpa1 WT 

(Kwan et al., 2006) 

Forward:TCCTGCAAGGGTGATTGCGTTGTCTA 

Reverse: TCATCTGGGCAACAATGTCACCTGCT 

Cassete Trpa1 KO 

(Kwan et al., 2006) 

Forward:CCTCGAATCGTGGATCCACTAGTTCTAGAT 

Reverse: GAGCATTACTTACTAGCATCCTGCCGTGCC 

 

 

Figura 5. Imagem representativa das bandas obtidas para os genótipos C57Bl/6J e Trpa1 

KO 
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3. Determinação da zona de termoneutralidade 

 

A determinação da termoneutralidade foi realizada no laboratório do Prof. Dr. 

Alexandre A. Steiner, de Neuroimunologia da Sepse do Instituto de Ciências Biomédicas 

da Universidade de São Paulo, através de um sistema completo de monitoramento de 

animais de laboratório (Comprehensive Lab Animal Monitoring System; CLAMS, 

Columbus Instruments, EUA).  

Após um período de adaptação de 24 h em caixas metabólicas, os volumes de 

consumo de oxigênio e de CO2 expirado foram medidos a temperaturas de 16 a 36°C, 

com intervalos de 2,5 graus, durante períodos de 3 h durante a fotofase por 3 dias 

consecutivos. A coordenação na medição dos diferentes dispositivos periféricos foi 

gerenciada por meio de módulos Visual Basic personalizados desenvolvidos por G. 

Heldmaier (1975). As leituras de oxigênio foram convertidas para Taxa Metabólica (TM), 

de acordo com a seguinte equação: TM [mL O2 / h] = Δvol% O2, fluxo [L / h]10. A taxa 

de fluxo foi ajustada para ~ 35 L/h. Para ajustar as diferenças nas taxas de fluxo do ar na 

saída e entrada nas gaiolas metabólicas, o quociente respiratório (RQ) (volume de CO2 

produzido/volumes de O2 consumido) foi usado. A produção efetiva de calor [HP, mW] 

e condutância térmica C [mW / °C] foram calculadas de acordo com Heldmaier (1975) 

como Eq. 1: HP = (4,44 + 1,43 RQ) TM e Eq. 2: C = HP (Tb - Ta) -1, em que TM é a 

taxa metabólica (mL/h), Tb é a temperatura corporal (°C) e Ta é a temperatura ambiente 

(° C). 

Para analisar o aumento ou diminuição da taxa metabólica entre os genótipos no range 

de temperatura (10-36°C) utilizou-se o teste One-way ANOVA (GraphPad Prism Version 

7.0). 

 

4. Protocolos experimentais 

 

Após as 2 semanas de aclimatação em termoneutralidade, os animais foram 

separados em 2 grupos no dia 0, sendo um mantido a 30°C e o outro a 22°C por 2 ou 4 

semanas adicionais (Figura 6).  
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Figura 6. Esquema representativo de exposição ao desafio de temperatura por duas e quatro 

semanas e horários (ZT) de eutanásia. 

 

Após duas ou quatro semanas, os animais foram eutanasiados às 9 h (2 horas após 

o acender das luzes, ZT2) e às 21 h, (2 horas após o apagar das luzes), sendo excisado o 

BAT que foi armazenado em -80°C, para posteriores análises (Figura 6). Os pontos 

temporais foram escolhidos por anteciparem temporalização metabólica para manutenção 

da glicemia. O sangue foi coletado e imediatamente centrifugado (1700 x g, 4°C, 10 min) 

para obtenção do plasma segundo Kalra e colaboradores (2013). 

Para determinação adicional dos níveis de BNP, também foram usados animais 

submetidos a condição de 10°C por 6 horas, após aclimatação a 30°C por 2 semanas. Para 

o desafio, os animais foram transferidos para estufa a 30°C, e a temperatura da estufa 

ajustada para 10°C (tempo de 30 min). A partir da obtenção de 10oC, foram definidas as 

6 horas de desafio a 10°C, o que se encerrou às 9 h (2 h após o acender das luzes, ZT2), 

quando foi realizada eutanásia e coleta de sangue. 



 

34 

 

A manipulação e eutanásia no escuro foram feitas com o auxílio de óculos 

militares de visão noturna (infra-vermelho). Os procedimentos estão de acordo com o 

comitê de ética (CEUA), Instituto de Biociências, Universidade de São Paulo protocolo 

N° 350/2019. 

 

5. Métodos 

 

5.1. Determinação de peso corporal  

 

 Os animais receberam ração comercial (Nuvilab, CR-1 irradiada) e água ad 

libitum durante todo o período de aclimatação e experimentação (30 ± 1 e 22 ± 1 °C). Os 

pesos foram obtidos com uma mini-balança digital (0,1- 2000 g) (I-2000, Brasil) a cada 

7 dias, obtendo o peso inicial no dia 0, e após 7 e 14 dias (duas semanas) e após 7, 14 e 

21 e 28 dias (quatro semanas). O ganho ou perda de peso foram avaliados através do 

cálculo do delta do peso (Dia 0- dia14 para duas semanas ou (Dia 0- dia 28) para 4 

semanas. 

Foi usado o teste One-way ANOVA para determinar as diferenças significativas 

entre o delta de peso obtidos em animais submetidos à 30 ± 1 e 22 ± 1 °C após duas e 

quatro semanas (GraphPad 7.0). 

 

5.2. Determinação quantitativa de níveis plasmáticos de ANP e BNP por ELISA 

 

Foram utilizados plasmas de camundongos de genótipos C57Bl-6J e Trpa1 KO 

para mensuração de níveis de ANP e BNP. O sangue foi coletado em microtubo contendo 

EDTA (Vacuplast, K2 500 μl), logo após centrifugado a 1.000 x g a 4°C por 10 min 

(protocolo adaptado de Brescia, 2006). Os procedimentos de quantificação de ANP e 

BNP seguiram os protocolos do fabricante (RayBio ® Mouse / Rat Brain Natriuretic 

Peptide EIA Kit, EUA). Ao final a placa foi levada a um leitor de ELISA e a absorbância 

medida a 450 nm. 

Os níveis de ANP e BNP plasmáticos de animais submetidos a 30 ± 1 e 22 ± 1 °C 

e BNP de animais submetidos à 30 ± 1, 22 ± 1 e 10 ±1°C foram comparados através de 

Two-way ANOVA seguido por Bonferroni, e as diferenças consideradas significativas 

para p<0.05 (GrpahPad 7.0).  
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5.3 Extração de RNA e RT-PCR  

 

Inicialmente foram colocados 300 L de Tri-Reagent-LS (Ambion, EUA) aos 

tubos eppendorffs contendo o tecido congelado, homogeneizando-se, e adicionando em 

seguida mais 700 L de Tri-Reagent-LS. A amostra foi centrifugada a 500 x g a 4°C, por 

5 min. Cerca de 700 L do sobrenadante foram removidos para novos tubos, adicionando-

se 200 L de 1-bromo-3-cloropropano (BCP) seguindo-se agitação em vórtex e descanso 

por 10 min. Após centrifugação a 12.000 x g, durante 15 min, a 4°C, foram retirados 400 

L da fase superior contendo o RNA.  

A cada amostra, foram adicionados 600 L de isopropanol para a precipitação do 

RNA, deixando descansar por 10 min em temperatura ambiente, seguindo-se 

centrifugação a 12.000 x g, durante 35 min, a 4°C. Após essa etapa, descartou-se o 

sobrenadante e ao pellet foi adicionado 1,3ml de álcool 75% gelado, vortexando a 

amostra, e centrifugando a 12.000 x g, durante 15 min, a 4°C. A lavagem do pellet com 

álcool 75% foi feita duas vezes, após o que a fase líquida foi descartada e o pellet 

submetido a secagem em bancada por cerca de 5-10 min. O RNA contido no fundo do 

tubo foi ressuspendido em 20 L de H20 DEPC, adicionando-se 2 L de 10x Turbo DNase 

buffer (Zymo Research, EUA), 1 L de Turbo DNase (Zymo Research, EUA) e levando 

a incubação a 37°C por 30 min. Em seguida adicionaram-se 3L do reagente de 

inativação da DNase (Zymo Research, EUA), vortexando a amostra que, após descanso 

em temperatura ambiente por 2 min, foi centrifugada a 10.000 x g por 2 min, a 4°C. O 

sobrenadante foi transferido para um novo tubo e a concentração de RNA foi determinada 

por leitura a OD260 e a qualidade pela razão OD260/OD280 em espectrofotômetro 

(NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer, NanoDrop, EUA). 

Para a síntese de cDNA, foi feita uma reação de transcriptase reversa (RT-PCR) 

utilizando 1 g de RNA total, para 1 L de oligonucleotídeos hexâmeros randômicos 50 

ng/L, 1 µL de dNTPs 10 mM, 4,75 L de tampão de PCR 5X, 1 µL de DTT 10 mM, 1 

µL de inibidor de ribonuclease 40 U/µL, e 0,25 µL de Superscript III 200 U/µL, para 

volume final de 20 L por amostra. O cDNA sintetizado foi utilizado nas reações de PCR 

quantitativo.  

 

 



 

36 

 

5.4. Reações de PCR quantitativo (qPCR)  

 

Para as reações de PCR quantitativo em ensaios de multiplex (TaqMan®) para os 

genes Per1 e Bmal1, as soluções tiveram primers contendo 300 ηM e probes 200 ηM 

(Tabela 2), Kapa Probe 2X (Kapa Biosystems, EUA). Cada solução foi aliquotada 

(suficiente para 3 poços) em tubos eppendorf e o cDNA de cada amostra foi adicionado 

(3 uL/3 poços). As soluções já com cDNA foram então distribuídas nos poços da placa 

experimental (10 uL/poço). Os ensaios foram realizados em um termociclador i5 

(BioRad, EUA) nas seguintes condições: 3 min a 95°C, seguido por 45 ciclos de 15 seg a 

95°C e 30 seg a 55°C. 

Para as reações em ensaio usando SybrGreen, para o gene normalizador Rpl0, e genes 

de receptores Npra, Nprb, Nprc foram preparadas soluções independentes contendo 300 

ηM de cada primer (Tabela 2) e Kapa SYBR® Fast qPCR Master Mix (2x) (Kapa 

Biosystems, EUA). Cada solução foi aliquotada em tubos eppendorf e o cDNA de cada 

amostra adicionado (50 ng). As soluções já com cDNA foram então distribuídas em 

duplicatas nos poços da placa experimental (10 L/poço). Os ensaios SYBR® GreenER 

™ foram realizados em um termociclador iQ5 (BioRad, EUA) nas seguintes condições: 

10 min a 95°C, seguido por 45 ciclos de 15 seg a 95°C, 1 min a 60°C e 80 ciclos de 10 

seg a 55°C, com aumento gradual de 0,5°C 

Para os genes Ucp1, Pgc1α, Cidea, Prdm16, Lcad, Cpt1α, e para o gene normalizador 

Rpl0 foram preparadas soluções contendo os primers nas concentrações de 300 ηM 

(Tabela 2) e Power SYBER Green Mix (2x) (Applied Biosystems, EUA) em um volume 

final de 5 µL. As soluções foram distribuídas em duplicatas nos 384 poços da placa 

experimental já contendo 1 µL cDNA (12,5 ng). Os ciclos de amplificação no 

equipamento Quantum Studio 6 Flex PCR System (Applied Biosystems, EUA) foram:  

50°C por 1 min, 95°C por 10 min, 50 ciclos de 15 seg a 95°C seguido de 1 min a 60°C; 

70 ciclos de 95°C por 15 seg, 60°C por 1 min com aumento gradual de 0,5°C até atingir 

95°C.  

Os resultados de PCR quantitativo foram analisados através do método de ΔΔCT 

(Livak & Schmittgen, 2001). O valor de CT é o número de ciclos obtido passando-se uma 

reta definida como limiar que cruza as porções de crescimento geométrico das curvas de 

amplificação. Sabendo-se o CT, é encontrado ΔCT que é a diferença entre esse valor para 

o gene de interesse e o valor para Rpl0 da mesma amostra de cDNA (ambos 
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correspondendo à média de poços triplicados ou duplicados do mesmo cDNA). A seguir, 

obtém-se o ΔΔCT subtraindo a média do grupo controle dos valores encontrados para cada 

amostra dos grupos controle e experimentais. O exponencial negativo na base 2 (2-ΔΔCT) 

foi utilizado nas análises estatísticas. As possíveis diferenças entre os animais selvagens 

e nocautes expostos às diferentes temperaturas (e no caso dos genes de relógio de dia e 

de noite) foram analisadas por Two Way ANOVA seguida por Bonferroni, aceitando-se 

nível de significância para p<0,05. 

A Tabela 2 abaixo apresenta as sequências dos primers desenhados e sintetizados 

para genes do relógio (Per1 e Bmal1), receptores Npra, Nprb, Nprc e genes da via 

termogênica (Ucp1, Pgc1α, Cidea, Prdm16, Lcad, Cpt1α) e o normalizador (Rpl0).  

 

Tabela 2. Sequências e concentrações finais dos primers e probes utilizados. 

Templates 

número de acesso 
Primers e Probes para Mus musculus 

mPer1 

NM_0011065.5 

Forward:AGCAGGTTCAGGCTAACCAGGAAT 

Reverse: AGGTGTCCTGGTTTCGAAGTGTGT 

Probe:5’–/6FAM/AGCCTTGTGCCATGGACATGTCTACT/3BHQ_1/–3′ 

mBmal1 

NM_001243048 

Forward-AAGCTTCTGCACAATCCACAGCAC 

Reverse-TGTCTGGCTCATTGTCTTCGTCCA 

Probe:5’–/5HEX/AAAGCTGGCCACCCACGAAGATGGG/3BHQ_1/–3’ 

Ucp1 

NM_009463.3 

Foward:CGTCCCCTGCCATTTACTGT 

Reverse:GACCCGAGTCGCAGAAAAGA 

Npra(1)  

NM_008727.5 

Forward:CCACTTTTCCACACTGGAGGT 

Reverse: AGCAGGGAGCCATAATTGGAG 

Nprb(2) 

NM_173788.4 

Forward:CGGGAGTCACCTTCATCATGT 

Reverse: TGTCATGAGCGAGCCGTAA 

Nprc(3)  

NM_008728.2 

Forward:GATGCTCGCTCTGTTTCGC 

Reverse: GTCACCACTGGCACACATGA 

Rpl0 

NM_007475.5 

Foward: TTTGACAACGGCAGCATTTA 

Reverse: CCATTGATGATGGAGTGTGG 

Pgc1α 

NM_008904.2 

Foward: CCAGAGTCACCAAATGACCCC 

Reverse: GAGGACTTGCTGAGTTGTGC 
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Cidea 

NM_007702.2 

Foward: AGGCCGTGTTAAGGAATCTGC 

Reverse: TAGACCAGGAACTGTCCCGT 

Prdm16  

NM_001291026.1 

Foward: ACAGGGTAGAAAAGCGGAAGG 

Reverse: TATGGCTGACATCTGGGGGT 

Lcad  

NM_007381.4 

Foward: TCTTTTCCTCGGAGCATGACA 

Reverse: GACCTCTCTACTCACTTCTCCAG 

Cpt1a  

NM_013495.2 

Foward: CTCCGCCTGAGCCATGAAG 

Reverse: CACCAGTGATGATGCCATTCT 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Este trabalho buscou evidenciar o papel do canal TRPA1 nas respostas termogênicas 

de camundongos a desafio de 22°C crônico em comparação com animais mantidos em 

termoneutralidade, 30°C. 

 

1. Termoneutralidade 

 

A compreensão do estado metabólico do animal em resposta a temperatura do 

ambiente é importante. Pois através dela podemos identificar indiretamente a energia 

despendida em prol de ajustes fisiológicos, como exemplo respostas a diferentes desafios 

de temperatura ambiental. Dessa forma, iniciamos por determinar a zona termoneutra 

ambiental dos animais WT e Trpa1 KO, para estabelecimento de temperatura na qual não 

haja gasto energético para manutenção de temperatura corpórea.  

Ao avaliar a zona termoneutra dos animais utilizados neste estudo verifica-se que 

enquanto a termoneutralidade se inicia ao redor de 23,5oC para animais WT e se prolonga 

até 33,5oC, os camundongos nocautes para o canal exibem consumo de O2 constante entre 

26 e 36oC (Figura 7). Assim, optamos por usar a temperatura 30 ±1°C como controle, já 

que ambos os genótipos compartilham essa temperatura em suas faixas termoneutras. 

Skop e colaboradores (2020), avaliando animais triplo KO dos canais Trpv1, Trpa1 e 

Trpm8, definiu 29°C, como temperatura termoneutra. Compreender a fisiologia térmica 

de camundongos permite melhores respostas ao trabalhar com animais na zona de 

termoneutralidade evitando indução de frio e possíveis efeitos aditivos a atividade 

termogênica (Skop et al., 2020).  
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Figura 7. Determinação de zona de termoneutralidade de camundongos C57Bl/6J e Trpa1-/- 

expostos a diferentes temperaturas (10 a 36°C) durante a fase clara. Os valores são a média do 

consumo de O2 + EPM em cada temperatura. n=6. 

 

2. Peso corporal 

 

A participação de canais TRP no ganho de peso tem sido demonstrada por diferentes 

grupos (Ma et al., 2012; Duan et al., 2015; Lee et al., 2015; Mahajan et al., 2020). Uma 

vez que o canal TRPA1 é um clássico sensor de temperaturas baixas (Winter et al., 2017; 

Sinica et al., 2020) e que estímulos de frio podem induzir aumento da atividade do BAT 

(Yu et al., 2015; Chouchani, et al., 2016; Iwen  et al., 2017), acompanhamos a variação 

do peso corpóreo de ambos os genótipos após 2 ou 4 semanas a 22°C, comparado a 30°C. 

Através da análise de delta de peso podemos observar que após duas semanas, os animais 

WT não apresentaram diferença de ganho de peso entre 30 e 22°C (Figura 8A). Ademais, 

em 30°C WT e Trpa1 apresentaram o mesmo peso corporal, indicando que a ausência do 

canal Trpa1 em condição de termoneutralidade não exerce efeito sobre o ganho de peso.  

Por outro lado, animais nocautes para o canal Trpa1 submetidos ao desafio de frio 

apresentaram menor ganho de peso em comparação aos animais Trpa1 KO mantidos em 

30°C ou WT desafiados a 22°C (Figura 8A). Nos estudos onde foi avaliado o ganho de 

peso em animais WT e nocautes para um dos canais TRP submetidos a dieta padrão não 

foi observada nenhuma alteração deste parâmetro; entretanto é importante destacar que 

as análises não foram realizadas em condições de termoneutralidade. Por outro lado, 

quando os animais são submetidos a dieta hiperlipídica é observado um maior ganho de 
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peso em animais que não expressam canais TRP em relação aos animais WT (Ma et al., 

2012; Duan et al., 2015; Lee et al., 2015). Dentre os canais que têm sido envolvidos no 

ganho de peso induzido por dieta destacam-se os canais TRPV1, TRPV2, TRPM8 e 

TRPA1 (Ma et al., 2012; Duan et al., 2015; Lee et al., 2015). 

Quando comparamos as respostas obtidas nos protocolos de 2 e 4 semanas podemos 

destacar os seguintes pontos: 1) somente no protocolo de 4 semanas de exposição ao frio 

foi observada uma redução de ganho de peso em comparação aos animais em 

termoneutralidade; 2) no protocolo de 4 semanas observamos redução no ganho de peso 

entre os animais WT e Trpa1 nocautes mantidos em 30°C, resposta que não foi observada 

no protocolo de 2 semanas; 3) a diferença de ganho de peso observada entre os animais 

WT e Trpa1 KO mantidos por 2 semanas em 22°C não foi observada no protocolo de 4 

semanas (Figura 8A e B). Assim podemos concluir que: 1) é necessário um maior tempo 

de exposição ao frio dos animais WT para se observar alteração de ganho de peso; 2) em 

termoneutralidade, a redução do ganho de peso é dependente do tempo de permanência 

dos animais em zona termoneutra; 3) os animais nocautes para o canal TRPA1 parecem 

sofrer algum mecanismo de compensação quando desafiados ao frio, fato que explicaria 

a ausência de diferença de ganho de peso no protocolo de 4 semanas. 

Por fim é importante destacar que animais WT entram na zona termoneutra em uma 

temperatura muito próxima à temperatura deste desafio térmico sendo, portanto, 

necessário um maior tempo em zona termoneutra e/ou em 22°C para se observar alteração 

deste parâmetro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

42 

 

W
T
 3

0°
C

W
T
 2

2°
C

Trp
a1

 K
O

 3
0°

C
 

Trp
a1

 K
O

 2
2º

C

-2

-1

0

1

2

3

4

2 weeks

D
el

ta
 b

o
d

y
 w

ei
g
h

t(
g
)

p < 0.005

p < 0.05

A)

W
T
 3

0°
C

 

W
T
 2

2°
C

Trp
a1

 K
O

 3
0°

C

Trp
a1

 K
O

 2
2º

C

0

1

2

3

4

4 weeks

D
el

ta
 b

o
d

y
 w

ei
g
h

t(
g
)

p < 0.05

p < 0.005

B)

 

Figura 8. Delta de peso corporal de camundongos C57Bl/6J e Trpa1-/- expostos a temperatura de 

22°C em comparação com animais expostos a 30°C após (A) duas semanas e (B) quatro semanas. 

Two-Way ANOVA seguida por pós-teste de Bonferroni. n=5-8. 

 

Em função dos resultados obtidos, avaliamos a via termogênica nesses animais 

para saber se a redução no ganho de peso pode estar relacionada com aumento da 

atividade termogênica do BAT. 

 

3. Expressão gênica de receptores Npra, Nprb e Nprc  

 

Sabendo da importância dos NPs na promoção de ajustes do metabolismo lipídico 

no BAT frente a diminuição de temperatura, passamos a avaliar qual seria o 

comportamento da expressão gênica de seus receptores frente ao desafio de 22°C. 

Avaliamos os genes Npra, Nprb, Nprc no BAT de animais selvagens e nocautes para 

Trpa1 expostos por duas ou quatro semanas a 30 e 22°C.  

Os níveis de expressão de Npra em animais WT e nocautes não oscilaram entre 

dia e noite, porém a expressão de Npra em animais nocautes na fase escura (ZT14) após 

duas semanas foi menor quando comparada com selvagens na mesma condição (Figura 

9A). Após quatro semanas de exposição ao frio essa diferença não foi observada entre os 

genótipos, ou entre dia e noite (Figura 9B) 
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Figura 9. Expressão diurna (ZT2) e noturna (ZT14) de Npra no tecido adiposo marrom (BAT) de 

camundongos C57Bl/6J e Trpa1-/- expostos a temperatura de 30°C após (A) duas semanas e (B) 

quatro semanas. Valores estão apresentados como a expressão média (n=3-6) ± SEM, relativos à 

menor média encontrada no grupo controle (WT a 30°C), respectivamente após duas e quatro 

semanas. O valor de p foi obtido através de Two-Way ANOVA seguida de pós-teste de 

Bonferroni. Colchetes mostram as diferenças entre genótipos no mesmo ZT.  

 

Após caracterizarmos o perfil de expressão de Npra no BAT em 

termoneutralidade buscamos avaliar como esse gene estaria se comportando em desafio 

a temperatura de 22°C. Após duas semanas, não houve oscilação entre os horários do dia 

escolhidos (Figura 10A), porém os animais nocautes tiverem menores níveis de 

transcritos quando comparados aos selvagens nos dois horários. No protocolo de 4 

semanas a temperatura de 22°C constatamos redução na expressão de Npra apenas no 

ZT14 quando comparado animais WT aos Trpa1 KO (Figura 10B). 
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Figura 10. Expressão diurna (ZT2) e noturna (ZT14) de Npra no tecido adiposo marrom (BAT) 

de camundongos C57Bl/6J e Trpa1-/- expostos a temperatura de 22°C após (A) duas semanas e 

(B) quatro semanas. Valores estão apresentados como a expressão média (n=3-5) ± SEM, 

relativos à menor média encontrada no grupo controle (WT a 30°C), respectivamente após duas 

e quatro semanas. O valor de p foi obtido através de Two-Way ANOVA seguida de pós-teste de 

Bonferroni. Letras representam as diferenças na expressão gênica entre os genótipos no mesmo 

horário. 

 

A Figura 11 mostra os mesmos resultados acima, mas comparando agora os 

valores entre as duas temperaturas após duas e quatro semanas. Pode-se notar que após 

duas semanas a temperatura de 22°C não interferiu na expressão de Npra no BAT de 

animais selvagens e nocautes; já no BAT de animais Trpa1 KO após 4 semanas os níveis 

de transcritos do tratamento a 22°C no ZT2 foram reduzidos (Figura 11B). 
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Figura 11. Expressão diurna (ZT2) e noturna (ZT14) de Npra no tecido adiposo marrom (BAT) 

de camundongos C57Bl/6J e Trpa1-/- expostos a temperatura de 22°C em comparação com 30°C 

após (A) duas semanas e (B) quatro semanas. Valores estão apresentados como a expressão média 

(n=3-6) ± SEM, relativos à menor média encontrada no grupo controle (WT a 30°C), 

respectivamente após duas e quatro semanas. O valor de p foi obtido através de Two-Way 

ANOVA seguida de pós-teste de Bonferroni. Colchetes mostram as diferenças no mesmo 

genótipo entre as temperaturas. 

 

O segundo gene de receptores de NPs avaliado foi o Nprb. Os resultados 

mostraram que no BAT de animais selvagens ou Trpa1 KO, após 2 ou 4 semanas a 30°C, 

não houve diferença evidente entre dia e noite ou entre os genótipos (Figura 12A, B).  
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Figura 12. Expressão diurna (ZT2) e noturna (ZT14) de Nprb no tecido adiposo marrom (BAT) 

de camundongos C57Bl/6J e Trpa1-/- expostos a temperatura de 30°C após (A) duas semanas e 

(B) quatro semanas. Valores estão apresentados como a expressão média (n=4-5) ± SEM relativos 

à menor média encontrada no grupo controle (WT a 30°C), respectivamente após duas e quatro 

semanas. Two-Way ANOVA. 

 

 Após submetermos ambos os genótipos ao desafio de 22°C, podemos observar 

que o gene Nprb passa a oscilar no selvagem apresentando menor expressão no escuro, 

enquanto o nocaute não apresentou mudanças (Figura 13A). Após 4 semanas, os 

transcritos de Nprb não mais oscilam entre dia e noite nos animais WT, e passam a oscilar 

nos nocautes, com maior expressão à noite (Figura 13B). 
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Figura 13. Expressão diurna (ZT2) e noturna (ZT14) de Nprb no tecido adiposo marrom (BAT) 

de camundongos C57Bl/6J e Trpa1-/- expostos a temperatura de 22°C após (A) duas semanas e 

(B) quatro semanas. Valores estão apresentados como a expressão média (n=3-6) ± SEM relativos 

à menor média encontrada no grupo controle (WT a 30°C), respectivamente após duas e quatro 

semanas. O valor de p foi obtido através de Two-Way ANOVA seguida de pós-teste de 

Bonferroni. Letras representam as diferenças na expressão gênica entre os genótipos no mesmo 

horário e colchetes mostram as diferenças no mesmo genótipo entre os ZTs. 

 

 A Figura 14 mostra os valores de expressão do gene Nprb no BAT em cada 

genótipo no ZT2 e ZT14 após duas e quatro semanas a 22 e 30°C. Fica evidente que o 

gene Nprb é positivamente regulado no ZT2 a 22°C em animais selvagens após 2 semanas 

(Figura 14A). Porém esse efeito após 4 semanas não foi observado (Figura 14B). O que 
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nos faz acreditar que animais selvagens, submetidos a condição de 22°C por duas semanas 

vindo de 30°C, passam a ter um incremento nos números de transcritos a favor de um 

possível ajuste termogênico no ZT2, porém esse efeito não é visto após 4 semanas (Figura 

14B) provavelmente devido ao suporte de outras vias de controle de temperatura corpórea 

acionadas, fazendo com que esse efeito sobre o gene seja reduzido. Novamente no animal 

nocaute avaliado, não houve resposta temporal ou às diferentes durações do estímulo de 

temperatura. 
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Figura 14. Expressão diurna (ZT2) e noturna (ZT14) de Nprb no tecido adiposo marrom (BAT) 

de camundongos C57Bl/6J e Trpa1-/- expostos a temperatura de 22°C em comparação com 30°C 

após (A) duas semanas e (B) quatro semanas. Valores estão apresentados como a expressão média 

(n=3-6) ± SEM, relativos à menor média encontrada no grupo controle (WT a 30°C), 

respectivamente após duas e quatro semanas. O valor de p foi obtido através de Two-Way 

ANOVA seguida de pós-teste de Bonferroni.  Colchetes mostram as diferenças no mesmo 

genótipo entre as temperaturas.  

 

Por fim investigamos a expressão do Nprc no BAT de camundongos selvagens e 

nocautes para Trpa1 KO, nas mesmas condições descritas anteriormente. Observamos 

que, após duas semanas a 30°C, o gene Nprc em camundongos selvagens apresentou 

maiores valores de transcritos quando comparados aos nocautes nos mesmos horários, e 

ambos não apresentaram oscilações entre dia e noite (Figura 15A). Após 4 semanas foi 

observado o retorno aos níveis basais de transcritos, sem diferenças significativas entre 

horários ou entre genótipos (Figura 15B). 
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Figura 15. Expressão diurna (ZT2) e noturna (ZT14) de Nprc no tecido adiposo marrom (BAT) 

de camundongos C57Bl/6J e Trpa1-/- expostos a temperatura de 30°C após (A) duas semanas e 

(B) quatro semanas. Valores estão apresentados como a expressão média (n=3-5) ± SEM relativos 

à menor média encontrada no grupo controle (WT a 30°C), respectivamente após duas e quatro 

semanas. O valor de p foi obtido através de Two-Way ANOVA seguida de pós-teste de 

Bonferroni. Letras representam as diferenças na expressão gênica entre os genótipos no mesmo 

horário.  

 

Após duas e quatro semanas a 22°C, observamos que animais selvagens, apesar da 

grande dispersão de valores, tiveram maior expressão de Nprc de dia, semelhante ao 

observado a 30°C, mas os nocautes perderam a oscilação de transcritos mediante a 

exposição ao desafio de temperatura (Figura 16A). E após 4 semanas, também de forma 

similar a 30°C, não foram observadas diferenças na expressão desse gene no BAT, entre 

dia e noite ou entre genótipos (Figura 16B). 
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Figura 16. Expressão diurna (ZT2) e noturna (ZT14) de Nprc no tecido adiposo marrom (BAT) 

de camundongos C57Bl/6J e Trpa1-/- expostos a temperatura de 22°C após (A) duas semanas e 

(B) quatro semanas. Valores estão apresentados como a expressão média (n=3-5) ± SEM relativos 

à menor média encontrada no grupo controle (WT a 30°C), respectivamente após duas e quatro 

semanas. O valor de p foi obtido através de Two-Way ANOVA seguida de pós-teste de 

Bonferroni.  Letras representam as diferenças na expressão gênica entre os genótipos no mesmo 

horário. 

 

 Plotando todos os resultados para o gene Nprc no BAT, não foi verificada variação 

em sua expressão entre temperaturas ou genótipos após 2 semanas (Figura 17A). Após 

quatro semanas, os resultados mostraram uma regulação negativa dos níveis de expressão 

de Nprc no BAT de camundongos selvagens expostos a temperatura de 22°C à noite 

quando comparados a selvagens no mesmo horário expostos a 30°C. Não foi observado 

efeito das diferentes temperaturas em camundongos Trpa1 KO, em nenhum dos períodos 

ou horários do dia (Figura 17B). 
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Figura 17. Expressão de Nprc no tecido adiposo marrom (BAT) de camundongos C57Bl/6J e 

Trpa1-/- expostos a temperatura de 30 ou 22°C em após (A) duas semanas e (B) quatro semanas. 

Valores estão apresentados como a média (n=2-4) da expressão ± SEM relativos a menor média 

encontrada no grupo controle (WT a 30°C), respectivamente após duas e quatro semanas. O valor 

de p foi obtido através de Two-Way ANOVA seguida de pós-teste de Bonferroni. Colchetes 

mostram as diferenças no mesmo genótipo entre as temperaturas. 

 

 Estudar os efeitos causados pelos peptídeos natriuréticos (NPs), enfatizando a sua 

importância como hormônios atuando na regulação da energia corpórea e do metabolismo 

lipídico, tem sido essencial para compreender a ação desses sobre a fisiologia dos mais 

diversos órgãos (Lafontan et al., 2008; Bordicchia et al., 2012; Coué & Moro, 2016). 

 Os resultados apresentados até aqui mostraram que, após duas semanas, não houve 

oscilação na expressão dos receptores Npra, Nprb e Nprc no BAT entre as fases claro e 

escuro, em ambos os genótipos. Porém em animais selvagens submetidos a 22°C a 

oscilação entre dia e noite foi observada nos genes Nprb e Nprc, com maior pico no 

período de luz. 

  Um estudo de Smith e colaboradores (2015) evidenciou que os genes Npra e Nprc 

regulam a atividade metabólica durante a fase de repouso (fotofase). Considerando que 

em baixa temperatura o animal necessite de um suporte fisiológico para regular a taxa 

metabólica e a manutenção da temperatura corpórea, o aumento da expressão desses 

genes no BAT em resposta ao frio é esperado.   
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 Em quatro semanas o efeito do desafio de temperatura pode ter ocasionado uma 

nova aclimatação do animal ao ambiente, fazendo com que os transcritos tenham 

retornado a níveis basais. Nossos experimentos mostraram que animais nocautes e 

selvagens submetidos a temperatura de 22°C não apresentaram resposta evidente no 

incremento do número transcritos após esse período mais longo.   

 Buscamos uma nova análise avaliando os níveis de transcritos após duas e quatro 

semanas onde a expressão gênica total (ZT2+ZT14) dos receptores de NPs, Npra, Nprb 

e Nprc, foi considerada (Tabelas 3 a 5 a seguir).  

 Verificamos que houve uma diminuição significativa dos transcritos do receptor 

Npra nos animais WT ou Trpa1 KO (Tabela 3) após 4 semanas a 22°C quando 

comparados a 2 semanas a 22°C, quando não havia diferença entre 30º e 22°C. O que 

vemos é a ausência de efeito aditivo após duas semanas do desafio de temperatura 22°C 

sobre a expressão global de Npra no BAT de animais selvagens e nocautes, porém após 

4 semanas curiosamente os níveis de Npra mostraram-se reduzidos em animais selvagens 

e ainda menores quando avaliamos no animal Trpa1 KO. 

 

Tabela 3. Efeito da duração do desafio a frio sobre a expressão do gene Npra em 

camundongos WT e Trpa1 KO. 

Total Npra mRNA  

WT 

  30°C 22°C p* 

2 weeks 1.83 ± 0.4 1.22 ± 0.2 0.2294 

4 weeks 1.86 ± 0.5 0.20 ± 0.06 <0.05 

p** 0.3914 <0.0001   

Trpa1 KO 

  30°C 22°C p* 

2 weeks 0.83 ± 0.3 0.59 ± 0.15 0.5196 

4 weeks 3.02 ± 1.3 0.18 ± 0.06 <0.05 

p** 0.104 <0.05   
*p para diferenças entre 22 e 30°C após duas e quatro semanas. Os valores foram normalizados pela menor 

média encontrada no grupo controle a 30°C. 

**p para diferenças entre 2 e 4 semanas a 30°C ou 22°C Os valores foram normalizados pela menor média 

encontrada no grupo controle a 30°C.  

 

 Já para o gene Nprb, os transcritos não se alteraram significativamente em animais 

WT ou Trpa1 KO (Tabela 4) após 4 semanas a 22°C quando comparados a 2 semanas a 

22°C, ou entre 30o e 22°C, após 2 ou 4 semanas. 
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Tabela 4. Efeito da duração do desafio a frio sobre a expressão do gene Nprb em 

camundongos WT ou Trpa1 KO 

                    Total Nprb Mrna 

WT 

  30°C 22°C p* 

2 weeks 1.85 ± 0.4 3.41 ± 1.4 0.263 

4 weeks 1.64 ± 0.3 1.43 ± 0.2 0.6554 

p** 0.7136 0.2129   

Trpa1 KO 

  30°C 22°C p* 

2 weeks 1.61 ± 0.3 0.81 ± 0.2 0.0607 

4 weeks 2.02 ± 0.7 2.11 ± 0.3 0.9105 

p** 0.5933 <0.005   
 *p para diferenças entre 22 e 30°C após duas e quatro semanas. Os valores foram normalizados pela menor 

média encontrada no grupo controle a 30°C. 

 **p para diferenças entre 2 e 4 semanas a 30°C ou 22°C Os valores foram normalizados pela menor média 

encontrada no grupo controle a 30°C. 

 

 Esperava-se que o RNAm do receptor NPRC estivesse aumentado após desafios 

de frio, diminuindo assim a clearance dos NPs plasmáticos, aumentando sua 

disponibilidade aos outros receptores (Potter, 2011; Bordicchia et al., 2012; Collins, 

2014). De fato, houve uma diminuição significativa dos transcritos nos animais WT a 

22°C após 4 semanas comparados com 30°C e entre 2 e 4 semanas a 22°C (Tabela 5), 

confirmando os dados da literatura para esse receptor. Dada essa premissa, os níveis de 

NPs plasmáticos por nós mensurados (Figuras 18 e 19) deveriam ter aumentado, o que 

como veremos a seguir, não foi observado. 

 Já os animais nocautes para o canal TRPA1 apresentaram decréscimo de RNAm 

após 4 semanas a 30 ou a 22°C quando comparados a 2 semanas nessas temperaturas 

(Tabela 5), evidenciando comportamento diferente do apresentado pelos animais 

selvagens.  
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Tabela 5. Efeito da duração do desafio a frio sobre a expressão do gene Nprc em 

camundongos WT ou Trpa1 KO 

Total Nprc Mrna 

WT 

  30°C 22°C p* 

2 weeks 0.91 ± 0.1 2.47 ± 1.4 0.1358 

4 weeks 4.15 ± 4.3 0.87 ± 0.1 0.0298 

p** <0.05 0.1564   

Trpa1 KO 

  30°C 22°C p* 

2 weeks 0.15 ± 0.04 0.29 ± 0.07 0.1542 

4 weeks 3.46 ± 1.1 1.13± 0.2 0.0715 

p** <0.05 <0.05   
*p para diferenças entre 22 e 30°C após duas e quatro semanas. Os valores foram normalizados pela menor 

média encontrada no grupo controle a 30°C. 

**p para diferenças entre 2 e 4 semanas a 30°C ou 22°C Os valores foram normalizados pela menor média 

encontrada no grupo controle a 30°C.  

 

Tendo em vista que: 1) os transcritos de Npra, Nprb e Nprc diminuíram de 2 para 

4 semanas a 22oC; 2). Após 4 semanas Npra e Nprc tiveram também menor expressão a 

22oC quando comparada a 30oC; 3) RNAm de Nprc foi menor após 4 semanas a 22oC 

quando comparado a 30oC, decidimos focar os próximos experimentos nas respostas 

evocadas após 2 semanas a 22oC. 

 

4. NPs plasmáticos  

 

Inicialmente avaliamos os níveis de ANP e BNP plasmáticos em animais mantidos 

por 2 semanas a 22°C em comparação com os controles a 30°C. Observamos que animais 

WT mantidos a 22°C em comparativo com animais mantidos na termoneutralidade 

apresentaram menores concentrações de ambos os hormônios (ANP - 44,0 pg/ml; BNP - 

2,6 pg/ml) (Figuras 18 e 19). Em animais nocautes não foram achadas diferenças nos 

níveis plasmáticos entre animais expostos às duas temperaturas. 

A ausência de resposta ou até mesmo níveis menores a 22°C que o basal, poderiam 

ser explicados pelo fato dessa temperatura não ser estímulo suficiente para induzir a 

resposta de aumento de secreção de NPs pelos cardiomiócitos, e eventual resposta 

termogênica adaptativa dar-se-ia exclusivamente pela ativação simpática no BAT. 
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 Outra alternativa, seria que estímulos de abaixamento de temperatura ambiental 

agudos causariam uma resposta dramática de produção e secreção dos NPs cujo nível, 

após um período longo, retornaria aos valores basais, enquanto a manutenção prolongada 

da termogênese ficaria a cargo da via β-adrenérgica. Para esclarecer essa questão, 

realizamos estímulos de 10oC por 6 horas. E o que observamos foi um incremento de 50 

vezes ou mais nas concentrações plasmáticas de BNP (Figura 19), corroborando os dados 

encontrados em outros estudos de Bordicchia e colaboradores (Bordicchia et al., 2012; 

2016; Collins & Bordicchia, 2013). 
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Figura 18. Níveis plasmáticos de ANP em camundongos C57Bl/6J e Trpa1-/- expostos a 22°C 

após duas semanas em comparação com animais mantidos a 30°C. Two-Way ANOVA seguida 

por pós-teste de Bonferroni. n=5. 
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Figura 19. Níveis plasmáticos de BNP em camundongos C57Bl/6J e Trpa1-/- expostos a 22°C 

após duas semanas em comparação com animais mantidos a 30°C ou expostos a 10°C por 6 

horas). Two-Way ANOVA seguida por pós-teste de Bonferroni (n=5). Letras mostram diferenças 

entre as concentrações plasmáticas de BNP nos vários tratamentos. a ± b ± c p<0,05; ab ± c, 

p<0,0001. 

 

Notamos também que os níveis de ANP e BNP não diferiram entre os animais WT 

e KO para Trpa1 a 22oC (Figuras 18 e 19) ou, no caso de WT até decresceram, 

evidenciando que o canal TRPA1 não parece ter um papel essencial na resposta a essa 

temperatura.  

Bordicchia e colaboradores (2012) revelaram o mecanismo da estimulação de 

adipócitos por NPs, de forma semelhante à das catecolaminas, através de vias paralelas 

envolvendo, respectivamente PKG e PKA. Por outro lado, esses sinais convergem na 

ativação de p38MAPK, potencializando positivamente o programa termogênico em 

tecidos adiposos marrom e branco (browning) estimulando biogênese mitocondrial em 

resposta a expressão elevada de PGC1α e UCP1(Wang, 2012; Collins, 2014).  

Recentemente Kimura e colegas (2017) demonstraram o efeito do ANP sobre o 

ajuste de temperatura intracelular de adipócitos marrons, usando uma termosonda de 

fluorescência, consolidando ainda mais o papel desse hormônio no metabolismo e 

termogênese do BAT. 
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Como sabemos, a estimulação da atividade termogênica por baixas temperaturas 

ambientais não se dá apenas por ação de NPs, mas também por catecolaminas, hormônios 

da tireoide, irisina e outros. Avaliando a resposta dos níveis de NPs plasmáticos e de 

RNAm de receptores de NPs ao desafio de temperatura, é muito provável que a regulação 

fisiológica da termogênese mediada por NPs esteja relacionada a maiores desafios de frio, 

abaixo de 20°C, ou a respostas agudas (Bordicchia et al., 2012; Carper et al., 2020; Martin 

et al., 2020).Essa seria uma das explicações que embasariam a ausência de alterações da 

expressão de genes de receptores Npra, Nprb e Nprc bem como da secreção de ANP e 

BNP, em animais expostos a 22°C. 

 

5. Expressão gênica de Per1 e Bmal1 

 

O link entre canais TRP e genes de relógio foi proposto recentemente por nosso 

grupo, tendo sido demonstrado que animais nocautes para canais TRPV1 e TRPM8 

apresentaram uma redução dos componentes moleculares do relógio do BAT (Moraes et 

al., 2017a, b). Considerando que os canais TRPA1 são clássicos sensores de temperaturas 

baixas (Mahajan et al., 2020) e o papel dos genes de relógio na resposta ao frio e no 

controle dos componentes moleculares da via termogênica (Chappuis et al., 2014; 

Machado et al., 2018) passamos a avaliar a participação do canal TRPA1 no controle da 

expressão entre dia/noite em animais nocaute para o canal TRPA1 mantidos em zona 

termoneutra e desafiados ao frio de 22°C. 

Nossos resultados mostraram que no BAT de camundongos C57Bl/6J e Trpa1-/-

submetidos a temperatura de 30°C após 2 semanas o gene Per1, expresso circadianamente 

em mamíferos, teve maior expressão na fase escura (ZT14), oscilação que foi ausente nos 

animais nocautes (Figura 20A). Como já descrito na literatura, a expressão de Bmal1 é 

maior na fase de claro, em antifase com Per1, cujo pico se dá na fase de escuro. Para 

Bmal1 observamos que a oscilação do gene no BAT do animal selvagem a 30°C foi 

mantida entre as fases claro-escuro, maior expressão na fotofase (Figura 20A, B).  

Curiosamente, animais nocautes não apresentaram oscilação na expressão dos 

genes analisados após duas semanas (Figura 20A, B) 
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Figura 20. Expressão diurna (ZT2) e noturna (ZT14) de (A) Per1 e (B) Bmal1 no tecido adiposo 

marrom (BAT) de camundongos C57Bl/6J e Trpa1-/- expostos a temperatura de 30°C após duas 

semanas. Valores estão apresentados como a expressão média (n=3-5), ± SEM, relativos à menor 

média encontrada no grupo controle (WT a 30°C). Letras representam as diferenças na expressão 

gênica entre os genótipos no mesmo horário e os colchetes mostram as diferenças no mesmo 

genótipo entre os ZTs. O valor de p foi obtido através de Two-Way ANOVA seguida de pós-teste 

de Bonferroni.  

 

  Observamos que nos animais WT submetidos a 22°C, a oscilação de Per1 entre 

dia e noite foi mantida com maior pico de expressão na fase escura em oposição à a fase 

clara após duas semanas (Figura 21A). Observou-se que animais selvagens tiveram 

oscilações de Bmal1 entre as fases de claro e escuro, oscilação essa não evidente nos 

animais nocautes (Figura 21 A, B) semelhante ao que foi visto a 30°C (Figura 20A). 
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Figura 21. Expressão diurna (ZT2) e noturna (ZT14) de (A) Per1 e (B) Bmal1 no tecido adiposo 

marrom (BAT) de camundongos C57Bl/6J e Trpa1-/- expostos a temperatura de 22°C após duas 

semanas. Valores estão apresentados como a expressão média (n=3-5) ± SEM, relativos à menor 

média encontrada no grupo controle (WT a 30°C). Colchetes mostram as diferenças no mesmo 

genótipo entre os ZTs. O valor de p foi obtido através de Two-Way ANOVA seguida de pós-teste 

de Bonferroni.   

 

Após comparar a expressão de Per1 entre os genótipos em temperaturas 

diferentes em duas semanas, colocamos esses dados nos mesmos gráficos de forma a 

facilitar a comparação entre os valores de 30 e 22°C. Vimos que a expressão de Per1 no 

BAT de camundongos selvagens não foi afetada pela variação de temperatura após duas 

semanas; porém animais nocautes apresentaram níveis de transcritos reduzidos a 22°C no 

período de luz, quando comparado com animais em termoneutralidade. (Figura. 22A). 

Após duas semanas os animais selvagens mantiveram os níveis de transcritos semelhantes 

entre as temperaturas avaliadas, porém em nocautes a temperatura de 22°C atenuou a 

expressão do gene (Figura 22A). A Figura 22B compara os padrões de expressão de 

Bmal1 em cada genótipo para dia e noite após duas semanas a 30 e 22°C, não tendo sido 

encontradas diferenças significativas nos níveis de transcritos de Bmal1 no BAT (Figura 

22B). 
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Figura 22. Expressão diurna (ZT2) e noturna (ZT14) de (A) Per1 e (B) Bmal1 no tecido adiposo 

marrom (BAT) de camundongos C57Bl/6J e Trpa1-/- expostos a temperatura de 22°C em 

comparação com 30°C após duas semanas. Valores estão apresentados como a expressão média 

(n=3-5) ± SEM, relativos à menor média encontrada no grupo controle (WT a 30°C), 

respectivamente após duas e quatro semanas. Colchetes mostram as diferenças no mesmo 

genótipo entre as temperaturas. O valor de p foi obtido através de Two-Way ANOVA seguida de 

pós-teste de Bonferroni.  

 

É observado para os genes Per1 e Bmal1 uma relação em anti-fase, Bmal1 sendo 

mais expresso durante a fase clara e Per1 sendo mais expresso opostamente na fase 

escura, tal característica é descrita classicamente no NSQ quando a maquinaria do relógio 

está sincronizada (Buhr & Takahashi, 2013), bem como no BAT e no WAT (Ando, 2005; 

Yang et al., 2006; Zvonic et al., 2006).  

Li e colaboradores (2013) demonstraram que os componentes da maquinaria do 

relógio como Cry2, Per1, Per2 e CK1ε no BAT de camundongos não tiveram suas 

expressões alteradas mesmo após serem expostos ao frio de 4°C por 5 horas, comparados 

a 24oC. Em nosso protocolo, por se tratar de tratamento crônico a 22°C, pode estar 

ocorrendo uma redução na expressão de Per1, e levando ao comprometimento da 

regulação fisiológica frente a esse desafio de temperatura. 

A expressão do gene Bmal1 no BAT não foi afetado quando submetidos ao desafio 

de temperatura proposto por nós. Mas em estímulos agudos, o aumento da expressão de 

Bmal1 é essencial, atuando sobre a regulação termogênica, garantindo a expressão de 

genes envolvidos na termogênese e no metabolismo lipídico in vivo, bem como em cultura 

de adipócitos marrons (Li et al., 2013).  
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Em camundongos, componentes moleculares do relógio expressos circadianamente 

são importantes na sinalização simpática e diretamente relacionados com a regulação da 

expressão de adrenoceptores β3 participantes no controle de temperatura (Guilding & 

Piggins, 2007; Kalsbeek et al., 2011).  

 Outros trabalhos enfatizaram a influência de baixas temperaturas sobre o 

arrastamento de osciladores circadianos (Schibler et al., 2003; Prolo et al., 2005; Buhr et 

al., 2010) demonstrando assim que os ajustes metabólicos exercidos por genes do relógio 

são essenciais na garantia do funcionamento ideal de tecidos associados ao controle de 

temperatura corporal. 

 Observamos que a ausência do canal TRPA1 comprometeu a resposta oscilatória dos 

componentes Per1 e Bmal1 tanto em animais mantidos em termoneutralidade, como 

desafiados a 22°C. Em estudos anteriores Moraes e colaboradores (2017a, b) 

demonstraram que animais nocautes para canais TRPV1 e TRPM8 apresentaram 

alterações na oscilação de Per1, Per2 e Bmal1 bem como redução dos componentes 

moleculares do relógio do BAT. Deve-se mencionar que TRPA1 e TRPM8 são mais 

sensíveis a temperaturas abaixo de 25oC, enquanto TRPV1 responde a extremos acima de 

43oC O efeito da temperatura de 22°C sobre Per1 foi mais marcante na ausência do canal, 

demonstrando uma redução na sua expressão.  Acreditamos que essas alterações possam 

comprometer a temporização do animal com o meio externo, resultando em desarranjos 

nos eixos fisiológicos envolvidos no metabolismo local do BAT. Para uma melhor 

interpretação destes resultados, uma análise durante 24 ou 48 horas, com determinação 

da expressão gênica a cada 3 ou 4 horas é essencial. 

 

5. Genes da via termogênica e metabolismo lipídico (Ucp1, Pgc1α, Prdm16, 

Lcad, Cidea, Cpt1α) 

 

A seguir, investigamos a expressão de genes da via termogênica que, em última 

instância, levam a aumento da atividade da UCP1 e termogênese adaptativa nos animais 

WT e nocautes, uma vez que o canal TRPA1 tem sido associado a múltiplos mecanismos 

moleculares que modulam a via termogênica (Mahajan et al., 2020). Neste contexto, a via 

de termogênese descrita no banco de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

(KEGG) (https://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?mmu04714), a qual 

demonstra sucintamente os mecanismos desencadeados pelas vias noradrenérgica e de 

https://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?mmu04714
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NPs sobre a termogênese, foi avaliada para, dentre a grande variedade de componentes 

regulatórios, selecionarmos para análise genes que poderiam ser modulados durante o 

desafio de frio.  

Foram selecionados seis genes, incluindo aqueles envolvidos na regulação da 

lipólise, fatores de transcrição e metabolismo energético (fosforilação oxidativa e beta-

oxidação mitocondrial), como Pgc1α (peroxisome proliferator-activated receptor-γ 

coactivator α), Prdm16 (PR domain containing 16), Cpt1α (Carnitine 

palmitoyltransferase I), Cidea (cell death activator), Lcad (long chain acyl-CoA 

dehydrogenase) e Ucp1, em BAT de animais WT e Trpa1 KO eutanasiados às 9 h (ZT2), 

que foram aclimatados em 30°C (termoneutralidade) e 22°C (desafio de frio crônico). A 

quantificação de RNAm destes alvos, além do normalizador, em uma única placa, foi 

realizada no laboratório do Prof. José Cipolla-Neto, graças ao auxílio da Dra. Maria 

Nathalia Moraes. 

Nossas análises mostraram que os transcritos de Pgcα1 não se alteraram no BAT 

de animais WT e Trpa1 KO em função do desafio crônico de 22°C (Figura 23A). Por 

outro lado, os transcritos de Prmd16 aumentaram nos animais nocautes a 22°C em 

comparação a 30°C, evento que resultou em aumento significativo também em relação a 

selvagens a 22°C (Figura 23B). Também para os genes Cidea (Figura 23C) e Cpt1α 

(Figura 23D), o efeito da exposição crônica a 22°C só foi observado em animais nocautes, 

evidenciado no aumento de níveis de mRNA. Observou-se que em ambos os genótipos, 

os níveis de transcrito de Ucp1 aumentaram significativamente a 22°C, comparados a 

30°C; e que em animais nocautes esse efeito foi ainda mais marcante quando comparados 

aos animais WT também a 22°C (Figura 23E). Semelhante a este efeito, foi observado o 

aumento de transcritos de Lcad em ambos os genótipos também em resposta a 22°C 

(Figura 23F). 

Em resumo, em resposta a 2 semanas de exposição a 22°C, mRNA de Pgc1α não 

foi afetado em WT ou nocautes; apenas transcritos de Ucp1 e Lcad aumentaram em 

ambos os genótipos, enquanto os transcritos de Prdm16, Cpt1α e Cidea só foram 

aumentados nos animais Trpa1 KO, ficando evidente a ativação maior da termogênese na 

ausência do canal.  

Não houve diferenças significativas em nenhum dos genes selecionados entre os 

animais WT e Trpa1 KO na termoneutralidade. Interessantemente, ao comparar cada 

genótipo sob as 2 condições de temperatura, os animais WT apresentaram aumento 
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significativo apenas na expressão da Lcad e Ucp1 no desafio de frio crônico; enquanto os 

animais Trpa1 KO demonstraram aumento significativo em todos os genes avaliados no 

desafio de frio crônico, exceto para Pgc1α. Adicionalmente, destacamos que o aumento 

da expressão destes genes observado nos animais Trpa1 KO na condição de desafio de 

frio também pôde ser notado ao compará-los com a expressão gênica dos animais WT 

neste desafio térmico, incluindo para gene Ucp1 alterado nos 2 genótipos, onde a ausência 

do canal proporcionou um aumento significativo comparado aos animais WT. Desta 

forma, é possível constatar que há um aumento da atividade termogênica em 22°C, que 

se encontra abaixo da faixa de termoneutralidade de ambos os genótipos, evidenciada 

pelo aumento da Ucp1. No entanto, a ausência do canal sugere um aumento mais 

acentuado deste processo em uma temperatura na qual ele é ativado (Figura 23).  
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Figura 23. Expressão de A) Pgc1α; B) Prdm16; C) Cidea; D) Cpt1α; E) Ucp1; F) Lcad no tecido 

adiposo marrom (BAT) de camundongos C57Bl/6J e Trpa1-/- expostos a temperatura de 30 ou 

22°C após duas semanas. Valores estão apresentados como a média (n=3-4) da expressão ± SEM 

relativos a menor média encontrada no grupo controle (WT a 30°C), respectivamente após duas 

e quatro semanas. O valor de p foi obtido através de Two-Way ANOVA seguida de pós-teste de 

Bonferroni. Colchetes mostram as diferenças no mesmo genótipo entre as temperaturas. 
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Em resumo, como função desses genes, podemos destacar: Pgc-1α estimula 

biogênese mitocondrial promovendo um aumento no metabolismo de energia e glicose 

(Summermatter, 2010); Prdm16 controla o desenvolvimento de adipócitos marrons, mas 

também é expresso no tecido adiposo branco subcutâneo (Seale et al., 2008; Kajimura et 

al., 2010; Ohno et al., 2012). Cpt1α codifica uma enzima mitocondrial que catalisa a 

transferência de grupos acil da coenzima A carnitina para ácidos graxos de longa cadeia 

(Komatsu et al., 2010). Lcad codifica também uma enzima mitocondrial responsável pela 

β-oxidação de ácidos graxos insaturados e de cadeia ramificada (Hainline, et al., 1993; 

Disch, et al., 1996; Daikoku et al., 2000). Cidea é um ativador de morte celular, inibe 

lipólise favorecendo armazenamento de gordura (Inohara et al., 1998; Nordström et al., 

2005; Shimizu & Yokotani, 2009). 

A ativação desses genes em resposta ao frio ambiental culmina no aumento da 

expressão de Ucp1, bem como regula o metabolismo lipídico. Esses genes disponibilizam 

substratos para a beta oxidação e mitocondriogênese ampliando a capacidade respiratória 

e oxidativa no tecido adiposo marrom. É amplamente discutida na literatura, a integração 

desses genes para regular a atividade termogênica no BAT (Cannon & Nedergaard, 2004; 

de Jong et al., 2017; Liang et al., 2019).  

Curiosamente o desafio de temperatura em ambos os genótipos não provocou um 

aumento nos níveis de Pgcα1 no BAT como podemos observar na Figura 23A, 

demonstrando assim que a biogênese mitocondrial por esse mecanismo não foi 

estimulada após esses animais terem sido expostos ao desafio de temperatura. Nossos 

achados corroboram a resposta encontrada por Sun e colaboradores (2016) onde o efeito 

de desafio de frio moderado (25°C) não induziu o aumento na expressão de Pgc1α no 

BAT de camundongos selvagens e nocautes para o canal TRPV2. No entanto, segundo 

nossos resultados, a termoneutralidade de animais WT inicia-se em 23,5°C, e não está 

clara a faixa de termoneutralidade de Trpv2 KO. 

Estudos mostraram o efeito do frio agudo (5oC versus 28oC) promovendo um 

aumento transcricional de Pgc1α e Ucp1 com respectivo aumento na expressão de suas 

proteínas (Cao et al., 2004). Talvez por termos trabalhado com estímulo de 2 semanas e 

a 22oC não observamos alteração nos transcritos de Pgc1α. 

É evidente que a atividade termogênica em animais WT submetidos ao desafio de 

frio está estimulada, haja visto o aumento da expressão da Ucp1 e Lcad, indicando que a 

β-oxidação de ácidos graxos e termogênese estão otimizados. Inúmeros estudos 
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demonstraram a importância da proteína UCP1 no BAT controlando o metabolismo e 

termogênese, evidenciando a importância para a eutermia, regulando a temperatura 

corporal através da produção de calor, frente a diminuição da temperatura ambiente 

(dentre eles, Janský, 1973; Foster & Frydman, 1978; Bukowiecki, 1982; Klingenspor, 

2003; Cannon & Nedergaard, 2004; Lin et al., 2005; Finck & Kelly, 2006; Murano et al., 

2009; Nguyen et al., 2011; Ouellet, et al., 2012; Harms & Seale, 2013). O efeito do 

estímulo de frio sobre a expressão de Ucp1 foi abordado por Rosell e colaboradores 

(2014), que relataram um aumento na expressão de Ucp1 nos diferentes tecidos adiposos 

de camundongos submetidos a 6 e 22°C, quando comparado aos camundongos 

submetidos a 28°C.  

Nossos resultados mostram que a exposição crônica a 22°C em camundongos WT 

parece não induzir aumento de genes participantes das vias paralelas que dão suporte a 

atividade termogênica no BAT, exceto na beta oxidação mediada através do aumento da 

expressão de Lcad. De fato, genes envolvidos no aumento da densidade mitocondrial e 

adipogênese não foram estimulados em selvagens submetidos a 22°C.  

Em contrapartida, genes de alças regulatórias do metabolismo lipídico (lipólise e 

lipogênese), como Cidea, e da mitocondriogênese, como Ucp1 e Lcad, apresentaram 

aumento significativo em animais nocautes para o canal TRPA1 após a exposição ao frio. 

Nestes, a resposta termogênica ao desafio de frio crônico foi muito mais robusta sobre 

todos os genes avaliados (Prdm16, Cidea, Cpt1α; Lcad e Ucp1), exceto Pgc1α. O desafio 

de frio crônico ou agudo pode desencadear respostas fisiológicas diversas, seja via 

catecolaminas, NPs, T3/T4, atuando em prol da homeostase da temperatura corpórea 

(Laurberg et al., 2005; Bertrand-Gadayet al., 2016; Kimura et al., 2017). As respostas por 

nós encontradas de aumento na expressão dos genes Prdm16, Cidea, Cpt1α; Lcad e Ucp1 

nos animais Trpa1 KO, expostos ao desafio crônico de frio 22°C, demonstram um 

incremento substancial de marcadores envolvidos no metabolismo lipídico e 

mitocondriogênese, promovendo um aumento da atividade termogênica. 

Outros autores evidenciaram a participação desses genes na regulação do 

metabolismo corpóreo, particularmente no metabolismo lipolítico e mitocondrial em 

resposta ao frio, bem como na expressão de Ucp1 e otimização da atividade de UCP1 

durante o desacoplamento mitocondrial (Shabalina et al., 2013; Sharma, et al., 2016; 

Kazak et al., 2016; Altshuler-Keylin et al., 2016). 
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A deleção de Pgc1α em camundongos desencadeia um comprometimento da 

atividade termogênica de forma significativa (Lin et al., 2004), onde a diferenciação de 

pré-adipócitos marrons não é afetada (Uldry et al., 2006). É possível que a participação 

desse gene seja mais requisitada em resposta a desafios de frio mais extremo, ou a uma 

exposição aguda. De fato, o aumento da expressão de Pgc1α em resposta ao desafio de 

frio agudo foi demonstrado em adipócitos brancos causando escurecimento, com indução 

de vários genes envolvidos na biogênese mitocondrial e termogênese, incluindo Ucp1 

(Puigserver et al.,1998; Tiraby & Langin, 2003) 

Cohen e colaboradores (2014) demonstraram a importância de Prdm16 no BAT 

de camundongos, observando que animais Prdm16 KO apresentaram um 

comprometimento na atividade termogênica. Park e colaboradores (2019) destacaram o 

efeito da temperatura de 4°C induzindo o aumento na expressão gênica de Prdm16 no 

BAT, tecido adiposo branco inguinal (iWAT) e gonadal (gWAT) de camundongos WT. 

Portanto, acreditamos que o desafio de temperatura de 22°C em animais WT, evidenciado 

em nosso trabalho, não seja um desafio térmico intenso o suficiente para promover o 

aumento significativo de sua expressão gênica e, possivelmente, a ação mediada pela 

expressão de Prdm16 seja observado em animais expostos a desafio de frio mais intenso 

ou a exposição aguda. Por outro lado, observamos um aumento dos níveis de Prdm16 em 

resposta ao desafio de frio a 22°C em animais Trpa1 KO, reforçando o papel fundamental 

deste canal nas respostas termogênicas 

Além disso, também foi evidenciada a ativação da alça reguladora de lipogênese 

mediada por Cidea em animais Trpa1 KO, cuja expressão se mostrou aumentada após a 

exposição ao frio. O aumento desse gene induz incorporação de gotículas de lipídeos, 

garantindo a manutenção do estoque de ácidos graxos dentro dos adipócitos. A 

importância da ação de Cidea no tecido adiposo é destacada por Zhou e colaboradores 

(2003) que enfatizaram que, em nocautes de Cidea, há aumento da atividade de UCP1, 

podendo contribuir para o efeito de 'mascaramento' da sua ação em condições fisiológicas. 

Assim, é possível sugerir que a regulação positiva sobre o gene Cidea observada nos 

animais Trpa1 KO no desafio de frio está associada ao aumento da atividade de 

desacoplamento mediado por UCP1, a fim de moderar a ação desta última.  

Assim como Cidea, os genes Lcad e Cpt1α são importantes reguladores da via β-

oxidativa de lipídeos, promovendo um suporte à atividade termogênica e atividade da 

UCP1. O aumento de Cpt1α indica que há um maior metabolismo lipídico em adipócitos 
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para proporcionar ácidos graxos livres como substratos da β-oxidação na mitocôndria, 

suprindo a demanda energética que é essencial durante a manutenção térmica do tecido 

adiposo marrom. Sabe-se que os ácidos graxos são o principais substratos usados na 

atividade termogênica  no BAT (Cannon & Nedergaard, 2004), devido a vias que resultam 

na lipólise intracelular e a oxidação de ácidos graxos (Bargut et al., 2016; Schilperoort et 

al., 2016). Dessa forma é importante a manutenção positiva desses genes durante uma 

exposição ao frio por um longo período, disponibilizando substratos essenciais para 

manutenção da atividade termogênica (Komatsu et al., 2010).  

Finalmente, baseado nos resultados obtidos com aumento significativo dos genes 

Prdm16, Cidea, Cpt1α, Lcad e Ucp1 nos animais Trpa1 KO em 22°C (desafio de frio 

crônico), temperatura esta que ativa o canal avaliado, aumento esse mais significativo nos 

animais Trpa1 KO do que nos animais; não alteração nas concentrações de ANP e BNP 

plasmáticos em animais Trpa1 KO em termoneutralidade e desafio de frio crônico; mas 

aumento marcante de BNP nos animais WT e Trpa1 KO ao desafio agudo de 10oC, nós 

hipotetizamos que, a 22oC, a via noradrenérgica foi ativada no BAT. A ativação dos 

receptores β-adrenérgicos evoca aumento dos níveis de AMPc e da atividade de PKA que, 

mediante fosforilação, ativa o canal TRPA1 (Brackley et al., 2017; Meents, et al., 2017). 

A abertura do canal TRPA1 promove o aumento do influxo de cálcio e, 

consequentemente, aumento do cálcio intracelular que regula a via de sinalização da 

termogênese no BAT para garantir a parcimônia do processo, uma vez que a falta deste 

canal foi responsável pelo aumento da expressão de genes que atuam sobre esta via.  

Interessantemente, foi observado que os estrogénos 2-hidroxiestradiol e 4-

hidroxiestradiol usados para promover a secreção de insulina em resposta ao aumento de 

glicose via ativação de canal de TRPA1 e influxo de cálcio, conforme reportado em 

estudo prévio (Ma et al., 2019), também foram usados anteriormente para inibir atividade 

de adenilil ciclases solúveis (sAC) (Bitterman et al., 2013). Parker e colaboradores (2019) 

demonstraram que estes hormônios reduzem AMPc e CREB fosforilada por inibição de 

sAC.    

Para racionalização desta hipótese, baseamo-nos na literatura que estabeleceu a 

inibição das adenilil ciclases 5 e 6 pelo íon Ca2+ (Halls & Cooper, 2011), enzimas que 

promovem a conversão de ATP em AMPc, sendo este nucleotídeo usado como co-fator 

para atividade da PKA. Esta quinase medeia a fosforilação da proteína 1 ligante do 

elemento responsivo ao AMPc (Cyclic AMP-responsive element-binding protein 1, 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/lipolysis
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/alpha-oxidation
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CREB), um fator de transcrição que que atua em inúmeros processos biológicos 

(Shaywitz & Greenberg, 1999), incluindo a termogênese, descrita na via KEGG 

mencionada anteriormente. Portanto, um menor influxo de cálcio no BAT promovido 

pela ausência do canal TRPA1 poderia ser associado a uma menor inibição das 

adenilciclases, que por sua vez ativariam o eixo AMPc/PKA/CREB, conforme ilustrado 

na Figura 24.  
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Figura 24. Ilustração do possível mecanismo do canal TRPA1 na via termogênica do BAT 

no desafio de frio crônico. A sinalização noradrenérgica estimula a atividade de adenilciclase 

(AC) para produção de AMPc e ativação do eixo PKA/CREB. O PKA fosforila o canal TRPA1, 

promovendo sua ativação e influxo de cálcio, e o aumento do cálcio intracelular inibe a AC em 

um mecanismo de feedback negativo para regulação do processo. A ausência do canal TRPA1 na 

condição de desafio térmico crônico potencializa o eixo AMPc/PKA/CREB, possivelmente 

responsáveis pelas alterações evidenciadas na análise de expressão gênica. Autoria: José Thalles 

Lacerda, adaptado de Caron et al., 2018). 
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 CONCLUSÃO 

 

A termoregulação frente ao desafio de frio é um ajuste muito importante na 

garantia da sobrevivência. Nesse estudo, evidenciamos que o tratamento crônico de 

exposição ao frio a 22ºC desencadeou um aumento na expressão de genes importantes 

no ajuste termoregulatório, mas, por outro lado, os hormônios natriuréticos parecem 

não contribuir com esse fenômeno. Tendo em vista que a ativação da via termogênica 

se mostrou mais exacerbada na ausência do canal. O canal TRPA1 e o cálcio 

citoplasmático provavelmente estejam envolvidos na termogênese adaptativa. Uma 

possibilidade é que a via do AMPc que leva a aumento de UCP1 esteja basalmente 

mais ativa quando os níveis de cálcio são menores, ou seja na ausência do canal 

TRPA1, a adenilil ciclase esteja sendo liberada da inibição pelo cátion. Dessa forma 

faz-se necessário um maior aprofundamento na investigação mecanística desse 

fenômeno.  
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