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Resumo

O presente estudo foi elaborado em células Caco-2, para verificar se a glucose e o
acido butirico regulam a expressdo dos genes do reldgio circadiano intestinal. O
seguimento da expressdo de SRF sobre 18h, por imuno-deteccdo por
epifluorescéncia, confirma que se trata de um input do relégio. A imuno-deteccéo da
expressédo oscilatoria de PERIOD1 sobre 18h e 48h (com intervalos de 6h) comprova
que Periodl é um gene da resposta imediata, fundamental ao funcionamento do
relégio. Verificamos ainda que a expressdo de PERIOD1 € sincronizada com maior
eficacia, utilizando um meio com 1mM de acido butirico, relativamente a outros meios
de cultura (DMEM 10% FCS, 25mM D-glucose, sem glucose nem acido butirico). A
reducdo significativa da concentracdo em acido butirico (0,5, 1 e 2mM) nos sobre-
nadentes de monocamadas de células Caco-2, comparativamente a sobre-nadentes
incubados em placas sem células (ANOVA em triplicado; significancia: 5%), sugere
que o composto serd consumido pelas células. Integrando essa observacdo com o
resultado da experiéncia anterior, deduzimos que o &cido butirico utilizado pelas
células servird de regulador a expressdo do gene Periodl. O uso desse composto
podera assim diminuir a dessincronizacao dos ritmos de células do reldgio, que estara

na origem de determinadas patologias.

Palavras chave : relégio, Periodl, Caco-2, sincronizagao, acido butirico




Abstract

This study was realized in Caco-2 cells to determine whether glucose and butyric acid
regulate the expression of circadian clock genes in the intestine. The follow-up of the
expression of SRF on 18h, by immunodetection by epifluorescence, confirms that it is
an input of the clock. Immunodetection of oscillatory PERIOD1 expression on 18h and
48h (with a 6 hours step) shows that Periodl is an immediate response gene, critical
for the correct functioning of the clock. We also note that the expression of PERIODL1 is
synchronized more effectively, using a medium with 1 mM butyric acid in relation to
other culture media (DMEM 10% FCS, 25mM D-glucose, without glucose nor butyric
acid). A significant reduction in the concentration of butyric acid (0.5, 1 and 2mM) in
supernatants of monolayers of Caco-2 cells, compared with supernatants incubated on
cell-free plastic wells (ANOVA in triplicate; significance: 5%), suggests that the
compound can be consumed by the cells. Integrating this observation with the result of
previous experience, we deduce that the butyric acid used by cells can serve as
regulator of Periodl gene expression. The use of this compound could help reduce the

desynchronization of clock cells rhythms, that can lead to certain diseases.

Key words : clock, Period1, Caco-2, synchronization, butyric acid
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Introducao



1. Introducéo

A fisiologia e o comportamento de todos o0s seres vivos sdo controlados por ritmos
circadianos, conduzidos por osciladores endogenos. O sistema circadiano dos
mamiferos € composto por varios osciladores, organizados hierarquicamente: o relégio
circadiano central situa-se nos nudcleos supraquiasmaticos (NSQ), enquanto o0s
relégios periféricos encontram-se nos outros tecidos ou 6rgdos. Esses relégios sao
controlados por factores genéticos, mas podem igualmente ser modulados por agentes
ambientais, chamados agentes sincronizadores. Os reldgios periféricos,
nomeadamente o reldégio que se encontra a nivel do intestino, podem ser modulados
por agentes sincronizadores distintos dos que modulam o relégio central, tal como a

alimentacdo, em termos de ritmo e composicao.

Os individuos saudaveis apresentam uma sincronizagdo dos seus ritmos biologicos.
Contudo, em condi¢des de dessincronizacdo, podem surgir perturbacdes dos mesmos
(Bogdan e Touitou, 2001; Challamel et al., 2001), que favorecem, a longo prazo, o
aparecimento de disturbios clinicos, tais como cancro, afeccbes cardiovasculares
(Knutsson, 2003; Montagnana et al., 2009), tlceras, obesidade, perturba¢cées do sono
e da vigilancia (Pévet, 2002). Esta dessincronizacao dos ritmos circadianos afecta um
namero consideravel de pessoas, tais como 0s operarios que trabalham por turnos, os
viajantes que efectuam voos trans-meridianos, alguns pacientes que padecem de
depressado sazonal, outros distlrbios psiquiatricos, ou insénias, ou ainda os idosos
(Acurcio e Rodrigues, 2009), existindo uma tendéncia para um aumento regular desse
namero, devido as condi¢cBes de vida no mundo moderno e o envelhecimento geral da

populacdo. Assim, se a alimentacdo constitui efectivamente um agente sincronizador,

1



podera ser oportuno explorar os efeitos da mesma, na reducdo desses potenciais

distdrbios.

As actividades circadianas do intestino sdo de conhecimento geral, e dizem respeito a
ingestdo de alimentos, a digestdo, a migracéo e a proliferacdo celular. No entanto, a
existéncia de compostos moleculares de um relégio circadiano, a nivel do intestino,
apenas foi evidenciada pelo Departamento das Func¢des Digestivas e de Nutricdo

Humana do centro INRA de Nantes (Pardini et al., 2005).

O presente trabalho sera realizado no dominio do relégio circadiano intestinal e da sua
modulacdo pelos nutrientes, nomeadamente pelo &cido butirico, tendo como
perspectiva a regulacao, através da alimentacéo, da expressédo dos genes do reldgio,

gque possa ser perturbada.

Na revisdo bibliografica, ser4 apresentada a no¢do de ritmo biol6gico e o que se
entende por relégio, bem como as noc¢des relativas aos genes que codificam para um
composto molecular do relégio. Serdo depois referenciadas as diferentes classes de
relégio que existem no Homem, e a influéncia dos agentes sincronizadores sobre as

mesmas.

Na parte experimental, iremos utilizar uma linhagem celular de carcinoma cdélica
(Caco-2), ap0s validar a utilizacdo da mesma, como modelo celular, na explora¢do da

regulacédo da ritmicidade circadiana ao nivel de células intestinais. Para tal, iremos



pesquisar, em colondcitos de quatro pacientes saudaveis e em células Caco-2, a
presenca de ARN mensageiros de um factor de entrada ou input (SRF ou Factor de
Resposta ao Soro), dos genes do relégio (entre os quais, os de uma proteina
reguladora: PERIOD1), e de factores de saida ou outputs. Numa segunda etapa,
iremos verificar se a manifestacdo da proteina PERIOD1 é sincronizada por um
choque sérico, e se a expressdo da mesma oscila com o tempo. Por fim, iremos
averiguar se um meio contendo um acido gordo de cadeia curta, o &cido butirico,
favorece a deteccado das oscilagdes de PERIOD1, e se o composto € consumido pelas

células Caco-2 na auséncia de D-Glucose.

O objectivo geral consiste em verificar o comportamento das células Caco-2 (e caso as
mesmas representem um modelo celular aceitavel, o comportamento das células
intestinais saudaveis) perante o contacto com meios de cultura com composi¢cées
diferentes da habitual (nomeadamente com um meio contendo 1 mM de acido
butirico), de modo a evidenciar as consequéncias da alteracdo de meio de cultura, nas
oscilagbes de PERIOD1, proteina fundamental ao funcionamento do relogio
circadiano. Conforme os resultados do estudo de Wood et al. (2009), as proteinas
PERIOD poderéo, de facto, agir na prevencéo e controlo de alguns cancros, entre os

quais o cancro do colon.

A experimentacdo foi realizada na perspectiva humana, como primeira abordagem
pelo laboratorio, para o estudo da maturacdo do tracto gastrointestinal e aquisicao de

relégio bioldgico funcional pelos recém-nascidos, em particular de prematuros.



A aplicacdo desse modelo para a producdo animal podera igualmente adquirir alguma
relevancia, na reducdo das taxas de mortalidade, nomeadamente de crias, tendo sido
demonstrado, em varios estudos, que o acido butirico (bem como outros acidos gordos
de cadeia curta/média) tem efeitos benéficos sobre a saude do tracto gastrointestinal,
ao reforcar a funcdo de barreira contra organismos patogénicos. O aprofundamento
desse tema na producdo animal poderd fomentar uma alternativa a utilizacdo de

antibioticos na producdo animal, ja proibidos por Lei, devido ao desenvolvimento de

antibioresisténcias.



Revisao

Bibliografica



2. Revisao bibliogréafica

O conhecimento dos ritmos biolégicos é relativamente recente. De facto, a verdadeira
ciéncia dos ritmos apenas surge pouco antes da Segunda Guerra Mundial, com o
estabelecimento de equipas e conceitos (Boissin e Canguilhem, 1998). Em todos os
seres vivos, a maioria das actividades bioldgicas, quer fisiologicas (taxas hormonais,
temperatura corporal), quer comportamentais (actividade locomotora, ingestdo de
alimentos), apresentam actividades ritmicas diarias (Aujard, 2002; Chen et al., 2010).
Os ritmos biolégicos foram assim evidenciados no Homem, no mundo animal e
vegetal, a todos os niveis de organizacdo, da célula ao organismo na sua integra
(Pardini e Kaeffer, 2006). Foram analisados e quantificados cerca de 170 ritmos
biolégicos no Homem (ritmo cardiaco, ritmo do sono, ritmo do cortisol plasmatico, ritmo
de mitoses, entre outros). A cronobiologia representa o estudo desses ritmos (Estruch,

2003), relacionando-os com a saude e com a doenca (Acurcio e Rodrigues, 2009).

2.1 A nocao de ritmo biologico

Um ritmo biolégico define-se como uma sequéncia de variacBes fisioldgicas
estatisticamente significativas, que determinam oscilagbes periddicas em fungdo do
tempo. Trata-se assim de um fendmeno periédico e previsivel, cujos resultados podem
ser apresentados mediante curvas (concentracfes da variavel em fungédo do tempo),

designadas cronogramas (Bogdan e Touitou, 2001; Challamel et al., 2001).

Os ritmos circadianos (do latim circa, cerca, e dies, dia) representam o prot6tipo dos



ritmos bioldgicos, tendo em conta que o periodo de cerca de 24 horas que 0s
caracterizam € o mais expressado pelos organismos vivos (Goldbeter e Leloup, 2003).
Tais ritmos reflectem a existéncia de um oscilador circadiano intrinseco fundamental,
também denominado reldgio biolégico (Harmer et al., 2001; Young e Kay, 2001). Esse
oscilador circadiano pode ser benéfico ao organismo, uma vez que pode orquestrar
provisoriamente o0s processos fisiolégicos e comportamentais, para uma melhor
adaptacdo as mudancas diarias previsiveis no ambiente (Johnson, 1992; Panda et al.,

2002; Wirz-Justice, 2007; Acurcio e Rodrigues, 2009), como a alternancia dia-noite.

Existem igualmente ritmos com periodos inferiores a 20 horas (de milésimas de
segundos a 20 horas), como os batimentos cardiacos, os electroencefalogramas, e os
movimentos oculares rapidos, chamados ritmos ultradianos e ritmos cujos periodos
sdo superiores a 28 horas (de 28 horas a um ano ou mais), como a actividade
reprodutora de certos animais em determinadas esta¢des do ano, ou as migracdes de
diversos animais, chamados ritmos infradianos (Bogdan e Touitou, 2001; Challamel et

al., 2001; Cermakian, 2002; Estruch, 2003).

2.1.1 Parametros caracteristicos dos ritmos biolégi cos

Quatro parametros caracterizam um ritmo biolégico: o periodo, a amplitude, a acrofase

e o mesor (Challamel et al., 2001; Estruch, 2003; Acurcio e Rodrigues, 2009).

O periodo representa a duracdo de um ciclo completo da variacdo ritmica estudada

(Bogdan e Touitou, 2001; Challamel et al., 2001; Estruch, 2003; Mauvieux et al., 2004,



Acurcio e Rodrigues, 2009) e encontra-se ligado a frequéncia pela razdo inversa

(Figura 1).

Perodo
-~ .-
i I
L \/ L Termpo

Figura : Caracterizacéo grafica do periodo de um timo
Fonte: Touitou e Haus (1994) citados por Challaetehl. (2001).

A amplitude corresponde a metade da variabilidade total (Estruch, 2003; Mauvieux et
al., 2004), ou seja, equivale a diferenga entre o pico e 0 minimo da funcdo estudada
(Acurcio e Rodrigues, 2009) (Figura 2). Um ritmo é, contudo, apenas detectado
quando a sua amplitude é diferente de zero, com um nivel de significancia estatistica
de 95% (Bogdan e Touitou, 2001; Challamel et al., 2001). A amplitude traduz, por

exemplo, a intensidade (for¢a) de um sincronizador.

VAN
Amplitude

C e S

Tempo

Figura : Caracterizacdo grafica da amplitude de unritmo
Fonte: Touitou e Haus (1994) citados por Challaetehl. (2001).

A acrofase refere-se a localizagcdo do ponto maximo da funcdo (sinusoidal por
exemplo) utilizada para a aproximacao do ritmo (Figura 3). Para um ritmo circadiano, a
acrofase corresponde a hora do pico numa escala de 24 horas (Bogdan e Touitou,
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2001; Challamel et al., 2001; Acurcio e Rodrigues, 2009).

Acrofasze
. /
|
X : Tempo
Tempo \/
de referéncia

Figura : Caracterizagéo grafica da acrofase de umitmo
Fonte: Touitou e Haus (1994) citados por Challaetehl. (2001).

O mesor (acronimo de Midline Estimating Statistic Of Rhythms) é o nivel médio
ajustado do ritmo (Estruch, 2003), que corresponde a média aritmética quando os
dados (recolha de sangue, por exemplo) sdo equidistantes e cobrem um ciclo

completo (Bogdan e Touitou, 2001; Challamel et al., 2001) (Figura 4).

Ilesor

‘f / Tempo

Figura : Caracterizacao gréafica do nivel médio ajusado de um ritmo (mesor)
Fonte: Touitou e Haus (1994) citados por Challaieal. (2001).

2.1.2 Meétodos utilizados em laboratdrio para caract  erizar os ritmos bioldgicos

Utilizam-se dois métodos para caracterizar os ritmos bioldgicos:

= aimuno-deteccéo por epifluorescéncia de proteinas do reldgio;

= e a PCR quantitativa em tempo real de ARNm do rel6gio (QPCR).



Estes métodos devem ser precisos, reprodutiveis e especificos.

A preciséo é avaliada pelo coeficiente de variacdo. Na gPCR, o coeficiente de variagdo
€ de apenas 1%, enquanto pode atingir o valor de 30% no caso da imuno-deteccao
por epifluorescéncia. A qPCR é assim a técnica mais sensivel de deteccdo e de
guantificacdo. Contudo, se a imunodetec¢do é um método qualitativo, a sua vantagem
€ de permitir verificar oscilac6es e localizar a proteina num compartimento celular. A
gPCR pode ser considerada um método quantitativo, uma vez que permite avaliar o

nivel de expresséo dos genes do relégio, apds extracgdo dos ARNm.

Os dois métodos serdo assim utilizados em conjunto, de modo a beneficiar das

vantagens de cada um.

2.1.3 Componentes dos ritmos biologicos

Os relégios podem funcionar sem sinais exteriores, ou pelo contrério, responder a
sinais ambientais (Cermakian, 2002). Os ritmos bioldgicos resultam assim da
influéncia partilhada de factores exdgenos (alternancia luz-obsuridade, quente-frio ou
variagfes sazonais) e de elementos enddgenos, de origem genética (Challamel et al.,

2001).

Os factores ambientais, ou factores exdgenos, nao criam ritmos, mas modulam-nos.
Sdo assim desighados sincronizadores, agentes desencadeantes ou ainda agentes

indicadores de tempo (zeitgeber) (Johnson, 1992; Bogdan e Touitou, 2001; Challamel

9



et al., 2001; Wirz-Justice, 2007). A alternancia entre a luz e a obscuridade durante o
ciclo dia-noite € o sincronizador com maior poténcia (factor fético), mas outros
factores, nomeadamente sociais, comportamentais ou nutricionais (agentes nao
féticos) podem igualmente desempenhar um papel relevante na modulacdo dos ritmos

(Pévet, 2002).

Controlando as componentes exdgenas dos ritmos biolégicos, podemos evidenciar
experimentalmente as suas componentes enddgenas. De facto, os reldgios
circadianos continuam a medir 0 tempo na auséncia de sinais temporais ambientais
(Dickmeis, 2009). Desse modo, os individuos mantidos na obscuridade (ou seja, na
auséncia de indicios que possam indicar o tempo) mantém-se ritmicos, mas 0s seus
ritmos circadianos comegam a derivar para um periodo de aproximadamente 25 horas.
Por outras palavras, a sincronizacdo do sono € atrasada em cerca de uma hora em

cada noite (Moore-Ede, 1986?).

Na auséncia de sincronizador externo, o reldgio biologico interno funciona em livre
CuUrso, com um pequeno atraso ou avanco sobre o ritmo de 24 horas (Jouvet, s/d;

Cermakian, 2002; Wirz-Justice, 2007), dependendo do individuo.

O termo “em livre curso”, referido anteriormente, € utilizado para descrever um ritmo
que se mantém indefinidamente quando ndo existem sinais exdgenos, excepto a

variacao periddica da ingestdo alimentar.
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Os termos “dia subjectivo” e “noite subjectiva”, utilizados quando nos referimos a
condicbes de livre curso, fazem alusdo ao periodo durante o qual o comportamento
evidenciado pelo individuo corresponde ao esperado, em condicdes em que existem
sinais durante o dia ou a noite (Johnson, 1992). Essas expressfes sdo um conceito
necessario, uma vez que o ritmo circadiano em livre curso ndo dura exactamente 24

horas.

Por outro lado, os estimulos ambientais que ajustam o sistema circadiano (ou
zeitgebers) atrasam, avancam ou ndo tém qualquer efeito na sincronizagdo do
estimulador, consoante a fase do ciclo em que foram aplicados. Por exemplo, um
animal mantido em total obscuridade, sem quaisquer sinais temporais, mas submetido
a uma curta exposicdo a luz, apresentard um atraso na fase do seu ritmo se a
exposicao for efectuada cedo, na noite subjectiva. O mesmo impulso, aplicado tarde
na noite subjectiva leva a uma fase de avanco no ciclo. No entanto, se o sinal
luminoso for administrado ao meio do dia subjectivo, 0 mesmo nao tera qualquer efeito

no ajustamento de fase (Moore-Ede, 1986").

Os numerosos dados que mostram uma base genética para a ritmicidade circadiana e
0s periodos em livre curso para cada espécie e individuos podem ser, assim, a melhor
prova de que o comportamento ritmico circadiano ndo € gerado por sinais exdgenos

(Johnson, 1992).
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2.2 As noc0Oes de oscilador biologico e relogio

As nocbes de oscilador circadiano e relégio devem ser distinguidas (Earnest et al.,

1999):

= um “oscilador” é apenas um aparelho que oscila;

= um “relégio” representa qualquer instrumento que possa medir ou indicar o

tempo;

= um “pacemaker” define-se como um processo ou substancia que regula a

cronometragem de outros eventos.

Descreve-se muitas vezes 0 sistema circadiano como sendo constituido por trés

partes (Cermakian e Sassone-Corsi, 2000; Harmer et al., 2001):

= um oscilador que gera a ritmicidade;

= vias de entrada, que recebem e releguem os sinais ambientais que originam o

arranque do oscilador;

= componentes de saida, que criam 0s ritmos.

Essa descricdo é bastante simplificada, tendo em conta que alguns componentes do
input do reldgio podem igualmente ser outputs do mesmo (Emery et al., 1998; Bognar

et al., 1999).

Assim, a analise dos papéis desempenhados pelos genes do reldgio revelou que os
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componentes conceptuais do relégio podem sobrepor-se (Figura 5) (Foster e Lucas,

1999).

Sistema hierarquico

Sistema com interaccoes

Figura : O sistema circadiano: relacdo entre inputsreldgio e outputs.
Fonte: Foster e Lucas (1999).

O elemento fundamental do reldgio circadiano é composto por um oscilador molecular
controlado por um pequeno numero de genes, designados genes do relégio. As
interaccOes entre esses genes e 0s seus produtos geram um ciclo de auto-regulacdo
transcricional e traducional auto-entretida, que actua sobre outros genes, chamados
genes controlados pelo relogio, que controlam a fisiologia dos organismos (Lacoche e

Delaunay, 2003).

Actualmente existe um esquema aceite para o funcionamento dos genes do relégio,
segundo o qual dois tipos de proteinas reguladoras da transcricdo (PAS) iniciam o
ciclo. Estas proteinas reguladoras podem ter expressao constitutiva ou transitéria e, ao

dimerizarem-se, vao desencadear a expressao de genes centrais do relégio. Sdo
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assim codificadas proteinas funcionais que podem ter trés funcdes (Young e Kay,
2001; Acurcio e Rodrigues, 2009):

= entrar no nucleo e inibirem a sua expressao geénica,

= estimular a sintese de mais proteinas reguladoras;

= e/ou aumentarem o0s genes a jusante regulados pelo reldgio.

O trabalho do relégio molecular consiste entdo em ciclos de feedback de transcricdo e

de traducéo auto-reguladores, com elementos positivos e negativos (Dunlap, 1999).

Os compostos positivos correspondem aos dois factores de transcricdo CLOCK e
BMAL1 (Gekakis et al., 1998; Hogenesch et al., 1998; Takahata et al., 1998), enquanto
as proteinas mMPERIOD e mCRYPTOCHROME parecem actuar como compostos

negativos do ciclo de feedback (Shearman et al., 2000%).

CLOCK dimeriza-se com BMAL1 (Gekakis et al., 1998), para constituir o complexo
molecular central do pacemaker. Essas duas proteinas unem-se a uma caixa E,
situada na regido dos promotores dos genes a serem transcritos (Challamel et al.,
2001): os trés genes Period (designados mPeriodl, mPeriod2 e mPeriod3 no rato), os
2 genes Cryptochrome (mCryptochromel e mCryptochrome2) (Gekakis et al., 1998;
Jin et al., 1999; Kume et al., 1999) e os genes controlados pelo reldgio (Shearman et
al., 2000% Claustrat et al., 2005), como Rev-erba (Kamphuis et al., 2005). E ainda
provavel que o0s mesmos regulem negativamente a expressdao do gene Bmall

(Shearman et al., 2000%).
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A heterodimerizacao entre CLOCK e BMALL1 é imprescindivel, tendo em conta que 0s
heterodimeros CLOCK:BMAL1 geram uma activacdo substancial da transcricao,
engquanto as proteinas CLOCK ou BMAL1 produzem uma actividade mais reduzida,
gquando funcionam isoladamente (Gekakis et al., 1998). A activagdo da transcricdo por
esse heterodimero exige, contudo, € no minimo, um dos sitios de caixa E, de

sequéncia nucleotidica CACGTG (Hao et al., 1997).

Para além das caixas E, foram identificados varios elementos de resposta ao AMP
ciclico (cCAMP) e sitios de elementos de resposta ao soro, nas regides promotoras dos
genes do relégio do rato. A activacdo dos genes Period poderda assim ser bimodal
(Travnickova-Bendova et al., 2002), com uma via de integragéo dos sinais reguladores
do reldgio pelos complexos CLOCK:BMALL, que se ligam ao nivel de caixas E dos
genes Period e uma via de integracdo dos sinais sincronizadores pelo complexo de
proteinas, que se ligam ao nivel dos sitios cCAMP response elements (CREB) (Figura

6).

Os elementos sensiveis ao cAMP, designados CRE, encontram-se nos promotores
dos genes Periodl e Period2 (mas ndo nos de Period3) (Travnickova-Bendova et al.,
2002). Esses sitios integram tanto os sinais provenientes de uma vasta categoria de
sincronizadores (tais como a serotonina, o glutamato, os ifes Ca®', a luz), como a
resposta a uma segunda extensa categoria de sincronizadores (tais como os factores

de crescimento, as hormonas, as citoquinas).
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Luz
Glutamato
Serotonina
Factor de crescimento epidérmico
D-Glucose
Acido butirico

Regulacdo do relagio

cAMP Ca* Ras

)

CRE

promotor do gene
mPeriodl

Figura : Regulacdo bimodal dos genes mPeriod.

Fonte: adaptado d&ravnickova-Bendovat al. (2002).

Deve-se, ainda, acrescentar um conjunto de locais de integracdo, tais como 0s
elementos de resposta a glucose, que podem integrar nutrientes com ac¢do de
sincronizagdo, como a D-Glucose (Hirota et al., 2002), os elementos de resposta ao
soro, que podem integrar o sinal proveniente de um sincronizador dependente da
adicéo de soro de vitelo fetal por activacdo de um factor de transcricdo: o Factor de
Resposta ao Soro (SRF) (Chai e Tarnawski, 2002) e os elementos de resposta ao

acido butirico (Pardini e Kaeffer, 2006).

Os genes do reldgio, transcritos anteriormente, sdo entdo traduzidos em proteinas,
que irdo inibir ritmicamente a sua proépria transcricdo (Lakin-Thomas, 2000), criando

modelos oscilantes de expressdo de genes (Harmer et al., 2001).
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Para tal, as proteinas MCRYPTOCHROME dimerizem-se com as proteinas
MPERIOD, através dos dominios PAS respectivos (Challamel et al., 2001), permitindo
assim a translocacdo dessas Ultimas do citoplasma ao nucleo, onde o complexo tem
um efeito inibidor sobre o complexo CLOCK:BMALl-caixa E, e logo, sobre a
transcricdo dos seus genes (Kume et al., 1999), através da modificacdo da interaccéo
de CLOCK:BMAL1 com as caixas E respectivas (Gekakis et al., 1998; Dunlap, 1999;
Shearman et al., 2000%). As proteinas MCRYPTOCHROME1, mMCRYPTOCHROME2,
MPERIOD1, mas essencialmente mPERIOD2, poderédo igualmente regular, de forma
positiva, a transcricdo de Bmall, transportando um activante ndo identificado no

nlcleo e/ou agindo como um co-activante (Shearman et al., 2000%).

A inactivacdo periédica dos componentes do oscilador é essencial a producdo de
oscilacdes pelo mesmo. A mesma pode ser obtida pela degradacéo de pelo menos um
componente do relégio, como PERIOD1 e PERIOD2 nos mamiferos (Harmer et al.,
2001), através de fosforilacdo dessas proteinas pela caseina quinase | epsilon (CKlg)
antes de serem degradadas (Keesler et al., 2000). Para além de reduzir a estabilidade
de PERIOD, CKIle parece controlar a entrada dessa proteina no nucleo. CKle liga-se e
fosforila PERIOD1, desmascarando o sitio do sinal de translocacdo nuclear, impedindo

a retengéo dessa proteina no citoplasma (Vielhaber et al., 2000).

As proteinas CRYPTOCHROME sao igualmente degradadas pela CKlg, mas, por ndo
possuirem local de fixacdo da quinase, € necessaria a sua interaccdo com PERIOD. O
complexo PERIOD:CRYPTOCHROME permite ainda a entrada de CKle no nucleo,

para fosforilar as proteinas intra-nucleares do reldgio (Eide et al., 2002).
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Na auséncia de sincronizadores, a proteina PERIOD2 pode relancar o ciclo circadiano,
estimulando a transcricdo do gene Bmall. Ocorre a dimerizacdo da proteina resultante
com CLOCK, e assim a re-induccédo de um novo ciclo circadiano (Figura 7) (Shearman

et al., 2000% Bae et al., 2001; Lee et al., 2001; Zheng et al., 2001).
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Figura : Mecanismos moleculares implicados no reldg circadiano dos mamiferos.

Fonte: Cermakian e Sassone-Corsi (2000)
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2.3 Caracteristicas moleculares dos genes que codif  icam para um

componente molecular do reldgio

2.3.1 Os membros da familia de genes do complexo mo lecular central:

CLOCK:BMAL1 ou NPAS2:BMAL1

Os genes do pacemaker, ou seja, Clock/Npas2 e Bmall, s&o fundamentais para criar e

manter os ritmos sob condi¢des constantes (Cermakian e Sassone-Corsi, 2000).

A analise molecular do mecanismo circadiano dos mamiferos iniciou com a
identificacdo de um rato mutante ao gene Clock (Gekakis et al., 1998). Clock ou
Circadian Locomotor Output Cycles Kaput (Young e Kay, 2001) foi, de facto, o primeiro
gene do relogio a ser identificado (Vitaterna et al., 1994; citados por Kume et al.,
1999), e clonado nos mamiferos (King et al., 1997). O gene humano Clock foi, no
entanto, apenas clonado e caracterizado em 1999 (Steeves et al., 1999). Esse gene
localiza-se no cromossoma 5 do rato (Challamel et al., 2001), e no cromossoma 4 dos
humanos (Steeves et al., 1999). O homologo funcional desse gene, designado Npas2
(Neuronal PAS domain protein 2) (Reick et al., 2001) ou Mop4 (Hogenesch et al.,
1998), situa-se no cromossoma 1 do rato e no cromossoma 2 dos humanos (Zhou et

al., 1997).

A mutacdo ao gene Clock provoca, no animal, um periodo em livre curso
anormalmente extenso (Vitaterna et al., 1994; citados por Kume et al., 1999; King et
al., 1997). Assim, em condi¢des de total obscuridade, o periodo do ciclo actividade-

repouso do rato é de 23,48 horas nos animais normais (Clock+/+), 24,18 horas para os
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heterozigéticos (Clock+/-), e 27,36 horas para os homozigéticos (Clock-/-) (Antoch et
al., 1997), nos quais o ritmo desaparece apds 2 semanas de obscuridade (Vitaterna et
al., 1994; citados por Steeves et al.,, 1999). Ratos deficientes em Npas2 exibem
défices de memodria a longo prazo, pelo que se conclui que esse gene podera ter um

papel regulador na aquisicdo dos tipos especificos de memoéria (Garcia et al., 2000).

O gene Clock é constantemente exprimido (Piggins, 2002), e em varios tecidos (King
et al., 1997). Os ARN de Clock revelam uma elevada expressdo nos NSQ e no
cerebelo (Steeves et al., 1999), mas os seus niveis ndo parecem sofrer oscilagfes (Tei
et al., 1997; Oishi et al., 1998; Shearman et al., 2000%), pelo que a sintese da proteina
CLOCK néo varia durante o ciclo (Pévet, 2002). Quanto & expressado do gene Npas2, a

mesma inicia-se na primeira semana de desenvolvimento pos-natal (Zhou et al., 1997).

A proteina CLOCK é, como NPAS2 (Garcia et al., 2000), um factor de transcricdo
basic helix-loop-helix (b HLH) PERIOD-ARNT-SIM (PAS), ou seja, contém um dominio
de ligacdo ao ADN e dominios de dimerizacdo de proteinas. Desse modo, a mesma
participa, com outras proteinas, na regulacdo da maioria dos genes de saida (King et
al.,, 1997). CLOCK (ou NPAS2) dimeriza-se assim com outra proteina bHLH PAS,
isolada nos humanos por Ikeda e Nomura (1997), designada BMAL1 (Brain-Muscle-
Arnt-Like-protein 1) (Gekakis et al., 1998), MOP3 (Hogenesch et al., 1998) ou ARNT3
(Takahata et al., 1998), para activar a transcrigdo de varios genes. A proteina mutante
CLOCK pode ainda constituir, com BMALL, heterodimeros que se ligam ao ADN, mas

esses nao podem activar a transcrigéo (Gekakis et al., 1998).
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Os ratos mutantes para o gene Bmall (Bmall -/-) s&o arritmicos a partir da colocagéo
dos mesmos em condi¢cdes de obscuridade total. Os niveis de actividade desses
animais em ciclos de luz-obscuridade séo reduzidos (Bunger et al., 2000), pelo que se

comprova que o reldégio dos mesmos é totalmente inoperante (Cermakian, 2002).

No rato, os niveis de ARN de Bmall s&o ritmicos nos NSQ, atingindo um pico agquando
a transicdo obscuridade-luz, ou seja, em oposicdo de fase com os ritmos descritos
para os genes Period (Oishi et al., 1998). Manifesta-se também a expressdo de ARN
de Bmall nos tecidos periféricos, como o cérebro (Ikeda e Nomura, 1997; Oishi et al.,
1998; Takahata et al., 1998), o musculo esquelético (Ikeda e Nomura, 1997; Takahata
et al., 1998), o coracéo (Ikeda e Nomura, 1997; Oishi et al., 1998), os olhos, 0s rins, 0s

pulm®es (Oishi et al., 1998) e embrides de ratos (Takahata et al., 1998).

O ritmo dos ARN de Bmall conduz o ritmo das proteinas BMAL1, ap6s um atraso de 4
a 6 horas. A disponibilidade dessas proteinas é limitante para a formacado de um
heterodimero, e assim, critica para a re-inicializagdo dos ciclos (Reppert e Weaver,

2001).

2.3.2 Os genes Period: genes membros da familia dos  genes codificando para a

resposta genica imediata

Trés homodlogos do gene Period da drosdfila foram identificados em ratos e nos
humanos. Periodl foi descoberto por Sun et al. (1997), que o designaram m-rigui

(nome de um reldgio solar chinés) e por Tei et al. (1997), que o designaram Period. O
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gene Period2 foi isolado, no mesmo ano, por Albrecht et al. (1997) e clonado por
Shearman et al. (1997). O gene mPeriod3 apenas foi identificado no ano seguinte, por

Zylka et al. (1998%).

A analise do genoma humano revelou a presenca de um quarto membro na familia.
Contudo, hPeriod4 aparece como um pseudo-gene, que nao tera qualquer funcdo no

reldgio circadiano enddgeno (Gotter e Reppert, 2001).

Os genes Period apresentam uma expressao circadiana ciclica nos NSQ (Albrecht et
al., 1997; Shearman et al., 1997; Shigeyoshi et al., 1997; Sun et al., 1997; Tei et al.,
1997; Zylka et al., 1998%), em tecidos periféricos como o figado, o musculo esquelético
(Oishi et al., 1998; Zylka et al., 1998%) e em linhagens celulares em cultura,
estimuladas (Balsalobre et al., 1998; 2000; Yagita e Okamura, 2000; Yagita et al.,

2001).

Os ratos mutantes ao gene Periodl (Periodl -/-) demonstram um periodo circadiano
em livre curso diminuto relativamente ao periodo normal, com precisdo e estabilidade
reduzidas (Zheng et al., 2001). Os ratos mutantes ao gene Period2 exibem igualmente
um periodo circadiano encurtado, seguido de uma perda de ritmicidade circadiana em
obscuridade constante (Zheng et al., 1999). Ratos privados dos genes mPeriodl e
mPeriod2 ndo apresentam quaisquer ritmos circadianos. Zheng et al. (2001)
deduziram assim que mPERIOD1 e mPERIOD2 tém funcbes distintas, mas
complementares, no mecanismo do reldgio dos ratos. Foi evidenciado recentemente

gque esses genes tém propriedades supressoras de tumores, sendo que a expressao

22



reduzida desses genes foi reportada em varios tipos de cancros (Wood et al., 2009;

Xiaoming Yang et al., 2009).

Ratos deficientes em proteina mPERIOD3 mantém ritmos de actividade locomotora
relativamente normais, mas a duracdo do ciclo circadiano desses animais é
significativamente reduzida (na ordem de 0,5 horas) relativamente a animais sem
deficiéncia. Os ritmos de ARN de mPeriodl, mPeriod2, mCryptochromel e Bmall nos
NSQ, bem como a expresséao ritmica dos ARN de mPeriod1l e mPeriod2 no musculo
esquelético ndo diferem dos de rato de tipo selvagem. mPeriod3 ndo é assim
necessario aos ritmos circadianos do rato, mas podera funcionar como uma proteina
de saida, que traduz a oscilacdo do relégio circadiano central a genes efectores
(Shearman et al., 2000°). Trata-se porém de um gene cuja andlise podera ser
relevante, tendo em conta que Ebisawa et al. (2001) descobriram a implicacdo desse

gene na sindrome de desfasamento do sono no Homem.

Periodl e Period2 sdo genes de expresséao diurna nos NSQ, expressos em condigoes
de livre curso, e que podem ser desencadeados por um sinal luminoso externo
(Albrecht et al., 1997). mPeriodl €, de facto, rapidamente induzido por uma exposicao
a luz de curta duracdo (Shigeyoshi et al., 1997), uma vez que a transcricdo de
mPeriodl inicia-se 7 a 15 minutos ap0s essa exposi¢cdo (Albrecht et al., 1997). No
entanto, e ao contrario dos outros genes da familia, o gene Period3 ndo responde a

luz (Zylka et al., 1998%).

Cada gene Period tera assim uma fungéo distinta nos NSQ (Zylka et al., 1998%), tendo
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ainda em conta que os trés genes manifestam picos de expressdo em diferentes
periodos do dia: o pico de mPeriodl ocorre primeiro, entre CT 4 e 6, seguido do de
mPeriod3, entre CT 4 e 8, e finalmente o de mPeriod2, por volta de CT 8 (Dunlap,

1999).

As proteinas para as quais esses genes codificam possuem dominios PAS de
dimerizacéo de proteinas (Shearman et al., 1997; Zylka et al., 1998%), mas a andlise de
sequéncia dessas proteinas indica que as mesmas ndo apresentam dominios bHLH

(Hogenesch et al., 1998).

Os niveis de proteinas mMPERIOD1 apenas sdo expressos 4 a 6 horas apds a
expressao maxima em ARN de mPeriod1l nos NSQ (Hastings et al., 1999). Em outras
palavras, a distribuicdo dos picos de proteinas mPERIOD € sincronizada com o
declinio dos seus ARNm (Shearman et al., 2000"), o que ilustra o papel dessa proteina

na auto-regulacdo da sua transcricéo (Hastings et al., 1999; Shearman et al., 2000P).

Ao contrario das proteinas mPERIOD1 e mPERIOD2, que se localizam no citoplasma
e no nucleo, ou apenas no nucleo, as proteinas mMPERIOD3 somente surgem no
citoplasma (Kume et al., 1999). Field et al. (2000) demonstraram que associacoes de
proteinas mPERIOD (nomeadamente entre mPERIOD1 e mPERIOD3) (Kume et al.,
1999) ou associacbes MPERIOD:mCRYPTOCHROME sao possiveis, e poderdo ter
um papel relevante na sua translocacao nuclear, e assim completar a parte negativa
do ciclo de feedback do relégio dos mamiferos (Zylka et al., 1998%). Para outros

autores, entre os quais Yagita et al. (2000), a translocacdo nuclear de pelo menos
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PERIODL1 é possivel na auséncia de proteinas CRYPTOCHROME.

2.3.3 Os genes Cryptochrome: genes que perderam a a ctividade fotoliase nos

mamiferos

Os humanos e os ratos possuem dois genes Cryptochrome (Vitaterna et al., 1999):

Cryptochromel e Cryptochrome2.

As proteinas MCRYPTOCHROME sdo componentes do reldgio, pois a expressao dos
genes Cryptochrome é similar a dos genes do relégio (expressam-se ha retina, nos

NSQ e nos tecidos periféricos) (van der Horst et al., 1999).

Os genes Cryptochromel e Cryptochrome2 expressam-se a niveis elevados nos NSQ
(Kume et al.,, 1999), células ganglionares e na camada nuclear interna da retina
(Miyamoto e Sancar, 1998), tendo lhes sido atribuida uma funcédo na foto-recepcédo

circadiana durante algum tempo (Kobayashi et al., 1998; Miyamoto e Sancar, 1998).

Okamura et al. (1999) afirmam contudo que as mesmas sdo dispensaveis a essa
funcdo no rato, uma vez que as respostas de NSQ a luz sdo mantidas em ratos

deficientes em mMCRYPTOCHROME.

Em termos de comportamento, os ratos mutantes ao gene Cryptochromel

(Cryptochromel -/-) apresentam um periodo circadiano acelerado, ou seja, encurtado
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em 1 hora (Vitaterna et al., 1999) a 1 hora e meia em total obscuridade (van der Horst
et al.,, 1999) relativamente a ratos de tipo selvagem. Ratos mutantes ao gene
Cryptochrome2 (Cryptochrome2 -/-) manifestam, pelo contrario, uma periodicidade em
livre curso atrasada nessas condi¢des, aproximando as 24,6 horas (van der Horst et
al., 1999). Deduzimos assim que a duracdo do periodo do relégio € modulada de

forma antagonista por Cryptochromel e Cryptochrome?2 (van der Horst et al., 1999).

Em condic¢des de luz-obscuridade, os ratos mutantes a um desses genes mantém uma
ritmicidade circadiana de 24 horas, o que indica que uma deficiéncia em
Cryptochromel ou em Cryptochrome2 ndo tem impacto sobre o desencadeamento da

actividade pela luz (van der Horst et al., 1999).

Os ratos mutantes aos dois genes Cryptochrome sdo arritmicos em obscuridade
constante (Vitaterna et al., 1999). Essa perda de ritmicidade em livre curso € completa
e instantanea (van der Horst et al., 1999), o que sugere que mCryptochromel e

mCryptochrome2 sejam essenciais a funcdo do relégio (Kume et al., 1999).

Ratos heterozigéticos para o gene Cryptochrome2 (Cryptochrome2 +/-) exibem um
ritmo em livre curso mais reduzido relativamente a ratos deficientes em
Cryptochromel, que progride em arritmicidade. Esses animais possuem efectivamente
um reldgio, mas o0 mesmo apenas funciona, na auséncia de luz, durante um ndmero
limitado de ciclos, o que indica que Cryptochrome2 tem uma implicacdo directa na
manutencédo do reldgio. Contudo, é necessario salientar que essa perda de ritmicidade

€ reversivel, tendo em conta que o reldgio desses ratos volta a normalidade, em
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condi¢cbes normais de luz-obscuridade (van der Horst et al., 1999).

by

Os genes Cryptochromel e Cryptochrome2 sdo assim fundamentais a expressao
normal dos ritmos comportamentais circadianos e dos ritmos circadianos de mPeriodl

e mPeriod2 nos NSQ (Vitaterna et al., 1999).

Para poder interagir com o heterodimero CLOCK:BMALLl, as proteinas
CRYPTOCHROME devem tornar-se nucleares. As mesmas dimerizam-se assim com
proteinas PERIOD, permitindo a translocacdo do complexo do citoplasma ao nucleo,
onde o mesmo tem um efeito inibidor sobre o complexo CLOCK:BMAL1-caixa E, e
assim sobre a sua propria transcricdo (Kume et al., 1999). Estudos in vitro
demonstraram porém que a capacidade das proteinas mMCRYPTOCHROME em inibir
a transcricdo é independente das interaccbes com as proteinas. Na auséncia de
proteinas CRYPTOCHROME, a expressao dos genes conduzida por CLOCK:BMAL1

é, efectivamente, potenciada (Shearman et al., 2000%).

2.3.4 Timeless: um gene cuja funcao foi suplantada por outros genes

Sangoram et al. (1998) identificaram e clonaram os genes Timeless do rato e do
homem, mTimeless e hTimeless, que codificam por proteinas que partiham uma

grande homologia de sequéncia com a proteina dTIMELESS da drosdfila.

No entanto, o papel de mTimeless na funcdo do rel6gio nos NSQ ainda nao foi

claramente definido (Jin et al., 1999), uma vez que se colocam questdes quanto a
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efectiva participagédo da proteina TIMELESS nos ciclos dos mamiferos e ao facto da
mesma ser realmente um homodlogo funcional da proteina TIMELESS da drosofila

(Gotter et al., 2000).

Os dados de Zylka et al. (1998°) suportam a ideia de que a evolucéo dos trés genes

Period terd suplantado a funcéo do gene da drosoéfila nos mamiferos.

2.3.5 As caseinas quinase |: componentes criticos d 0 reldgio circadiano dos

mamiferos

A familia dos genes caseina quinase | (CKIl) codifica por um certo nimero de quinases
expressas em larga escala nas membranas, citoplasmas e nucleos (Vielhaber et al.,

2000).

Nos mamiferos, sete isoformes diferentes foram identificados (Lowrey et al., 2000),

entre as quais a CKle e a CKIA (Vielhaber et al., 2000).

Em 1988, Ralph e Menaker (citados por Lowrey et al., 2000) descobriram uma
mutacdo do periodo circadiano de hamsters sirios, chamada tau. O ritmo em livre
Curso nos animais heterozigéticos tau € de 22 horas e de 20 horas nos animais
mutantes homozig6ticos. Essa redugdo do periodo circadiano deve-se a auséncia de
CKlg, e advém da repressao do complexo CLOCK:BMAL1, que acontece mais cedo

nesses animais relativamente a animais de tipo selvagem (Lowrey et al., 2000).
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A CKle humana pode fosforilar a proteina PERIOD1 humana, provocando uma
reducdo da sua estabilidade, uma vez que a proteina hPERIOD1 fosforilada tem uma
semi-vida de cerca de 12 horas, enquanto a proteina hPERIOD1 néao fosforilada

permanece estavel na célula mais de 24 horas (Keesler et al., 2000).

A co-expressdo de PERIOD1 e da CKile leva a dissimulacdo do sinal de localizacdo

nuclear de PERIOD1, e assim a retencdo dessas duas proteinas no citoplasma,

dependente da fosforilacéo (Vielhaber et al., 2000).

Se a CKle mutante nos animais tau homozigéticos tem menor actividade, e que
PERIOD ¢é um dos principais substrato das células do pacemaker circadiano, entdo a
actividade reduzida da CKle mutante conduzira a proteinas PERIOD hypo-fosforiladas.
Uma vez que a expressdo do gene Periodl € alterada em mutantes tau, concluimos
gque a CKle tem um papel significativo no atraso do sinal de feedback negativo do ciclo
auto-regulador, sendo assim um componente critico do relogio circadiano dos

mamiferos (Lowrey et al., 2000).

Dos nove genes identificados na funcdo circadiana dos mamiferos, a CKle é a Unica

enzima (Lowrey et al., 2000).
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2.3.6 Os outros genes

2.3.6.1Decl e Dec2

Os genes Decl e Dec2 séo expressos ritmicamente nos NSQ de rato, com picos ao
inicio (no caso de Decl) ou a meio do dia subjectivo (no caso de Dec2) (Honma et al.,
2002). A expressao de Decl é estimulada pela luz, independentemente do tempo, com
cinéticas de um gene da resposta imediata (Butler et al., 2004). Os genes Dec sdo
igualmente expressos ritmicamente em varios tecidos periféricos, como o figado, o que

realca a sua significancia fisioldgica (Honma et al., 2002).

Nos NSQ, uma mutacdo ao gene Clock reduz significativamente a expressao de Decl
e de Dec2: Decl torna-se arritmico, enquanto Dec2 mantém uma fraca ritmicidade em
ciclo 12 horas luz / 12 horas obscuridade, tornando-se arritmico em total obscuridade.
Esta observacdo demonstra assim que Decl e Dec2 séo regulados por Clock in vivo

(Butler et al., 2004).

DEC1 e DEC2 séo factores de transcricdo bHLH PAS, que parecem ser componentes
do feedback negativo do relogio circadiano dos mamiferos. DEC1 e DEC2 podem inibir
a transcricdo do gene Periodl induzida por CLOCK:BMAL1, através de interaccdes
directas proteina—proteina com BMALL e/ou por competicdo por elementos de caixa E
(Honma et al., 2002). Essa andlise sugere que esses factores de transcricdo podem
ajudar a regular o ritmo circadiano (Butler et al., 2004): Decl e Dec2 s&o assim
reguladores do relégio molecular dos mamiferos, constituindo assim a quinta familia

dos genes do relégio (Honma et al., 2002).
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2.3.6.2Rev-erb ae Rev-erb 8

Rev-erba e Rev-erbf sdo receptores nucleares 0rfaos, ou seja, receptores nucleares
para os quais nao foi identificado qualquer ligante (Mangelsdorf et al., 1995; citados
por Preitner et al., 2002), e que apresentam uma expressdo oscilante (Delaunay e

Laudet, 1998).

De facto, a expressao de Rev-erba e Rev-erbf oscila nos NSQ, no figado, no coracéo
(Akhtar et al., 2002; Storch et al., 2002; Ueda et al., 2002; citados por Sato et al., 2004;

Panda et al., 2002; Preitner et al., 2002), nos rins e na aorta (Sato et al., 2004).

REV-ERBa é o principal regulador da expressdo de Bmall nos NSQ e no figado. Esse
receptor nuclear 6rfao participa ainda na regulacao da transcricdo de Clock, mas de
forma mais reduzida. Como Rev-erba parece ser regulado negativamente pelas
proteinas PERIOD, constitui uma ligagdo molecular através da qual essas proteinas

podem conduzir a transcri¢ao circadiana de Bmall e Clock (Preitner et al., 2002).

Ratos deficientes em Rev-erba (Rev-erba -/-) demonstram uma reducédo dos ritmos
circadianos na transcricdo de Clock e Bmall, mas essa reducdo ndo da origem a um
comportamento arritmico quando os ratos sdo colocados em ambiente constante.
Essa observacao indica que a transcricdo de Bmall e Clock ndo é fundamental as
propriedades béasicas do sistema circadiano. No entanto, em condicdes de
obscuridade constante e em condi¢cdes de luz-obscuridade, a duracdo média do

periodo € significativamente mais curta nos animais mutante ao gene Rev-erba. Esse
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gene ndo sera assim necessario a geragdo de ritmos circadianos (Preitner et al.,

2002).

REV-ERBa funciona como um repressor transcricional, que contribui aos niveis
minimos de BMAL1. Ratos mutantes ao gene Rev-erba exprimem niveis elevados de

Bmall, que, por sua vez, reduzem os ritmos de actividade locomotora (Sato et al.,

2004)

A implicacdo de Rev-erbf no estabelecimento do ciclo, porém, ainda nado foi

demonstrada (Delaunay e Laudet, 1998).

2.3.6.3Ror-a

ROR-a (Retinoid-related Orphan Receptor alpha) é um activador da transcricdo de
Bmall nos NSQ. Ror-a é necessério a expressao normal de Bmall e a consolidacéo
da actividade locomotora diaria, sendo regulado pelo relégio central dos NSQ. Esses
resultados sugerem actividades opostas dos receptores nucleares 6rfds Ror-a e Rev-
erba (uma vez que esse ultimo reprime a expressdo de Bmall), que sdo importantes

para a manutenc¢éo da fun¢éo do reldgio circadiano (Sato et al., 2004).
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2.3.6.4 Os input

2.3.6.4.1 O Factor de Resposta ao Soro (SRF)

Em 1984, Greenberg e Ziff (citados par Chai e Tarnawski, 2002) descobriram que uma
adicdo de soro a células em cultura pode rapidamente estimular a transcrigcdo do gene
c-fos. Em 1986, Treisman descobriu uma pequena sequéncia, situada no sitio de
iniciagdo da transcricdo na regido promotora do gene c-fos, designada Elemento de
Resposta ao Soro (Serum Response Element, SRE) (Chai e Tarnawski, 2002). Esse
mesmo autor identificou igualmente a proteina que se liga a esse elemento para
controlar a expresséo de alguns genes, denominando essa proteina como Factor de

Resposta ao Soro (Serum Response Factor, SRF).

Nos humanos, o gene SRF localiza-se no cromossoma 6. A proteina SRF contém 508
aminoacidos, e 3 principais dominios: um de ligagdo ao ADN de SRE, outro de
transactivacao e varios sitios de fosforilagdo. Esse factor de transcricdo pode ser

activado por varios agentes, entre os quais o soro (Chai e Tarnawski, 2002).

Os genes sob regulacédo de SRF sdo genes da resposta imediata, genes do masculo e
genes neuronais. Tendo em conta que os genes referidos encontram-se associados
ao crescimento e a diferenciacdo celular, SRF podera participar na cicatrizacado de

lesbes dos tecidos e Ulceras gastrointestinais (Chai e Tarnawski, 2002).
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2.3.6.4.2 O Factor de Crescimento Transformante a (TGF-a) e o Receptor ao

Factor de Crescimento Epidermal (EGF)

O Factor de Crescimento Transformante o (Transforming Growth Factor a, TGF-a) &
uma molécula de sinal, que intervém na supressdo da locomog¢éo induzida pela luz

(Kramer et al., 2001).

Pévet (2002) relata a identificacdo do TGF-a como um sinal do relégio circadiano nos
mamiferos por Kramer et al. (2001). Em 32 factores peptidicos sintetizados nos NSQ,
testados como “factor locomotor”, apenas o TGF-a bloqueia a actividade locomotora
de ratos na roda, sem hiper-sonoléncia nem inibicdo geral da actividade motora. No
final da administracdo de TGF-a, o ritmo arranca com a fase e o periodo calculados,
demonstrando assim que o funcionamento do relégio ndo foi afectado pelo TGF-a

(Kramer et al., 2001).

Kramer et al. (2001) evidenciaram ainda que a sintese da proteina TGF-a nos NSQ é
ritmica, com um pico no inicio do dia, quando a actividade é reduzida, e uma
diminuicdo no inicio da noite, quando comecga a actividade do rato na roda. Esses

resultados correspondem aos esperados para um factor “inibidor da locomocé&o”.

As accbes de TGF-a sdo induzidas pelos receptores ao Factor de Crescimento
Epidermal (Epidermal Growth Factor, EGF) nos neurbénios da zona sub-para-
ventricular do hipotdlamo. De facto, ratos com uma mutagdo ao receptor ao EGF

exibem uma actividade locomotora excessiva, ndo conseguindo suprimir a mesma
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guando séo expostas a luz (Kramer et al., 2001).

2.3.6.4.3 As prokineticinas

Duas proteinas segregadas nos mamiferos foram identificadas: a prokineticina 1 (PK1)
e a prokineticina 2 (PK2), que contraem fortemente o muasculo liso gastrointestinal (Li

et al., 2001; citados por Cheng et al., 2002).

O gene PK2 é um gene controlado pelo relégio circadiano (Cheng et al., 2002).

Os ARNm de PK2 expressam-se ritmicamente nos NSQ de rato, atingindo altos niveis
durante o dia, e a fase do ritmo de PK2 reage a um desencadeamento pela luz (Cheng
et al., 2002). No rato do Nilo (Arvicanthis niloticus), os ARNm de PK2 expressam-se
ritmicamente nos NSQ, atingindo um pico de manh, anterior aos de Periodl e de

Period2 (Lambert et al., 2005).

A elevada expressdo dos ARNm dos receptores a PK2 (PKR2) nos NSQ e o feedback
positivo de PK2 sobre a sua propria transcricdo, através da activacdo de PKR2
sugerem que PK2 pode funcionar localmente nos NSQ para sincronizar os outputs
(Cheng et al., 2002). A PK2, uma proteina segregada rica em cisteina, funciona assim
como uma molécula de saida do relogio circadiano dos NSQ (Cheng et al., 2002;

Lambert et al., 2005).
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2.3.6.50s output

2.3.6.5.1 Os transportadores de glucose (GLUT)

Os transportadores de glucose (GLUT) pertencem as proteinas de transporte de
glucose através das membranas plasméticas (Wood e Trayhurn, 2003). S&o assim
responsaveis pela entrada de glucose nas células, na periferia e no cérebro (Maher et
al., 1994; Vannucci et al., 1997 Shepherd e Kahn, 1999; citados por McEwen e

Reagan, 2004), da qual é a principal fonte de energia.

GLUT2 é o gene que apresenta maior afinidade com o seu substrato (Bastard e
Hainque, 1995). O gene de GLUT2 expressa-se no figado (hepatdcitos), o pancreas
enddcrino (células beta), no intestino delgado (enterécitos) e no rim (tubo contornado
proximal) (Bell et al., 1993; citados por Bastard e Hainque, 1995). GLUT2 detecta os
niveis de glucose plasmético, nomeadamente no pancreas, onde o transporte de
glucose induzido por GLUT2 serve de sinal a libertacdo de insulina pelas células beta
pancreaticas (McEwen e Reagan, 2004). No intestino e no rim, GLUT2 participa a

absorcéo e a reabsorcéao da glucose (Bastard e Hainque, 1995).

GLUTS5 é um transportador da frutose de grande afinidade, e possui uma actividade de
transportador mais reduzida para a glucose (Burant et al., 1992; citados por McEwen e
Reagan, 2004). O gene de GLUT5 expressa-se fortemente no intestino delgado
(membrana apical dos enterdcitos), os testiculos, o esperma, e, em menor medida, no
rim, o musculo estriado esquelético, o tecido adiposo e o cérebro (Shepherd et al.,

1992; citados por Bastard e Hainque, 1995).
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No figado, a expresséo dos transportadores de glucose foi observada com uma fase
maxima de expressao no inicio da noite, no periodo de alimentacdo dos roedores
nocturnos (Panda et al., 2002). O controlo circadiano dos compostos que utilizam
acucar (como GLUT?2) pode constituir as bases moleculares fundamentais do controlo
circadiano na ingestdo de glucose e a resposta da insulina nos roedores (la Fleur et
al., 2001). Mesmo se as proteinas GLUT n&o entram no mecanismo do reldgio, a sua
expressao pode ser modulada por ele no tempo. Serdo assim factores de saida do

relégio.

2.3.6.5.2 DBP, TEF e HLF

A expressao do gene Dbp (albumin site D-Binding Protein) oscila com uma elevada
amplitude no figado, rins, pancreas, musculo cardiaco e pulmdes (Wuarin e Schibler,
1990; Wuarin et al., 1992; Lavery e Schibler, 1993; Fonjallaz et al., 1996; citados por
Lopez-Molina et al., 1997), e uma amplitude mais moderada no cérebro (Lopez-Molina

et al., 1997).

O pico e a expressdo minima de ARNm de Dbp séo atingidos cerca de 4 horas mais
cedo nos NSQ relativamente ao figado, o que sugere que a expressao circadiana de
DBP é controlada por diferentes mecanismos nos NSQ e tecidos periféricos (Lopez-

Molina et al., 1997).

Ratos homozigoticos mutantes ao gene Dbp (Dbp -/-) exibem um periodo circadiano

reduzido (23,26 horas nesses animais vs 23,76 horas em ratos de tipo selvagem), e
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menos activos. A actividade locomotora alterada nesses animais e a forte expressao
ritmica do gene Dbp nos neurénios de NSQ indicam que DBP encontra-se implicado
no controlo do comportamento circadiano. No entanto, uma vez que 0s ratos mutantes
ao gene Dbp permanecem ritmicos, e que a proteina DBP ndo é necessaria a
expressao circadiana do seu proprio gene, Dbp sera assim mais um componente de

saida do que um gene do relogio (Lopez-Molina et al., 1997).

A proteina CLOCK é fundamental a transcricdo circadiana de Dbp, tendo em conta
gue, em ratos mutantes ao gene Clock, a expressao circadiana de Dbp € aniquilada no
figado e travada nos NSQ. CLOCK regula assim a expressédo de Dbp, através da sua

ligacdo a caixas E (Ripperger et al., 2000).

O factor de transcricdo PAR leucine zipper DBP regula certos processos a jusante, tais
como a consolidacdo do sono circadiano e a actividade electro-encefalogréfica ritmica
(Franken et al., 2000), ou ainda a transcricdo ritmica de enzimas chave nos
hepatdcitos, directamente implicados no metabolismo do colesterol, aminoacidos,

xenobidticos e androgéneos (Lavery et al., 1999).

Duas outras proteinas, TEF (Thyroid Embryonic Factor) e HLF (Hepatocyte Leukemia
Factor), partiham uma grande similaridade de sequéncia com DBP na regido basic
leucine zipper e um segmento adjacente rico em prolinas e em aminoacidos acidos
(Drolet et al., 1991; Hunger et al., 1992; Inaba et al., 1992; citados por Lopez-Molina et
al., 1997). Os ARN de Tef e de HIf oscilem igualmente em varios tecidos (Falvey et al.,

1995; Fonjallaz et al., 1996; citados por Lopez-Molina et al., 1997). Contudo, DBP é o
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factor de transcricdo com maior abundancia e maiores flutuacdes circadianas dessas

trés proteinas PAR (Lopez-Molina et al., 1997).

2.4  As diferentes classes de reldgios circadianos

O sitio anatdmico do estimulador circadiano apenas foi identificado em 1972 por dois
grupos independentes, Moore e Eichler e Stephan e Zucker (citados por Moore-Ede,
1986%), que mostraram que lesdes a nivel dos NSQ, pequenas estruturas pares do
hipotdlamo anterior, situadas acima do quiasma o6ptico (Acurcio e Rodrigues, 2009),
provocam a interrup¢éo dos ritmos circadianos em determinadas variaveis fisiologicas
(Moore-Ede, 1986?), como os ritmos do sono, ou da temperatura interna no rato ou no

macaco esquilo (Boulos et al., 1980; Fuller et al., 1985).

Por outras palavras, a destruicdo dos NSQ de um roedor torna o animal

comportamental e fisiologicamente arritmico.

O enxerto de NSQ permite contudo restabelecer um ritmo circadiano normal de
actividade locomotora (Pévet, 2002). A ritmicidade restabelecida nos animais que
apresentam as lesdes possui as caracteristicas do dador, e ndo do hospedeiro

(Cermakian e Sassone-Corsi, 2000).

O estudo das propriedades dos NSQ tinha levado ao conceito de reldégio Unico ou
masterclock (Challamel et al., 2001). No entanto, seria prematuro concluir que os NSQ
sdo a Unica fonte de ritmicidade circadiana, uma vez que certas funcbes permanecem
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ritmicas apos a destruicdo desses nucleos (Fuller et al., 1985). Boulos et al. (1980)
evidenciaram de facto uma persisténcia do comportamento antecipado de alimentacao

em ratos cujos NSQ sofreram lesdes.

A partir de 1996, Tosini e Menaker (citados por Sun et al., 1997) identificam reldgios
circadianos periféricos na retina dos mamiferos. Em 1997, investigadores do National
Science Foundation dos Estados Unidos refutam a ideia segundo a qual o relégio
biologico situa-se exclusivamente a nivel do cérebro. Segundo eles, diferentes tecidos

do corpo poderiam ter o seu proprio reldgio.

A hipétese é assim colocada por Shearman et al. (1997) que descobriram uma ampla
distribuicdo de certos genes do reldgio no corpo, e ndo apenas nos NSQ e na retina. A
suposicdo avancada por esses autores € confirmada por varias equipas, entre as
quais a de Zylka et al. (1998%), que evidenciaram um atraso de 3 a 9 horas entre as
oscilagbes de ARN de cada gene mPeriod, no figado e musculo esquelético, e as dos
NSQ. Esses investigadores concluiram que as oscila¢des periféricas sdo conduzidas

ou sincronizadas pelos NSQ.

Existem igualmente osciladores periféricos em outros 6rgaos, como o coracao (Young
et al., 2001), o figado (Stokkan et al., 2001; Storch et al., 2002), os rins (Oishi et al.,
2000), a pars tuberalis hipofisaria (von Gall et al., 2002), o pancreas (Muhlbauer et al.,
2004), o tecido adiposo (Ando et al., 2005), os pulm8es (Burioka et al., 2005; Takata et
al., 2005), o intestino (Pardini et al., 2005), a glandula adrenal (Oster et al., 2006), o

musculo esquelético (Miller et al., 2007), a hipéfise (Hughes et al., 2007), ou ainda a
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epifise (Fukuhara e Tosini., 2008). Existe também a possibilidade de osciladores
circadianos funcionarem a nivel celular, em células imortais tais como fibroblastos ou

hepatomas (Balsalobre et al., 1998; 2000; Yagita et al., 2000; Hirota et al., 2002).

Os resultados obtidos recentemente através da cronobiologia molecular evidenciaram
a existéncia de relogios celulares em tecidos periféricos (Challamel et al., 2001,
Antoch e Chernov, 2009). Assim todas as células somaticas dos mamiferos
expressam a familia dos genes ditos relégio que pilota as ritmicidades circadianas
central e periféricas (Kaeffer e Pardini, 2005). Os NSQ n&do geram assim todos 0s
ritmos circadianos, mas tém um papel fundamental na sua coordenacgdo (Antoch e

Chernov, 2009).

2.5 Os sincronizadores e a nocéao de desencadeamento

Os relégios circadianos funcionam de forma autbnoma, sem sinais de entrada
externos ou de sinais temporais (Cermakian e Sassone-Corsi, 2000). O reldgio
sustenta assim ritmos periddicos em diversos processos fisioldgicos e psicolégicos,
tais como a temperatura corporal central, o consumo alimentar, a performance

cognitiva e o humor (Piggins, 2002).

Porém, os ritmos biol6gicos podem igualmente ser desencadeados pelas condicbes
ambientais, por factores exdgenos designados sincronizadores (Bogdan e Touitou,
2001; Acurcio e Rodrigues, 2009). Um sincronizador é um factor ou agente que varia

de modo ciclico, capaz de impor o seu periodo aos ritmos biol6gicos de um organismo

41



sensivel. O termo pode ser substituido por outras palavras, tais como zeitgeber,
indicador de tempo ou agente desencadeante. O papel dos sincronizadores é de
transmitir informacéo ao reldgio bioldgico para ajustar o0 meio interno ao meio ambiente

(Acurcio e Rodrigues, 2009).

Os intervalos de resposta do reldgio séo influenciados pela for¢a do zeitgeber (Moore-
Ede, 1986°), ou seja, pela amplitude do sincronizador. O periodo desse Ultimo
corresponde a duragcdo que o mesmo € susceptivel de induzir por desencadeamento

sobre o reldgio circadiano do tecido alvo.

Na maioria dos organismos, entre 0s quais os mamiferos, pensa-se que o foto-
periodismo € o principal sinal ambiental envolvido no desencadeamento circadiano
(Antoch e Chernov, 2009). De facto, os relégios circadianos podem ser reiniciados
pela luz, e esse desfasamento provocado pela luz é acompanhado por uma indugéo

de certos genes da resposta imediata nos NSQ (Balsalobre et al., 1998).

A alternéncia luz—obscuridade ao longo do ciclo dia—noite € assim o mais potente dos
sincronizadores (factor fético), mas outros factores, nomeadamente sociais,
comportamentais ou nutricionais (factores ndo féticos) também desempenham um
papel importante (Pévet, 2002). Entradas ciclicas, como a temperatura, o ruido, 0s
sinais sociais ou 0 acesso ritmico a alimentacdo podem igualmente actuar como
agentes desencadeantes, mas o efeito dos mesmos sobre 0 comportamento €, muitas

vezes, fraco (Stokkan et al., 2001).
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A informacéo luz-obscuridade atinge os neurénios dos NSQ através do tracto retino-
hipotaldmico (TRH) (Reppert e Weaver, 2001). Esse tracto monosinaptico tem como
origem principal um determinado ndmero de células ganglionares da retina que
expressam o foto-pigmento melanopsina (Gooley et al., 2003; citados por Richter et
al., 2004). Contudo, os bastonetes e cones (células receptoras da retina) (Freedman et
al., 1999) e os Cryptochrome (Okamura et al., 1999) ndo sao necessarios a percepcao

da luz circadiana, que € detectada pela melanopsina (Hankins et al., 2008).

A luz restabelece o tempo do pacemaker central nos NSQ através de mecanismos
oculares, e o relogio dos NSQ sincroniza entdo os osciladores periféricos
dependentes, através de conexdes neuronais e/ou sinais quimicos (Yamazaki et al.,

2000).

Contudo, foi sugerido que, em vez da luz, a alimentacdo daria um sinal temporal a
certos reldgios periféricos (Richter et al., 2004; Acurcio e Rodrigues, 2009), o alimento
constituindo assim o zeitgeber dominante desses reldgios (Figura 8) (Damiola et al.,

2000).

Os osciladores periféricos, como o figado, serdo assim mais afectados pelo momento
em que ocorre a ingestdo alimentar, do que pelos NSQ, cujo rel6gio molecular nem
sera afectado por esse agente desencadeante (Damiola et al., 2000; Stokkan et al.,

2001).
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Figura : Esquema de organizagdo do sistema circadia dos mamiferos.

O sinal de restabelecimento, pela alimentacdo in vivo, do oscilador que pode ser
desencadeado pela alimentag&o, ainda néo foi identificado, mas é possivel que um
determinado namero de factores veiculados no sangue possam agir como zeitgebers

endogenos integrados a esse oscilador (Richter et al., 2004).

Os glucocorticoides, um sinal conduzido pelos NSQ, modificam a fase de expressao
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dos genes reldgio no figado, pancreas, pulméo e coracdo de animais sujeitos a uma
alimentacéo restrita (Balsalobre et al., 2000), e em fibroblastos de rato (Balsalobre et
al., 2000; Le Minh et al., 2001). De facto, foi demonstrado que a glucose, e, a nivel
geral, o estado de Oxido-redugdo das células, regula a expressdo dos genes reldgio

(Rutter et al., 2001; Pardini e Kaeffer, 2006).

A possibilidade da melatonina desempenhar um papel de tradutor neuro-endocriniano
entre os NSQ e certos osciladores periféricos encontra-se, quanto a ela, em

investigacao (Richter et al., 2004).

2.6 Perspectivas do estudo para a producéo animal

A maioria dos estudos sobre o reldgio bioldégico e os seus constituintes foi realizada
em ratos, sendo que poucos trataram esse tema no Homem ou animais de interesse

zootécnico.

Por serem animais nocturnos, os ratos poderdo ndo ser considerados como 0 modelo

mais adequado para o estudo do reldgio biolégico do Homem ou de animais diurnos.

Tendo em conta que células sas dificilmente podem ser cultivadas, e que, conforme os
estudos de You et al. (2005) e Wood et al. (2006), as células cancerosas apresentam
reldgios circadianos regulados pelos mesmos genes que células de qualquer tecido
sd, realizamos o estudo sobre linhagens celulares de carcinoma célico humano
(células Caco-2), como primeira abordagem para o estudo da maturacdo do tracto
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gastrointestinal e aquisi¢cao de reldgio biolégico funcional pelos recém-nascidos.

No que diz respeito a producdo animal, a literatura tem evidenciado beneficios na
utilizagdo de é&cido butirico (e outros &cidos gordos de cadeia curta/média) na saude
do tracto gastrointestinal, ao reforcar a funcdo de barreira contra organismos
patogénicos (Lankaputhra e Shah, 1998; Van Immerseel et al., 2005; Hansen et al.,
2007; Hedemann e Knudsen, 2007; Lalles et al., 2007; Paul et al., 2007; Boyen et al.,
2008; Defoirdt et al., 2009). Desse modo, considera-se que o aprofundamento desse
tema, no ambito da producdo animal, poderd ser um desafio na investigacdo de
alternativas a utilizacdo massiva de antibiéticos, largamente contestada nos ultimos

anos.
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3. Material e Métodos

O estudo foi realizado em células provenientes de um adenocarcinoma colorectal de

um homem de 72 anos, recolhido em 1974, denominadas células Caco-2.

Essas células sdo células cancerosas de tipo epitelial aderentes (células de tipo
enterdcito fetal), de caridtipo instavel (133 + 50 cromossomas em meédia). A cultura
das mesmas ¢ efectuada em caixas de 25cm? contendo um meio a base de
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com 10% de Soro de Vitelo

Fetal (FCS).

O estado de proliferacao / diferenciacdo dessas células é definido empiricamente em
plastico simples, por tapetes de 3, 5-6, 10 e 23 dias. A sua polariza¢cdo em enterocitos
€ obtida em cultura sobre inserts (cAmaras de cultivo bicompartimentadas), para

efectuar medidas de resisténcia trans-epiteliais.

No presente trabalho, estas células foram utilizadas em condi¢Ges de confluéncia de
células de 5 a 7 dias, de modo a permitir uma comparagcdo com linhagens
fibroblasticas, a niveis das quais foi comprovado, pela equipa de Balsalobre et al.

(1998), o funcionamento de osciladores circadianos.
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3.1 Expressao dos ARN mensageiros que codificam por proteinas
do reldgio, pelos colondcitos de quatro pacientes s audaveis e por

células Caco-2

Essa etapa consiste na pesquisa, através de uma RT-PCR, da presenca de ARNm de

diferentes genes, em colondcitos de quatro pacientes saudaveis e células Caco-2:

= SRF (factor de entrada ou input);

= Clock, Npas2; Bmall, Periodl, Period2, Cryptochromel Rev-erba, Ror-a entre
outros (genes do relégio);

= Tef-1-4, Dbp, SG1, Glutl, Glut5 e MCT1 (factores de saida ou outputs);

= [B-actina (gene de referéncia).

A experiéncia referida tem como objectivo determinar se as células Caco-2 expressam
0s genes do reldgio de igual modo que individuos saudaveis, e assim confirmar que as
mesmas representam um modelo aceitavel para explorar a regulacdo da ritmicidade

circadiana no Homem.

Salienta-se que os ARNm dos genes SRF, Ror-a, Tef-1-4, Dbp e MCT1 apenas foram
pesquisados nas células Caco-2, e que os ARNm de Rev-erba nas células Caco-2 e

nos colondcitos de dois pacientes saudaveis.

Numa microplaca, depositam-se 4,5ul de amostra (de cada paciente ou de Caco-2) em

cada linha, e 10ul de master mix de cada gene a testar por coluna (Figura 9).
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Figura : Disposicdo das amostras e dmastermix de cada gene a testar, em placa de PCR

O master mix referido é composto por 7yl de SYBR® Green |; 1,5ul de primer Forward

do gene atestar; e 1,5ul de primer Reverse desse mesmo gene.

A microplaca é selada com adesivo proprio, agitada e colocada no sistema de
deteccao iCycler iQ Real-Time PCR da BIO-RAD® (Figura 10), que gera as etapas de

amplificacéo de genes.

= ;
_-.J—;——

Figura : iCycler iQ Real-Time PCR da BIO-RAD®
Fonte: BIO-RAD® Laboratories (s/d)
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3.2 Choque sérico e formulacdo dos meios de cultura aplicados a

células Caco-2

Um choque sérico consiste em tratar células com elevadas concentra¢des de soro, de

modo a re-induzir a expressao circadiana das mesmas (Balsalobre et al., 1998).

No presente caso, tratam-se células Caco-2 (previamente inoculadas em lamelas,
colocadas em oito placas, com um meio composto, em iguais propor¢des, por FCS e

DMEM.

Uma das placas é directamente fixada com formaldeido a 4%, designando-se a
mesma de placa Oh, que servira de padrédo. Nas restantes sete placas, € depositada a
solucdo acima referida, que se pretende sincronizadora das células Caco-2. As placas

sao depois incubadas a 37C, com 5% de CO ..

Ap6s 30 minutos, uma das placas é retirada para ser fixada pelo formaldeido (placa
30min). O mesmo acontece ap6s 60 minutos, com uma nova placa (placa 60min).
Ap6s duas horas (prazo que corresponde ao tempo de incubagéo estimado para obter

uma efectiva sincronizacao das células pelo meio), uma das placas é fixada (placa 2h).

z

Findo esse prazo, o meio contido nas restantes quatro placas é removido, e

substituido por um dos meios com a seguinte composicao:

= DMEM 10% FCS;
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= sem glucose nem &cido butirico;
=  25mM de D-Glucose;

= 1mM de acido butirico.

Essas placas sdo novamente incubadas, nas mesmas condi¢des, durante 16 horas,

antes de se proceder a fixacdo das mesmas (placas 18h).

Todas as placas sdo fixadas durante a noite por uma solugdo tampdo PBS 0
(Phosphate-Buffered Saline) com 4% de formaldeido, que sera depois substituida por
etanol a 70%, para permeabilizar a membrana das células, e assim permitir o

armazenamento das placas em camara fria a 4.

A esquematizacdo do procedimento referido € apresentada no anexo 1.

3.3 Imuno-deteccdo por epifluorescéncia das protein  as SRF e

PERIOD1

Para revelar a presenca de proteinas SRF e PERIOD1 nas células Caco-2, utiliza-se o
principio da imuno-deteccdo por epifluorescéncia, baseado em duas reacches
antigeno-anticorpo (uma priméria e uma secundaria), reveladas por um conjugado

fluorescente.

O procedimento descrito apenas pode ser realizado mediante re-hidratagédo das placas
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(armazenadas alguns dias antes em camara fria) durante 24 horas, com PBS 0.

ApOs esse periodo, as lamelas sao removidas com uma agulha e uma pinga, e sédo
depositadas numa nova placa P24, com as devidas identificacfes. As mesmas sdo
saturadas com uma solucédo de PBS 0 e BSA (albumina de soro bovino) Fracgéo V a
0,2% durante 15 minutos, para prevenir uma eventual fixagdo dos anticorpos de

maneira nao especifica.

O conteudo dos pocos é removido e é colocado, em cada um (excepto no padréo),
300ul de solucédo de anticorpo primario, especifico da proteina em estudo (anti-SRF de
coelho, para detectar a presenca de proteinas SRF, ou anti-PERIOD1 de cabra, para
detectar a presenca de proteinas PERIOD1). A placa é incubada a 37<C durante duas
horas, de modo a permitir a fixacdo dos anticorpos primérios as proteinas presentes

nas células, tanto a nivel nuclear, como a nivel citoplasmico.

O conteudo dos pocos é removido, e enxaguado trés vezes com PBS 0, antes de ser
adicionado 300ul de solucdo contendo Hoechst® 33258 e anticorpos secundarios, aos
guais se encontra fixado um fluorocromo (fluoresceina no anti-coelho FITC ou
rodamina no anti-cabra TRITC). A placa é novamente incubada durante duas horas a
37T, para possibilitar a fixagdo dos anticorpos se cundarios aos anticorpos primarios.

O conteldo dos pocos € removido, e enxaguado quatro vezes com PBS 0.

Para visualizar os resultados ao microscépio, coloca-se uma gota de glicerol por
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lamina (correctamente identificadas), sobre a qual se deposita uma lamela (do lado

das células).

Cada lamina pode assim ser observada ao microscopio a epifluorescéncia, com a
objectiva 100x, e com uma micro-gota de 6leo: a rodamina € excitada pela luz verde e
restitui uma luz vermelha, enquanto a fluoresceina € activada pela luz azul e emite

uma luz verde.

A esquematizacdo do procedimento referido € apresentada no anexo 2.

As observacdes efectuadas através da camara numérica DMX1200 da Nikon®, ligada
ao computador, sdo salvaguardadas com um programa informatico denominado

LUCIA®, sob a forma de imagens no formato tif:

= umaimagem, que representa 0 ADN marcado pelo Hoechst® (azul);
= uma imagem que representa as proteinas SRF ou PERIOD1 marcadas
respectivamente pela fluoresceina (verde) e pela rodamina (vermelho), tirada

Nno mesmo campo.

Essas fotos serdo utilizadas ulteriormente na semi-quantificacdo dos sinais emitidos

pelas células Caco-2.
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3.4 Semi-quantificacéo dos sinais emitidos pelas cé  lulas Caco-2

3.4.1 Semi-quantificacdo de SRF no tapete celular C aco-2

Cada imagem obtida na etapa de imuno-deteccéo por epifluorescéncia é codificada no

computador em vermelho, verde e azul (RGB).

Através do programa The Gimp®, extrai-se o canal azul da imagem que representa os
nacleos de ADN, e o canal verde da imagem correspondente as das proteinas SRF

marcadas pela fluoresceina.

As imagens sdo convertidas ao formato raw data pelo programa Image J®, antes dos
seus canais serem sobrepostos pelo software Quant3D®. Cada canal é depois

gquantificado por esse programa.

3.4.2 Semi-quantificagdo dos sinais (ADN e PERIOD1) emitidos pelos nucleos

das células Caco-2

Cada imagem obtida na etapa de imuno-deteccao por epifluorescéncia é codificada no

computador em vermelho, verde e azul (RGB).

Através do programa The Gimp®, extrai-se o canal azul da imagem que representa 0s
nucleos de ADN, e o canal vermelho da imagem correspondente as das proteinas SRF

marcadas pela rodamina.
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De seguida, cria-se um ficheiro com 3 canais no programa Image J®:

= no primeiro canal (canal vermelho), cola-se a imagem decomposta em
vermelho, das proteinas PERIOD1 marcadas pela rodamina;

= no segundo canal (canal verde), cola-se a imagem dissociada em verde, do
ADN marcado pelo Hoechst®;

= 0 terceiro canal fica apagado.

Executa-se a funcédo “stacks to RGB” para obter uma imagem onde os sinais emitidos
pelo Hoechst® e pela rodamina se sobrepdem a nivel dos ndcleos, emitindo um sinal

amarelo.

Seleccionam-se 0s nucleos amarelos, dispondo os mesmos numa imagem de fundo

preto, no programa The Gimp®.

7

A imagem é decomposta em vermelho e em verde nesse mesmo programa,
permitindo depois que os niveis de cinzento no verde, e depois no vermelho, sejam

guantificados pelo programa Image J®.

A esquematizacdo do procedimento referido € apresentada no anexo 3.

3.5 Dosagens do acido butirico

O objectivo da experiéncia consiste em determinar a evolugdo, ao longo do tempo, da
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concentracdo em &cido butirico, depositado em tapetes celulares Caco-2 de 5 e 12

dias, e tapetes celulares HT29 clone 16E de 1 dia.

Para verificar uma eventual volatilizacdo do composto, procede-se a uma experiéncia
paralela, baseada na colocacdo de um meio com 1mM de acido butirico em pocos P24

e P6 de placas vazias.

O &cido butirico é separado e quantificado através de cromatografia em fase gasosa

(CFG), realizada por um aparelho denominado HP® — 6890 Series Plus (Figura 11).

Figura : Cromatégrafo em fase gasostlP® — 6890 Series Plus
Fonte: Nucleo de Andlises e Pesquisas Orgéanicas da Uideelss Federal de Santa Maria (s/d)

A analise demora cerca de 8,5 minutos por cada amostra.

A CFG é um método de separacdo dos constituintes de uma mistura, que utiliza

uma fase fixa (ou estacionéaria) e uma fase mével (um gas designado “vector”),
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gue migram ao longo da fase fixa.

A mistura a analisar é injectada ou depositada numa parte da fase fixa, onde os
seus constituintes, arrastados pelo gas vector, migram, a velocidades diferentes,
no estado de vapor, “separando-se” (Lemarchal, 1995). O gas vector chega sob
pressao controlada na coluna, ao nivel do injector (a 250C). No presente caso, 0 gas

utilizado é o azoto, que é debitado a cerca de 17ml/min.

Tendo em conta que a CFG deve ocorrer em meio acido, a mistura a analisar é diluida
a metade com acido oxalico a 0,5M, sendo depois injectada no injector com a ajuda de
uma micro-seringa. A mesma € volatilizada e arrastada na coluna pelo gas vector. A
coluna utilizada € uma coluna capilar SGE BP 21®, com um comprimento de 25m,

didmetro interno de 0,53mm e espessura de filme — polietileno glicol — de 0,5um.

A coluna é inserida num forno a 90C, onde o0 gas vector varre a coluna

continuadamente.

Os constituintes da mistura, que saem separados da coluna, atravessam o detector a
ionizacdo de chama (a 200C), que emite um sinal el éctrico, cada vez que é

atravessado por um dos constituintes.

Esse sinal é amplificado e registado pelo aparelho, que proporciona um registo

designado cromatograma.
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A interpretacdo desse registo fornece uma andlise qualitativa e quantitativa da mistura

em estudo (Lemarchal, 1995).

Os resultados do presente ensaio séo obtidos a partir de uma gama (concentracdo em
C, de 0,2mM/l, 0,4mM/1, 0,6mM/I e 0,8mM/1), 0 que nos permite realizar uma analise

de variancia (ANOVA) a partir dos mesmos.
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4. Resultados e discussao

4.1 Expressao dos ARN mensageiros que codificam par a
proteinas do reldgio, por colondcitos de quatro ind ividuos

saudaveis e por células de carcinoma colico em cult ura

Os resultados relativos a expressdao dos ARNm de cada gene do relégio obtidos na

PCR séo expressos com base na diferenca entre o Ct do gene e o Ct da B-actina

(Figura 12).
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Figura : Evolugdo das propor¢des dos genes do relégem colondcitos
de quatro individuos saudaveis e em células Caco-2

59

Mz
A3

Caco-2



Comprova-se a expressdo dos ARNm de todos os genes testados (15), tanto pelos
individuos saudaveis, como pelas células Caco-2. Os niveis de expressao desses

genes diferem, contudo, entre pacientes, e entre pacientes e Caco-2.

Destaca-se assim uma grande heterogeneidade na expressdo dos ARNmM nos
colondcitos dos pacientes e nas células Caco-2, nomeadamente os referentes aos

genes Clock, Npas2 e Period2.

Como tal, e uma vez que os ARN dos genes pesquisados foram todos expressos
pelas células Caco-2, podemos admitir que as mesmas representam um modelo
celular satisfatorio para a realizacdo do presente estudo, que consiste em explorar de

maneira qualitativa a regulacéo da ritmicidade circadiana.

Por outro lado, evidencia-se ainda a expressdo dos ARNm dos transportadores de
glucose (SG1, Glutl e Glut5) e de MCT1 (transportador do &cido lactico e acido
butirico), facto interessante, na medida em que a literatura indica que as células Caco-

2 consumiriam essencialmente glucose.

4.2 Seguimento da expressédo de PERIOD1 e SRF ao lon go do

tempo

4.2.1 Seguimento da expressdo de SRF sobre 18h

Procedemos ao seguimento em cinética da expressdo da proteina SRF ao longo do

60



tempo, através de imuno-detecgdo por epifluorescéncia sobre 18h (experiéncia
realizada em duplicado) (Figura 13), e a quantificacdo da intensidade dos sinais

emitidos pela fluoresceina (Figura 14).

Controlo

Oh

30min

1h

2h

18h

Figura : Imuno-deteccao de SRF em células Caco-2itse 18h
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Figura : Semi-quantificacao de SRF em células Ca®-sobre 18h

Os “barulhos de fundo” obtidos na imuno-deteccdo sdo aceitaveis e indicam que a
fluorescéncia observada nas tiragens deve-se de facto a uma marcacdo, pela
fluoresceina, do anticorpo secundario fixado na proteina SRF. As diferencas de

fluorescéncia observadas devem-se entdo a uma diferenca de expressdo da proteina

ao longo do tempo.

O pico de expressdo de SRF detectado aos 30 minutos indica-nos uma mobilizacao
desse factor a partir desse instante. Presencia-se a seguir uma diminuigdo na

deteccdo de SRF, revelando o esgotamento do factor pelo soro.
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Essas observagfes confirmam que SRF é efectivamente um input do relogio, tendo
em conta que é rapidamente mobilizado, face ao stress que representa o choque

Sérico.

4.2.2 Seguimento da expresséo de PERIOD1 ao longod o tempo

4.2.2.1 Experiéncia realizada sobre 18h

Procedemos ao seguimento em cinética da expressdo das proteinas PERIODI1,
através de imuno-deteccao por epifluorescéncia sobre 18h (experiéncia realizada em

duplicado) (Figura 15).

Os “barulhos de fundo” obtidos na imuno-deteccdo sdo aceitaveis e indicam que a
fluorescéncia observada nas tiragens deve-se de facto a uma marcacdo, pela
rodamina, do anticorpo secundario fixado na proteina PERIOD1. As diferencas de
fluorescéncia observadas devem-se entdo a uma diferenca de expressdo da proteina

ao longo do tempo.

Detectamos uma depressdo no nivel de expressdo das proteinas PERIOD1 as 2h,
seguida da sua retoma as 18h. Periodl é um gene de resposta imediata, pelo que
responde rapidamente ao choque sérico, activando a sua transcricdo, e consequente
traducdo em proteinas. O declinio do nivel de expressao das suas proteinas as 2h é
assim normal, uma vez que atingiram um pico anteriormente. De facto, Balsalobre et
al. (1998) descobriram uma expressao maxima de Period1l em fibroblastos de rato aos

60min.
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Controlo

Oh

2h

18h

Figura : Imuno-deteccdo de PERIOD1 em células Cacdsobre 18h

4.2.2.2 Experiéncia realizada sobre 48h

Procedemos ao seguimento em cinética da expressdo das proteinas PERIODI1,
igualmente através de imuno-deteccdo por epifluorescéncia sobre 48h (experiéncia

realizada com 5 lamelas) (Figura 16), para determinar:

= 0 que acontece entre 2 e 18h;

= se existe uma oscilagéo das proteinas PERIOD1 ap6s as 18h.
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Figura : Imuno-deteccdo de PERIOD1 em células Cacdsobre 48h
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Os “barulhos de fundo” obtidos nessa imuno-detec¢do séo igualmente aceitaveis. A
fluorescéncia observada nas tiragens deve-se de facto a uma marcacdo, pela
rodamina, do anticorpo secundario fixado na proteina PERIOD1. As diferencas de
fluorescéncia observadas devem-se entdo a uma diferenca de expresséo da proteina

ao longo do tempo.

Evidenciamos que a expressdao de PERIOD1 oscila ao longo das 48h. Assim, as

mesmas:

= sdo expressas as 0h;

= sdo fortemente reprimidas as 2h e as 6h (a depresséo no nivel de expressdo
das proteinas as 6h podera contudo resultar de um erro experimental, tendo
em conta a reduzida qualidade das fotografias das lamelas nesse momento);

= sdo novamente induzidas as 12h, e até as 24h;

= 0 seu nivel de expressédo desmorona-se as 30h;

= sdo de novo fortemente exprimidas as 36h e 42h;

= sd0 pouco exprimidas as 48h.

Esse estudo confirma os resultados obtidos sobre 18h, nomeadamente o declinio no

nivel de expresséao da proteina PERIOD1 as 2h, e a sua forte expresséo as 18h.

Por outro lado, a imuno-detec¢cdo em andlise permite-nos deduzir que a prossecucao
da expressdo de PERIOD1 acontece a partir das 12h, e ndo as 18h, corroborando um

dos resultados do estudo de Balsalobre et al. (1998).
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A forte expressdo de proteinas PERIOD1 as 36h e 42h comprova tratarem-se de

produtos de genes de relativa importancia no funcionamento do relégio.

Para determinar a efectiva sincronizacdo das células e o modo como as mesmas
expressam as proteinas PERIOD1, procedemos a quantificacdo dos sinais emitidos

pelos seus nucleos (Anexo 4).

No que diz respeito a sincronizacdo das células, podemos afirmar que o choque sérico
é efectivamente um choque sincronizador, uma vez que as células, sem qualquer
sincronia as Oh, encontram-se em fase a partir das 2h, e até as 30h, onde se observa
uma nova dessincronizacdo das mesmas. Contudo, ndo dispomos de nucleos

suficientes para realizar um teste estatistico.

Os gréficos apresentados anteriormente confirmam, por outro lado, as oscilacbes

observadas nas fotografias.

De facto, os sinais vermelhos emitidos as 2h, e sobretudo as 6h, sdo, em comparacao
com os sinais verde, relativamente reduzidos. Essa andlise indica que as proteinas
PERIOD1 sédo, assim, bastante pouco expressas nos momentos referidos. Pelo
contrério, a partir das 12h, e até as 24h, quantificam-se elevados niveis de vermelho, o
gque também acontece as 36h e 42h. Observa-se contudo uma reducéo dos niveis de

vermelho as 30h, e assim uma diminuigdo da expresséo de proteinas PERIODL1.
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4.3 Efeitos da formulacdo do meio de cultura sobre as taxas de
expressdo de PERIOD1
4.3.1 Revelacao da expressao de PERIOD1 com diferen tes meios de cultura.

Seguimos, por imuno-deteccdo por epifluorescéncia, a expressao de proteinas
PERIODL1 as 18h sobre tapetes de células Caco-2 que receberam diferentes meios de

cultura 2h ap6s o choque sérico (Figura 17):

= um meio composto por DMEM e 10% de soro de vitelo fetal;
= um meio composto por 25 mM de D-glucose;
= um meio composto por 1mM de acido butirico;

= um meio sem glucose nem &cido butirico.

10% FCS

25mM D-glucose

ImM icido butirico

Sem glucose

nem #acido buatirico

Figura : Imuno-deteccdo de PERIOD1 sobre células @a-2 as 18h, de acordo com o meio de
cultura depositado 2h apéds a realizacéo do choquérgo. 68



A observacao das fotografias revela que as diferentes formulagdes de meio tém efeito

sobre a expressao de PERIOD1.

As proteinas PERIOD1 séo efectivamente relativamente exprimidas pelas células

cultivadas nos meios contendo 10% de FCS ou acido butirico.

O nivel de expressdo das proteinas é porém mais reduzido para as células que
receberam a férmula com 25mM de D-glucose ou a férmula sem glucose nem acido

butirico.

Realizamos igualmente uma semi-quantificacdo dos sinais emitidos pelos nucleos das
células Caco-2 para determinar se a formulacdo do meio de cultura tem algum impacto

na sincronizacdo das células e sobre a expressao das proteinas PERIOD1 (Anexo 5).

Verificamos, as 18h, uma menor sincroniza¢do das células que receberam os meios
compostos por DMEM 10% FCS ou 25mM de D-glucose as 2h, em relacdo a células
que receberam os meios contendo 1mM de &cido butirico ou sem glucose nem acido

butirico.

Desse modo, as células, acostumadas a serem nutridas com meio a base de glucose,
estariam menos sincronizadas relativamente a células que tiveram de se adaptar a um

novo meio de cultura.
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Podemos ainda afirmar que as diferentes formula¢gdes de meio de cultura tém de facto
um efeito sobre a expressdo de PERIOD1. Observamos realmente uma expressao
maximal de PERIOD1 para as formulas contendo 10% de FCS ou acido butirico (uma
vez que os niveis de vermelho que foram quantificados sdo maiores), enquanto se
afere uma expressao mais reduzida para a formula com 25mM de D-glucose, ou

mesmo minimal no caso da férmula sem glucose nem &cido butirico.

Essas observacgfes confirmam assim a andlise realizada anteriormente as fotografias.

Por outro lado, os racios médios entre os niveis de cinzento no vermelho (PERIOD1) e
0s niveis de cinzento no verde (Hoechst®), calculados para cada situacéo, confortam
a nossa conclusao, tendo em conta que se obtém valores mais reduzidos nos casos
em que se utilizaram os meios com 25mM de glucose ou sem glucose nem &cido

butirico.

Porém, também ndo nos foi possivel realizar um teste estatistico devido ao facto de

dispormos de um numero insuficiente de nucleos.

A presente experiéncia permite-nos contudo evidenciar interesse na utilizacdo de
acido butirico a titulo de sincronizador. De facto, o acido butirico pode agir como um
factor de entrada (input): em resposta ao stress, activa 0s genes da resposta imediata,
entre 0s quais Periodl, e consequentemente a sua transcricdo e traducdo em

proteinas PERIODL.
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A literatura indica que as células Caco-2 consumiriam apenas glucose, mas apenas
uma revela que podera igualmente consumir acido butirico. Ser4 assim relevante
seguir a evolucdo da concentracdo em 4cido butirico ao longo da experiéncia, além de
gue a RT-PCR realizada no inicio do estudo revelou a expressao do transportador do

acido lactico e do &cido butirico pelas células Caco-2.

4.3.2 Evolucédo das taxas de acido butirico ao longo do tempo

Realizamos experimentacdes sobre a evolugcao da concentracdo em &cido butirico de
um meio contendo esse componente, em tapetes celulares de diferentes idades, e em

placas P6 e P24.

Apresentamos os resultados de acordo com o tamanho dos pocos utilizados, de modo

a permitir uma comparagao.

Nos pocos P24, realizamos 3 experiéncias:

= a primeira baseou-se na determinacdo da concentracdo em acido butirico de
um meio depositado em tapetes de células Caco-2 confluentes aos 5 dias, 2h
(quando foi depositado o meio com 1mM de &cido butirico) e 18h apos a
realizacdo do choque sérico;

= a segunda experiéncia foi realizada em paralelo em tapetes de células Caco-2
e HT29 clone 16E (consumidoras de &cido butirico de acordo com a literatura),
confluentes apés 1 dia.

= a Ultima experiéncia consistiu em afastar a hipétese de desaparecimento de
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acido butirico por volatilizacdo do composto, utilizando uma placa sem cultura

celular.

De modo a permitir uma comparagcdo entre os ensaios referidos, exprimimos o0s
resultados em termos de percentagem de desaparecimento de acido butirico (Figura
18).
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Figura : Seguimento da evolugdo da concentragcdo em acidotliico em pogos P24 vazic
e em pocos P24 contendo tapetes de células (-2 ou HT29 clone 16|

No que diz respeito ao ensaio realizado sobre tapetes de células Caco-2 confluentes
apos 5 dias, determinamos que o meio depositado 2h apds a realizacdo do choque
sérico contém 1,37mM de &cido butirico, quando apenas deveria conter, teoricamente,

ImM.
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O desfasamento entre as concentracdes esperadas e as reveladas na dosagem do
acido butirico devem-se provavelmente a erros de pipetagem durante a preparacao
dos meios e/ou durante a diluicdo da amostra pelo acido oxalico. No entanto, tendo em
conta que a coluna detectou 0,28mM de C, num meio de cultura que nao deveria
conter esse constituinte (meio DMEM 10% FCS), poderemos igualmente pér em causa
um possivel efeito do plastico, do filtro ou da coluna. Detectamos ainda vestigios de
iso C4 apds 3,2min de retencdo, mas, de acordo com o tempo de retencdo observada,

nao se tratara de iso C,.

Entre 2h e 18h apds a realizacdo do choque sérico (ou seja, no grafico, nos pontos Oh
e 16h respectivamente), verificamos o desaparecimento de 0,28mM de acido butirico,

0 que se traduz, em termos percentuais, em 20,67% em 16h.

Existem 2 hipbéteses quanto ao que tera acontecido: o acido butirico podera ter sido:

= consumido, ou retido pelas células Caco-2;

= ou volatilizado.

Essa ultima hipétese é refutdvel uma vez que a dosagem do acido butirico depositado
em pocos vazios ndo revelou reducdo na concentracdo desse composto ao longo do

tempo.

A experiéncia realizada sobre 53h, sobre células Caco-2 e HT29 clone 16E revela que

as células Caco-2 terdo globalmente um comportamento semelhante ao de células
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HT29 clone 16E.

No entanto, se de facto as células Caco-2 consomem acido butirico, esse consumo

ser& superior ao de células HT29 clone 16E.

Essa experimentacdo confirma os resultados da anterior, uma vez que a percentagem

de acido butirico consumido durante o0 mesmo intervalo de tempo € muito semelhante.

Deve-se notar que o tapete de células confluente apds 1 dia (utilizado nesse ultimo
ensaio) ndo foi submetido a qualquer choque sérico, ao contrario do tapete de células
confluente apds 5 dias. Tal facto podera indicar que a re-indugdo do relégio pelo
choque sérico é desnecessario para que as células Caco-2 consumem

(eventualmente) acido butirico.

Na experiéncia, ndo detectamos iso C,, pelo que podemos suspeitar de um efeito da

coluna utilizada na CFG, do plastico, do filtro ou da preparacdo dos meios.

Procedemos ainda a duas experiéncias em pocos P6: seguimos assim a evolugéo da
concentracao de acido butirico em tapetes de células Caco-2 confluentes apds 3 dias,

bem como uma experiéncia de volatilizagdo.

Apresentamos igualmente os resultados em percentagem de desaparecimento de
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acido butirico, pelas mesmas razdes indicadas anteriormente (Figura 19).

Percentagem de acido butirico remanescente (%)
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Figura : Seguimento da evolucdo da concentracao em acidotisico em pocos Pévazios

e em pocos P6 contendo tapetes de células C-2

Procedemos a um doseamento da glucose, para demonstrar que 0 meio com acido

butirico ndo continha de facto glucose.

A dosagem do &cido butirico confirma a auséncia do composto nos meios que nao

deveriam apresentar vestigios do mesmo, mas que a solucdo mae, a 1mM de acido

butirico, afinal

apresentaria apenas 0,716mM. A diferenca obtida dever-se-a

provavelmente a um erro na preparacdo do meio e/ou durante a diluicAo da amostra

pelo &cido oxalico.
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Nessa dosagem, ndo se detectou qualquer vestigio de C, nas solugbes DMEM 10%
FCS e DMEM 50% FCS, ao contrario do que aconteceu numa dosagem anterior.
Podemos assim presumir um efeito da coluna do aparelho que realiza a CFG ou o

soro de vitelo fetal, que foi diferente relativamente ao utilizado anteriormente.

Encontramos ainda iso C, em dois dos trés pogos com células Caco-2 que receberam
0 meio DMEM 10% de FCS e em dois dos trés pocos com células que receberam

DMEM 50% de FCS.

O mesmo foi retido apés 3,76min, ao contrario dos vestigios de iso C, detectado nos

pocos contendo acido butirico apds 30min, retido apds 3,18min.

Esses dados também n&o nos permitem determinar a causa de apari¢cao de iso C,.

Relativamente a evolugdo da concentragdo em &cido butirico, observamos uma

mobilizacédo de 4cido butirico pelas células Caco-2.

De facto, 7h apés a realizacdo do choque sérico, apenas permanecem 0,449mM de
acido butirico (ou seja, um desaparecimento do composto em 37,29% num intervalo

de 5h).

14h ap6s o choque, resta uma quantidade relativamente reduzida de &cido butirico
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(apenas 0,022mM, ou seja, verifica-se uma mobilizacdo de 96,94% em relacdo a 2h),

inexistente a partir de 23h.

Em comparagdo com a dosagem realizada anteriormente, as células terdo consumido

todo o &cido butirico, e num intervalo de tempo mais restrito.

Os resultados obtidos nessa dosagem podem ser explicados por 2 factores:

= um poco P6 apresenta uma superficie cinco vezes superior em relacdo a um
poco P24 (9cm? vs 1,84cm? respectivamente), pelo que a quantidade de
células Caco-2 utilizadas nesse ultimo ensaio é relativamente superior;

= podera ter ocorrido uma volatilizacdo do acido butirico ao longo do ensaio (dai

efectuarmos uma experiéncia de volatilizacéo).

A experiéncia de volatilizacao revela erros de pipetagem (niveis determinados no final
do ensaio superiores ao nivel inicialmente depositado), mas permite-nos afastar a
hipétese de uma eventual volatilizagdo do composto (niveis finais préximos dos

iniciais).

Desse modo, o tapete de células Caco-2 confluente apés 3 dias terd de facto utilizado

0 acido butirico depositado.

No presente ensaio, ndo detectamos vestigios de iso C,. Podemos assim por em
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causa a coluna utilizada na CFG, tendo ainda em conta que a amostra de solucdo a
1mM de acido butirico, doseada a 0,926mM aquando a dosagem das amostras, foi
doseada no dia seguinte, a 1,002mM (coeficiente de variacdo de 7% entre duas CFG
realizadas num intervalo de um dia). Essa observagdo ndo nos permite, contudo,

excluir um eventual efeito do plastico, do filtro ou da preparacdo dos meios.

Concluimos o estudo com a realizacdo de uma ultima experiéncia sobre 51h, com
tapetes celulares de idades diferentes (5 ou 12 dias), e diferentes concentragcbes em
acido butirico (2mM, 1mM e 0,5mM), de modo a determinar se os factores tempo,
idade e dose tém algum efeito sobre o desaparecimento de acido butirico observado

até agora, nas experiéncias anteriores (Figura 20)
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Figura : Seguimento daevolucado da concentragdo em acido butirico em pocB24
contendo tapetes de células Ca-2 a confluéncia apds 5 ou 12 dic
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A dosagem dos sobre-nadentes removidos dos tapetes de 5 dias foi efectuada até

46h, devido a uma contaminacdo dos poc¢os as 51h.

Detectamos um desaparecimento do acido butirico, variavel em cada caso. Assim, 0
presumido consumo de 4cido butirico pelas células de 12 dias é superior em relacéo

ao de células de 5 dias (Tabela 1).

Tabela : Percentagem de &cido butirico remanesceni@ds 46h
em tapetes de células Caco-2 confluentes apés 51@udias

Acido butirico remanescente
as 46h
Dose inicial

Em tapetes Em tapetes
de 5 dias de 12 dias

2 mM 69,60% 43,40%

1 mM 5,20% 17,90%

0,5 mM 7,60% 0,00%

Podemos assim presumir que a idade do tapete podera constituir um factor que

influenciara a quantidade de acido butirico.

Para tal, procedemos a uma analise de variancia a 2 vias, de modo a determinar se 0s
factores tempo e idade do tapete terdo efectivamente uma influéncia sobre a

guantidade de acido butirico desaparecida (Anexo 6).

Em cada caso (factores tempo e idade do tapete celular), o F calculado é superior ao F

critico, e o valor de P é inferior a 0,05, para cada dose em estudo. Podemos assim
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concluir, com um nivel de significancia de 95%, que os factores tempo e idade do
tapete terdo de facto um efeito sobre a quantidade de acido butirico que desaparece

ao longo do ensaio.

Utilizamos igualmente uma andlise de variancia de 2 vias para determinar se a dose
de &cido butirico tera também um efeito sobre a quantidade de acido butirico

consumido (Anexo 7).

Para os factores tempo e dose de &cido butirico, o F calculado é superior ao F critico,
e o valor de P é inferior a 0,05, para cada tapete celular em estudo. Podemos assim
concluir, com um nivel de significancia de 95%, que os factores tempo e dose de &cido
butirico terdo de facto um efeito sobre a quantidade de &cido butirico que desaparece

ao longo do ensaio.
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5. Consideracgodes finais

O funcionamento do relégio circadiano tem sido relativamente estudado e

documentado em ratos, ao contrario do Homem e animais de interesse zootécnico.

O meio mais eficaz de explorar a regulacdo da ritmicidade circadiana no Homem
permanece contudo a utilizacdo de um modelo humano. Tendo em conta que células
sas dificiimente podem ser cultivadas, escolhemos um modelo de carcinoma célico:

células Caco-2.

Porém, todos os modelos celulares ndo exprimem todos os genes do relégio
circadiano. Assim, tivemos que determinar, através de RT PCR, se os ARNm de um
factor de entrada (SRF), de genes do reldgio (entre os quais Periodl) e de factores de
saida eram exprimidos, tanto por colonécitos de individuos saudaveis, como por

células Caco-2.

Em termos quantitativos, observamos diferencas a nivel da expressdo dos ARNm
desses genes, tanto entre pacientes, como entre pacientes e células Caco-2. No
entanto, todos os ARNm dos genes pesquisados sd0 expressos pelos pacientes e
pelas células Caco-2. Deduzimos entdo que as células Caco-2 podem ser utilizadas

para explorar a regulacdo da ritmicidade circadiana, de modo qualitativo.

O seguimento em cinética de SRF sobre 18h confirma que se trata de um input do
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relogio. De facto, apenas observamos um unico pico de expresséo desse factor 30min
ap6s o choque sérico, e uma diminuicdo progressiva dessa expressao a seguir. Um
estudo anteriormente realizado no laboratério também tinha demonstrado que a

expressédo de SRF n&o oscila sobre 48h.

A expressao da proteina PERIOD1, pelo contrario, oscila sobre 48h. Essa proteina,
reprimida apds 2h, atinge um novo pico de expressao entre as 12 e as 24h, as 36h e
as 42h. Tendo em conta que PERIOD1 oscila nesse modelo celular, deduzimos que a

mesma detém igualmente um lugar de destaque no reldgio circadiano intestinal.

A semi-quantificacdo dos sinais emitidos pelos nacleos das células Caco-2 sobre 48h
revela que o choque sérico sincroniza as células, mas apenas durante um prazo
limitado, uma vez que as mesmas manifestam uma dessincronizagao a partir de 30h.
No entanto, ndo dispomos de nlcleos suficientes para realizar um teste estatistico. Por

outro lado, esta semi-quantificagdo confirma as oscilacdes de PERIOD1 sobre 48h.

No que diz respeito as diferentes formulas de meio utilizadas, podemos afirmar que as
mesmas tém de facto um efeito sobre a expressdo de PERIOD1. Observamos assim
uma forte expressdo de PERIOD1 com um meio composto por 1mM de &cido butirico,
relativamente ao meio habitual, enquanto a mesma € mais reduzida para um meio com
25mM de D-Glucose. Parece assim interessante utilizar o acido butirico como agente

sincronizador.
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As células Caco-2 sdo reconhecidas por consumir glucose, mas ndo existe qualquer
afirmacdo quanto ao possivel consumo de &cido butirico. Porém, a RT-PCR realizada
inicialmente revela a expressdo, pelas células Caco-2, dos ARNm de MCTL1,
transportador do acido lactico e do &cido butirico. Interrogamo-nos entdo quanto a um
eventual consumo de &cido butirico por essas células. A dosagem do &cido butirico a
partir dos sobre-nadentes recolhidos a diferentes periodos, dos pogos que continham
lamelas com células Caco-2, permitiu-nos evidenciar o desaparecimento desse
composto ao longo do tempo. Tendo afastado a hipdtese de volatilizacdo do acido
butirico, apenas remanesce a hip6tese de consumo do &cido butirico pelas células,
independentemente da realizagdo de choque sérico. As andlises de variancia
realizadas a partir dos resultados obtidos na Gltima experiéncia mostraram um efeito
do tempo, assim como da dose de acido butirico depositada e da idade do tapete

celular, na evolugéo da quantidade de acido butirico remanescente.

Podemos assim concluir que as células Caco-2 utilizam o acido butirico. Recordando a
expressdo mais significativa de PERIOD1 quando se utiliza &cido butirico como meio
de cultura, deduzimos que o acido butirico utilizado por essas células pode servir de
regulador da expresséo de pelo menos um dos genes do relégio circadiano intestinal:

Periodl.

A devida identificacdo dos agentes reguladores dos genes e consequentemente do
reldgio circadiano intestinal, e a aplicacdo dos mesmos de forma a garantir o correcto
funcionamento do reldgio, podera fomentar a funcdo de defesa do tracto

gastrointestinal do Homem e de qualquer animal em geral, contra agentes
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patogénicos.

Em termos de produgcdo animal, a promocdo das defesas imunitérias referidas
anteriormente poderd constituir uma alternativa a utilizacdo de antibidticos. O
aprofundamento desse tema podera assim adquirir uma relevancia particular, pois
podera reflectir-se numa maior satisfacdo, tanto pelos produtores (menores encargos
no controlo de agentes patogénicos e garantia de seguranca dos produtos) como

pelos consumidores (garantia de seguranca dos alimentos adquiridos e bem estar

animal).
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Realizacdo de choque sérico

Células Caco-2 confluentes, em meio DMEM 10% FCS
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Realizac&o de imuno-deteccao

sl s s s e s B s

Placa 18h Placa 18h Placa 18h Placa 18h
Placa Oh Placa 30min Placa 1h Placa 2h DMEM 10% Sem glucose ImM acido
. . 25mM glucose .
FCS nem acide butirico butirico
l 1 5min
Adicdo de anticorpo especifico da proteina em estudo
’/ <« anti-SRF de coelho / «— anti-PERIODI de cabra
!
SRF —=A PERIODI —_ 4
l 2h, 37°C
Os anticorpo primarios fixam-se as proteinas
| «—— anti-SRF de coelho /L(— anti-PERTODI de cabra
SRF —?‘-"-A\'L PERIOD] ——>4A-
3 enxaguamentos com PBS 0 para eliminar anticorpos primarios nio fixados
Adicio de Hoechst 33258E e dos anticorpos secundarios,
ao0s quais se encontram fixados um fluorecrémio (fluoresceina ou rodamina)
anti-coelho FITC —>/~ 1. anti-cabra TRITC —>¢f~ 4
A(— anti-SEF de coelho JL(— anti-PERTIODI de cabra
SRF —>dL PERIOD1 —> A~
l 2h, 37°C
Os anticorpo secundarios fixam-se aos anticorpo primarios
anti-coelho FITC —> : anti-cabra TRITC — 0 .
Vo
< anti-SRF de coelho <— anti-PERTODI de cabra
\ A
SRF >-A PERIODI1

| |
|

4 enxaguamentos com PBS 0 para eliminar anticorpos secundarios nio fixados

Colocagio de cada lamela em liminas identificadas, com uma gota de glicerol

Observacio ao microscopio por epifluorescéncia, objectiva 100x e uma microgota de éleo

! }

A floresceina € excitada A rodamina é excitada
pela luz azul pela luz verde
e devolve uma luz verde e devolve uma luz vermelha
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Semi-quantificacéo dos sinais (ADN e PERIOD1)

emitidos pelos nucleos das células Caco-2

PERIODI1

ADN
1 /
T

Extraccio dos canais:

vermelho

azul
1 !
I

Criacdo ficheiro em 3 canais no programa Imeage J =:
- 1* canal {vermelho): imagem das proteinas PERIOD1

marcadas pela rodamina, decomp osta em vermelho
-2%canal (verde): imagem do ADN marcado pelo Hoechst®
decomposta em azul

- 3" canal {azul): fica "apagado”

L I}
I

Execucio da funcio " Stacks to RGB", com obtencio de uma

imagem ond e os sinais emitidos pelo Heechst © e pela rod amina
sobrepdem-se ao nivel dos niicleos, emitindo um sinal amarelo

Seleccdo dos micleosamarelos e colagem dos mesmos

numa imagem de fundo preto

Decomposicio da imagem em:

verde vermelho

|

T
Quantificacdo dos niveisd e cinzento com o programa Quant3D &
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Semi-quantificacdo dos sinais emitidos pelos nucleo s de células Caco-2 sobre 48h
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Semi-quantificacdo dos sinais emitidos pelos nucleo s de células Caco-2 sobre 48h
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Semi-quantificacdo dos sinais emitidos pelos nucleo s de células Caco-2 sobre 48h
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Semi-quantificacdo dos sinais emitidos pelos nucleo s de células Caco-2 sobre 48h
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Semi-quantificacdo dos sinais emitidos pelos nucleo

Niveis de cinzento no vermelho (PERIOD1)
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Semi-quantificacdo dos sinais emitidos pelos nucleo s de células Caco-2 sobre 48h

= 18h
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Semi-quantificacdo dos sinais emitidos pelos nucleo s de células Caco-2 sobre 48h
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Semi-quantificacdo dos sinais emitidos pelos nucleo s de células Caco-2 sobre 48h
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Semi-quantificacdo dos sinais emitidos pelos nucleo

Niveis de cinzento no vermelho (PERIOD1)

36h

s de células Caco-2 sobre 48h

8,0E+06

7,0E+06

6,0E-+06

5,0E+06

4,0E+06

3,0E+06

2,0E+06

1,0E+06

0,0E+00

0,0E+00

1,0E+06

2,0E+06 3,0E+06 4,0E406 5,0E+06
Niveis de cinzento no verde (ADN)

6,0E+06

7,0E+06



Semi-quantificacdo dos sinais emitidos pelos nucleo s de células Caco-2 sobre 48h
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Semi-quantificacdo dos sinais emitidos pelos nucleo s de células Caco-2 sobre 48h
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Niveis de cinzento no vermelho (PERIOD1)

Semi-quantificacdo dos sinais emitidos pelos nucleo

s de células Caco-2

18h apos a realizacdo do choque sérico — Meio 10% F CS
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Niveis de cinzento no vermelho (PERIODI1)

Semi-quantificacdo dos sinais emitidos pelos nucleo s de células Caco-2

18h apos a realizacdo do choque sérico — Meio 1ImM a  cido butirico
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Niveis de cinzento no vermelho (PERIODI1)

Semi-quantificacdo dos sinais emitidos pelos nucleo

18h apos a realizacdo do choque sérico — Meio 25mM
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Semi-quantificacdo dos sinais emitidos pelos nucleo s de células Caco-2

18h apés a realizacdo do choque sérico — Meio sem g  lucose nem acido butirico
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Resultados da dosagem do acido butirico: analise de

variancia a 2 vias

= Factores tempo e idade do tapete celular

Para determinar um eventual efeito dos factores tempo e idade do tapete celular sobre
o desaparecimento do &cido butirico, realizamos uma analise de variancia (ANOVA) a

2 vias.

Classificamos os resultados da dosagem por cromatografia em fase gasosa consoante
a dose de acido butirico colocada inicialmente, uma vez que esta podera igualmente

constituir um factor com influéncia sobre o desaparecimento do acido butirico:

= 2mM (Tabela 1);

= 1mM (Tabela 2);

= 0,5mM (Tabela 3);

Tabela 1: Concentragao em acido butirico remanescenem funcdo do tempo

e a idade do tapete celular - Dose inicial: 2mM dé&cido butirico

3h 22h 27h 46h
1,726 1,490 1,412 1,422
5 dias 1,736 1,492 1,502 1,364
1,728 1,264 1,520 1,308
1,242 1,266 1,256 0,780
12 dias 1,238 1,036 1,346 0,886
1,390 1,024 1,122 0,886




Tabela 2: Concentracdo em &cido butirico remanescenem funcao do tempo

e a idade do tapete celular - Dose inicial: 1mM dé&cido butirico

3h 22h 27h 46h

0,860 0,660 0,636 0,456

5 dias 0,858 0,686 0,708 0,512
0,808 0,462 0,556 0,376

0,672 0,534 0,394 0,212

12 dias 0,704 0,542 0,462 0,232
0,660 0,458 0,350 0,090

Tabela 3: Concentragao em acido butirico remanescenem funcao do tempo

e a idade do tapete celular - Dose inicial: 0,5mMedacido butirico

3h 22h 27h 46h
0,462 0,198 0,200 0,038
5 dias 0,456 0,210 0,178 0,040
0,400 0,066 0,090 0,048
0,298 0,106 0,106 0,000
12 dias 0,316 0,152 0,068 0,000
0,412 0,042 0,042 0,000

Analise de variancia a 2 vias (conforme a dose inicial de &cido butirico)

= Factor tempo (3, 22, 27 e 46h);

= Factor idade do tapete celular (5 ou 12 dias).

HO: O factor tempo (idade do tapete celular) ndo tem efeito sobre a quantidade de

acido butirico que desaparece.
VS

H1: O factor tempo (idade do tapete celular) tem efeito sobre a quantidade de acido

butirico que desaparece.



Dose inicial = 2mM de acido butirico

Os resultados da analise de variancia realizada encontram-se resumidos na tabela 4.

Tabela 4: Resultados da Analise de variancia — Dosgcial = 2mM de acido butirico

RESUMO Efectivo Soma Média Variancia
5 dias 4 6,0500 1,5125 0,021460
5 dias 4 6,0940 1,5235 0,024017
5 dias 4 5,8200 1,4550 0,045615
12 dias 4 4,5440 1,1360 0,056424
12 dias 4 4,5060 1,1265 0,042214
12 dias 4 4,4220 1,1055 0,045345
3h 6 9,0600 1,5100 0,061093
22h 6 7,5720 1,2620 0,042525
27h 6 8,1580 1,3597 0,023225
46h 6 6,6460 1,1077 0,082057
ANOVA
Fonte de variagcdo SS df MS F Valor P F critico
Linhas 0,85352733 5 0,17070547 | 13,40848172| 0,00004363 | 2,90129454
Colunas 0,51425667 3 0,17141889 | 13,46451924 | 0,00015709 | 3,28738210
Erro 0,19096733 15 0,01273115
Total 1,55875133 23

No que diz respeito ao factor tempo, sendo o F calculado (13,41) superior ao F critico

(2,90), rejeita-se a hipétese nula. O valor de P, por ser inferior a 0,05, indica também

gue se deve rejeitar essa hipotese. O tempo decorrido tem assim, de facto, um efeito

sobre a quantidade de &cido butirico que desaparece.

No que diz respeito ao factor idade do tapete, sendo o F calculado (13,46) superior ao

F critico (3,29), rejeita-se a hipotese nula. O valor de P, por ser inferior a 0,05, indica

também que se deve rejeitar essa hipotese. A idade do tapete celular tem assim

igualmente um efeito sobre a quantidade de acido butirico que desaparece.




Dose inicial = 1mM de acido butirico

Os resultados da analise de variancia realizada encontram-se resumidos na tabela 5.

Tabela 5: Resultados da Analise de variancia — Dosgcial = 1mM de acido butirico

RESUMO Efectivo Soma Média Variancia
5 dias 4 2,6120 0,6530 0,027332
5 dias 4 2,7640 0,6910 0,020081
5 dias 4 2,2020 0,5505 0,034873
12 dias 4 1,8120 0,4530 0,038695
12 dias 4 1,9400 0,4850 0,038583
12 dias 4 1,5580 0,3895 0,056374
3h 6 4,5620 0,7603 0,008557
22h 6 3,3420 0,5570 0,009366
27h 6 3,1060 0,5177 0,019641
46h 6 1,8780 0,3130 0,026102
ANOVA
Fonte de variagcdo SS df MS F Valor P F critico
Linhas 0,27548200 5 0,05509640 || 19,28755465 || 0,0000047266 || 2,90129454
Colunas 0,60496533 3 0,20165511 || 70,59325067 || 0,0000000045 || 3,28738210
Erro 0,04284867 15 0,00285658
Total 0,92329600 23

No que diz respeito ao factor tempo, sendo o F calculado (19,29) superior ao F critico

(2,90), rejeita-se a hipétese nula. O valor de P, por ser inferior a 0,05, indica também

gue se deve rejeitar essa hipotese. O tempo decorrido tem assim, de facto, um efeito

sobre a quantidade de &cido butirico que desaparece.

No que diz respeito ao factor idade do tapete, sendo o F calculado (70,59) superior ao

F critico (3,29), rejeita-se a hipotese nula. O valor de P, por ser inferior a 0,05, indica

também que se deve rejeitar essa hipotese. A idade do tapete celular tem assim

igualmente um efeito sobre a quantidade de acido butirico que desaparece.




Dose inicial = 0,5mM de &cido butirico

Os resultados da analise de variancia realizada encontram-se resumidos na tabela 6.

Tabela 6: Resultados da Analise de variancia — Dosgcial = 0,5mM de acido butirico

RESUMO Efectivo Soma Média Variancia
5 dias 4 0,8980 0,2245 0,030830
5 dias 4 0,8840 0,2210 0,029985
5 dias 4 0,6040 0,1510 0,027852
12 dias 4 0,5100 0,1275 0,015417
12 dias 4 0,5360 0,1340 0,018587
12 dias 4 0,4960 0,1240 0,037256
3h 6 2,3440 0,3907 0,004812
22h 6 0,7740 0,1290 0,004784
27h 6 0,6840 0,1140 0,003886
46h 6 0,1260 0,0210 0,000540
ANOVA
Fonte de variagcdo SS df MS F Valor P F critico
Linhas 0,04363933 5 0,00872787 || 4,94515374 (| 0,0071312225 || 2,90129454
Colunas 0,45330800 3 0,15110267 |/ 85,61380978 || 0,0000000012 || 3,28738210
Erro 0,02647400 15 0,00176493
Total 0,52342133 23

No que diz respeito ao factor tempo, sendo o F calculado (4,95) superior ao F critico

(2,90), rejeita-se a hipotese nula. O valor de P, por ser inferior a 0,05, indica também

gque se deve rejeitar essa hipotese. O tempo decorrido tem assim, de facto, um efeito

sobre a quantidade de acido butirico que desaparece.

No que diz respeito ao factor idade do tapete,, sendo o F calculado (85,61) superior ao

F critico (3,29), rejeita-se a hip6tese nula. O valor de P, por ser muito inferior a 0,05,

indica também que se deve rejeitar essa hipotese. A idade do tapete celular tem assim

igualmente um efeito sobre a quantidade de &cido butirico que desaparece.




Anexo /



Resultados da dosagem do acido butirico: analise de

variancia a 2 vias

= Factores tempo e dose de acido butirico

Para determinar um eventual efeito dos factores tempo e dose de &cido butirico sobre
o desaparecimento do 4cido butirico, realizamos uma analise de variancia (ANOVA) a

2 vias.

Classificamos os resultados da dosagem por cromatografia em fase gasosa consoante
a idade do tapete celular, uma vez que esta podera igualmente constituir um factor

com influéncia sobre o desaparecimento do &cido butirico:
= 5 dias (Tabela 1);

= 12 dias (Tabela 2);

Tabela 1: Concentracdo em 4cido butirico remanescenem funcao do tempo

e a dose de &cido butirico depositada inicialmentm tapetes celulares de 5 dias

3h 22h 27h 46h

1,726 1,490 1,412 1,422

2mM 1,736 1,492 1,502 1,364

1,728 1,264 1,520 1,308

0,860 0,660 0,636 0,456

1mM 0,858 0,686 0,708 0,512

0,808 0,462 0,556 0,376

0,462 0,198 0,200 0,038

0,5mM 0,456 0,210 0,178 0,400
0,400 0,066 0,090 0,048




Tabela 2: Concentracdo em &cido butirico remanescenem funcao do tempo

e a dose de &cido butirico depositada inicialmentam tapetes celulares de 12 dias

3h 22h 27h 46h 51h

1,242 1,266 1,256 0,780 0,674

2mM 1,238 1,036 1,346 0,886 0,780
1,390 1,024 1,122 0,886 0,702

0,672 0,534 0,394 0,212 0,148

1mM 0,704 0,542 0,462 0,232 0,160
0,660 0,458 0,350 0,090 0,000

0,298 0,106 0,106 0,000 0,000

0,5mM 0,316 0,152 0,068 0,000 0,000
0,412 0,042 0,042 0,000 0,000

Andlise de variancia a 2 vias (conforme a idade do tapete celular)

= Factor tempo (3, 22, 27 e 46h);

= [Factor dose inicial de acido butirico (2, 1 ou 0,5mM).

HO: O factor tempo (dose inicial de acido butirico) ndo tem efeito sobre a quantidade

de &cido butirico que desaparece.
S

H1: O factor tempo (dose inicial de acido butirico) tem efeito sobre a quantidade de

acido butirico que desaparece.



Idade do tapete celular = 5 dias

Os resultados da analise de variancia realizada encontram-se resumidos na tabela 3.

Tabela 3: Resultados da Andlise de variancia — Idaddo tapete celular = 5 dias

RESUMO Efectivo Soma Média Variancia
2mM 4 6,0500 1,5125 0,021460
2mMm 4 6,0940 1,5235 0,024017
2mM 4 5,8200 1,4550 0,045615
imM 4 2,6120 0,6530 0,027332
imM 4 2,7640 0,6910 0,020081
imM 4 2,2020 0,5505 0,034873
0,5mM 4 0,8980 0,2245 0,030830
0,5mM 4 0,8840 0,2210 0,029985
0,5mM 4 0,6040 0,1510 0,027852
3h 9 9,0340 1,0038 0,327579
22h 9 6,5280 0,7253 0,314523
27h 9 6,8020 0,7558 0,339253
46h 9 5,5640 0,6182 0,346307
ANOVA
Fonte de variagcdo SS df MS F Valor P F critico
Linhas 10,55294222 8 1,31911778 | 463,08906514 2,26E-24 2,35508149
Colunas 0,71777156 3 0,23925719 | 83,99355090 7,22E-13 3,00878657
Erro 0,06836444 24 0,00284852
Total 11,33907822 35

No que diz respeito ao factor tempo, sendo o F calculado (463,09) superior ao F critico
(2,35), rejeita-se a hipétese nula. O valor de P, por ser inferior a 0,05, indica também
gue se deve rejeitar essa hipotese. O tempo decorrido tem assim, de facto, um efeito

sobre a quantidade de &cido butirico que desaparece.

No que diz respeito ao factor dose inicial de acido butirico, sendo o F calculado (83,99)

superior ao F critico (3,01), rejeita-se a hipdtese nula. O valor de P, por ser inferior a



0,05, indica também que se deve rejeitar essa hipotese. A dose inicial de acido butirico
depositada no tapete celular tem assim igualmente um efeito sobre a quantidade de

acido butirico que desaparece.

Idade do tapete celular = 12 dias

Os resultados da analise de variancia realizada encontram-se resumidos na tabela 4.

Tabela 4: Resultados da Andlise de varidncia — Id&ddo tapete celular = 12 dias

RESUMO Efectivo Soma Média Variancia
2mMm 4 5,2180 1,0436 0,085007
2mMm 4 5,2860 1,0572 0,055673
2mMm 4 5,1240 1,0248 0,066571
imM 4 1,9600 0,3920 0,047626
imM 4 2,1000 0,4200 0,050062
imM 4 1,5580 0,3116 0,072623
0,5mM 4 0,5100 0,1020 0,014814
0,5mM 4 0,5360 0,1072 0,017531
0,5mM 4 0,4960 0,0992 0,031017
3h 9 6,9320 0,7702 0,176166
22h 9 5,1600 0,5733 0,198877
27h 9 5,1460 0,5718 0,276821
46h 9 3,0860 0,3429 0,153388
51h 9 2,4640 0,2738 0,116049
ANOVA
Fonte de variagédo SS df MS F Valor P F critico
Linhas 7,03957120 8 0,87994640 | 85,10933885 2,31E-19 2,24439614
Colunas 1,43284924 4 0,35821231 | 34,64667049 3,29E-11 2,66843694
Erro 0,33084836 32 0,01033901
Total 8,80326880 44

No que diz respeito ao factor tempo, sendo o F calculado (85,11) superior ao F critico
(2,24), rejeita-se a hipoétese nula. O valor de P, por ser inferior a 0,05, indica também

gue se deve rejeitar essa hipotese. O tempo decorrido tem assim, de facto, um efeito



sobre a quantidade de &cido butirico que desaparece.

No que diz respeito ao factor dose inicial de &cido butirico, sendo o F calculado (34,65)
superior ao F critico (2,67), rejeita-se a hipétese nula. O valor de P, por ser inferior a
0,05, indica também que se deve rejeitar essa hipotese. A dose inicial de acido butirico
depositada no tapete celular tem assim igualmente um efeito sobre a quantidade de

acido butirico que desaparece.






