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RESUMO

A regulacdo autondmica do fluxo sanguineo para a periferia faz parte dos
mecanismos neurais envolvidos no controle da variagdo da temperatura interna
dentro de valores estreitos. No entanto, condi¢cfes fisioldgicas e/ou patoldgicas
podem elevar a temperatura interna, o que pode ser desconfortavel, como € o caso
das ondas de calor e febre. O estradiol (E2) e o canal Receptor Potencial Transiente
Vanil6ide tipo 1 (canal TRPV1), participam do controle térmico em mamiferos, dessa
forma, hipotetizamos que estes fatores sdo essenciais para o0 tonus vasomotor
cutaneo regulando o fluxo sanguineo da artéria da cauda, principal mecanismo de
dissipacdo de calor em ratos. Para testar esta hipétese, ratas Wistar adultas foram
ovariectomizadas (OVX) e tratadas ou ndo com E2. Além disso, a dessensibilizacdo
e ativacdo do canal TRPV1 foram as estratégias farmacoldgicas utilizadas para
avaliar a contribuicdo desse canal (CEUA: 99/2018). A identificacdo de receptores
de estrogenos (ER) na artéria da cauda de ratas aponta para uma possivel acao
direta do estradiol (E2) nesse leito vascular. Além disso, ratas OVX+E2 mostraram
fluxo sanguineo basal aumentado nesse vaso, mecanismo que favorece a perda de
calor. Em contrapartida, a dessensibilizacdo do canal TRPV1 reduziu esse fluxo,
mesmo na presenca de E2, mostrando a importancia desse canal nesse processo. A
fim de avaliar se o E2 altera a eferéncia simpética que chega nas terminacdes
nervosas da artéria da cauda, avaliou-se a expressao da tirosina hidroxilase (TH),
enzima limitante da biossintese de catecolaminas. O tratamento com E2 reduziu a
expressdo dessa proteina na artéria da cauda, sugerindo, portanto, um possivel
mecanismo pelo qual o E2 contribui com a maior vasodilatagdo basal. Outro alvo
molecular investigado foi o 6xido nitrico (NO), cuja acao vasodilatadora ja € descrita
em outros leitos vasculares. Interessantemente, o E2 também aumentou a
guantidade dessa molécula na artéria da cauda, outro fator que pode explicar a
vasodilatacdo aumentada no grupo OVX+E2. No géanglio da raiz dorsal (DRG), um
componente da via aferente da termorregulacéo, foi identificada a presenca de ER-q,
TRPV1 e TH, sendo que E2 reduziu a expressdo desse canal. Outra vertente do
trabalho investigou a ativacdo do canal TRPV1 sobre a temperatura abdominal
(Tabdominat) € SObre a TH na presenca e auséncia dos horménios ovarianos.
Observou-se gue a ativacao do canal TRPV1 na presenca de E2 restabeleceu essa

temperatura mais rapidamente, enquanto na auséncia do horménio o retorno da



temperatura aos valores basais foi mais prolongado. Além disso, a ativacédo do canal
TRPV1 ndo alterou a expressdo da TH apds 30 e 120 minutos da sua ativacao,
sugerindo que os efeitos do TRPV1 e do E2 sobre a dissipacdo de calor sdo por
mecanismos distintos. Por dltimo, avaliamos as respostas termorregulatorias de
ratas OVX que tiveram o canal TRPV1 dessensibilizado e expostas ao ambiente
aguecido (34°C, 40 min). Foi observado grande aumento da T apdominal qUe Nao foi
acompanhado pelo aumento da temperatura da cauda (Tcauda), prejudicando dessa
forma, a dissipacéo de calor na condicdo de auséncia de ambos, E2 e TRPVL1. Isto
pbde ser constatado também pelo elevado limiar e reduzida sensibilidade na
dissipacéo de calor mostrado pelas ratas OVX e com o TRPV1 dessensibilizado. Em
conjunto, esses resultados mostram que o E2 e o canal TRPV1 sédo importantes
para manutencdo do tdnus vasomotor cutaneo e fluxo sanguineo da artéria da

cauda, mecanismos importantes para dissipacdo de calor.

Palavras chaves: termorregulacédo, canal TRPV1, tirosina hidroxilase, 6xido nitrico,

receptores de estrogenos, artéria da cauda.



ABSTRACT

The autonomic regulation of vasomotor tonus defining the blood flow to
periphery is part of neural mechanism triggered to maintain body temperature within
narrow values. However, in some physiological and/or pathological conditions body
temperature may raise, causing disturbances that may be uncomfortable, such as hot
flashes and fever. The estradiol (E2) and Transient Receptor Potential Vanilloid-type
1 (TRPV1) channel are known to participate in the thermoregulation. Therefore, the
present study test whether E2 and TRPV1 are essential for the cutaneous tonus
vasomotor in a way that increase blood flow to tail artery favoring heat dissipation in
female rats. For that, adult Wistar rats were ovariectomized (OVX) and treated with
E2 or oil. Desensitization and activation of the TRPV1 channel were the
pharmacological strategies used to evaluate the contribution of this channel (CEUA:
99/2018). The identification of estrogen receptors (ER) in the tail artery points to a
possible direct action of estradiol (E2) in this vascular bed, which is the main route of
heat dissipation of rats. In addition, OVX+EZ2 rats showed increased basal blood flow
in this vessel. On the other hand, the desensitization of the TRPV1 channel reduced
this flow, even in the presence of E2, showing the importance of this channel in this
process. To evaluate whether E2 alters the sympathetic efference that reaches the
nerve endings of the tail artery, the expression of tyrosine hydroxylase (TH), a limiting
enzyme of catecholamine biosynthesis, was evaluated. Treatment with E2 reduced
the expression of this protein in the tail artery, suggesting a possible mechanism by
which E2 contributes to a greater basal vasodilation. Another E2 target investigated
was nitric oxide (NO), whose vasodilator action is already described in other vascular
beds. Interestingly, E2 also increased the amount of this molecule in the tail artery,
which also may explain the increased vasodilation in the OVX+E2 group. The
presence of ER-a, TRPV1 and TH was identified in the dorsal root ganglion (DRG), a
component of the afferent pathway of thermoregulation. In this region, E2 was
capable of reducing the expression TRPV1. On the other hand, the hypothermia
induced by TRPV1 activation was more quickly reverted in ovary-intact rats, which
suggest a participation of ovarian steroids on this response. However, TRPV1
activation did not alter the expression of TH either in OVX or ovary-intact rats,
suggesting that the TRPV1-recruited pathways regulating heat dissipation may differ
from those of E2. Finally, we evaluated the thermoregulatory responses of OVX rats



that had the TRPV1 channel desensitized to a warming environment (34°C, 40 min).
Compared to vehicle, TRPV1 desensitized rats showed a large increase in the core
body temperature that was not accompanied by an increase in tail temperature. In
addition, TRPV1-desensitized OVX rats showed high threshold and reduced
sensitivity in heat dissipation. Together these results show that E2 and TRPV1 are
important for maintaining cutaneous vasomotor tone and blood flow of the tail artery,
in a such way that favors heat dissipation. E2 and TRPV1 thermoregulation may be

through different molecular targets.

Key words: thermoregulation, TRPV1 channel, tyrosine hydroxylase, nitric oxide,

estrogen receptors, tail artery
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1 INTRODUCAO
1.1 Aspectos gerais da termorregulacao

A temperatura € a unidade mensuravel de calor, caracterizada pela energia
cinética produzida pelo movimento aleatério de moléculas hum determinado volume
(MERCER, 2001). Seguindo as leis da termodinamica, o calor flui por gradiente, das
regides de temperatura mais quente para a mais fria. Em animais, a estabilidade da
temperatura interna dentro de uma faixa estreita acontece porque mecanismos
regulatérios sdo acionados. De outra forma, o calor interno seria continuamente
trocado com o meio ambiente por meio de condug&do, conveccdo, radiacdo e
evaporacao (SAWKA et al., 2011).

A maioria dos seres vivos na Terra (incluindo fungos, plantas, microbios e a
maioria das espécies animais) ndo sdo capazes de produzir calor, ou seja, sdo
ectotérmicos, sua temperatura estd a mercé das variagbes de temperatura
ambiental. Alguns destes organismos (limitados a alguns grupos taxondmicos)
possuem um repertdrio de mecanismos comportamentais, 0s quais podem garantir
algum ajuste da temperatura interna. JA& os animais capazes de produzir calor
endogenamente, o0s endotérmicos, apresentam uma estreita variacdo da
temperatura interna, independente das flutuacdes de temperatura que ocorrem no
ambiente (ROMANOVSKY, 2018). Nestes animais (passaros e mamiferos), a
combustdo metabdlica dos alimentos, a energia cinética das contragdes musculares
e a friccdo do sangue circulante produzem calor continuamente que deve ser
armazenado ou dissipado de maneira adequada com o objetivo de manter a fungao
celular (BLACK; HARTLEY, 1985). Evolutivamente, estes animais desenvolveram
uma notavel habilidade de regular sua temperatura interna em valores mais altos
que sua vizinhanca, que pode ter sido uma consequéncia secundaria das taxas
metabdlicas mais altas necessarias para a alta demanda energética exigida, por
exemplo, em funcdo de atividade sustentada (como no voo) ou ocupagédo de novos
nichos ecologicos (por exemplo, durante o forrageamento noturno ou em climas
frios) (BENNETT; RUBEN, 1979; CROMPTON; TAYLOR; JAGGER, 1978;
KAMMER; HEINRICH, 1978). Dessa forma, durante o processo evolutivo, manter a
temperatura interna elevada pode ter sido uma estratégia defendida como um meio
de possibilitar a otimizagdo dos processos celulares para uma faixa especifica de
temperatura (KAMMER; HEINRICH, 1978). O surgimento de temperatura interna
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elevada, mas estavel, foi um evento chave que acompanhou a proliferacdo de
passaros e mamiferos em todo o mundo. Dessa forma, uma compreensdo do
sistema termorregulador € fundamental para a compreensdo de nossa propria
fisiologia, ou do nosso estado de saude. Por exemplo, valores de temperatura
interna fora da faixa de variacdo para uma espécie pode representar um sinal de
alerta (ou quebra) da homeostasia corporal. O exemplo mais emblematico disso é
durante a febre, uma sintomatologia comum a diversas doencas, cuja etiologia pode
variar desde a sepse (caso mais extremo), passando por reacfes medicamentosas e
tromboembolismo venoso quando observada em pacientes em unidade de terapia
intensiva (MEIER; LEE, 2016).

Sabe-se que a homeostase térmica € resultante da combinacdo de respostas
autonémicas e comportamentais envolvidas no controle de temperatura (CHAPPUIS
et al., 2013; NAGASHIMA et al., 2000). O controle autonémico de temperatura pode
ser dividido, didaticamente, em trés partes: via aferente, integragéo e via eferente
(NAKAMURA, 2011; ROMANOVSKY et al., 2009). A figura 1 descreve esse circuito
neuronal mostrando todas as regides centrais e periféricas envolvidas no controle de
temperatura, que compreende: receptores térmicos > ganglio da raiz dorsal (DRG)
- corno dorsal da medula espinhal = nucleo parabraquial dorsal - nucleo pré-
Optico mediano > area pré-optica medial - hipotalamo dorso medial - nucleo da
rafe - coluna intermédio lateral > ganglio simpatico - vasos sanguineos e tecido
adiposo marrom (ROMANOVSKY et al., 2009). O DRG é o local de comunicacdo
dos aferentes sensoriais da via neural responsavel pela termorregulacdo
(ROMANOVSKY et al., 2009).
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Figura 1: Circuito neural responséavel pelo controle de temperatura (ROMANOVSKY
et al., 2009). DRG = dorsal-root ganglion, DH = dorsal horn; LPB = lateral
parabrachial nucleus; MNnPO = median preoptic nucleus; MPO = medial preoptic
area; DMH = dorsomedial hypothalamus; rRPa = rostral raphe pallidus nucleus; IML

= intermediolateral column; SG = sympathetic ganglia.

Conforme mostrado no esquema da Figura 1, a percepcao térmica de frio ou
calor pelos terminais nervosos presentes na pele sdo determinantes para a
excitacdo ou inibicdo dos neurénios envolvidos no controle de temperatura. Em
ambientes de maior temperatura, por exemplo, esses termoceptores geram
potenciais de acdo que sao transmitidos até a area pré-optica do hipotalamo (APO) e
estimulam neurdnios gabaérgicos sensiveis ao calor. Assim, a eferéncia provoca
uma inibicdo da liberacdo de neurotransmissores simpdaticos, reduzindo a
vasoconstricdo cutanea, termogénese pelo tecido adiposo marrom e tremor pelo
musculo esquelético, contribuindo para dissipacdo de calor (NAKAMURA, 2011;
ROMANOVSKY et al., 2009). Em contrapartida, durante a exposicdo a menores

temperaturas ocorre inibicdo dos neurdnios gabaérgicos sensiveis ao calor. Como
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consequéncia, ha um desimpedimento da via responsavel pela ativacdo simpatica,
resultando em aumento da vasoconstricdo cutanea, termogénese pelo tecido
adiposo marrom e tremor pelo musculo esquelético, favorecendo a producdo e/ou
conservacdo de calor (NAKAMURA, 2011; ROMANOVSKY et al., 2009). E
importante ressaltar que apesar de muitos trabalhos da literatura proporem a
ativagdo ou inibicdo do circuito gabaérgico na transmissdo das informacdes de
temperatura, um estudo recente de Machado e colaboradores (2018) mostraram que
as projecdes que saem do hipotalamo para o nucleo da rafe também séo
glutamatérgicas (MACHADO et al., 2018).

A zona termoneutra pode ser definida como a faixa de temperatura ambiente
(Tambiente) €M que 0 controle da temperatura interna ocorre apenas por perda de calor
seco através da variacdo do tdnus vasomotor cutaneo (vasoconstricdo e
vasodilatacao) (DACKS; RANCE, 2010). Em faixas de temperatura abaixo ou acima
da zona termoneutra, pelo fato dos vasos sanguineos estarem completamente
contraidos ou dilatados (ROMANOVSKY; IVANOV; SHIMANSKY, 2002), outros
mecanismos sdo acionados para a manutencdo da temperatura interna, como
alteracdo da producao de calor metabdlico e sudorese (DACKS; RANCE, 2010;
ROMANOVSKY; IVANOV; SHIMANSKY, 2002) .

Algumas caracteristicas anatbmicas da cauda do rato fazem com que essa
regido seja de extrema importancia para a dissipacéo de calor, como por exemplo: (i)
auséncia de pélos, (ii) elevada vascularizacdo e (iii) extensa superficie para troca de
calor (GORDON, 1990). Pelo fato da cauda apresentar grande relacdo
superficie/volume, a troca de calor com o meio externo é facilitada, tornando essa
regido uma Otima janela térmica (ROMANOVSKY; IVANOV; SHIMANSKY, 2002).
Além disso, os vasos da cauda (tanto as veias laterais quanto a artéria ventral)
recebem inervacéo simpatica adrenérgica (JOHNSON; CONEY; MARSHALL, 2001),
que é responsavel pelo controle do tdnus vasomotor cutaneo (NAKAMURA, 2011,
ROMANOVSKY et al., 2009). A figura 2 mostra a distribuicdo anatdmica dos vasos
sanguineos na cauda do rato. Pelo fato de estudos mostrarem que a artéria ventral
da cauda fornece a maior quantidade de sangue para essa regiao (YOUNG;
DAWSON, 1982), esse foi o leito vascular escolhido para investigar as respostas
termorregulatorias neste trabalho. Utilizou-se o termo “artéria da cauda” para se

referir a esse leito vascular.



25

lateral vein

jlateral artery

—
/‘/ ;7!

L/
K> A‘

B

ventral vein

A

\

ventral arterial

bundle

Figura 2: Anatomia dos vasos da cauda de ratos (YOUNG; DAWSON, 1982)

Além do controle autonémico, as respostas comportamentais também sao
importantes para a manutencdo da temperatura interna. Como exemplo, 0 aumento
da producdo de saliva seguido pelo seu espalhamento nos pélos é um
comportamento comum em roedores expostos ao ambiente aquecido, pois aumenta
a perda de calor por evaporacdo (NAGASHIMA et al., 2000). Por outro lado, ratos
expostos ao frio tendem a buscar por um ambiente com temperatura mais amena, se
aglomerar com 0s outros animais da caixa ou deitar sobre a cauda para diminuir a
perda de calor (UCHIDA et al., 2012).

Dessa forma, a acéo integrada dos efetores autonémicos e comportamentais é
fundamental para impedir grandes variacbes de temperatura interna e garantir a

sobrevivéncia em condi¢cfes adversas de temperatura ambiente.
1.2 Hormdnios ovarianos e termorregulacao

Os hormonios ovarianos possuem um amplo espectro de acdo no organismo,
atuando ndo so6 na funcéo reprodutiva, como também em varios outros sistemas, por
exemplo, no sistema cardiovascular, renal e neural (CHARKOUDIAN et al., 2017,
DOS SANTOS et al., 2014). Os principais hormoénios ovarianos Sao 0s estrogénios e

a progesterona, cujos niveis flutuam de acordo com a fase do ciclo menstrual, uso



26

de contraceptivo oral, gravidez e menopausa. No contexto da termorregulacéo,
alguns estudos mostram a importancia desses hormoénios na manutengcdo da
temperatura interna (CHARKOUDIAN; STACHENFELD, 2014), de tal maneira que
estas flutuacbes Iimpactam diretamente a temperatura (CHARKOUDIAN;
STACHENFELD, 2014; DACKS; KRAJEWSKI; RANCE, 2011).

As acgOes dos estrogénios séo desencadeadas pela ligacdo desses hormoénios
aos seus receptores, podendo ser nucleares como o alfa e o beta (ER-a e ER-B) ou
de membrana acoplado a proteina G (GPER) (SAMPLE et al., 2012). No controle
térmico, o0s estrogénios sdo descritos como responsaveis por promover
vasodilatacdo cutanea, que tem como consequéncia o aumento da dissipacédo de
calor e a reducédo da temperatura interna (CHARKOUDIAN; STACHENFELD, 2014).

A progesterona € um horménio envolvido no crescimento e diferenciacéo
celular durante o ciclo reprodutivo e na gravidez (GRIMM; HARTIG; EDWARDS,
2016). Participa do controle da temperatura interna por induzir, na maioria das
vezes, respostas contrarias as acionadas pelos estrogénios (CHARKOUDIAN;
STACHENFELD, 2014).

A relacdo dos horménios sexuais com o tdbnus vasomotor também j& foi
demonstrada em roedores. Em um estudo realizado in vitro, Li e colaboradores
(1997) mostraram que a reducdo dos horménios ovarianos devido a castragcdo
aumentou a vasoconstricdo da artéria da cauda em resposta a noradrenalina quando
comparada as ratas intactas (LI et al.,, 1997). Além disso, Riedel e colaboradores
(2019) avaliaram o efeito dos horménios sexuais masculinos e femininos sobre o
tbnus vasomotor de roedores e mostraram que houve maior relaxamento em
diferentes leitos vasculares das ratas. Essa resposta foi atribuida aos estrogénios, e
nao a progesterona. (RIEDEL et al., 2019).

Em humanos, as alteragcdes vasomotoras (como as presentes na menopausa)
também estéo associadas a deficiéncia de um hormonio estrogénico, o estradiol (E2)
(17-B-estradiol) (DACKS; RANCE, 2010). Silvia e Boulant (1986) demonstraram em
experimentos in vitro que o E2 é capaz de estimular neurénios sensiveis ao calor na
APO (SILVA; BOULANT, 1986). Além disso, um estudo mais recente investigou a
acdo desse hormoénio em diferentes regides cerebrais envolvidas no controle de
temperatura e constatou relevante modulagdo do E2 sobre o ndcleo pré-optico
mediano, regido descrita como importante para a vasodilatacdo (CHARKOUDIAN;
STACHENFELD, 2014; DACKS; KRAJEWSKI; RANCE, 2011).
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Apesar de muitos estudos investigarem a participacdo do E2 sobre regides
centrais envolvidas no controle de temperatura, pouco se sabe a respeito da
contribuicdo desse hormdnio sobre a dissipacao de calor a nivel periférico, que foi a

principal a linha de investigacdo deste trabalho.
1.3 Moléculas envolvidas no tdbnus vasomotor cutaneo

Vérios fatores sdo importantes para o relaxamento do vaso, como moléculas
com acgao vasodilatadora, neurotransmissores, alguns canais e receptores, como
mostrado na figura 3 (FRANCISCO; MINSON, 2018; OZKOR; QUYYUMI, 2011). O
canal Receptor Potencial Transiente Vanildide tipo 1 (canal TRPV1) e o 6xido nitrico
(NO) sédo dois alvos importantes que podem estar envolvidos no processo de
dissipacéo de calor.

Alguns estudos relacionam os canais vaniloides ao controle do tdnus vascular
(BRATZ et al., 2008). Além disso, a presenca do canal TRPV1 no endotélio vascular
(PHAN et al., 2020) levanta a hipotese de que esse canal possa contribuir para a
eficiéncia da dissipacao de calor.

O 6xido nitrico (NO) é um gas produzido a partir do aminoacido L-arginina pela
acdo da enzima oOxido nitrico sintase (NOS). Sua formacdo ocorre nas células
endoteliais e, em seguida, essa molécula migra para a musculatura lisa do vaso,
estimulando a enzima guanilato ciclase solivel a aumentar a formacdo de
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). Esse processo reduz o calcio intracelular
e promove o relaxamento da musculatura lisa vascular (ROBBINS; GRISHAM,
1997). Alguns estudos mostraram que o E2 aumenta a produgéo de NO em alguns
leitos vasculares, como na artéria aorta (DARBLADE et al., 2002), artéria pulmonar e
toracica (GONZALES; WALKER; KANAGY, 2001), artérias coronarias e mesentérica
(OTTER; AUSTIN, 1998). Por esse motivo, a investigagdo dessa regulacdo na
artéria da cauda torna-se importante para elucidar o mecanismo acionado por esse

horménio nesta regido.
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Figura 3: Mecanismos envolvidos no relaxamento do endotélio (OZKOR; QUYYUMI,
2011).

Além da possivel participagdo do canal TRPV1 e NO na dissipacéo de calor,
deve-se lembrar que o tbnus vasomotor cutaneo é controlado pelo sistema nervoso
autonémico simpatico através da liberacdo de catecolaminas (NAKAMURA, 2011,
ROMANOVSKY et al., 2009). A enzima tirosina hidroxilase (TH) é a enzima limitante
da biossintese, tendo como substrato o aminoacido tirosina (GORIDIS; ROHRER,
2002). Por esse motivo, a analise da expressdo dessa enzima pode ser um
indicativo de como estd a ativacdo simpatica na presenca do E2. E importante
ressaltar que o acionamento de mecanismos de vasodilatagdo tem como
consequéncia o aumento do fluxo sanguineo da pele para permitir a perda de calor
para o ambiente (DACKS; RANCE, 2010). Por esse motivo, esse também foi um
parametro muito importante avaliado no nosso trabalho.

Com base nessas informacdes, investigamos se o efeito do E2 sobre os
mecanismos periféricos de dissipacdo de calor envolve: (i) a regulagdo do canal
TRPV1, (i) a modulacéo do ténus simpatico pela enzima TH e (iii) a participacdo do

agente vasodilatador, NO.
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1.4 Canal TRPV1 e termorregulacao

Os Canais Receptores Potencial Transiente (TRP) compdem um conjunto de
proteinas que séo divididas em 6 subfamilias em mamiferos (ROMANOVSKY et al.,
2009). Estruturalmente, sdo formados por 4 subunidades idénticas, com 6 dominios
transmembréanicos cada uma, e um poro que permite a passagem de cations quando
sdo ativados (POLETINI et al., 2015; TAKAHASHI; KOZAI; MORI, 2012), conforme

ilustrado na figura 4.
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Figura 4: Estrutura do canal TRP (TAKAHASHI; KOZAI; MORI, 2012).

Alguns canais TRPs sdo sensiveis a temperatura, sendo conhecidos como
canais termo-TRPs. Séo ativados em faixas de temperatura especificas, que variam
do frio ao calor nocivo. Essa caracteristica faz com que esses canais
sejam importantes para a percepcao térmica em tecidos periféricos (ROMANOVSKY
et al., 2009).

Um canal TRP bastante estudado é o canal TRPV1, também conhecido como
receptor vanildide ou de capsaicina (CATERINA, 2007; MILLS et al.,, 2008;
RAMSEY; DELLING; CLAPHAM, 2006). Trata-se de um canal de cations nao
seletivo, com elevada permeabilidade aos ions calcio (MILLS et al., 2008). Sao
ativados por calor, prétons, capsaicina, resiniferaxotina (RTX), baixo pH e vaniléides
enddgenos (CATERINA, 2007; MILLS et al., 2008; RAMSEY; DELLING; CLAPHAM,
2006; STEINER et al., 2007). Apesar da elevada temperatura de ativacédo do canal
TRPVL1 in vitro, a presenca de moléculas enddgenas reduz esse limiar in vivo,
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tornando-o0 tonicamente ativo. Sua ativagdo tOnica garante valores menores de
temperatura interna, de tal maneira que a perda desta ativacdo leva a hipertermia
(CATERINA, 2007; MILLS et al., 2008; ROMANOVSKY et al., 2009).

O canal TRPV1 é encontrado em varios tecidos, como fibras mielinizadas A9,
ndo mielinizadas tipo C (que sdo responsaveis pela percepcao de dor e calor), DRG,
ganglio trigémeo e em regibes ndo neuronais (BEVAN; QUALLO; ANDERSSON,
2014; CATERINA, 2007; ROMANOVSKY et al., 2009). A APO € uma das principais
regides envolvidas na termorregulacdo, na qual o canal TRPV1 tem sido proposto
como responsavel por controlar a temperatura em mamiferos (CATERINA, 2007,
MILLS et al., 2008). S&o propostos alguns mecanismos pelos quais o canal TRPV1
participa dessa homeostase térmica, tais como: i) ativacdo do canal TRPV1 em
fibras sensiveis ao calor presentes na pele e 6rgdos que sao transmitidas a regides
centrais, ii) ativacdo do canal TRPV1 em terminais pré-sinapticos que acionam
neurénios sensiveis ao calor e inibem neurbnios sensiveis ao frio na APO, iii)
ativacao direta do canal TRPV1 em neurdnios sensiveis ao calor (CATERINA, 2007).

O isolamento de substancias que ativam ou inibem o canal TRPV1 possibilitou
grandes avancos na compreensao desse canal na termorregulacdo. A capsaicina,
substancia pungente da pimenta, é o principal agonista estudado. Outro importante
ativador é a resiniferatoxina (RTX), um andlogo ultra-potente da capsaicina, obtida
da planta Euphorbia (DOGAN et al., 2004; ROMANOVSKY et al., 2009). Estudos
mostraram que o tratamento com capsaicina ou RTX, ambos agonistas do canal
TRPV1, provocam uma reducdo na temperatura interna em varias espécies,
sugerindo a participacado desse canal no controle da temperatura interna (MILLS et
al., 2008). A dessensibilizacdo é outra estratégia farmacologica muito utilizada para
melhor compreensédo desses canais (ROMANOVSKY et al., 2009). Em elevadas
doses ou devido a uma exposi¢cdo continua e repetitiva, 0s agonistas promovem a
dessensibilizacdo do canal TRPV1, que € a inativacdo do canal devido a sua
mudanca conformacional (RANG, 2008; ROMANOVSKY et al., 2009). Quando isso
ocorre, o canal TRPV1 ndo responde a agdo de agonistas (MILLS et al., 2008;
ROMANOVSKY et al., 2009). Mills e colaboradores (2008) observaram que ratos
dessensibilizados apresentam uma elevag¢do nociva da temperatura interna quando
expostos ao ambiente aquecido, enquanto 0s animais do grupo controle mantiveram
essa temperatura interna dentro da normalidade na mesma condigdo de calor

(MILLS et al., 2008). Além disso, variacdes da temperatura induzidas por capsaicina
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nao sao observadas em camundongos knockout para TRPV1, demonstrando mais
uma vez o envolvimento dos mesmos no controle da temperatura interna
(CATERINA et al., 2000). Outros trabalhos corroboram a importancia do canal
TRPV1 para a termorregulacéo atraves da utilizacdo de antagonistas que, em muitos
casos, provocam hipertermia por bloguear a ativacdo do canal por prétons (GARAMI
et al., 2010; GAVVA et al., 2007). E importante ressaltar que algumas respostas
termorregulatérias acionadas pelos antagonistas do canal TRPV1 podem ser
diferentes entre machos e fémeas, incluindo respostas comportamentais (GARAMI
et al., 2020).

Apesar de renomados estudos mostrarem a participacdo do canal TRPV1 na
termorregulacdo, pouco se sabe a respeito da influéncia desse canal sobre a
temperatura interna e dissipacao de calor periférico em fémeas.

A relacdo entre E2 e canal TRPV1 ja foi demonstrada em neurénios sensoriais,
uma vez que esse hormonio foi capaz de reduzir o limiar de ativacdo do canal
TRPV1 em resposta a dor provocada por estimulo mecéanico e térmico, além de
aumentar a expressao génica do canal nesse tecido (PAYRITS et al., 2017). A
modulacdo da expressdo do canal TRPV1 pelo E2 também j& foi observada em
outras regifes do sistema nervoso central (RAMIREZ-BARRANTES et al., 2020). Um
estudo realizado in vitro, mostrou 0 aumento da corrente de calcio induzida por
diferentes concentracfes de capsaicina na presenca de E2 em uma linhagem celular
imortalizada (RAMIREZ-BARRANTES et al., 2020).

Dessa forma, neste trabalho, avaliamos se o canal TRPV1 participa da
dissipagéo periférica de calor e se 0 E2 mantém os mecanismos de dissipacéo ja

conhecidos através da modulagéo da TH e producédo de NO.
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2 JUSTIFICATIVA

A manutencdo da temperatura interna é fundamental para a sobrevivéncia dos
seres vivos, garantindo o bom funcionamento das funcgbes celulares. No entanto,
algumas situacoes fisioldgicas, como a menopausa (cujo principal sintoma séo as
ondas de calor) e patologicas (como a febre causada por um agente infeccioso),
podem levar o individuo a uma desordem térmica, que varia desde desconfortos a
quadros graves de colocam em risco a saude.

Apesar de muitos trabalhos mostrarem claramente o efeito do E2 em controlar
a temperatura interna, principalmente por agir em nucleos centrais, pouco se sabe a
respeito da acdo desse hormdnio a nivel periférico. Além disso, muitos estudos
mostram a importancia do canal TRPV1 para manutencdo térmica, mas a
contribuicdo desse canal em fémeas ainda € pouco elucidado.

Dessa forma, o presente estudo buscou relacionar esses dois importantes
fatores envolvidos na termorregulacdo para a melhor compreensdo de um possivel
mecanismo que justifique a homeostase térmica em mulheres, abrindo novas
oportunidades terapéuticas para o tratamento de condicbes que envolvem

alteracdes de temperatura.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito do E2 e do canal TRPV1 sobre o fluxo sanguineo da cauda e

tbnus vasomotor cutaneo em ratas.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
3.2.1 Identificar receptores de estrogeno (ER) na artéria da cauda;
3.2.2 Avaliar o efeito do E2 sobre o fluxo sanguineo da artéria da cauda;

3.2.3 Auvaliar o efeito do E2 sobre a expressdo da enzima TH e TH fosforilada

(pTH) na artéria da cauda;
3.2.4 Auvaliar o efeito do E2 sobre o contetido de NO na artéria da cauda,

3.2.5 Auvaliar o efeito do E2 sobre a expressao dos seguintes alvos no DRG:
ER-a, TH/pTH, canal TRPV1 e PKCe;

3.2.6 Avaliar o efeito da dessensibilizacdo do canal TRPV1 sobre o fluxo

sanguineo da cauda de ratas tratadas com E2;

3.2.7 Avaliar o efeito da ativagcdo do canal TRPV1 sobre a Tapgomina Na

presenca e auséncia dos hormonios ovarianos;

3.2.8 Avaliar o efeito da ativacdo do canal TRPV1 sobre a expressdo da
enzima TH e pTH na artéria da cauda na presenca e auséncia dos hormdnios

ovarianos;

3.2.9 Auvaliar o efeito da dessensibilizagcdo do canal TRPV1 sobre a T apdominal

e da cauda de ratas ovariectomizadas durante a exposi¢céo ao calor;

3.2.10 Avaliar o efeito da dessensibilizagdo do canal TRPV1 sobre o limiar e

sensibilidade de dissipacao de calor em ratas ovariectomizadas;
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4 METODOLOGIA
4.1 Animais

Foram utilizadas ratas adultas da linhagem Wistar, com 3 meses de idade e
peso aproximado de 250 gramas, provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(ICB/UFMG). Os animais foram mantidos sob um ciclo de luz e escuriddo de 12/12
horas a temperatura ambiente (24 + 2 °C) com livre acesso a agua e racado. Todos 0s
procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFMG), protocolo de nimero 99/2018. A eutandsia ocorreu por decapitacéo
e, em seguida, os tecidos foram removidos. Os experimentos de exposi¢cao ao calor

e a retirada de tecidos foram realizados entre 12:00 e 14:00 horas.
4.2 Delineamentos experimentais
4.2.1 ldentificacao dos receptores de estrégeno (ER) na artéria da cauda

Ratas intactas foram eutanasiadas e o Utero e a artéria da cauda foram
removidos e colocados imediatamente na solucdo de lise para a extracdo das
proteinas por western blotting. O Gtero foi utilizado como controle positivo para
identificacdo dos ER (PRESS et al., 1986a).

4.2.2 Avaliacao do efeito do E2 sobre o fluxo sanguineo da cauda

Ratas foram ovariectomizadas (dia 0) e, apds 7 dias, receberam um implante
(s.c.) de silicone (SILASTIC 1,02 x 2,16 x 0,2 mm) de 2,0 cm de comprimento
preenchido com 6leo de milho (grupo controle, OVX + Oleo) ou com 17-B-estradiol
(180 pg/mL - E2, OVX + E2). ApoOs 14 dias da insercdo dos implantes (dia 21), o
fluxo sanguineo da cauda foi avaliado pela técnica Doppler. A figura 5 ilustra esse

delineamento. Avaliagdo do fluxo

sanguineo da cauda
OVX Implantes 6leo/E2 (Doppler)

Dia 0 Dia 7 Dia 21

Figura 5: Linha do tempo referente ao delineamento experimental 4.2.2.
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4.2.3 Avaliacdo do efeito do E2 sobre a expressdo das enzimas TH e TH

fosforilada (pTH) na artéria da cauda

Seguindo o mesmo delineamento descrito na figura 5, ratas dos grupos OVX +
Oleo e OVX + E2 foram eutanasiadas no dia 21 para remoc&o da artéria da cauda e

posterior analise das enzimas TH e pTH por western blotting.
4.2.4 Avaliagéo do efeito do E2 sobre a producédo de NO na artéria da cauda

Seguindo o0 mesmo delineamento descrito na figura 5, ratas dos grupos OVX +
Oleo e OVX + E2 foram eutanasiadas no dia 21 para remoc&o da artéria da cauda e
posterior quantificacdo do NO através da marcacdo de fluorescéncia pelo DAF
(diacetato de 4,5- diaminofluoresceina).

4.2.5 Avaliacdo do efeito do E2 sobre a expressdo de ER-a, TH/pTH, canal
TRPV1/pTRPV1 e da PKCe/pPKCe no DRG

Seguindo o mesmo delineamento descrito na figura 5, avaliamos se o
tratamento com E2 interfere na expressdo das proteinas ER-a, TH/pTH, e
TRPV1/pTRPV1 no DRG. Outro conjunto de ratas dos grupos OVX + Oleo e OVX +
E2 foram eutanasiadas no dia 21 para remoc¢ao dos DRG’s e posterior analise das
proteinas por western blotting. O RNAm do canal TRPV1 também foi avaliado nesse

delineamento, utilizando outro grupo de animais.

4.2.6 Avaliacdo do papel do canal TRPV1 sobre o fluxo sanguineo da cauda de

ratas tratadas com E2

Ratas foram ovariectomizadas (dia 0) e, apds 7 dias, receberam implantes
contendo E2. Nesse mesmo dia, o grupo controle recebeu a inje¢do de veiculo (OVX
+ E2 - Veiculo) e o grupo tratado recebeu injecdo de RTX (OVX + E2 - RTX). Apos
uma semana (dia 14), foi avaliado o limiar nociceptivo para verificar a efetividade da
dessensibilizacdo do canal TRPV1. No 21° dia do protocolo, foi avaliado o fluxo

sanguineo da cauda, pela técnica Doppler. A figura 6 ilustra esse delineamento.
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Avaliacado do fluxo

Implante E2 Avaliagao do limiar sanguineo da cauda
OVX Injecdo de RTX/Veiculo nociceptivo (Doppler)
| | | |
| | ! |
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21

Figura 6: Linha do tempo referente ao delineamento experimental 4.2.6.

4.2.7 Avaliagdo do efeito os hormonios ovarianos sobre a ativagdo do canal

TRPV1 e sobre a expressao da enzima TH

Ratas foram ovariectomizadas ou tiveram os ovarios expostos (grupo SHAM)
no dia 0. Ap6s uma semana, todos 0s animais receberam um sensor de telemetria
na cavidade abdominal e apenas o grupo de ratas ovariectomizadas recebeu um
implante 6leo (s.c.) (Dia 7). Ap6s 14 dias (Dia 21), estes animais receberam a
injecdo i.p. do RTX na dose agonista (0,5 pg/kg, OVX + Oleo - RTX) e o grupo
controle recebeu veiculo (OVX + Oleo - Veiculo). Os animais do grupo SHAM
também receberam essas inje¢bes (SHAM - RTX e SHAM - Veiculo). Com o objetivo
de monitorar a Tapdomina, 0S @animais foram mantidos sobre placas de telemetria até o
momento da eutandsia, que ocorreu apés 30 minutos para um conjunto de animais
de cada grupo e aos 120 minutos em outro conjunto. Em seguida, a artéria da cauda
foi removida para avaliar a expresséao proteica das enzimas TH e pTH. A figura 7

mostra esse delineamento.

Injecdo de RTX/veiculo

OVX ou exposicio dos  Sensor de telemetria Analise da T abdominal
ovarios (SHAM) Implante 6leo (OVX) Remocao da artéria da cauda
| | |
Dia 0 Dia 7 Dia 21

Figura 7: Linha do tempo referente ao delineamento experimental 4.2.7.
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4.2.8 Avaliar efeito da dessensibilizacdo do canal TRPV1 sobre a

termorregulacédo em ratas ovariectomizadas

Ratas foram submetidas ao procedimento cirtrgico de ovariectomia (dia 0), e
apos 7 dias, foi inserido um implante contendo 6leo. Nesse mesmo dia, um grupo
recebeu a injecdo do RTX para dessensibilizacdo do canal TRPV1 da regido
abdominal (20 pg/kg, OVX + Oleo - RTX) e outro grupo recebeu a inje¢éo do veiculo
(OVX + Oleo — Veiculo). Em seguida, foi inserido um sensor de telemetria na
cavidade abdominal de todos os animais. Ap6s uma semana (dia 14), foi avaliado o
limiar nociceptivo para comprovar a eficiéncia da dessensibilizacdo. Nos préximos 5
dias (dia 16 ao dia 20) foi realizada a habituacdo ao termémetro da cauda. No 21°
dia do protocolo, as ratas foram expostas ao ambiente aquecido de 34 °C durante 40
minutos para avaliar as variagcdes de Tapdominal € Tcauda- A figura 8 ilustra esse

delineamento.

Periodo de habituacdo ao

Implante 6leo
o termdmetro da cauda
Injecdo RTX/Veiculo Avaliagéo do A
] limiar 34 °C/

OVX Sensor de telemetria nociceptivo 4 A 40 min

I I I | I |

I I I I I |
Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 16 Dia20 DiaZ21

Figura 8: Linha do tempo referente ao delineamento experimental 4.2.8.
4.3 Anestésicos e diluicdo de drogas

Os procedimentos cirargicos de ovariectomia, insercao dos implantes contendo
O0leo de milho ou E2, sensor de telemetria, inje¢do de RTX para promover
dessensibilizacdo do canal TRPV1 da regidao abdominal e medida do fluxo
sanguineo da cauda foram realizados sob anestesia composta por ketamina (80
mg/Kg, i.p.) e xilazina (10 mg/Kg i.p.). Apés as cirurgias, oS animais receberam
tratamento profilatico com pentabidtico (240000 Ul das penicilinas, 100 mg de
estreptomicina e diidroestreptomicina) via intramuscular (i.m.) em cada pata traseira
e uma inje¢do (s.c.) na dose de 1 mg/kg de peso corporal do analgésico e anti-
inflamatoério Flunixina meglumina (Banamine®, 50 mg/ml, Schering-Plough).
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A preparacado da solucdo estoque de RTX (Sigma-Aldrich) foi feita através da
diluicho de 1 mg do RTX em 10 mL de a&lcool etilico absoluto, obtendo uma
concentracgéo final de 100 pg/mL. Esta solu¢ao foi armazenada no freezer - 80 °C ao
abrigo de luz. No dia do experimento essa solucao estoque foi novamente diluida em
salina estéril para se obter a concentracdo desejada para injecédo, de acordo com o
protocolo experimental. O grupo veiculo recebeu inje¢cdo de alcool absoluto diluido

em salina estéril.
4.4 Ovariectomia

As ratas foram anestesiadas com uma mistura de ketamina e xilazina (i.p.) e
um pequeno corte bilateral foi feito na pele e no musculo para expor os ovarios. Nas
ratas ovariectomizadas, os ovarios foram removidos (OVX), levando a uma
deficiéncia dos horménios produzidos por esse 6rgdo. No grupo SHAM, os ovarios
foram expostos e, em seguida, internalizados. A pele foi suturada com agulha e linha
de algodao. Para finalizar, os animais receberam injecao profilatica de pentabiotico

(i.m.) e anti-inflamatério (s.c.).
4.5 Remocédo do DRG e artéria da cauda

Apos a eutanasia, os DRG’s da regiao lombar e a artéria da cauda foram
retirados e colocados imediatamente no nitrogénio liquido. Em seguida, foram
guardados em freezer - 80 °C para posterior analise. Os experimentos destinados a
expressdo proteica foram realizados de forma independente dos experimentos de
expressdo génica, ou seja, foram utilizados grupos de animais diferentes. Para
ambas as técnicas, foram coletados de 8 a 10 ganglios de cada animal, sendo essa
guantidade colocada em um unico tubo, que fornece a quantidade suficiente de
proteina ou RNA. O tamanho da artéria da cauda retirada de cada animal variou de
2 a 3 cm de comprimento, também fornecendo a quantidade necessaria de proteinas

para o western blotting.
4.6 Ativacao do canal TRPV1

Animais receberam a injecdo do RTX na dose 0,5 pg/kg (i.p.) para promover a
ativacdo do canal TRPV1 (STEINER et al., 2007). O grupo veiculo recebeu injecédo

de alcool etilico a 0,5% em salina estéril (i.p.).
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4.7 Dessensibilizagdo do canal TRPV1

Os animais foram anestesiados com uma solu¢cdo composta por ketamina e
xilazina e, em seguida, o RTX foi preparado e injetado na dose 20 ug/kg (i.p.) em um
grupo de animais. O grupo veiculo recebeu uma injecao de alcool etilico a 20% em
salina estéril (i.p.). Estudos mostraram que a dose administrada € a minima
necesséria para causar a dessensibilizacdo do canal TRPV1 da cavidade abdominal
(DOGAN et al., 2004; STEINER et al., 2007).

4.8 Avaliacdo do limiar nociceptivo

A eficiéncia da dessensibilizacdo do canal TRPV1 foi comprovada pelo limiar
nociceptivo através de um analgesimetro (modelo 7200 Ugo Basile, Italy) ap6s 7
dias das injecdes de RTX/Veiculo. Uma forca foi aplicada a pata traseira direita do
animal por um cone de ponta arredondada, que ndo causa danos ao animal. A
pressdo foi medida por uma escala calibrada de 20 gramas por centimetro. A
intensidade que causou a retirada da pata foi definida como limiar nociceptivo, sendo

determinada pela média de trés afericdes consecutivas.
4.9 Implante do sensor e registro da Tapdominal

A Tabdominal TOI registrada continuamente pelo sensor de telemetria, utilizando o
Vital View Software (VitalView® Data Acquisition System, Software version 4.0). Os
animais foram anestesiados com uma mistura de ketamina e xilazina e cada animal
recebeu um sensor de telemetria (modelo G2 E-Mitter, Starr Life Sciences, Oakmont,
PA, USA) na cavidade abdominal através de uma pequena abertura feita na pele e
no musculo, que foram suturados em seguida. Ao término da cirurgia, 0s animais
receberam uma injecdo profilatica de pentabidtico e anti-inflamatério. Cada caixa
individual contendo o animal foi posicionada sobre uma placa receptora (ER-4000
Energizer/Receiver, Starr Life Sciences, Oakmont, PA, USA) conectada a um
computador que contém o software de aquisicdo de dados. Os registros da T apdominal
iniciaram assim que 0s animais se recuperaram da cirurgia e foram colocados sobre

0S receptores.
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4.10 Habituacao e aguecimento dos animais

A habituacdo ao termémetro da cauda consistiu em colocar os animais em uma
gaiola acrilica individual com um termémetro de precisdo preso a cauda por uma fita,
por 40 minutos, durante os 5 dias que antecedem o aquecimento. Esse
procedimento €& de extrema Iimportancia para evitar possiveis alteracdes
auton6micas no dia do aquecimento, como a vasoconstricao devido ao estresse da
manipulagéo.

O protocolo de aquecimento consistiu em expor as ratas a um ambiente
aguecido a 34 °C por 40 minutos. Para isso, a mesma caixa acrilica em que elas
foram habituadas foi colocada sobre a placa receptora com uma sonda de
temperatura (modelo 409 — Reusable Temperature Probe skin, Yellow Springs
Instruments, OH, EUA) fixada no centro da parede da caixa e conectada a um
termometro de precisdo (modelo 4,600 Precision Thermometer, Yellow Spring
Instruments, OH, EUA) para registro da Tampiente. O @aquecimento foi promovido por
dois aquecedores portateis (Ceramic Fan Heater — 1500W — Onix Smart Choice,
AUS) posicionados em cada extremidade da caixa. ApOs essa preparacdo, outra
sonda de temperatura, com as mesmas especificacdes acima, foi inserida a 1 cm da
base da cauda do animal. No momento em que a temperatura do interior da caixa
atingiu 34 °C, as ratas foram colocadas em seu interior, com livre movimentacéo. O
controle da temperatura foi feito manualmente durante os 40 minutos, com a
temperatura ambiente permanecendo em 34°C = 0,5. A Tapdominal € Tcauda fOram
anotadas a cada minuto. Foram aquecidos apenas 2 animais por dia, sendo um de

cada vez.
4.11 Avaliagao da fungéo vasomotora

O fluxo sanguineo foi avaliado pela técnica de perfusdo de imagem nao
invasiva Laser Doppler. Ap6s completo estado de anestesia, 0os animais foram
posicionados em decubito dorsal sobre uma manta térmica a 37 °C. Imagens da
intensidade de fluxo foram obtidas no modo ImageScan, em leitura a 50 ms/px e
apos normalizacdo padrdo pela intensidade de luz detectada (DC). Regi6es de
interesse (ROI) foram tracadas para toda a area da cauda e o fluxo médio foi obtido
em unidades de perfusdo (UP). O fluxo sanguineo em pontos especificos da cauda

foi obtido no modo de medig¢do de ponto Unico por 5 minutos (P1, P2 e P3), sendo
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qgue P1 localiza-se na base da cauda e os outros 2 pontos, a uma distancia
equivalente a 128 e 256 pixels, respectivamente. Todos 0s pontos estavam
localizados na linha mediana da cauda. Toda a quantificacdo foi feita utilizando o
software MoorLDI V5.0. O experimento foi realizado a temperatura ambiente de

aproximadamente 31 °C.
4.12 Avaliacdo da producéo de NO na artéria da cauda

A artéria da cauda foi coberta com a solugdo Optimal Cutting Temperature
(OCT) (Tissue Tek®, USA) e armazenada em freezer - 80 °C. Foram feitos cortes
transversais de 10 um utilizando criostato (Leica, Alemanha) e as fatias foram
colocadas em laminas de vidro polarizadas (Star Frost, Alemanha). As laminas foram
incubadas com PBS a 37 °C durante 15 minutos em camara protegida da luz. Em
seguida, foram incubadas com 150 yL do marcador de NO DAF-FM (diacetato de
4,5-diaminofluoresceina) durante 30 minutos, a 37 °C, em camera escura. Logo
apos, as laminas foram lavadas com PBS e fixadas com PFA 4% durante 5 minutos.
Uma nova lavagem com PBS foi realizada e, em seguida, as laminas foram fixadas
com glicerol e laminula. As imagens foram capturadas através de um microscopio de
fluorescéncia (Apotome Zeiss LSM 880) situado no Centro de Aquisicdo de
Processamento de Imagem (CAPI/ICB/UFMG). A camada média do vaso foi

analisada pelo programa ImageJ.
4.13 PCR guantitativo em tempo real (QPCR)
4.13.1 - Extracdo do RNA e tratamento com DNase

Os DRG’s da regiao lombar foram removidos e homogeneizados em 700 uL de
TRIzol (Invitrogen, E.U.A.). Adicionou-se 200 puL de BCP (1-bromo-cloropropano)
seguido de agitacdo vigorosa por 15 segundos, e repouso durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm,
4 °C durante 15 minutos. A fase aquosa superior foi transferida para outro tubo,
onde foram adicionados 650 pL de isopropanol 100% para precipitagcdo do RNA. As
amostras permaneceram a temperatura ambiente por mais 10 minutos. Foi realizada
uma nova centrifugacdo, nas mesmas condicfes da primeira, durante 35 minutos.
Os géanglios foram mantidos overnight para maior precipitacdo do RNA. Em seguida,

foram adicionados 1,3 mL de etanol 75%, agitou-se e centrifugou durante 15 minutos
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(12000 rpm, 4 °C). Essa etapa foi realizada duas vezes. As amostras foram
armazenadas em freezer - 80 °C para posterior uso.

No dia da continuacdo do procedimento, as amostras foram retiradas do
freezer e centrifugadas imediatamente (12.000 rpm, 4 °C) durante 35 minutos, para
precipitar novamente o RNA que poderia estar suspenso no etanol. Logo apés, o
sobrenadante foi descartado e os tubos foram colocados em posi¢ao invertida em
um lengo de papel para secagem do pellet. O RNA foi ressuspendido em 8 pL de
agua DEPC (Life Technologies, EUA). As amostras foram tratadas utilizando o Kit
turbo-DNA-free™ (Life Technologies, EUA) com 10% do volume de Turbo DNase
buffer e em seguida acrescentou-se 1 UL da Turbo DNase. As amostras foram
incubadas a 37 °C por 30 minutos. Em seguida, acrescentou-se 3 pL do reagente de
inativacdo da DNase. As amostras foram incubadas durante 2 minutos a temperatura
ambiente e mantidas sob agitacdo durante todo esse tempo. Logo apds, foram
centrifugadas (12.000 rpm, 4 °C) durante 2 minutos para precipitar o reagente de
inativacdo e o sobrenadante foi removido para um novo tubo. As amostras foram
dosadas para determinar a concentracdo de RNA por absorbancia em nano-

espectrofotometro (Nanodrop, EUA)
4.13.2 - Reacgdo da transcriptase reversa e formacédo do cDNA

Nesta etapa, utilizou-se 1 pug de RNA. Além disso, foram adicionados os
seguintes reagentes: 1 yuL de random primers (33,3 ng/uL, Life Technologies), 1 uL
de dNTP Mix (10 mM, Life Technologies) e dgua DEPC até completar volume total
de 13,75 pL. Em seguida, as amostras foram agitadas delicadamente, centrifugadas
em centrifuga de bancada e incubadas a 65 °C por 5 minutos e 1 minuto no gelo. Na
etapa seguinte foi preparado um mix com 4 pL do tampao 5X PCR buffer, 1 yL de
DTT (0,1 M), 1 pL de inibidor de ribonuclease (40 U/ pL, Life Technologies) e 0,25 pL
da enzima Superscript lIl RT (200 U/uL, SuperScript™ [ll Reverse Transcriptase, Life
Technologies), finalizando o volume de 20 pL por reacdo. Em seguida, as amostras
foram incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos, 50 °C por 50 minutos e 70
°C por 15 minutos. O cDNA resultante foi armazenado em freezer a - 20 °C.

4.13.3 — Amplificacdo e quantificagdo do mRNA

Para a Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (RT-PCR) foi utilizado

iTag™ wuniversal SYBR® Green supermix (BioRad, EUA). Os ensaios foram
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realizados em um termociclador Abi-Prism (Life Technologies, EUA). O ciclo de
temperatura consistiu em 1 ciclo a 95 °C por 30 segundos seguido por 40 ciclos de 5
segundos a 95 °C e 30 segundos a 60 °C, com posterior analise da curva de Melting.

As analises foram feitas em duplicatas e o0 GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase) foi utilizado como normalizador.

A sequéncia dos primers especificos para os genes sao: GAPDH (Forward: 5’-
ACA GCC GCA TCT TCT TGT CG-3’; Reverse: 5’ - GCC TCA CCC CAT TTG ATG
TT-3’) e TRPV1 (Forward: 5 — GTG GAC AGC TAC AGT GAG ATAC -3’; Reverse:
5 — CAC CAT GGA AGC CACATACT -3’). Os dados foram analisados pelo
método AACT (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

4.14 Western Blotting

Os DRG'’s da regiédo lombar e a artéria da cauda foram macerados durante 35
minutos (intercalando o periodo de maceracgdo e repouso a cada 5 minutos) em 120
ML de tampao de lise (em mM: NaCl, 100; Tris-base, 50; EDTA-2Na, 5;
Na4P207x10H20, 50; MgCI2, 1; pH 8,0) com detergentes (Nonidet P40 1%, Triton
x-100 0,3% e deoxicolato de sédio 0,5%), contendo inibidores de protease (PMSF
200 mM; benzamidina 15,7 mg/mL; pepstatina 10 mM; aprotinina 10 mg/mL) e
inibidores de fosfatase (NaF 20 mM e Na3vVO4 1 mM). Em seguida, as amostras
foram submetidas a centrifugacdo (12 minutos, 8000 rpm, 4°C). Coletou-se o
sobrenadante e armazenou em freezer - 80 °C para posterior uso. As proteinas
foram quantificadas de acordo com o método descrito por Bradford (BRADFORD,
1976).

As proteinas (30 pg) foram separadas em gel de poliacrilamida 10%, de acordo
com o peso molecular. As corridas foram realizadas em voltagem fixa em 120 V
durante 90 minutos. A transferéncia foi realizada pelo aparato de transferéncia semi-
dry (BioRad), com voltagem fixa em 20 volts e tempo de transferéncia de 27 minutos.
Em seguida, as membranas foram lavadas em solucdo de TBS-T (Tris-Buffered
Saline; em mmol/L: NaCl, 150; Tris, 25 e 0,05% de Tween 20, pH 8,0). O bloqueio foi
realizado em solucdo de TBS-T com leite desnatado a 5% por 1 hora a temperatura
ambiente. As membranas foram incubadas overnight, a 4°C, com anticorpo primario
diluido em solucéo de leite 1% em TBS-T. Os anticorpos utilizados estdo descritos
na tabela 1.
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Ap0s a incubacdo com o anticorpo primério, as membranas foram lavadas com
TBS-T por 30 minutos (troca da solugdo a cada 10 minutos) e incubadas com o
anticorpo secundario adequado, conjugado a peroxidase por 1 hora em temperatura
ambiente. Os anticorpos secundarios também estdo descritos na tabela 1. Em
seguida, as membranas foram novamente lavadas com TBS-T por 30 minutos (troca
da solugdo a cada 10 minutos). As bandas foram detectadas por reagdo de
quimioluminescéncia utilizando o reagente ECL Plus® e analisadas no programa
Image Quant TL®. Foram utilizados o0 GAPDH e a expressdo total da proteina como

normalizadores da expresséao proteica.

Tabela 1: Anticorpos utilizados no Western Blotting

Anticorpos primarios Diluigcao Fonte N° Catalogo  Marca
GAPDH 1:3000 Mouse SC32233 Santa Cruz
TRPVL1 total 1:1000 Rabbit ACCO030 Santa Cruz
pTRPV1(Ser800) 1:1000 Rabbit PAB8499 AB Nova
PKCe total 1:500 Rabbit AB124806  Abcam
pPKCe (Ser729) 1:500 Rabbit AB63387 Abcam
TH total 1:1000 Mouse SC25269 Santa Cruz
pTH (Ser40) 1:1000 Rabbit AB5935 Sigma-Aldrich
ER-a 1:1000 Rabbit AS409 -

ER-B 1:1000 Rabbit AB3576 Abcam
GPER 1:1000 Rabbit AB39742 Abcam

Anticorpos secundarios  Diluicéo Fonte N° Catdlogo Marca
anti-rabbit 1:15000 Rabbit A0545 Sigma-Aldrich
anti-mouse 1:15000 Mouse A2554 Sigma-Aldrich

4.15 Calculo do Limiar e Sensibilidade de dissipacéo de calor
e Limiar de dissipacao de calor

O limiar de dissipacao de calor representa o valor de Tapdominal €M que 0 animal
comeca a dissipar calor pela pele da cauda. Para estabelecer esse valor, foi
necessario calcular a média da Tapdominal € @ Média da Tcauda para cada grupo. A partir
do valor minimo da Tcauga NOS 40 minutos (geralmente observado nos primeiros

minutos), o primeiro valor em que houve diferenca estatistica (em relacdo ao valor
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minimo de Tcauga) fOi considerado 0 momento em que deu inicio a dissipacdo de
calor. A Tandominai COrrespondente a esse fendémeno foi utilizada para o calculo do
limiar (Adaptado de DRUMMOND et al., 2016).

e Sensibilidade de dissipacéo de calor

A sensibilidade da dissipacdo de calor foi calculada através de uma regressao
linear dos 5 primeiros pontos apds o aumento exponencial da T¢auga de cada animal.
Foi considerado como aumento exponencial a elevacdo de 0,3 °C em relacdo a
Tcauda inicial. ApOGs identificar esse aumento, utilizou-se os préximos 5 valores de
Tcauda © Tabdominal Para a construcao da curva, de modo que o valor de sensibilidade é
representado pelo coeficiente angular da equacéo (Adaptado de DRUMMOND et al.,
2016).

4.16 Andlise estatistica

Os dados de Tapdominal € Tcauda foram analisados pelo teste de variancia de duas
vias seguido pelo teste de Tukey. A média da Tapdominal € Tcauda fOram analisadas pelo
teste de variancia de duas vias seguido pelo teste de Tukey ou teste t-Student,
conforme a situagcédo experimental. Os seguintes parametros foram analisados pelo
teste t-Student: peso do Utero, peso corporal, expressdo génica e proteica dos alvos
estudados, quantificacdo do 6xido nitrico, limiar e sensibilidade de dissipacédo de
calor foram analisados. O limiar nociceptivo foi avaliado teste de variancia de uma
via seguido pelo teste de Dunnett. O nivel de significancia foi de p<0,05. O teste de
normalidade utilizado foi Shapiro-Wilk. As analises foram realizadas no programa
estatistico GraphPadPrism 5.0 (San Diego, CA, EUA) ou Sigma Plot versao 11.0

(San Jose, CA, EUA), conforme a situagao experimental.
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5 RESULTADOS
5.1 Validacao do tratamento com E2

A efetividade do tratamento com E2 foi analisada por meio da comparacdo do
peso uterino nos grupos OVX + Oleo e OVX + E2. Os resultados mostraram que o
tratamento foi efetivo, uma vez que o peso do Utero foi maior no OVX + E2 em

relacéo ao grupo controle (OVX + Oleo), conforme demonstrado na tabela 2.

Tabela 2: Peso do utero de ratas com implante 6leo ou E2 apds 14 dias de

tratamento
Grupo Peso Gtero (mg/100g p.c.)
OVX + Oleo 56,33 + 3,63
OVX + E2 164,5 + 10,81****

Os dados estdo representados pela média + EPM. **** p<0,0001 em relagdo ao

grupo OVX + Oleo pelo teste t-Student

O peso corporal dos animais em cada etapa do protocolo experimental esta
demonstrado na tabela 3. Nota-se que as ratas OVX + Oleo ganharam mais peso
(A =23,6 £ 6,58 g) ao longo dos 14 dias de tratamento em relacao as ratas tratadas

com E2 (A = 5,6 £ 4,81 g), avaliadas nesse mesmo periodo.

Tabela 3: Peso corporal das ratas em cada etapa experimental.

Grupo Peso no dia da Peso no dia Peso apo6s 14 dias
OVX(9) do implante (9) do implante (9)
OVX + Oleo 241,4 + 4,78 2489 + 4,23 272,5 + 5,03***
OVX + E2 237,3+ 3,76 2446 + 3,06 250,2 + 3,71

Os dados estéao representados pela média + EPM. *** p<0,001 em relagéo ao grupo
OVX + Oleo pelo teste t-Student.

5.2 Identificacdo de ER na artéria da cauda

Investigou-se a presenca de ER na artéria da cauda, um leito vascular muito
importante para a dissipacéo de calor em roedores (GORDON, 1990) com o objetivo
de avaliar a responsividade desse leito vascular ao E2.

De fato, foram encontrados receptores nucleares para E2 do tipo alfa e beta
(ER-a e ER-B, respectivamente) e de membrana (GPER) na artéria da cauda (Figura

9). O utero foi utilizado como controle positivo para identificacdo desse alvo, uma vez
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gue sabidamente expressa todos o0s subtipos de receptores para E2 (PRESS et al.,
1986Db).

ER-a - & (67 kDa

ER-B 2 | 55kDa

GPER| "= % |44kDa

Figura 9: Subtipos de receptores de estrégenos presentes na artéria da cauda de
ratas intactas. A artéria da cauda foi removida ap0s a eutanasia dos animais e 0

western blotting foi realizado logo em seguida.
5.3 Efeito do tratamento com E2 sobre o fluxo sanguineo da cauda

Ratas OVX + E2 apresentaram maior fluxo sanguineo em relacdo ao grupo
controle (OVX + Oleo), conforme demonstrado pela quantidade de pixels na figura
10 A e B representativa de uma rata de cada grupo. A medida do fluxo sanguineo
em trés diferentes pontos da artéria da cauda (P1, P2 e P3, Figura 10 C) mostrou

diferencas entre os grupos nos pontos P1 e P3 (Figura 10 B).
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Figura 10: Avaliacdo do fluxo sanguineo da artéria da cauda de ratas
ovariectomizadas. (A) Imagem do fluxo sanguineo de ratas com implante 6leo. (B)
Imagem do fluxo sanguineo de ratas com implante E2. Cores frias representam
menor fluxo sanguineo. Cores quentes caracterizam maior fluxo sanguineo. (C)
Medig&o do fluxo sanguineo durante 5 minutos em 3 regifes da artéria da cauda de
ratas com implantes contendo 6leo ou E2. Os dados estdo apresentados pela média



49

+ EPM. n = 8-10 animais por tratamento. *, p<0,05 em relagcdo ao grupo controle,

pelo teste t-Student.
5.4 Efeito do tratamento com E2 sobre a enzima TH na artéria da cauda

Em seguida, investigou-se alguns alvos moleculares presentes na artéria da
cauda que poderiam ser modulados pelo E2, que justifique seu efeito em garantir um
fluxo sanguineo aumentado.

O primeiro alvo avaliado foi a enzima TH, que participa da sintese de
catecolaminas. As bandas da proteina (Figura 11 A) mostraram que o tratamento
com E2 provocou uma redugcdo da expressao proteica da TH fosforilada (pTH)
(Figura 11 B) e da proteina total (TH) (Figura 11 C), o que pode sugerir uma reducao

do ténus simpatico na artéria da cauda.
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Figura 11: Expressado proteica da enzima TH na artéria da cauda. (A) Imagem
representativa do western blotting. (B) Expressao de pTH e (C) TH total. Os dados
estdo apresentados pela média + EPM. n = 3 animais por tratamento. ***, p<0,001
em relacdo ao grupo controle pelo teste t-Student.. *, p<0,05 em relagdo ao grupo

controle pelo teste t-Student.
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5.5 Efeito do tratamento com E2 sobre o contetdo de NO na artéria da cauda

Outro alvo avaliado na artéria da cauda foi o 6xido nitrico (NO), que é um
importante agente vasodilatador da musculatura lisa vascular (CHEN; PITTMAN;
POPEL, 2008). A figura 12 mostra a marcacdo de NO em uma rata do grupo OVX +
Oleo (Figura 12 A) e uma rata do grupo OVX + E2 (Figura 12 B). Através da medida
de intensidade de fluorescéncia na camada média do vaso (Figura 12 C), observou-
se gue o tratamento com E2 aumentou a producdo dessa molécula nesse leito
vascular.
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Figura 12: Marcacdo de NO na artéria da cauda de ratas ovariectomizadas. (A)
Corte transversal da artéria da cauda de uma rata OVX + Oleo. (B) Corte transversal

da artéria da cauda de uma rata OVX + E2. (C) Intensidade de fluorescéncia da
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camada média do vaso. Os dados estdo apresentados pela média £+ EPM. n= 4-5

animais por tratamento. *, p<0,05 em relac&o ao grupo controle pelo teste t-Student.
5.6 Efeito do tratamento com E2 sobre o ER-a no DRG

O DRG ¢é um dos componentes da via aferente da termorregulacdo
responsavel por transferir informacfes periféricas de temperatura para nucleos
centrais, que por sua vez, processam essas informagbes e controlam a resposta
efetora (ROMANOVSKY et al., 2009). Inicialmente, identificamos que esse ganglio
expressa 0 ER-a. No entanto, observou-se que o tratamento com E2 n&o alterou a
expressdo desse receptor nesse tecido, conforme demonstrado pelas bandas
(Figura 13 A) e pelo grafico (Figura 13 B).
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Figura 13: Expresséo proteica de ER-a no DRG. (A) Imagem representativa do
western blotting. (B) Expressao proteica de ERa. Os dados estdo apresentados pela

meédia + EPM. n = 4-5 animais por tratamento.
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5.7 Efeito do tratamento com E2 sobre a enzima TH no DRG

A enzima TH também foi avaliada no DRG. No entanto, o tratamento com E2
nao alterou a expressao dessa proteina, conforme identificado pelas bandas (Figura
14 A) e pelos graficos da pTH (Figura 14 B) e TH total (Figura 14 C).
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Figura 14: Expressao proteica da enzima TH no DRG. (A) Imagem representativa
do western blotting. (B) Expressao proteica pTH. (C) Expresséo proteica de TH total.

Os dados estéo apresentados pela média £ EPM. n = 8-9 animais por tratamento.
5.8 Efeito do tratamento com E2 sobre o canal TRPV1 no DRG

Avaliou-se o efeito do tratamento com E2 sobre a expressédo do canal TRPVL1.
Este canal é altamente expresso no DRG e esta envolvido com a percepc¢éao de calor
em mamiferos (CATERINA, 2007; ROMANOVSKY et al., 2009). Observou-se que o
tratamento com E2 reduziu a expressao génica (Figura 15 A) e proteica (Figura 15
B) desse canal, analisadas, respectivamente, por RT-PCR e western blotting. Com o
objetivo de avancar no entendimento dos efeitos do E2 sobre a atividade deste

canal, avaliamos a expressao da proteina kinase C ¢ (PKCg), enzima responsavel
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pela fosforilagdo do canal TRPV1 no residuo serina 800 do carbono C-terminal,
tornando-o ativo (GOSWAMI et al., 2011). Dessa forma, analisou-se o efeito do E2
sobre a expressdo proteica das enzimas PKCe e PKCe fosforilada (pPKCe).
Constatou-se que o tratamento com E2 ndo alterou a expressdo de nenhum desses
alvos (Figura 15 C).
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Figura 15: (A) Andlise da expressdo génica do canal TRPV1 no DRG. (B e C)

Imagens representativas do western blotting da expressao proteica de pTRPV1 e
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TRPVL1 total e de pPKCe e PKCe total. Os graficos de barras representam a analise
da expresséo génica e proteica pela média + EPM. n = 3-7 animais por tratamento. *,
p<0,05 em relagéo ao grupo controle pelo teste t-Student.

5.9 Efeito da dessensibilizacdo do canal TRPV1 sobre o fluxo sanguineo da

cauda de ratas tratadas com E2

Utilizando-se da ferramenta farmacologica de dessensibilizacdo do canal
TRPV1, investigou-se a participacdo desse canal sobre o fluxo sanguineo na artéria
da cauda de ratas OVX + E2.

A efetividade da dessensibilizacdo do canal TRPV1 foi avaliada pelo teste do
limiar nociceptivo. Além da participacdo na termorregulacdo, esse canal também
esta envolvido na percepcao de estimulos dolorosos. Assim, quando o canal TRPV1
é ativado, ele imediatamente responde a dor. Mas quando esse canal é bloqueado,
ocorre elevagdo do limiar nociceptivo. (HUANG; ZHANG; MCNAUGHTON, 2006).
Esta avaliacdo demostrou que os animais dessensibilizados suportam uma maior
pressdo na pata (portanto, maior limiar), quando comparado ao grupo veiculo,
indicando redugéo da funcionalidade do canal nos animais dessensibilizados. Devido
a limitacOes experimentais, ndo foi possivel obter o limiar dos animais antes de
qualquer procedimento, que € uma medida importante para descartar qualquer
alteracdo de limiar nociceptivo intrinseco do animal. A tabela 4 mostra os valores

encontrados em cada grupo.

Tabela 4: Avaliacao do limiar nociceptivo ap0s a as injecdes de veiculo e RTX

Grupo Limiar nociceptivo apds
dessensibilizagdo (g)
OVX + E2 - Veiculo 172,8 + 2,64
OVX +E2-RTX 238,5 + 3,69****

Os dados estédo representados pela média + EPM. n = 6 - 9 animais por tratamento.

**rx p<0,0001 em relagdo ao grupo veiculo pelo teste t-Student.

Observou-se que ratas tratadas com E2 que tinham o canal TRPV1 funcional
apresentaram maior fluxo sanguineo da cauda (Figura 16 A) em relacdo ao grupo
tratado com o hormonio que teve o canal TRPV1 dessensibilizado (Figura 16 B). A
leitura do fluxo sanguineo em pontos fixos também corrobora esse resultado, de

forma que houve reducéo do fluxo em um ponto intermediario da cauda (P2) (Figura
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16 C). Portanto, o canal TRPV1 também é importante para a manutencao do fluxo
sanguineo da cauda

OVX + E2 - Veiculo OVX+E2-RTX
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P1 P2 P3

500+ 500+ 500

400+ 400 400

3009 o0 oo 300-
00
200- >

00

200 200+

100- 100- 100-

Fluxo sanguineo da cauda (UP)
(o]

Fluxo sanguineo da cauda (UP)

Fluxo sanguineo da cauda (UP)

Figura 16: Avaliacdo do fluxo sanguineo da artéria da cauda. (A) Imagem do fluxo
sanguineo de ratas com implante E2 que receberam injecao de Veiculo. (B) Imagem
do fluxo sanguineo de ratas com implante E2 que receberam injecdo de RTX. Cores
frias representam menor fluxo sanguineo. Cores quentes caracterizam maior fluxo

sanguineo. (C) Medicéo do fluxo sanguineo durante 5 minutos em ponto fixo em 3
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regibes da cauda de ratas com implante E2 que receberam injecdo de veiculo ou
RTX. Os dados estdo apresentados pela média £+ EPM. n = 9-11 animais por
tratamento. *, p<0,05 em relag&o ao grupo controle, pelo teste t-Student.

5.10 Efeito da ativacéao do canal TRPV1 sobre a Tapgominal

Uma vez que o canal TRPV1 mostrou ser importante para a manutencédo do
fluxo sanguineo na artéria da cauda na presenca de E2, investigamos se a ativacao
deste canal modula a expressdo da enzima TH, identificada como alvo molecular do
E2, justificando uma possivel acdo sinérgica entre o E2 e 0 TRPV1.

Primeiramente, avaliou-se o efeito da ativacdo do canal TRPV1 sobre a
Tabdominal d€ ratas. Para isso, ratas OVX + Oleo receberam uma injecdo de RTX na
dose agonista (0,5 pg/kg i.p.) (STEINER et al.,, 2007) ou de veiculo. Nota-se que
houve uma reducdo acentuada da Tapdominat NO Qrupo que teve o canal TRPV1
ativado (OVX + Oleo - RTX) em relagdo ao grupo controle (OVX + Oleo - Veiculo)
(Figura 17 A). Além disso, observa-se que essa diferenca de T apgominal fOI mantida por
aproximadamente 90 minutos entre 0s grupos.

Em seguida, investigou-se o efeito da ativacdo do canal TRPV1 em ratas
SHAM, ou seja, ratas que estavam sob efeito dos hormonios ovarianos, dentre eles,
o E2. De forma semelhante ao observado no delineamento acima, houve uma
grande reducdo da Tapdominal NAS ratas que receberam a injecdo de RTX na dose
agonista (SHAM - RTX) em relacdo ao grupo controle (SHAM - Veiculo) (Figura 17
A). No entanto, é notavel que a queda da Tapdgomina Promovida pelo RTX nesse
delineamento foi mantida por menos tempo (aproximadamente 45 minutos) em
relacdo as ratas ovariectomizadas.

A fim de comparar o efeito da ativacdo do canal TRPV1 entre as ratas OVX +
Oleo e ratas SHAM, avaliou-se a média da Tapdomina durante os 120 minutos de
registro. Nota-se que, nas ratas OVX + Oleo, a ativacdo do canal TRPV1 (OVX +
Oleo - RTX) provocou uma reducdo da média da Tapdomina €M relacdo ao grupo
controle (OVX + Oleo - Veiculo) (Figura 17 B). Essa diferenca néo foi encontrada no
grupo SHAM. Em contrapartida, quando comparamos 0s grupos que tiveram o canal
TRPV1 ativado pelo RTX, a presenca dos horménios ovarianos (SHAM - RTX)
impediu uma reducdo acentuada da Tapgominal €M relacdo as ovariectomizadas (OVX
+ Oleo - RTX).
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Figura 17: Ativacdo do canal TRPV1 pelo RTX. (A) Ativagdo do canal TRPV1 da
regido abdominal em ratas SHAM e OVX + Oleo. (B) Média da T apdomina durante 120
minutos de todos os grupos. Os dados estdo apresentados pela média + EPM.
n = 8-9 animais por tratamento. *, p<0,05 dentro do grupo ovariectomizado; @,
p<0,05 dentro do grupo SHAM; #, p<0,05 dentro do tratamento com RTX. Todas as
analises foram feitas pelo teste de variancia de duas vias seguido pelo teste de

Tukey.
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5.11 Efeito da ativagdo do canal TRPV1 sobre a enzima TH na artéria da cauda

Uma vez confirmada a ativagdo do canal TRPV1 pela dose agonista através da
constatacdo da reducdo da Tapdomina, INVEStigou-se se isso afetaria o tonus
vasomotor simpatico. Para isso, avaliou-se a expressao proteica da enzima TH na
artéria da cauda, identificado como um importante alvo molecular do E2.

No entanto, observou-se que ap6s 30 minutos da ativacdo do canal TRPV1,
ndo houve alteracdo na expressao proteica de pTH na artéria da cauda de ratas
ovariectomizadas, conforme demonstrado pelas bandas de proteina e pelo gréafico
(Figura 18 A). Devido a limitacbes experimentais, ndo foi possivel avaliar a
expressao proteica de TH total nesse experimento.

Na presenca dos hormdnios ovarianos, a ativagdo do canal TRPV1 por 30
minutos também néo alterou a expressao proteica de pTH e TH total nesse tecido,
conforme demonstrado na figura 18 B.

E importante ressaltar que a expressdo proteica dessas proteinas também foi
avaliada ap6s 120 minutos da ativacdo do canal TRPV1, tanto na presenca quanto
na auséncia dos horménios ovarianos. No entanto, também n&o foram encontradas

diferencas significativas em nenhum dos tratamentos (dados ndo apresentados).
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Figura 18: Expressdo proteica de TH na artéria da cauda ap6s 30 minutos da
ativacdo do canal TRPV1. (A) Expresséo proteica de pTH no grupo OVX + Oleo. (B)
Expressao proteica de pTH e TH no grupo SHAM. Os dados estdo apresentados

pela média £ EPM. n = 4-5 animais por tratamento.

5.12 Efeito da dessensibilizacdo do canal TRPV1 sobre a Tapdominal € Tcauda d€

ratas ovariectomizadas durante a exposicao ao calor

Considerando os resultados obtidos no presente estudo mostrando um efeito
claro tanto do E2 quanto do TRPV1 sobre o fluxo sanguineo, nos perguntamos quais
seriam 0s prejuizos causados pela auséncia simultdnea do E2 e do canal TRPV1
sobre o controle termorregulatorio de ratas. Este dado faz completar os resultados
prévios obtidos no mestrado, os quais mostraram que ratas tratadas com E2 que
tiveram o canal TRPV1 da regido abdominal dessensibilizados apresentaram grande

elevacdo da Tapdomina € Uma reducédo da dissipacdo de calor pela pele da cauda
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durante a exposicao ao calor (em relacdo ao grupo tratado com E2 que recebeu
injecdo de veiculo), conforme mostrado na figura do apéndice.
O teste do limiar nociceptivo confirmou a dessensibilizacdo do canal TRPV1

nesse delineamento. A tabela 5 mostra os valores encontrados em cada grupo.

Tabela 5: Avaliacdo do limiar nociceptivo de ratas intactas e ap0s as injecdes

de veiculo ou RTX

Grupo Limiar nociceptivo Limiar nociceptivo
de ratas intactas (g) apoés as injecdes (g)
OVX + Oleo - Veiculo 177,1 + 2,66
) 175,2+ 2,02
OVX + Oleo - RTX 243,8 + 7,50%***

Os dados estdo representados pela média £+ EPM. n = 7 animais por tratamento.
**x%k p<0,0001 em relacdo ao grupo intacto pelo teste de variancia de uma via

seguido pelo teste Dunnett.

Observou-se que durante a exposicdo ao calor, ratas ovariectomizadas e
dessensibilizadas (OVX + Oleo - RTX) apresentaram um grande prejuizo no controle
da temperatura interna em relagdo ao grupo veiculo (OVX + Oleo - Veiculo). Devido
a dissipacdo de calor insuficiente pela pele da cauda, foram alcancados valores de
T abdominal SUPeEriores a 40 °C no grupo dessensibilizado (Figura 19 A e B). A média da

Tabdominal d0S grupos confirma essa diferenca (Figura 19 C).
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Figura 19: Avaliacdo das respostas termorregulatérias de ratas ovariectomizadas
com implante 6leo que receberam injecdo de veiculo ou RTX e foram expostas ao
ambiente aquecido. (A) Variacdo da Tapdominal, (B) Variacdo da Tcauga, € (C) Média da
Tabdominal: OS dados estdo apresentados pela média £+ EPM. n = 6-7 animais por
tratamento. **, p<0,01 em relacdo ao grupo controle pelo teste t-Student. *, p<0,05
em relacdo ao grupo controle pelo teste t-Student.
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5.13 Efeito da dessensibilizacdo do canal TRPV1 sobre o limiar e a

sensibilidade de dissipacao de calor em ratas ovariectomizadas

A relacdo Tapdominat X Tcauda (Figura 20 A) permite avaliar o limiar e a
sensibilidade de dissipacao de calor.

Dados prévios obtidos no mestrado mostraram que ratas OVX + E2 possuem
menor limiar e maior sensibilidade de dissipacéo de calor em relacdo ao grupo OVX
+ Oleo. No entanto, a dessensibilizacdo do canal TRPV1 nas ratas tratadas com E2
inverteu essa relacdo (houve aumento do limiar e redugdo da sensibilidade),
sugerindo uma possivel participacdo desse canal nesse processo.

Diante desses resultados, nos perguntamos como estariam esses parametros
na auséncia simultinea do E2 e do canal TRPV1. Observou-se que a
dessensibilizacdo do canal TRPV1 elevou o limiar (Figura 20 B) e reduziu a
sensibilidade de dissipacdo ao calor (Figura 20 C) em rela¢do ao grupo veiculo. Os
valores de limiar e sensibilidade encontrados foram semelhantes aos grupos que
receberam injecdo de RTX e veiculo na presenca de E2 (dados ndo apresentados).
Apesar disso, no grupo OVX + Oleo - RTX foram encontrados os maiores valores de

Tabdominal.
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Figura 20: Analise dos parametros termorregulatorios de ratas ovariectomizadas
com implante 6leo que receberam injecdo de veiculo ou RTX e foram expostas ao
ambiente aquecido. (A) Relacdo da Tapdominat X Tcauda- (B) Limiar de dissipacédo de
calor de ratas. (C) Sensibilidade de dissipacdo de calor de ratas. Os dados estao
apresentados pela média + EPM. n = 6-7 animais por tratamento. **, p<0,01 em
relacdo ao grupo controle pelo teste t-Student. *, p<0,05, em relacdo ao grupo

controle pelo teste t-Student.
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5.14 Efeito do aquecimento e das inje¢cbes de RTX/Veiculo sobre a atividade

locomotora espontanea

Durante a realizagdo do protocolo de aquecimento, pelo fato dos animais
estarem habituados ao termdémetro da cauda, eles permaneceram em repouso
durante todo o tempo de exposicado ao calor. Muitos dos animais dormiram durante a
realizagcdo desse experimento ou se mantinham apoiados sobre as grades, em
repouso.

Em contrapartida, durante as inje¢cdes de RTX na dose agonista ou veiculo, 0s
animais se movimentaram livremente no interior da caixa durante todo o

experimento, conforme apresentado pela figura 21.

100.0 A Injegcéo —— SHAM - Veiculo (n=8)
. —— SHAM -RTX (n=8)
S5 ~ 80.0 1 —— OVX + Oleo - Veiculo (n=8)
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Figura 21: Atividade locomotora espontanea de animais do grupo SHAM e OVX +
Oleo que receberam injecdo de RTX em dose agonista ou veiculo. Os dados est&o

apresentados pela média + EPM. n = 8 animais por tratamento.
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6 DISCUSSAO

Os principais achados desse trabalho foram: (i) identificacdo de ER na artéria
da cauda; (i) o E2 aumenta o fluxo sanguineo da artéria da cauda e regula a
expressdo TH e a producéo de NO nesse tecido; (iii) a dessensibilizacdo do canal
TRPV1 reduz o fluxo sanguineo da artéria da cauda, mesmo na presenca do E2; (iv)
a dessensibilizacdo do canal TRPV1 provoca grande aumento da Tapdominai N&
auséncia do E2; (v) a ativacdo do canal TRPV1 provoca uma reducao acentuada da
Tabdominal, Mas a presenca dos hormonios ovarianos (dentre eles o E2) impede a
reducado brusca dessa temperatura e restabelece os valores basais rapidamente (em
relacdo ao grupo que ndo tem os horménios). Juntos, esses resultados mostram a
importancia do E2 e do canal TRPV1 para o controle térmico de ratas. Pelo fato dos
hormoénios sexuais interferirem diretamente no controle da temperatura interna e o
canal TRPV1 também participar desse processo, 0 presente trabalho investigou
alguns alvos moleculares que poderiam ser regulados por esses fatores e assim,

contribuir para a eficiéncia da dissipacao de calor.

6.1 Efeito do E2 sobre o fluxo sanguineo e alvos moleculares na artéria da
cauda

Devido ao fato dos horménios sexuais se comunicarem com a via responsavel
pelo controle da temperatura interna (DACKS; RANCE, 2010), o presente trabalho
buscou compreender a importancia do E2 para a homeostase térmica,
principalmente nos mecanismos envolvidos na dissipacao periférica de calor.

Sabe-se que o E2, através da ativacdo de seus receptores (ER-a, ER-B e
GPER), desempenha um papel importante na homeostase endotelial e na
vasodilatacado por aumentar a producao de NO e prostaciclina no vaso (ARNAL et
al., 2010; IORGA et al., 2017). Por esse motivo, 0 primeiro passo do nosso trabalho
foi investigar a presenca dos receptores para esse hormoénio na artéria da cauda,
principal local de dissipacdo de calor em ratos (GORDON, 1990). De fato, foram
encontrados 3 subtipos de ERs nesse tecido: ER-a, ER-B e GPER, mostrando que o
E2 atua sobre esse vaso. A existéncia dos receptores tipo alfa e beta ja foi
confirmada em outros leitos vasculares do rato, como na artéria uterina, aorta e da
cauda (KHALIL, 2013). No entanto, estudos mostraram que esses receptores se

distribuem de forma diferente nas camadas do vaso, de forma que a expressao de
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ER-B € predominante nas células endoteliais, enquanto a expressao de ER-a é
maior na musculatura lisa vascular (MENDELSOHN, 2002). O GPER também est4
expresso na musculatura lisa vascular de ratos e participa da sinalizacdo envolvida
no vasorelaxamento (DELGADO et al., 2021; LINDSEY; LIU; CHAPPELL, 2014). Até
0 momento, ndo avaliamos a distribuicdo dos ER na artéria da cauda de ratas no
nosso modelo. No entanto, € um experimento importante para identificar em qual
camada vascular estdo distribuidos os receptores identificados na artéria da cauda.

Sabe-se que a principal funcéo do fluxo sanguineo cutaneo é trocar calor entre
0 meio interno e o externo promovendo a dissipagdo de calor e que essa resposta é
modulada pelo sistema nervoso simpatico (RAMAN; ROBERTS; VANHUYSE, 1983).
Dados prévios obtidos pelo nosso grupo mostraram que o E2 aumenta a dissipacéo
de calor de ratas durante a exposicdo ao ambiente aquecido (ARAUJO, 2016). Por
esse motivo, postulou-se a hipotese de que o E2 poderia aumentar o fluxo
sanguineo da artéria da cauda de ratas. De fato, observamos que o tratamento com
E2 (OVX + E2) aumentou o fluxo sanguineo da artéria da cauda em relacéo as ratas
que ndo estavam sob efeito desse horménio (OVX + Oleo). Esse resultado vai de
encontro aos achados por Jiang e colaboradores (2017), que mostrou em seus
experimentos que a ovariectomia reduziu o fluxo sanguineo da cauda de ratas e que
a reposicdo hormonal com E2 restabeleceu esse parametro proximo aos valores
encontrados no grupo SHAM (JIANG et al., 2017).

O tbnus vasomotor cutaneo é controlado pelo sistema nervoso autonémico
simpético (NAKAMURA, 2011; ROMANOVSKY et al., 2009). Durante a exposi¢cado ao
frio, ocorre aumento da liberacdo de noradrenalina e ativacdo dos mecanismos que
permitem a producdo e conservacao de calor, como termogénese e vasoconstricdo
cutdnea. Em contrapartida, durante a exposicdo ao calor, esse eixo simpatico tem
atividade reduzida, diminuindo a producdo de catecolaminas e aumentando a
dissipagédo de calor (ROMANOVSKY et al., 2009). Com o intuito de investigar se o
E2 modula a eferéncia simpatica, avaliamos a expressdo proteica da enzima TH,
enzima chave para a sintese de catecolaminas (GORIDIS; ROHRER, 2002).
Observamos que o tratamento com E2 reduziu a expressdo da TH, bem como a
fosforilacdo dessa enzima (pTH). Considerando que a fosforilagcdo da TH no residuo
Ser40 promove o aumento da atividade dessa enzima in vitro, in vivo e in situ
(DUNKLEY et al., 2004) e que o tratamento com E2 reduziu esse processo, pode-se

inferir que esse horménio provocou uma reducdo da sintese de catecolaminas,
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consequentemente, uma possivel reduc@o da eferéncia simpéatica responsavel pela
vasoconstricdo deste leito. Esse resultado ajuda a explicar o aumento do fluxo
sanguineo promovido pelo E2, de forma que quando o vaso se encontra mais
dilatado ha uma maior passagem de sangue sobre esse leito para viabilizar a
dissipacéo de calor.

A acdo vasodilatadora atribuida ao E2 pode ser explicada também pela
capacidade desse horménio estimular a liberacao de fatores derivados do endotélio,
como o NO, e por agir na musculatura lisa do vaso (KYPREOS et al., 2014; WHITE,
2002). Pelo fato do NO ser muito importante para a manutencéo do fluxo sanguineo
e também para a homeostase vascular (KYPREOS et al., 2014; WANG et al., 2004),
aventamos a hipotese de que o tratamento com E2 poderia modular a quantidade
dessa molécula na artéria da cauda. Sabe-se que o NO é produzido por células
endoteliais e, em seguida, essa molécula migra para a musculatura lisa vascular
(CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002). Por esse motivo, a camada média do vaso, que é
constituida em sua grande maioria de muasculo liso, foi utilizada para quantificar o
NO (PUCOVSKY, 2010). De fato, o E2 aumentou a quantidade de NO liberado
nesse leito vascular. Essa resposta induzida pelo E2 em promover o aumento da
liberac@o de fatores de relaxamento derivados do endotélio j& foi demonstrado em
outros vasos sanguineos, como em coronarias e artérias mesentérica, aorta e
cerebral (TOSTES et al., 2003). Este efeito do E2 aumentar a producdo de NO em
células endoteliais também foi demonstrado in vitro (NEVZATI et al., 2015). Diante
dessas evidéncias, acreditamos que a modulacdo do NO pelo E2 pode ser um fator
que expligue o aumento da vasodilatacdo nas ratas tratadas por esse hormonio e,
consequentemente, € um dos possiveis mecanismos que promove 0 aumento do

fluxo sanguineo para possibilitar a dissipacéo de calor.
6.2 Efeito do E2 sobre alvos moleculares no DRG

O DRG é um importante componente da via aferente da termorregulacéo,
sendo responsavel por transmitir informacdes periféricas de temperatura para
regides centrais (ROMANOVSKY et al., 2009). Ele esta envolvido também da
conducao de outras informacdes sensoriais, como o toque, a dor inflamatoria e a dor
somatica (GUHA; SHAMJI, 2016).

Pelo fato dos ER estarem presentes em neurdnios sensoriais (PAYRITS et al.,

2017), nos perguntamos se o tratamento com E2 modularia esses receptores no
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DGR. Entretanto, constatamos que o tratamento com E2 n&o alterou a expressao de
ER-a no nosso modelo, apesar de identificarmos claramente a presenca desse
receptor nesse tecido. Diferentemente dos nossos achados, Sohrabji e
colaboradores também identificaram a presenca de receptores de estrégeno no DRG
de ratas intactas e ovariectomizadas. No entanto, houve uma reducéo da expressao
génica desses receptores nas ratas castradas (SOHRABJI; MIRANDA; TORAN-
ALLERAND, 1994). Diogenes e colaboradores (2006) também mostraram que o E2
controla varios genes envolvidos na nocicepc¢ao no ganglio trigémeo, identificando a
presenca de ER-a, ER-3 e GPER-1 no uUtero e no DRG de camundongos
(DIOGENES et al., 2006). No nosso estudo também investigamos o efeito do
tratamento com E2 sobre o ER-B, mas devido a limitagdes técnicas, o resultado néo
foi conclusivo.

Estudos realizados em camundongos adultos mostraram que a enzima TH é
expressa em alguns DRG e também em algumas regides da medula espinhal
(BRUMOVSKY; VILLAR; HOKFELT, 2006). A partir dessa informagao, investigamos
se o tratamento com E2 poderia modular a expressdo essa enzima nesse ganglio.
Contudo, observamos que o E2 ndo alterou a expressdo da TH, nem a sua
fosforilacdo. Apesar da existéncia dessa enzima no DRG, sabe-se que a via aferente
responsavel por transmitir as informacdes de temperatura para os nudcleos centrais é
glutamatérgica (ROMANOVSKY et al., 2009). Sendo assim, uma estratégia
farmacoldgica plausivel seria investigar o efeito do E2 sobre esse aminoacido e seus
receptores nessa regiao e avaliar uma possivel modulacdo desse hormonio sobre a
aferéncia que é enviada para o hipotalamo.

O canal TRPV1 também é expresso em neurbnios sensoriais (DIOGENES et
al., 2006; PAYRITS et al., 2017), local em que o E2 foi descrito como modulador em
resposta a dor, reduzindo o limiar de ativacdo e aumentando sua excitabilidade
(PAYRITS et al., 2017). Por esse motivo, nos perguntamos se 0 E2 também poderia
modular esse canal em resposta a temperatura no DRG. De fato, observamos que o
E2 reduziu a expressao génica e proteica do canal TRPV1, mas nao alterou a sua
fosforilacdo. Resultados semelhantes foram encontrados por Yazgan e Naziroglu
(2017), em que a ovariectomia aumentou a expressao de TRPV1 no DRG em
relacdo as ratas intactas e que o tratamento crénico com E2 (14 dias, 80 pg/kg/dia,
s.c.) reduziu essa expressdo em relagdo ao grupo ovariectomizado (YAZGAN;
NAZIROGLU, 2017).
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E descrito na literatura que horménios esteroides tém a capacidade de ativar
canais TRP’s no DRG de ratas castradas, por um mecanismo ainda pouco elucidado
(YAZGAN; NAZIROGLU, 2017). Além disso, sabe-se que a proteina kinase C ¢
(PKCg) fosforila o canal TRPV1 no residuo serina 800 do carbono C-terminal,
tornando-o ativo. Essa enzima, por sua vez, também pode ser fosforilada no residuo
serina 729, tornando-se ativa (GOSWAMI et al., 2011). Diante dessas informacdes,
investigamos se o efeito do E2 sobre o canal TRPV1 envolve a modulacdo da PKCe
por esse hormoénio. Observamos, no entanto, que o E2 nao interferiu na expressao
dessa enzima nem na sua fosforilagdo. Esse resultado corrobora o resultado
anterior, visto que, se ndao houve aumento da ativagcdo dessa enzima pela
fosforilacdo, de fato, ndo haveria aumento da fosforilacdo do canal TRPV1. E
importante ressaltar que o canal TRPV1 também pode ser fosforilado por outras
enzimas, como PKA, PKC e CAMKII, em diferentes residuos de aminoacidos (YAO;
KWAN; HUANG, 2005). Dessa forma, seria interessante investigar outras quinases
que poderiam ser reguladas pelo E2 e, de fato, propor um possivel mecanismo de

ativacdo do canal TRPV1 por esse horménio.

6.3 Efeito do canal TRPV1 sobre fluxo sanguineo, Tapgomina € alvos

moleculares na artéria da cauda na presenca e auséncia de E2

Apds a confirmacdo de que o E2 é importante para manutencdo do fluxo
sanguineo da cauda, nos perguntamos se o canal TRPV1 também é importante para
manutencao desse parametro, mesmo na presenca desse hormonio. Para investigar
essa hipotese, utilizamos a dessensibilizagcdo do canal TRPV1 como estratégia
farmacoldgica, visto que ela provoca uma mudanca conformacional no
canal, inativando-o (ROMANOVSKY et al., 2009). Consequentemente, ocorre
aumento da temperatura interna (ROMANOVSKY et al., 2009). Dessa forma,
conseguimos avaliar a importancia desse canal para a dissipacao de calor de ratas.

A dessensibilizacdo (inativacdo) do canal TRPV1 foi confirmada pelo teste do
limiar nociceptivo, de forma que animais dessensibilizados suportam uma maior
pressdo na pata (portanto, maior limiar), quando comparado ao grupo veiculo. Isso
pode ser explicado pelo fato de que o canal TRPV1, além de participar do controle
de temperatura interna, também estd envolvido na nocicep¢do (HUANG; ZHANG;
MCNAUGHTON, 2006). Quando ativado, esse canal responde a dor. No entanto, a
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conducéo deste estimulo é reduzida na presenca de um antagonista para TRPV1,
elevando o limiar nociceptivo (HUANG; ZHANG; MCNAUGHTON, 2006).

De acordo com as imagens do Doppler, ficou evidente que o canal TRPV1
também € importante para a manutencdo do fluxo sanguineo da artéria da cauda,
visto que a dessensibilizacdo desse canal reduziu esse fluxo, mesmo na presenca
de E2. A expressdo proteica do canal TRPV1 na artéria da cauda também foi
investigada, visto que a sua presenca nesse tecido alvo poderia trazer uma
informacéao interessante sobre sua participacdo na dissipacédo de calor. No entanto,
devido a Ilimitagbes experimentais, os resultados nao foram conclusivos.
Diferentemente dos nossos resultados sobre a expressao do canal TRPV1 na artéria
da cauda, Phan e colaboradores (2020) identificaram a presenca do canal TRPV1 na
musculatura lisa de arteriolas no coracéo, tecido adiposo e musculo esquelético
(PHAN et al., 2020). Nesse estudo foi constatado que a ativagcdo do canal TRPV1
por capsaicina aumentou a corrente de Ca?* em células da musculatura lisa vascular
de artérias, aumentou a constricdo desses vasos e a pressao sanguinea e reduziu o
fluxo coronario de maneira dose-dependente (PHAN et al., 2020). Com base nos
nossos resultados e no trabalho descrito acima, ha indicios de que o canal TRPV1
possa ter diferentes acdes dependendo do leito vascular em que ele se encontra,
sendo necessarios novos estudos para essa confirmagéo.

Outra estratégia farmacolégica utilizada para avaliar a participacdo do canal
TRPV1 sobre o controle termorregulatorio foi através da sua ativacédo pelo RTX. No
presente trabalho, observou-se uma reducgéo da Tapgominal NO grupo SHAM - RTX e no
grupo OVX + Oleo — RTX em relacdo aos respectivos grupos controles. Essa
reducd@o brusca da Tapgominal @ CUrto prazo ja foi demonstrada em outros estudos e
pode ser explicada pelo aumento da vasodilatacédo cutdnea apods a ativagdo do canal
TRPV1 (ROMANOVSKY et al., 2009; STEINER et al., 2007). E interessante notar
que essa reducao da Tapdominal fOI Mais pronunciada e mantida por mais tempo na
auséncia dos hormonios ovarianos. Dessa forma, podemos inferir que os horménios
ovarianos, dentre eles o E2, foi importante para amenizar o efeito hipotérmico
promovido pelo RTX.

Ainda nesse contexto, investigamos o efeito da ativacao do canal TRPV1 sobre
a enzima TH na artéria da cauda na auséncia e presenca dos hormonios ovarianos.
O intuito desse experimento foi avaliar uma possivel modulagéo da ativagcédo do canal

TRPV1 sobre a eferéncia simpatica que controla a dissipacéo de calor. No entanto, a
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ativacdo do canal TRPV1 nado alterou a expressdo da enzima TH nem a sua
fosforilacdo em nenhum dos tempos analisados. Por outro lado, Chakraborty e
colaboradores (2017) demonstraram em seus experimentos que a noradrenalina tem
a capacidade de modular o canal TRPV1. Nesse trabalho, realizado in vitro, esses
pesquisadores mostraram que a noradrenalina inibe a corrente de calcio induzida
por capsaicina em neurdnios do DRG (CHAKRABORTY et al., 2017), mostrando que
pode haver uma conversa entre a sinalizacdo desencadeada pelo TRPV1 e pela
noradrenalina.

O protocolo de aguecimento foi um experimento importante para investigar os
prejuizos causados pela auséncia simultanea do canal TRPV1 e do E2 sobre a
Tabdominal € Tcauda- D€ fato, foram alcancados valores elevados de temperatura no
grupo dessensibilizado, que pode ser explicado pelo grande aumento da T apdominal
gue nao foi acompanhado pela maior dissipacao de calor pela pele da cauda. Dessa
forma, podemos inferir que o E2 e o canal TRPV1, juntos, sdo importantes para a
eficiéncia do processo termorregulatorio de ratas frente a um desafio térmico e que a
falta de ambos compromete de forma mais severa as respostas termorregulatorias
durante a exposicdo ao calor, visto que foram alcancados valores de T apdominal
superiores a 40°C.

A relacdo entre a Tapdominal € Tcauda fOrnece informacdes importantes sobre o
limiar e a sensibilidade de dissipacédo de calor. No presente trabalho, observamos
gue, na auséncia de E2, a dessensibilizagcdo do canal TRPV1 elevou o limiar e
reduziu a sensibilidade de dissipacdo de calor, quando comparado ao grupo veiculo.
Sabe-se que alteracbes no limiar e na sensibilidade de dissipacdo de calor sdo
parametros importantes que sugerem, respectivamente, alteracbes centrais e
periféricas dos mecanismos envolvidos na dissipagédo de calor (NADEL et al., 1971).
Alteracdes no limiar podem estar relacionadas a alteragdo na atividade de neurdnios
sensiveis ao calor na APO ou nas eferéncias que controlam a dissipacao de calor
(NADEL et al.,, 1971). Ja em relacdo a sensibilidade de dissipacdo de calor,
propomos que a auséncia do E2 e do canal TRPVL1 interfira de alguma forma na
vasomotricidade da cauda, comprometendo a dissipacdo de calor. Esta afirmacéo
encontra respaldo nos resultados obtidos neste estudo sobre o efeito do E2 e
TRPV1 sobre o fluxo sanguineo.

E importante ressaltar que alguns protocolos experimentais importantes para a

melhor compreenséo dos resultados obtidos nesse estudo ndo foram concluidos em
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tempo habil, sendo considerados fatores limitantes deste trabalho, como a analise
da temperatura interna por termografia, investigacdo de questdes metabdlicas e
comportamentais e novos experimentos com o RTX, cuja producdo foi

descontinuada.



73

7  CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que o E2 e o canal
TRPV1 sdo importantes para manutencdo do tébnus vasomotor cutaneo e fluxo
sanguineo da artéria da cauda de ratas. Devido ao fato de alguns mecanismos
fisiolégicos e patoldégicos envolverem a alteracdo da temperatura interna, o
conhecimento desse possivel mecanismo, podera abrir novas oportunidades de
investigacdo de alvos terapéuticos para o tratamento de desordens
termorregulatorias.

O esquema abaixo (figura 22) propde um possivel mecanismo responsavel
pelo controle de temperatura, de forma que a presenca do E2 e do canal TRPV1 séo
importantes para aumentar a quantidade de NO na artéria da cauda e reduzir a
sintese de catecolaminas nesse local, mecanismos que s&do responsaveis pelo

aumento do fluxo sanguineo e dissipacdo de calor pela pele da cauda.

Figura 22: Possivel mecanismo de acdo do E2 e canal TRPV1 sobre a temperatura

interna.
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Avaliacdo das respostas termorregulatérias de ratas ovariectomizadas expostas ao
ambiente aquecido. Variacao da T apdominal (A) Tcauda (B) de ratas com implante 6leo e
estradiol. Variacdo da Tapdominal (C) € Tcauda (D) de ratas com implante E2 que
receberam injecdo de veiculo ou RTX. As barras de cor cinza representam o tempo
de aquecimento. Os dados estao representados pela média £ EPM. n = 7-9 animais
por tratamento. #, p<0,05 demonstra a elevacdo da T apgomina d€ ratas com implante
E2 em relacao ao primeiro minuto de aquecimento. @, p<0,05 demonstra a elevacéo

da Tapdomina de ratas com implante 6leo em relacdo ao primeiro minuto de
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aquecimento. * p<0,05 em relacdo ao grupo controle. Todas as analises foram

obtidas pelo teste de variancia de duas vias seguido pelo teste de Tukey.



