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RESUMO

A menopausa se caracteriza por um periodo de transicdo na vida da mulher em
que ocorre a interrupcdo da menstruacao durante 12 meses apos o término do
periodo menstrual. Nessa fase, ocorre um comprometimento na secrecdo de
horménios ovarianos, dentre eles o estradiol (E2). Considerando os disturbios
comumente relatados, estdo presentes as alteracdes vasomotoras, no ciclo sono
vigilia e na termorregulacdo. As ondas de calor, também conhecidas como hot
flushes, se enquadram como a principal manifestacdo clinica de desconforto,
acometendo aproximadamente 75% das mulheres de meia idade. Sabe-se que esse
sintoma pode ser amenizado pela terapia de reposi¢cdo hormonal por um mecanismo
pouco elucidado. Além disso, muitos estudos apontam o0s canais Receptores
Potencial Transiente Vaniléide 1 (TRPV1) como importantes componentes no
controle termorregulatério. Diante disso, levantamos a hipétese de que este canal,
assim como o E2, podem estar envolvidos no controle circadiano e homeostatico de
temperatura em ratas. Avaliamos, em ratas adultas ovariectomizadas (OVX), o efeito
do E2 sobre as variagOes circadianas de temperatura interna (Tinema) € atividade
locomotora espontanea (ALE) durante 4 dias. Para verificar a importéancia dos canais
TRPV1 em associagdo com esse hormonio, ratas OVX tratadas com E2 receberam
injecdo intraperitoneal (i.p.) do agonista resiniferatoxina (RTX) na dose suficiente
para promover a dessensibilizacdo desses canais da cavidade abdominal. Os
mesmos parametros ritmicos foram novamente analisados. O efeito do estradiol
sobre a termorregulacéo foi avaliado durante a exposicdo a ambiente aquecido de
34°C por 40 minutos, periodo onde se mensurou a Tinerna € Tcauda- COM estes
valores calculou-se o limiar e a sensibilidade de dissipacdo de calor. A taxa
metabdlica também foi medida nas mesmas condigbes do ambiente aquecido por
meio da analise do consumo de oxigénio (VO,). Ratas tratadas com E2 que
passaram pelo processo de dessensibilizacdo com RTX também foram expostas ao
ambiente aquecido e tiveram 0s mesmos parametros termorregulatérios analisados.
A duracédo do tratamento com E2 em todos os protocolos experimentais foi de 14
dias e os animais tratados com veiculo do estradiol (6leo de milho) e do RTX (etanol
20% em salina) compuseram 0s grupos controles. A temperatura interna (Tintema) fOi

obtida através de um sensor de telemetria implantado na cavidade abdominal e a



temperatura da cauda (Tcauda), Utilizada para avaliar a capacidade de dissipacéo de
calor, foi medida através de um termdémetro de precisdo. Os implantes de 6leo ou de
E2 foram colocados no dorso do animal, via subcutanea (s.c.). O peso relativo do
Gtero e o teste de CCK provaram a eficacia dos tratamentos com E2 e RTX,
respectivamente. Algumas diferencas de Tinema foram observadas entre ratas E2 e
Oleo durante a fase escura, mas nao houve alteracdo na amplitude deste ritmo.
Ratas E2 + RTX e E2 + Veiculo também apresentaram maiores valores de Tinterna
predominantemente na fase escura, de forma que a amplitude desse ritmo foi maior
nos animais dessensibilizados. A amplitude da ALE nao foi alterada nos grupos
tratados em relacdo aos respectivos grupos controle. Em relacdo a exposicdo ao
ambiente aquecido, foi observado um aumento crescente na Tinerna €M ratas oleo e
E2. No entanto, a dissipacdo de calor pela pele da cauda foi mais efetiva nesse
altimo grupo. Este horménio reduziu o limiar de dissipacédo de calor e aumentou a
sensibilidade. Nas ratas E2 + RTX, a Tiwema durante a exposicdo ao calor foi
notavelmente maior que no grupo E2 + Veiculo, que pode estar relacionado a um
prejuizo na dissipacdo de calor pela pele da cauda. A auséncia do canal TRPV1
abdominal também elevou o limiar de dissipacdo de calor e reduziu a sensibilidade
nesses animais em relagcédo ao grupo controle. Em concluséo, tanto o E2 quanto os
canais TRPV1 sdo importantes para o controle circadiano e homeostético de
temperatura, visto que a falta de um desses componentes compromete 0s
mecanismos termorregulatorios de ratas. Assim, ambos se classificam como
possiveis alvos terapéuticos que ajudam a explicar os mecanismos envolvidos nas

ondas de calor presentes na menopausa.

Palavras-chave: temperatura corporal interna, resiniferatoxina, menopausa.



ABSTRACT

Menopause is characterized by a transition period in a woman's life when
occurs menses interruption for 12 months after the end of the menstrual period. At
this stage, there is a commitment in ovarian hormones secretion, including estradiol’s
secretion (E2). Considering the common reported disorders, there are vasomotor,
sleep—wake cycle and thermoregulation changes. Heat waves, also known as hot
flushes, are considered the main clinical manifestation of discomfort, affecting
approximately 75% of middle-aged women. It is known that this symptom can be
minimized by hormone replacement therapy although the mechanism for this is not
well elucidated. In addition, many studies show Transient Receptor Potential
Channel-Vanilloid 1(TRPV1) as an important component in thermoregulatory control.
Therefore, we hypothesized that this channel as well as E2 may be involved in the
circadian and homeostatic control of temperature in female rats. We evaluated in
ovariectomized adult female rats (OVX) E2’s effects on the circadian rhythms in body
core temperature variations (T¢re) and spontaneous locomotor activity (ALE) for 4
days. To check the importance of the TRPV1 channel in association with this
hormone, OVX rats treated with E2 received resiniferatoxin (RTX) agonist
intraperitoneal injection (i.p.) at sufficient dose to cause desensitization of these
channels in abdominal cavity. The same rhythmic parameters were analyzed again
(body core temperature and ALE). The hormone’s effects on thermoregulation were
evaluated during heat challenge at 34 ° C for 40 minutes, when T¢e and Tsuin Were
measured. Based on these values, we calculated the threshold and the sensitivity to
heat dissipation response. The metabolic rate was also measured under the same
conditions of thermal challenge through oxygen consumption (VO2) rates. E2 treated
rats desensitized by RTX were also subjected to thermal challenge and the same
thermoregulatory parameters were analyzed. The duration of E2 treatment in all
experimental protocol was 14 days and the control groups were represented by
animals treated with E2 vehicle (corn oil) and RTX (20% ethanol in saline). The core
temperature (Tcore) Was obtained by implantation of a telemetric sensor in the
abdominal cavity and the tail skin temperature (Tsun), Used to evaluate the heat
dissipation capacity, was measured by a precision thermometer. The implants

containing oil or E2 were inserted subcutaneously (s.c.) in animal’s backs. Relative



uterine weight and CCK test proved the effectiveness of treatments with E2 and RTX,
respectively. Some differences were observed between T.qe Of E2-treated rats and
oil-treated rats during dark phase, but there was no change in the amplitude rhythm.
Groups of animals treated with E2 + RTX and E2 + vehicle also showed higher
values of T.oe predominantly in the dark phase, so the amplitude of this rhythm was
higher in animals desensitized. ALE’s amplitude did not change in the RTX-treated
groups compared to respective control groups. In relation to thermal challenge, there
was an increase in Tcoe Of 0il and E2 rats. However, the heat dissipation from tail
skin was most effective in this last group. Estradiol reduced the threshold of heat
dissipation and increased sensitivity. In the E2 + RTX rats, the Ty during thermal
challenge was notably higher than the E2 + vehicle group, which may be related to
impaired heat dissipation through tail skin. The absence of abdominal TRPV1
channel also increased the threshold for heat dissipation and reduced sensitivity in
these animals compared to the control group. In conclusion, both the E2 as TRPV1
channels are important for homeostatic and circadian temperature control, whereas
the lack of these components compromises thermoregulatory rats’ mechanisms. So
both are classified as potential therapeutic targets that help to explain the

mechanisms involved in heat waves present in menopause.

Key words: core body temperature, resiniferatoxin, menopause.
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1 JUSTIFICATIVA

A menopausa é uma fase de transicdo na vida da mulher caracterizada pela
reducdo da secrecdo estrogénica e de progesterona devido a faléncia dos foliculos
ovarianos (MORROW,; MATTAIR; HORTOBAGYI, 2011). Dentre os sintomas mais
comuns estdo presentes as alteracbes vasomotoras, hot flushes, fadiga e
comprometimento psicolégico (DELANOE et al., 2012).

Estudos mostram que os hot flushes sdo a principal manifestacao clinica de
desconforto e os principais responsaveis pelo aumento da procura por médicos e
reducgéo da produtividade em mulheres de meia idade (SMITH et al; 2016).

Devido ao impacto das ondas de calor na qualidade de vida, este trabalho foi
proposto com a finalidade de investigar os mecanismos fisiol6gicos envolvidos no
controle de temperatura que possibilitem o melhor entendimento na geracdo desse

sintoma.
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2  INTRODUCAO

2.1 Aspectos gerais da termorregulacao

Dentre as diversas estruturas centrais envolvidas no controle da temperatura, o
ndcleo supraquiasmatico do hipotdlamo (NSQ), tem se destacado como um
importante componente nesse processo. Considerado o relogio central em
mamiferos, esse nicleo é capaz de receber informacgfes foticas através de células
especializadas presentes na retina e traduzi-las em sinais neurais e humorais que
sincronizam os ritmos corporais ao ciclo claro/escuro, além de ser capaz de gerar
esses ritmos mesmo na auséncia de pistas ambientais (LOWREY; TAKAHASHI,
2011). Assim, observamos que alguns fendmenos fisiolégicos, como as oscilacdes
de temperatura interna, secrecdo de hormonios e atividade locomotora ocorrem em
um periodo aproximado de 24 horas, sendo, portanto, classificados como
circadianos (ALBRECHT, 2012).

Estudos realizados com hamsters mostraram que a lesdo do NSQ compromete
a manifestacdo de diversos ritmos enddgenos, como a temperatura interna,
secrecdo de hormodnios, e atividade locomotora espontanea (ALE). No entanto,
guando esses animais foram transplantados com tecido de NSQ fetal sadio, alguns
parametros circadianos voltaram a apresentar ritmicidade, como a ALE (LEHMAN et
al., 1987).

Essa diversidade de ritmos controlados pelo NSQ se deve as numerosas
projecdes enviadas para diferentes regides cerebrais, localizadas dentro e fora do
hipotalamo. Assim, a comunicacao existente entre esse nucleo e a area pré-Optica
anterior (APO), principal regido envolvida no controle termorregulatério, tem sido
proposta como a responsavel por controlar as variacées circadianas de temperatura
interna (BUIJS et al,. 2003).

Sabe-se que a temperatura corporal interna de mamiferos € mantida dentro de
uma faixa estreita de variacdo, independente das flutuagbes que ocorrem na
temperatura ambiente. Essa manutencdo térmica é possivel porque existe uma
interacdo continua entre mecanismos circadianos e homeostaticos através da acao
integrada de nucleos hipotalamicos que processam as informacdes de temperatura
(CHAPPUIS et al., 2013).
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O controle homeostético de temperatura pode ser dividido em 3 partes:
aferentes sensoriais, integracdo e eferentes sensoriais. Informacdes térmicas sao
percebidas por termossensores presentes na pele, visceras e regifes cerebrais e
sao transmitidas, através da medula espinhal, para o centro termorregulador — area
pré-optica do hipotdlamo (APO). Esta, por sua vez, relune essas informacdes e,
atraves de eferéncias sensoriais, promove o0 controle da temperatura
(ROMANOVSKY et al., 2009; NAKAMURA, 2011).

Sao propostos alguns modelos de circuitos neuronais envolvidos no controle
autondmico e somatico da temperatura para garantir a sobrevivéncia dos
organismos.

Em ambientes quentes, por exemplo, o calor ativa terminacfes nervosas
presentes na pele que geram potenciais de acdo em uma extensa rede neuronal
aferente que vai desde o ganglio da raiz dorsal até a APO. Nesse nucleo, ocorre
estimulacdo de neurdnios gabaérgicos sensiveis ao calor que, ao processar essas
informacbes de temperatura, geram eferéncias que impedem a liberacdo de
neurotransmissores simpaticos. Como resultado, ocorre supressao dos mecanismos
de vasoconstricdo cutanea e termogénese pelo tecido adiposo marrom (TAM),
evitando o aumento nocivo da temperatura interna (ROMANOVSKY et al., 2009;
NAKAMURA, 2011).

O mecanismo de defesa contra o frio € oposto ao que acontece no ambiente
guente, de forma que as aferéncias que chegam a APO inibem neurbnios
gabaérgicos sensiveis ao calor. Em consequéncia, a resposta eferente provoca
liberacdo de neurotransmissores simpaticos que irdo promover a vasoconstricao
cutanea e a termogénese pelo TAM, impedindo a reducéo brusca de temperatura
(ROMANOVSKY et al., 2009; NAKAMURA, 2011).

Além do controle autonémico, existem respostas comportamentais envolvidas
na regulacao da temperatura. Em roedores, o “grooming”, que consiste em espalhar
a saliva na pele durante exposicdo em ambientes quentes, € uma forma efetiva de
perda de calor por evaporagédo (NAGASHIMA et al., 2000). A reducao da atividade
locomotora e o uricar dos pélos também ajudam a manter a temperatura interna em
ambientes frios (GAVVA, 2008).

Juntos, 0s mecanismos circadianos, homeostaticos e comportamentais
compdem um sistema eficaz de controle que garante a manutencao da temperatura

interna em diferentes condi¢cdes ambientes.
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2.2 Estradiol e termorregulacao

2.2.1 Estradiol e temperatura corporal interna

O estradiol € um hormdnio derivado do colesterol que atua em varias partes do
corpo, como cérebro, hipdfise, tecido Osseo, sistema imune, dentre outros.
Receptores nucleares denominados ER-a (receptores alfa de estrégeno) e ER-B
(receptores beta de estrégeno) sdo amplamente expressos em diversos tecidos
(WEND; WEND; KRUM, 2012), garantindo o amplo espectro de acdo desse
horménio.

Alguns estudos sugerem que a atividade neuronal circadiana do NSQ pode ser
regulada por horménios sexuais, uma vez que esses receptores nucleares de
estrogenos foram encontrados nesse nucleo (ZUCKER; FITZGERALD; MORIN,
1980; BAILEY; SILVER; 2014).

Em experimentos realizados in vitro, Fatehi e Fatehi-hassanabad (2008)
confirmaram que o estradiol € capaz de aumentar a excitabilidade de células do
NSQ, demonstrando o possivel envolvimento deste hormdnio na geragcdo de ritmos
circadianos.

A menopausa é caracterizada como um periodo na vida da mulher em que
cessam 0s episddios menstruais devido a faléncia ovariana (DUARTE; TRIGO;
PAIM; 2016). Como resultado, ocorre reducdo nos niveis de horménios estrogénicos
e de progesterona, com consequente aumento das gonadotrofinas (FEBRASGO,
1995).

Alguns parametros circadianos séo alterados em consequéncia da reducédo das
concentracbes plasmaticas de estradiol. Como exemplo, ocorre elevagdo da
temperatura interna e distarbios do sono, sendo que esse Ultimo fator pode ser uma
das causas do aumento da temperatura (SHINOHARA et al., 2000, MURPHY;
CAMPBELL, 2007). O ritmo de atividade locomotora também varia de acordo com as
concentragcbes desse horménio, de forma que ratas e hamsters antecipam o inicio
de atividade e aumentam a amplitude desse ritmo na noite de proestro (NAKAMURA
et al, 2001; CARDOSO, 2015).

As respostas termorregulatérias sao controladas por um sistema hierarquico de
estruturas neurais, sendo que a area pré-optica do hipotdlamo anterior é a principal

regido envolvida na vasodilatacao cutanea (BOULANT, 2000).
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Silvia e Boulant (1986) demonstraram em experimentos in vitro que o estradiol
afeta a atividade elétrica de neurbnios termosensiveis na area pré-optica. Essa acéo
pode ser explicada pela existéncia de receptores de estradiol em neurdnios
presentes em diversas regibes no cérebro do rato, com grande densidade no
hipotalamo (SIMERLY et al 1990).

A reducdo do estradiol em decorréncia da menopausa ou ovariectomia esta
associada a alguns sintomas que incluem alteracdes vasomotoras, ganho de peso e
oscilacdo do humor (MORROW; MATTAIR; HORTOBAGYI, 2011).

As ondas de calor, também conhecidas como hot flushes, representam a maior
manifestacéo clinica de desconforto na menopausa, acometendo mais de 75% das
mulheres (MORROW; MATTAIR; HORTOBAGY]I, 2011). Eles ocorrem em funcéo de
uma desordem central com ativacdes episodicas de perda de calor e sudorese, mas
0 mecanismo completo ainda é pouco compreendido (DACKS; RANCE, 2010).
Sabe-se que a terapia de reposi¢cdo hormonal com estrogénios alivia esses sintomas
vasomotores (OPAS et al., 2006).

Estudos mostram que os hot flushes ocorrem em funcdo de um aumento da
sensibilidade de vias hipotalamicas que controlam efetores da dissipagéo de calor.
Assim, dentre as alterag@es fisioldgicas aparentes, estdo a vasodilatacdo cuténea,
com consequente aumento do fluxo sanguineo e aumento da temperatura da pele
devido a perda de calor (DACKS; RANCE, 2010). Em ratos, a resposta autonémica
de vasodilatacdo da pele da cauda representa o principal mecanismo envolvido na
termorregulacdo (GORDON, 1990).

A zona termoneutra pode ser definida como a faixa de temperatura ambiente
(Tambiente) €M que a termorregulacdo ocorre apenas por perda de calor seco atraves
do ténus vasomotor cutaneo (DACKS; RANCE, 2010).

Estudos prévios realizados com ratas OVX contendo implantes salina (grupo
controle) e E2 (grupo tratado) mostraram que as ratas tratadas com esse hormoénio
estdo na zona termoneutra em maiores valores de Tampiente quando comparado as
ratas OVX + salina. Isso quer dizer que a dissipagao de calor nas ratas tratadas com
E2 ocorre mais tardiamente que no grupo controle (DACKS; RANCE, 2010). Essa
situacdo se aproxima ao que acontece em mulheres na menopausa, cuja reducao
das concentracdes plasmaticas de E2 faz com que elas tenham episodios
frequentes de ondas de calor, devido a pequenos aumentos na temperatura corporal
interna (FREEDMAN, 2005).
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Em um estudo realizado com mulheres para avaliar o limiar de sudorese
durante exposicdo a ambiente aquecido ou exercicio na bicicleta, foi observado em
mulheres que apresentavam hot flushes uma menor faixa de temperatura em que se
encontra na zona termoneutra quando comparado as mulheres assintomaticas
(FREEDMAN, 2005). Esses resultados corroboram os achados nas ratas,
demonstrando a importadncia do E2 em promover a homeostase térmica (DACKS;
RANCE, 2010).

Baseado no trabalho de Dacks e Rance (2010), nos perguntamos como seria 0
controle termorregulatério de ratas em uma temperatura ambiente fora da zona
termoneutra. Para avaliar isso, ratas OVX com implante de 6leo e de E2 foram
expostas a ambiente aquecido de 34 °C durante 40 minutos para registro das

temperaturas interna e da cauda.

2.2.2 Estradiol e termogénese

A termogénese, ou producao de calor metabdlico, ocorre em todos os tecidos
corporais, em maiores ou menores propor¢des. No entanto, o tecido adiposo marrom
(TAM) € o principal responsavel por esse processo em muitas espécies
(MORRISON; MADDEN; TUPONE, 2014). E um tecido rico em mitocondrias que
utiizam a oxidacdo de acidos graxos e glicose para gerar calor (CANOON;
NEDERGAARD, 2004).

A membrana mitocondrial do adipécito do tecido adiposo marrom possui uma
proteina desacopladora chamada UCP-1 (Uncoupling Protein-1), também conhecida
como termogenina. Essa proteina tem a funcédo de desviar protons da ATP-sintase,
fazendo com que a energia estocada na mitocondria seja dissipada na forma de
calor. Esse processo ocorre desacoplado da producéo de ATP, por isso a origem do
nome (CANOON; NEDERGAARD, 2004).

A termogénese no tecido adiposo marrom é alterada em resposta a sensacao
cutanea e visceral de frio ou calor para proteger o cérebro e demais tecidos.
Condicdes que demandam aumento da taxa metabdlica ndo sdo sustentadas em
baixas concentracdes de combustiveis, como volume de oxigénio, glicose e lipideos
(MORRISON; MADDEN; TUPONE, 2014).

Estudos mostram que a acado central do estradiol resulta na ativacdo da

termogénese pelo tecido adiposo marrom quando administrado via
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intracerebroventrivuar (ICV). Esse hormdnio também participa de mecanismos

periféricos de vasodilatagdo cutanea (MORENTIN et al., 2014).

2.3 Papel dos canais TRPV1 natermorregulacao

Os canais TRPs foram descobertos em moscas do género Drosophila, cuja
importancia esta relacionada a conducdo de sinais visuais pelos fotorreceptores
presentes na retina (MONTELL; RUBIN, 1989). Apés um experimento com mutantes
para TRP, foi observado um prejuizo em resposta ao sinal luminoso, demonstrando
a importancia desse canal nesse processo (MONTELL, 2003).

Sabe-se hoje que os canais TRP respondem a uma série de estimulos, e nédo
apenas a luz (RAMSEY; DELLING; CLAPHAM, 2005). Dentre estes, estdo presentes
a temperatura, pressao, ligantes quimicos, estresse mecéanico e osmotico (BAYLIE;
BRAYDEN, 2011).

A superfamilia dos Receptores de Potencial Transiente (TRP) é composta por
30 canais que sao divididos em 6 subfamilias em mamiferos, identificadas como:
TRPC (candbnico), TRPV (vanildide), TRPM (melastatina), TRPML (mucoliptina),
TRPP (policistina), e TRPA (anquirina) (ROMANOVSKY, 2007). Dessa totalidade, 11
canais séo ativados por temperatura, de forma que TRPM8, TRPA1l e TRPC5 séo
ativados pelo frio e TRPV1-4 e TRPM2-5 sdo ativados pelo calor (WANG,;
SIEMENS, 2015; HUDSON et al., 2016).

A figura 1 mostra a estrutura dos canais TRPs, formado por 4 subunidades
idénticas, com 6 dominios transmembrana cada uma e um poro entre os dominios 5

e 6 que permite a passagem de cations (POLETINI et al, 2015).

Curva formadora

Lado extracelular
FRIORRGEBURNH AN 1)

Lado intracelular

L

Figura 1 — Desenho esquematico dos canais TRPs (POLETINI et al, 2015).
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A ativacdo de cada canal ocorre em faixas estreitas de temperatura, que
variam do frio nocivo ao calor nocivo. Essa caracteristica faz com que esses canais
sejam de extrema importancia para atuar como sensores de temperatura em tecidos
periféricos (ROMANOVSKY, 2007). A figura 2 mostra as faixas de temperatura em

que cada canal TRP é ativado em mamiferos.
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Figura 2 - Desenho esquematico que representa a temperatura de ativacdo dos
canais TRP em mamiferos (Adaptado de POLETINI et al, 2015).

A subfamilia TRPV é composta por 6 membros que podem ser divididos em
dois grupos: TRPV1-4 e TRPV5-6. O primeiro grupo € ativado através do
aguecimento e, pelo fato de estarem presentes em diversos tecidos, sao
responsaveis por impedir grandes variagbes de temperatura, garantindo a
homeostase térmica (RAMSEY; DELLING; CLAPHAM, 2005). Além disso, alguns
estudos mostram que os canais TRPV1, o fundador dos TRPVs, estédo envolvidos no
controle circadiano de temperatura (SZELENYI et al., 2004; JEONG; SEONG, 2014).

O canal TRPV1 também é conhecido como receptor de capsaicina ou vanildide
(RAMSEY; DELLING; CLAPHAM, 2005). Trata-se de um canal de cations nao
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seletivo, cuja abertura é facilitada por fatores como baixo pH, calor nocivo e
moléculas enddgenas (GAVVA et al., 2008; CATERINA, 2008; MILLS et al., 2008).
Embora os canais TRPV1 sejam ativados por elevadas temperaturas in vitro
(> 42°C), a presenca de moléculas endbégenas, como vaniloides e prétons diminuem
a temperatura de ativacdo desses canais in vivo, fazendo com que o limiar de
ativacdo seja proximo a valores fisiolégicos, tornando-os tonicamente ativos
(CATERINA, 2008; MILLS et al., 2008; ROMANOVSKY et al., 2009).

Em relacédo a distribuicdo corporal, canais TRPV1 sdo amplamente expressos
em tecidos, sendo sua funcdo descoberta através de estudos com neurdnios
sensoriais, local em que foi identificado pela primeira vez (RAMSEY; DELLING,;
CLAPHAM, 2005). Sdo encontrados em terminacdes periféricas mielinizadas (Ad) e
nao mielinizadas (fibora C) no ganglio da raiz dorsal e em aferentes no trato
gastrointestinal, pele e masculos (ROMANOVSKY et al., 2009). A APO é uma das
principais regides envolvida na termorregulagdo, na qual os canais TRPV1 tém sido
propostos como 0s responsaveis por controlar a temperatura em mamiferos
(CATERINA, 2007; MILLS et al, 2008). No entanto, esses canais sdo encontrados
também em outras regibes cerebrais e em tecidos periféricos nao neuronais
(ROMANOVSKY et al., 2009).

A utilizacdo de substancias que ativam ou bloqueiam farmacologicamente o
TRPV1 possibilitou um enorme avanco nos estudos desses canais e 0 seu
envolvimento na termorregulacao.

A capsaicina, substancia pungente da pimenta, € o principal agonista estudado.
Outro importante ativador € a resiniferatoxina (RTX), um analogo ultra-potente da
capsaicina, obtida da planta Euphorbia (DOGAN et al., 2004; ROMANOVSKY et al.,
2009).

O efeito imediato dessas substancias como agonistas € provocar uma
hipotermia, seguida por hipertermia em diferentes espécies de animais (MILLS et al.,
2008). A figura 3 ilustra os possiveis mecanismos que levam a reducdo da
temperatura em resposta ao calor ou capsaicina. O niumero 1 representa a via em
que o calor ativa fibras cutaneas e viscerais sensiveis ao calor cujos corpos
celulares estdo localizados no ganglio da raiz dorsal e ascendem pelo trato
espinotalamico até alcancar a ponte, e em seguida a area pré-optica do hipotalamo,
onde ocorre estimulacdo de neurdnios sensiveis ao calor e inibicdo dos neurdnios

sensiveis ao frio. Aléem disso, existem canais TRPV1 nos terminais pré-sinapticos da
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ponte ou outras regiées cerebrais que estimulam neurénios sensiveis ao calor (2) e
inibem neurdnios sensiveis ao frio (3) na area pré-optica do hipotalamo. O numero 4
representa a ativacao direta dos canais TRPV1 nos neurdnios sensiveis ao calor por
vanilddes enddgenos (Adaptado de CATERINA, 2007).

Interessantemente, variagdes da temperatura induzidas por capsaicina ndo sao
observadas em animais knockout para TRPV1, demonstrando a especificidade da
acao desta substancia sobre os canais TRPV1 e o envolvimento dos mesmos no
controle da temperatura interna (STEINER et al., 2007; GAVVA et al., 2008).
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Figura 3 - Esquema dos circuitos neurais mostrando os locais onde a ativagao de
canais TRPV1 por capsaicina leva a hipotermia (CATERINA, 2007).

Outra importancia farmacoldgica do RTX e capsaicina esta relacionada a
capacidade de dessensibilizacdo dos canais TRPV1. Essas substancias, quando
administradas em elevadas doses, provocam uma mudanga conformacional no
canal, inativando-o, ou até mesmo, ocasionam destruicdo completa dos neurénios
gue expressam os canais TRPV1 (ROMANOVSKY et al., 2009). Estudos mostraram
gue animais dessensibilizados apresentam grave elevacdo da temperatura interna

quando expostos ao calor, enquanto 0s animais controles apresentaram
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mecanismos eficientes de controle de temperatura nessas mesmas condi¢bes
(MILLS et al, 2008).

O tratamento com antagonistas também €& uma ferramenta muito utilizada para
investigar a funcionalidade desses canais. A resposta imediata encontrada apos
administracdo da maioria dessas substancias € a hipertermia, principalmente por
bloguear a ativacdo dos canais TRPV1 por protons (GARAMI et al., 2010). No
entanto, nem todo antagonista é responsavel pela elevacdo da temperatura. A
capsazepina é um exemplo dessa excecao, visto que ela ndo € capaz de bloquear a
ativacdo dos canais TRPV1 por prétons em ratos (ROMANOVSKY et al., 2009,

GARAMI et al., 2010).

2.4 Estradiol e canais TRPV1

Os canais TRPV1 estdo presentes em diversas partes do sistema nervoso
central (SNC) e em alguns tecidos periféricos, dentre eles, o utero. No entanto, a sua
funcdo nesse 6rgdo ainda é pouco compreendida (POHOCZKY et al., 2016).
Pohécksky e colaboradores (2016) demonstraram em seus experimentos que o
tratamento com agonista ndo seletivo dos receptores de estrogénio aumenta a
expressao de canais TRPV1 e TRPA1 no endométrio tanto in vivo quanto in vitro.

Além disso, outros estudos sugerem que o0 aparecimento de doencas
neurodegenerativas em mulheres na pés-menopausa pode estar relacionado a
reducdo das concentracdes plasmaticas de estradiol e ao aumento do estresse
oxidativo devido ao aumento do influxo de calcio no momento da ativacdo de canais
TRPs, dentre eles o canal TRPV1. Dessa forma, esse mesmo estudo propde a
modulacdo do estradiol sobre esses canais como um fator protetor no surgimento
dessas doencas (YAZGAN; NAZIROGLU., 2016).

Corroborando esses achados, outro trabalho mostra que animais Knockout
para ER-a e ER-B apresentam uma reducédo da expressdo de canais TRPV1 no
ganglio da raiz dorsal (CHO; CHABAN,. 2012), componente importante da via
ascendente da termorregulagéo.

Com base nessas evidéncias, o presente estudo avaliou a participacdo dos
canais TRPV1, juntamente com E2 sobre as respostas termorregulatérias de ratas

expostas a ambiente aquecido.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do E2 e dos canais TRPV1 sobre a termorregulacdo em ratas
ovariectomizadas (OVX).

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar o efeito do E2 sobre as variagcfes circadianas de Tinemna € ALE em
ratas OVX;

- Avaliar o efeito da dessensibilizacdo dos canais TRPV1 sobre as variagdes
circadianas de Tinema € ALE em ratas OVX tratadas com E2;

- Avaliar o efeito do E2 sobre Tinerna € Tcauda €M ratas OVX durante exposicao a

ambiente aquecido;

- Avaliar o efeito do E2 sobre a taxa metabdlica de ratas OVX durante a

exposicao a ambiente aquecido;

- Avaliar o efeito da dessensibilizacdo dos canais TRPV1 sobre a Tinterna © Tcauda
de ratas OVX tratadas com E2 durante a exposi¢cado a ambiente aquecido.
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4  MATERIAIS E METODOS
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 Bioldégicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(ICB/UFMG).

Os animais foram mantidos sob um ciclo claro/escuro de 12/12 horas a
temperatura ambiente de 24°C com livre acesso a agua e racgao.

Todos os procedimentos realizados foram aprovados pela Comissido de Etica
no Uso de Animais (CEUA/UFMG), protocolo de numero 33/2015.

Em todos os delineamentos experimentais as ratas foram ovariectomizadas
(OVX) e, apos 7 dias, foi inserido um implante sillastic (1,02 x 2,16 x 0,2 mm) de 2,0
cm de comprimento, contendo 6leo de milho ou 17-B-estradiol (180 pg/mL - E2)
(DACKS; RANCE, 2010), via subcutanea (s.c). A partir desse momento as ratas
foram colocadas em caixas individuais. A eutanasia aconteceu por decapitacdo para
obtencdo do plasma e retirada de tecidos. Os experimentos em que 0S animais
foram expostos ao ambiente aquecido foram realizados entre 12:00 e 14:00 horas.
Os animais que passaram pelo teste de CCK permaneceram em jejum de 24 horas

antes da realizacdo de cada teste.

4.2 Delineamento experimental

4.2.1 Experimento 1 - Efeito do E2 sobre variacdes circadianas de Tinterna
e ALE em ratas OVX

Ratas foram submetidas ao procedimento cirdrgico de ovariectomia e, apés 7
dias, foi iniciado o tratamento com implantes de E2 (grupo tratado) ou de 6leo (grupo
controle). Neste mesmo dia foi inserido um sensor de telemetria na cavidade
abdominal. Apés 10 dias de tratamento, esses animais foram colocados na placa
receptora de telemetria para inicio dos registros Tinema € ALE. No 14° dia, os

registros foram interrompidos e as ratas eutanasiadas (Figura 4).
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Periodo de
tratamento
Dia 0 Dia 7 Dia 17 Dia 21
[ | | |
[ [ [ [

OoVX Implantes 6leo ou E2 e Inicio do registro de Fim do registro e
insercdo do sensor de Titema € ALE Eutanasia
telemetria na cavidade

abdominal

Figura 4 - Representacao esquematica para obtencao circadiana de Tinema € ALE de
ratas OVX contendo implantes de 6leo e de E2.

4.2.2 Experimento 2 - Efeito dos canais TRPV1 abdominais sobre as

variagcdes circadianas de Tiyerna € ALE em ratas OVX tratadas com E2

Ratas foram submetidas ao procedimento cirargico de OVX e, ap6s 7 dias, foi
iniciado o tratamento com implantes de E2. Neste mesmo dia foi realizada a
dessensibilizacdo dos canais TRPV1 da regido abdominal por meio de uma injecéo
intraperitoneal (i.p.) de RTX no grupo tratado (E2 + RTX), ou veiculo (E2 + Veiculo).
O sensor de telemetria foi inserido na cavidade abdominal de alguns animais. As
ratas destinadas exclusivamente para o teste de CCK nao tiveram a implantacdo do
sensor, pois ndo passaram pela etapa de obtencdo dos dados na placa. No 10° dia
de tratamento iniciaram-se 0s registros de Tinema € ALE. NoO 14° dia de tratamento os
registros foram interrompidos. Nesse mesmo dia foi realizado o primeiro teste de
CCK nas ratas destinadas a esse teste. O segundo teste foi repetido apds 2 dias. Ao
final do teste, todas as ratas foram eutanasiadas (Figura 5).

Para verificar se o tempo de dessensibilizacdo altera os registros circadianos e
o teste de CCK, o mesmo protocolo acima foi repetido, mas o inicio dos registros
aconteceu ap0s 6 dias da injecao de RTX e o primeiro teste de CCK ocorreu junto
com o término dos registros, no 10° dia de tratamento. O segundo teste foi repetido

apos 2 dias. Em seguida as ratas foram eutanasiadas (Figura 6).
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Periodo de
tratamento
Dia 0 Dia 7 Dia 17 Dia 21 Dia 23
| | I | |
[ [ I [ [

OovX Implantes E2, injecdo de Inicio do registro de Fim dos 2° teste de
RTX ou veiculo e insercéo Tintema € ALE registros de CCKe
do sensor de telemetria na Tinema € ALE € Eutanasia

cavidade abdominal 1° teste de

CCK

Figura 5 - Representacdo esquematica da dessensibilizacdo dos canais TRPV1
abdominais para obtencdo circadiana de Tiwema € ALE de ratas OVX contendo
implantes E2. O teste de CCK realizado nos dias 14 e 16 apds o inicio do
tratamento.

Periodo de
tratamento
Dia 0 Dia 7 Dia 13 Dia 17 Dia 19
| | | | |
[ [ [ I [
ovX Implantes E2, injecdo de Inicio dos Fim dos registros 2° teste de
RTX ou veiculo e insercao registros de de Tintema € ALE € CCKe
do sensor de telemetria na Tinterna e 1° teste de CCK Eutanasia

cavidade abdominal ALE

Figura 6 - Representacdo esquematica da dessensibilizacdo dos canais TRPV1
abdominais para obtencédo circadiana de Tiwema € ALE de ratas OVX contendo
implantes E2. O teste de CCK realizado nos dias 10 e 12 apo6s o inicio do
tratamento.

4.2.3 Experimento 3 - Efeito do E2 sobre a Tinema € Capacidade de
dissipacdo de calor pela pele da cauda (Tcauga) €m ratas OVX durante

exposicao a ambiente aquecido.

Ratas foram submetidas ao procedimento cirdrgico de ovariectomia e, apés 7
dias, iniciou-se o tratamento crénico com implantes de E2 (grupo tratado) ou de 6leo
(grupo controle). Foi inserido também um sensor de telemetria na cavidade

abdominal. A partir do 9° dia de tratamento as ratas foram habituadas diariamente
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ao termbmetro da cauda. No 14° dia, esses animais foram expostos a ambiente
aguecido de 34°C durante 40 minutos. A Tinema € @ Tcauda fOram registradas a cada
minuto. Apds 1 hora do fim do aquecimento, os animais foram eutanasiados (Figura
7).

Periodo de
tratamento
Dia 0 Dia 7 Dia 16 Dia 21
| | | |
I I I I
OVX Implantes 6leo ou E2 e Inicio da habituacao Exposigéo a
insercdo do sensor de ao termémetro da ambiente aquecido e
telemetria na cavidade cauda eutanasia

abdominal

Figura 7 - Representacdo esquematica para obtencao de Tinema € Tcauda d€ ratas
OVX contendo implantes de 6leo ou de E2 em ambiente aquecido.

4.2.3.1 - Efeito do E2 sobre a producdo de calor metabdlico em
ratas OVX

Ratas foram submetidas ao procedimento cirargico de OVX e, apés 7 dias, foi
iniciado o tratamento crénico com implantes E2 (grupo tratado) e 6leo (grupo
controle). No 9° dia de tratamento, iniciou-se a habituacdo a caixa metabdlica. No
14° dia, uma rata 6leo e uma E2 foram colocadas (uma por vez) dentro da caixa
metabdlica fechada a 34°C durante 40 minutos. A taxa metabdlica foi medida
através do consumo de oxigénio (VO,) utilizando um calorimetro de fluxo aberto
indireto (Panlab, Harvard Apparatus, Spain), e continuamente registrado através de
um sistema informatizado. Um termémetro colocado dentro da caixa permitiu o
controle da temperatura ambiente. Apés 1 hora do fim do aquecimento as ratas

foram eutanasiadas (Figura 8).
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Periodo de
tratamento
Dia 0 Dia 7 Dia 16 Dia 21
| | | |
[ I I [
ovX Implantes 6leo ou E2 Inicio da habituacéo a Exposicéo a
caixa metabdlica ambiente aquecido

e eutanasia

Figura 8 - Representacdo esquematica para avaliacdo da taxa metabdlica de ratas
OVX contendo implantes de 6leo e de E2 em ambiente aquecido.

4.2.4 Experimento 4 — Efeito dos canais TRPV1 abdominais sobre a
Tinterna € Capacidade de dissipacédo de calor pela pele da cauda (Tcauga) €M ratas

OVX tratadas com E2 expostas a ambiente aquecido

Ratas foram submetidas ao procedimento cirdrgico de ovariectomia, e apos 7
dias, iniciou-se o tratamento com implantes de E2. Neste mesmo dia foi realizada a
dessensibilizacdo dos canais TRPV1 abdominais através da injecdo intraperitoneal
(i.p.) de RTX no grupo tratado (E2 + RTX) ou veiculo (E2 + Veiculo). O sensor de
telemetria foi inserido na cavidade abdominal de alguns animais. As ratas destinadas
exclusivamente para o teste de CCK nao tiveram a implantacdo do sensor, pois nao
passaram pela etapa de obtencdo dos dados na placa. No 9° dia de tratamento,
iniciou-se a habituacdo dos animais ao termémetro da cauda. No 14° dia as ratas
foram expostas a ambiente aquecido de 34°C durante 40 minutos. A Tintemna € Tcauda
foram registradas a cada minuto. Apés 1 hora do fim do aquecimento, as ratas foram
eutanasiadas. Nesse mesmo dia foi realizado o primeiro teste de CCK. O segundo
teste foi feito apo6s 2 dias (16° dia de tratamento). Em seguida as ratas foram
eutanasiadas (Figura 9).

Para verificar se o tempo de dessensibilizacdo altera os registros de
temperatura e o teste de CCK, o mesmo protocolo acima foi repetido, mas a
habituacéo iniciou apés 5 dias de tratamento e a exposi¢do a ambiente aquecido e o
primeiro teste de CCK ocorreram no 10° dia de tratamento. O segundo teste de CCK

aconteceu apos 2 dias. Em seguida as ratas foram eutanasiadas (Figura 10).
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Periodo de
tratamento
Dia O Dia 7 Dia 16 Dia 21 Dia 23
| | | I I
[ [ [ I I
OovX Implantes E2, injecdo de Inicio da habituacédo Exposicdo a ambiente 2° teste de CCK e
RTX ou veiculo e inser¢do ao termémetro da aquecido e eutanasia Eutanéasia
do sensor de telemetria na cauda dos animais da placa

cavidade abdominal
1° teste de CCK

Figura 9 - Representacdo esquematica para avaliar a participacdo dos canais
TRPV1 abdominais no controle da Tinema € Tcauda d€ ratas OVX contendo implantes
de E2 em ambiente aquecido. O teste de CCK aconteceu nos dias 14 e 16 ap6s o
inicio do tratamento.

Periodo de
tratamento
Dia 0 Dia 7 Dia 12 Dia 17 Dia 19
| | | | |
[ [ [ [ [
ovX Implantes E2, injecdo de Inicio da habituacdo  Exposicdo a ambiente 2° teste de CCK e
RTX ou veiculo e inser¢do ao termdmetro da aguecido e eutanésia Eutanésia
do sensor de telemetria na cauda dos animais da placa

cavidade abdominal
1° teste de CCK

Figura 10 - Representacdo esquematica para avaliar a participacdo dos canais
TRPV1 abdominais no controle da Tinema € Tcauda d€ ratas OVX contendo implantes
E2 em ambiente aquecido. O teste de CCK aconteceu nos dias 10 e 12 apds o inicio
do tratamento.

4.3 Anestésicos e drogas

Os procedimentos cirdrgicos de ovariectomia, insercao dos implantes de 6leo e
de E2, sensor de telemetria e injecdo de RTX foram realizados sob anestesia
composta por ketamina (80 mg/Kg, i.p.) e xilazina (10 mg/Kg i.p.). ApdOs as cirurgias,
0s 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 injecéo (s.c.) na dose de 1 mg/Kg de peso corporal do
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analgésico e anti-inflamatério Flunixina meglumina (Banamine®, 50 mg/ml,
Schering-Plough).

O RTX (Sigma-Aldrich) foi administrado na quantidade 20 ug/kg, via
intraperitoneal. A preparacdo da solucdo estoque foi feita através da diluicdo de 1
mg do RTX em 10 mL de &lcool etilico absoluto, obtendo uma concentracéo final de
100 pg/ mL. Esta solugao foi armazenada no freezer - 80 °C ao abrigo de luz. No dia
do experimento essa solucéo estoque foi novamente diluida em salina estéril para se
obter a concentracdo desejada para injecdo. O grupo veiculo recebeu alcool etilico
20% (i.p.), que foi obtido através da diluicdo do alcool absoluto em salina estéril.

A solucédo estoque de CCK foi armazenada no freezer - 20 °C. Minutos antes
do experimento ela foi diluida em salina estéril. Cada animal recebeu uma injecédo de
6 ng/Kg (i.p.). O grupo veiculo recebeu apenas salina estéril na quantidade de 1
mL/Kg (i.p.).

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 0s ovarios, que
foram removidos. Em seguida, o Utero e tecidos adiposos foram internalizados no
musculo e a pele foi suturada com agulha e linha de algoddo. Para finalizar, os

animais receberam injecao profilatica de pentabidtico (i.m.) e anti-inflamatério (s.c.).

4.5 Implante do sensor e Registro da Tinterna € ALE

A Tierna € ALE foram registradas continuamente pelo sensor de telemetria,
utilizando o programa 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, Mini-
MitterCompany, Sun River, OR, USA) na cavidade abdominal através de uma
pequena abertura feita na pele e no musculo, que foram suturados em seguida. Ao
término da cirurgia, 0os animais receberam uma injecao profilatica de pentabiotico e
anti-inflamatoério. Cada caixa individual contendo o animal foi posicionada sobre uma
placa receptora (ER-4000 Energizer/Receiver, Mini-MitterCompany, Sun River, OR,
USA) conectada a um computador que contém o software de aquisicdo de dados.
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Os registros da Tinemna € da ALE iniciaram assim que os animais se recuperaram da
cirurgia e foram colocados sobre os receptores.

4.6 Dessensibilizacdo dos canais TRPV1

Os animais foram anestesiados com ketamina e xilazina pelo fato da
dessensibilizacdo dos canais TRPV1 causar dor ao animal. Em seguida, o RTX foi
preparado e injetado na quantidade de 20 ug/Kg (i.p) em um grupo de animais. O
grupo veiculo recebeu uma injecado de alcool etilico a 20% em salina estéril (i.p.).

Estudos mostraram que a dose administrada é a minima necessaria para
causar a dessensibilizacdo dos canais TRPV1 da cavidade abdominal (STEINER et
al, 2007; DOGAN et al, 2004).

4.7 Teste de colecistoquinina (CCK)

A dessensibilizacao dos canais TRPV1 pode ser confirmada pelo teste de CCK.
A CCK é um peptideo liberado por células enddcrinas do trato gastrointestinal e por
alguns neurdnios do sistema nervoso. Quando administrada via intraperitoneal ou
intravenosa, é capaz de reduzir a ingestdo de alimentos em mamiferos (RITTER,;
KALIVAS; BERNIER, 1986). Esses estudos mostram que o efeito da saciedade
causado pela CCK é mediado por neurbnios sensoriais vagais, através dos canais
TRPV1 (RITTER, LADENHEIM, 1985). O teste pode ser representado pela figura 11

representada abaixo:

e Primeiro dia de teste:

Injecdo de CCK (i.p) Injecdo de Salina (i.p.)
Quantidade
Jejum de 24 Apés5  fixa de ragdo Apbs 30 Peso da
horas minutos (9) minutos ragéo(g)

Animal 1 Animal 2
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e Segundo dia de teste:

Injecdo de Salina (i.p) Injecéo de CCK (i.p.)

Quantidade
. i a . Peso da
Jejum de 24 Ap6s 5 fixa d(e )ra(;ao Apos 30 racéo(g)
horas minutos 9 minutos
| | | |
I I | |
Animal 1 Animal 2

Figura 11 - Esquema representativo do teste de CCK para avaliar a eficacia da
dessensibilizacao.

Os animais foram colocados em jejum de 24 horas antes de cada teste. Cada
animal recebeu duas injecdes - uma de CCK (6 pg/ kg, i.p.) e uma de salina
(1 mL/Kg, i.p.) — em dias diferentes de teste, de forma que o animal que recebeu
CCK no primeiro dia, recebeu salina no segundo dia, e vice-versa. Dessa forma,
cada animal funciona como controle dele mesmo. A escolha dos animais foi
aleatéria. ApoOs a aplicacdo das inje¢des, aguardou-se 5 minutos e uma quantidade
fixa de racéo foi colocada para cada um dos animais. Ap6s 30 minutos, a racao foi
novamente pesada e a ingesta foi calculada pela diferenca do peso inicial e final. A
porcentagem da ingestdo alimentar pode ser calculada pela formula abaixo, onde X
representa a quantidade de racdo consumida em gramas (g) apdés as respectivas
injecoes.

(X9 (ccky — Xg (salina)) % 100

% ingestao de alimentos

XJ (salina)

Para avaliar se o tempo apos a injecdo de RTX interfere na efetividade do teste
CCK para provar dessensibilizacdo, esse teste foi realizado em dois protocolos
distintos. O primeiro teste de CCK foi realizado apés 14 dias de dessensibilizacdo
em um protocolo de 10 dias apos a dessensibilizacdo em outro. O segundo teste foi
feito apds 2 dias em relacédo ao primeiro. Todos aconteceram no mesmo horario, no

inicio do periodo de atividade dos animais, as 19 horas.
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4.8 Habituacdo e aguecimento dos animais

A habituacdo é um procedimento importante para familiarizar o animal ao
ambiente experimental antes da realizacdo dos protocolos.

A habituacdo a caixa metabdlica consiste em deixar cada animal dentro da
caixa acrilica parcialmente fechada por 10 minutos, durante 5 dias.

A habituacdo ao termdémetro da cauda consiste em colocar 0os animais em uma
gaiola acrilica individual com um term6metro de precisao preso a cauda por uma fita,
por 40 minutos, durante os 5 dias que antecedem o aguecimento. Esse
procedimento é de extrema importancia para evitar possiveis alteracfes
autonémicas no dia do aquecimento, como a vasoconstricdo devido ao estresse da
manipulacéao.

O protocolo de aquecimento consiste em expor as ratas a um ambiente
aquecido 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
termémetro de precisdo (modelo 4,600 Precision Thermometer, Yellow Spring
Instruments, OH, EUA) para registro da Tampiente- ESSa temperatura foi obtida por dois
aquecedores portateis (CeramicFanHeater — 1500W — OnixSmartChoice, AUS) que
foram posicionados em cada extremidade da caixa. Apds 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 Tambientes Tinterna € Tcauda
foram anotas a cada minuto. Foram aquecidos apenas 2 animais por dia, sendo um
de cada vez. Os aquecimentos foram realizados sempre no mesmo horario, de
12:00 as 14 horas.
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4.9 Calculo do Limiar e Sensibilidade de dissipacéo de calor
e Limiar de dissipacéao de calor

O limiar de dissipacéo de calor representa o valor de Tiyema €M que a rata
comeca a dissipar calor pela pele da cauda. Para estabelecer esse valor, foi
necessario calcular a média da Tinerna € da Tcauda para cada grupo. A partir do valor
minimo da Tcauda NOS 40 minutos, o primeiro valor em que houve diferenca estatistica
foi considerado o momento em que deu inicio a dissipacdo de calor. A Tinterna
correspondente a esse fendbmeno foi utilizada para o céalculo do limiar (Adaptado
DRUMMOND et al, 2016).

e Sensibilidade de dissipacéo de calor

A sensibilidade de dissipacéo de calor foi calculada através de uma regressao
linear utilizando 5 pontos ap6s o aumento exponencial de Tcauda de cada animal.
Para construcao dessa curva, foram utilizadas Tinerna € Tcauda, d€ modo que o valor
de sensibilidade representa a parte mais ingreme da curva ascendente
(DRUMMOND et al., 2016).

4.10 Anédlise estatistica

Os dados de Tinterna, Tcauda, Variacdo do peso corporal e consumo de ragéo
foram analisados pelo teste de analise de variancia de duas vias seguido pelo teste
de Tukey ou Bonferroni, conforme a situacdo experimental. O peso do utero foi
analisado pelo teste de variancia de uma via seguido pelo teste Bonferroni. A
amplitude da Tierna € ALE, alteracéo da ingestdo de alimentos induzida pela CCK, o
limiar e sensibilidade de dissipacdo de calor foram analisados pelo teste de t-
student. O nivel de significancia foi de p<0,05. As analises foram realizadas no
programa estatistico Graph Pad Prism 5.0 ou Sigma Plot versao 11.0 (San Jose, CA,
EUA), conforme a situacdo experimental. Para obtencdo dos actogramas e valores
de amplitude utilizou-se o programa ClockLab (Actimetrics, IL, USA). Os registros
foram agrupados em blocos de 2, plotados numa resolucao de 30 pontos por hora. O
programa utiliza o teste estatistico Periodograma Qui-quadrado descrito por

Sokolove e Bushell (1978) para calcular o periodo do ritmo.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito dos tratamentos com E2 e RTX em ratas OVX

A efetividade do tratamento com implantes de E2 pode ser confirmada através
do aumento do peso uterino no grupo tratado em relacdo ao grupo controle
(p<0,001; Figura 12, Painel A). Os animais foram eutanasiados apos 12, 14 e 16
dias do inicio tratamento. Essa variacdo ocorreu em virtude do teste de CCK ser
realizado em dias diferentes para comprovar a dessensibilizagéo. Assim, o grupo E2
+ RTX/Veiculo teve o Utero pesado nos dias 12 e 16 ap6s o inicio do tratamento e 0s
demais grupos apo6s 14 dias. Ndo houve diferenca significativa entre os grupos
contendo implante de E2. A alteracdo do peso uterino pode ser explicada pelo fato
de o estradiol aumentar a proliferacdo de células e glandulas do endométrio, além
de promover a vascularizagdo. Estes efeitos culminam no aumento de peso deste
orgao (GRAVES et al., 2011).

O teste de CCK mostrou a eficiéncia da dessensibilizacdo dos canais TRPV1
da regido abdominal, uma vez que animais dessensibilizados apresentaram maior
consumo de racdo em relacdo ao grupo veiculo apés a injecdo de CCK (p<0,01;
Figura 12, Painel B). A realizacdo dos testes em diferentes dias apés a injecdo de
RTX nao alterou a resposta do teste de CCK. Estudos prévios da literatura mostram
gue esse teste ja foi realizado 15 e 19 dias apos dessensibilizacdo com capsaicina e
que os efeitos maximos sdo observados nas duas primeiras semanas (DOGAN et al,
2004).

A variacdo do peso corporal apds a insercdo do implante nas ratas 6leo e E2
(Figura 12, Painel C) e E2 + Veiculo e E2 + RTX (Figura 12, Painel D) bem como
consumo de ragdo nas ratas com implante éleo e E2 (Figura 12, Painel E) e E2 +
Veiculo e E2 + RTX (Figura 12, Painel F) fornecem informac6es complementares
dos animais ao longo do tratamento.

A tabela 1 mostra o peso inicial e final dos animais nos 4 grupos experimentais.
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Tabela 1 - Informag6es complementares sobre peso corporal no inicio e fim do tratamento.

Peso corporal (g) Oleo E2 E2 + Veiculo E2+ RTX

Dia 1: Implante 6leo ou E2  250,6 +4,20 243,0+5,39 264,3+9,39 264,3+10,71

Dia 9 ou 12: Eutanasia 259,7 £ 8,50 240,6 + 7,37 256,0+ 7,26 260,2 + 7,58
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Figura 12 - Efeito dos tratamentos com E2 e RTX em ratas OVX e variagdo do peso
corporal e ingesta alimentar durante o periodo de tratamento. Painel A: Peso uterino
relativizado pelo peso corporal apds 12,14 ou 16 dias do implante E2 diluido em 6leo
de milho ou apenas 6leo de milho. Painel B: Alteragdo no consumo de alimentos
induzido pela CCK nos animais do grupo controle (E2 + Veiculo) e tratados com
resiniferatoxina (E2 + RTX). Painel C: Variacdo do peso corporal de ratas com
implante 6leo e E2 durante 9 dias de tratamento. Painel D: Variacdo do peso
corporal de ratas E2 + Veiculo e E2 + RTX durante 12 dias de tratamento. Painel E:
Consumo de racdo de ratas com implante 6leo e E2 durante 9 dias de tratamento.
Painel F: Consumo de racado de ratas E2 + Veiculo e E2 + RTX durante 12 dias de
tratamento. Os dados estdo apresentados pela média £+ EPM. *** p<0,001; em
relagdo do grupo Oleo pelo teste variancia de uma via, seguido pelo teste de
Bonferroni. **, p<0,01 pelo teste t-student, ambos em relagdo ao grupo veiculo. @,
p<0,05 demonstra alteracdo do peso corporal e consumo de alimento nas ratas com
implante E2 em relacdo ao primeiro dia de tratamento. #, p<0,05 demonstra a
alteracdo do consumo de alimento nas ratas com implante 6leo em relacdo ao
primeiro dia de tratamento. *, p<0,05 demonstra a alteragcdo do peso corporal e
consumo de alimentos nas ratas E2 + Veiculo em relacdo ao primeiro dia de
tratamento. &, p<0,05 demonstra a alteracdo do peso corporal de consumo de
alimentos nas ratas E2 + RTX em relacao ao primeiro dia de tratamento. As anélises
foram feitas pelo teste de variancia de duas vias, seguido pelo teste de Bonferroni. A
tabela 1 mostra o peso inicial e final dos 4 grupos experimentais durante o
tratamento, 7 e 21 dias ap0s a ovariectomia, respectivamente.

5.2 Efeito do E2 e dos canais TRPV1 abdominais sobre variagcdes circadianas
de Tinterna© ALE em ratas OVX

Avaliou-se primeiramente o efeito do E2 sobre a Tinema € ALE em ratas OVX e,
em seguida, o papel dos canais TRPV1 em associacdo com esse hormonio sobre
esses mesmos parametros circadianos, uma vez que ambos sdo descritos como
envolvidos no controle termorregulatério.

O perfil do registro da Tinerna foi 0 mesmo ao longo dos 4 dias que antecederam
0 aquecimento. No entanto, houve diferencas em alguns pontos durante a fase
escura (p<0,005; Figura 13, Painel A).

A amplitude da Tinema nao foi alterada em funcdo do tratamento com o
hormonio (Figura 13, Painel B), visto que ndo foram encontradas diferencas entre os

grupos.
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Em relacdo & ALE, também ndo foram encontradas grandes diferencas nos
actogramas representativos de ratas com implante de 6leo (Figura 14, Painel A) e
de E2 (Figura 14, Painel B).

A amplitude da ALE, assim como da temperatura, ndo variou entre oS grupos

estudados (Figura 14, Painel C).
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Figura 13 - Analise circadiana de Tinema de ratas OVX com implante de 6leo e de
E2. Painel A: Registro da Tinema durante os 4 dias que antecederam o aquecimento.
O inicio e término dos registros foi as 12:00 horas do 1° e 4° dia, respectivamente.
As barras brancas representam a fase clara do dia, com acendimento da luz as 7:00
horas. As barras pretas representam a fase escura, que se inicia as 19:00 horas,
guando as luzes se apagam. Os dados estdo apresentados pela média + EPM. *,
p<0,05 pelo teste de variancia de duas vias seguido pelo teste de Tukey. Painel B:
Amplitude do ritmo circadiano de Tinerna. OS dados estdo apresentados pela média +
EPM.
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Figura 14 - Actograma representativo de ratas OVX com implante de 6leo (Painel A)
e de E2 (Painel B). As barras brancas representam a fase clara do dia, com
acendimento da luz as 7:00 horas. As barras pretas representam a fase escura, em
que as luzes se apagam as 19:00 horas. Os numeros na horizontal indicam as horas
do dia e os numeros na vertical se referem ao niumero de dias registrados. Painel C:
Amplitude do ritmo circadiano de ALE. Os dados estdo apresentados pela média +
EPM.

A Tierna de ratas E2 + Veiculo e E2 + RTX se diferencia em mais pontos
durante os 4 dias de registro que antecederam o aquecimento, de forma que grupo
dessensibilizado atingiu maiores valores de temperatura na fase escura em relagao
ao grupo controle (p<0,05; Figura 15, Painel A).

A amplitude da Tinema também foi maior nos animais dessensibilizados pelo
RTX em relacéo ao grupo veiculo (p<0,05; Figura 15, Painel B).

A ALE representada pelos actogramas das ratas E2 + Veiculo (Figura 16,
Painel A) e E2 + RTX (Figura 16, Painel B) ndo mostrou alteragdo em funcéo do
tratamento com RTX. Também n&o houve alteracdo amplitude desse ritmo (Figura
16, Painel C).



45

A —- E2 + Veiculo (n=9)

-0 E2+ RTX (n=8)

39.01

Temperatura circadiana (°C)

[ I 2 a0 DS 0Z0°Z°Z2Z2ZBaEam 0
36.5-
10 11 12 13 14

Dias ap6s dessensibilizacao *
Aquecimento

6000 A
5000
4000 1

3000 A

Amplitude da
temperatura (UA)

2000 A

1000~

E2 + Veiculo E2 + RTX

Figura 15 - Analise circadiana de Tinema de ratas OVX com implante de E2 tratadas
ou ndao com RTX. Painel A: Registro da Tinema durante os 4 dias de
dessensibilizacdo que antecederam o aguecimento. O inicio e término dos registros
foi as 12:00 horas dos dias 10 e 14, respectivamente. As barras brancas
representam a fase clara do dia, com acendimento da luz as 7:00 horas. As barras
pretas representam a fase escura, que se inicia as 19:00 horas, quando as luzes se
apagam. Os dados estdo expressos pela média £+ EPM. *, p<0,05 pelo teste de
variancia de duas vias seguido pelo teste de Tukey. Painel B: Amplitude do ritmo
circadiano de Tinema. OS dados estéo apresentados pela média =+ EPM. *, p<0,05 em
relacdo ao grupo controle, pelo teste t-student.
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Figura 16 - Actograma representativo de uma rata E2 + Veiculo (Painel A) e E2 +
RTX (Painel B). As barras brancas representam a fase clara do dia, com
acendimento da luz as 7:00 horas. As barras pretas representam a fase escura, em
que as luzes se apagam as 19:00 horas. Os numeros na horizontal indicam as horas
do dia e os niumeros na vertical se referem ao niumero de dias de registro. Painel C:
Amplitude do ritmo circadiano de ALE. Os dados estdo apresentados pela média +
EPM.

5.3 Efeito do E2 no controle termorregulatério de ratas OVX durante exposicao

a ambiente aquecido

Ratas com implantes de 6leo e de E2 foram expostas a ambiente aquecido de
34°C durante 40 minutos.

Houve um aumento na Tinema €M ambos 0s grupos em relagdo aos 5 minutos
iniciais de aquecimento (p<0,05), que variou de 37,3°C a 39°C, aproximadamente,
resultando em um ATinema maximo de 1,23°C + 0,11 no grupo 6leo e 1,45°C + 0,11
nas ratas tratadas com E2 (Figura 17, Painéis A e B).

Quando se avalia a capacidade de dissipacdo de calor pela pele da cauda,

ratas tratadas com E2 apresentaram mecanismos de perda de calor mais efetivos
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em relacdo ao grupo controle, visto que a dissipacao foi simultdnea ao aguecimento
desde os primeiros minutos (p<0,05). A Tcauda NO grupo oleo foi de 31,75°C + 0,16 e
no grupo E2 foi de 33,08°C £ 0,16. O ATaudafoi de 1,48°C + 1,72 nas ratas contendo
implante 6leo e 2,58°C % 0,63 nas tratadas com E2 (Figura 17, Painéis C e D).

A relacdo Tiema X Tcauda fOrnece informacdes importantes sobre os
mecanismos envolvidos na termorregulacéo atraves dos diferentes perfis das curvas
encontradas em cada grupo (Figura 18, Painel A).

O primeiro parametro calculado a partir dessa curva foi o limiar de dissipacéo
de calor, que representa o valor de Tiwema @ partir da qual a rata inicia 0 aumento
exponencial da dissipacado de calor através da pele da cauda. Observou-se uma
diferenca em funcdo do tratamento nesses animais, de forma que no grupo 6leo a
dissipacéo teve inicio a 38,42°C = 0,19 e no grupo E2 a 37,75°C = 0,08 (p<0,05;
Figura 18, Painel B), demonstrando o envolvimento desse hormonio na homeostase
termorregulatoria.

Outro parametro que pode ser calculado foi a sensibilidade de dissipacao de
calor através da inclinacdo das curvas, que também apresentou diferencas entre as
ratas tratadas com 6leo e E2, de forma que o valor no primeiro grupo foi 3,78 £ 1,12
e no segundo grupo 13,33 * 3,31 (p<0,05; Figura 18, Painel C).
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Figura 17 - Andlise das respostas termorregulatérias de ratas OVX com implantes
de 6leo e de E2 em ambiente aquecido. A Tinema € sua variacdo (ATinerna) durante os
40 minutos de aquecimento e 0os 60 minutos seguintes estdo representadas nos
painéis A e B, respectivamente. A Tcauga € sua variagdo (ATcauga) durante o
aguecimento estéo representadas nos painéis C e D, respectivamente. As barras de
cor cinza representam o tempo de aguecimento. Os dados estédo apresentados pela
média + EPM. #, p<0,05 demonstra elevacdo da Tinerna de ratas contendo implante
E2 em relacdo aos 5 minutos iniciais de aquecimento; @ p<0,05 demonstra
elevacao da Tinema de ratas contendo implante éleo em relacdo aos 5 minutos iniciais
de aquecimento.*, p<0,05 em relacdo ao grupo 6leo; todos obtidos pelo teste de
variancia de duas vias seguido pelo teste de Tukey.
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Figura 18 - Analise de parametros termorregulatorios de ratas OVX com implantes
de Oleo e de E2. Painel A: Relacdo entre Tinema © Tcauda d€ ratas expostas a
ambiente aquecido. Painel B: Efeito do estradiol sobre o limiar de dissipacdo de
calor. Painel C: Efeito do estradiol sobre a sensibilidade de dissipacéo de calor. Os
dados estdo apresentados pela média + EPM. **, p<0,01; *, p<0,05 em relacdo ao
grupo controle, pelo teste t-student.
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5.4 Efeito do E2 na producdo de calor metabdlico em ratas OVX durante

exposi¢cao a ambiente aquecido

A taxa metabdlica foi utilizada para verificar se 0 aumento da temperatura da

cauda observado nas ratas ocorreu em fungdo de um aumento simultdneo dos

mecanismos de producédo de calor. Para isso, ratas contendo implantes de 6leo ou

de E2 tiveram o consumo de oxigénio (VO,) registrado durante 40 minutos a 34°C.

N&o foram encontradas diferencas em funcdo do tratamento em nenhum ponto

(Figura 19), indicando que a producédo de calor ndo € alterada pelo tratamento com

E2.
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Figura 19 - Consumo de oxigénio (VO;) de ratas OVX com implantes de dOleo e de
E2 expostas a ambiente aquecido. A barra de cor cinza indica o tempo de
aguecimento. Os dados estdo apresentados pela média + EPM.
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5.5 Efeito dos canais TRPV1 no controle termorregulatério de ratas OVX

tratadas com E2 durante exposi¢cdo a ambiente aquecido

Ratas com implantes de E2 tratadas ou ndo com RTX foram expostas a
ambiente aquecido de 34°C durante 40 minutos.

Houve um aumento da Tinema €M ambos 0s grupos, de forma que ratas E2 +
RTX alcancaram maiores valores de temperatura em relacdo ao grupo E2 + Veiculo
(p<0,05). Quando se observa 0 ATiema dOS grupos, a rata dessensibilizada também
teve maior aumento em relacao ao grupo controle (p<0,05; Figura 20, Painéis A e B).
Quando se avalia a capacidade de dissipacao de calor pela pele da cauda, ratas E2
+ Veiculo apresentaram mecanismos mais efetivos em relacdo as ratas
dessensibilizadas (p<0,05). Consequentemente, foi observado um maior ATcauga NO
grupo controle em relagéo as tratadas com RTX (p<0,05; Figura 20, Painéis C e D).

A relacdo Tinerma X Tcauda de ratas dessensibilizadas e veiculo fornecem
informacBes importantes sobre o papel dos canais TRPV1 na termorregulacdo
guando ja se tem o efeito do E2 nesses animais (Figura 21, Painel A).

O célculo do limiar de dissipacdo de calor mostrou que ratas E2 + Veiculo
iniciam o processo de perda de calor em temperaturas mais baixas que as E2 + RTX
(p<0,0001; Figura 21, Painel B).

A dessensibilizacdo também alterou a sensibilidade de dissipacdo de calor dos
grupos, visto que ratas E2 + RTX apresentaram menor valor em relacdo ao controle
(p<0,001; Figura 21, Painel C).
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Figura 20 - Andlise das respostas termorregulatorias de ratas OVX com implante de
E2, tratadas ou ndo com RTX expostas a ambiente aquecido. A Tinemna € Sua
variacao (ATinerna) durante os 40 minutos de aguecimento e os 60 minutos seguintes
estdo representadas nos painéis A e B, respectivamente. A Tcauga € SUa variacao
(ATcauda) durante o aquecimento estdo representadas nos painéis C e D,
respectivamente. As barras de cor cinza representam o tempo de aquecimento. Os
dados estdo apresentados pela média + EPM. * p<0,05 em relacdo ao grupo
controle (E2 + Veiculo); pelo teste de variancia de duas vias seguido pelo teste de
Tukey.
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Figura 21 - Andlise de parametros termorregulatérios de ratas OVX com implante de
E2, tratadas ou ndo com RTX. Painel A: Relacdo entre Tiema € Tcauda d€ ratas
durante exposicdo a ambiente aquecido. Painel B: Efeito do estradiol sobre o limiar
de dissipacdo de calor. Painel C: Efeito do estradiol sobre a sensibilidade de
dissipacéo de calor. Os dados estdo apresentados pela média + EPM. **** p<0,0001
; *** p<0,001; ambos em relacdo ao grupo controle ao grupo controle (E2 + Veiculo),
pelo teste t-student.
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A tabela 2 mostra os valores comparativos de limiar e sensibilidade de
dissipacao de calor em ratas 6leo, E2, E2+Veiculo e E2+RTX durante a exposicao a

ambiente aquecido.

Tabela 2: Limiar e sensibilidade de dissipacdo de calor observados durante
aquecimento a 34°C por 40 minutos nos animais com implantes de 6leo e de E2; e

nos animais com implantes de E2 tratados com RTX e veiculo.

Grupo - -
_ Limiar Sensibilidade
experimental
Oleo 38,42 £ 0,19 °C 3,78+ 1,12
E2 37,75+0,08°C* 13,33+3,31*
E2 + veiculo 37,57 £ 0,06 °C 11,86 + 2,04

E2+ RTX 38,65+ 0,16 °C * 2,17+0,81%*
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6 DISCUSSAO

6.1 Efeito do E2 e dos canais TRPV1 sobre controle circadiano de Tinterna €
ALE

Alguns parametros fisiologicos estdo sob controle do relégio central, o nucleo
supraquiasmatico do hipotalamo - NSQ. Como exemplo, pode-se destacar a Tinterna,
ALE e o comportamento alimentar (TAKAHASHI et al., 2008). Além disso, estudos
propéem que o E2 age diretamente sobre esse nucleo e controla ritmos circadianos
(SIMONNEAUX; BAHOUGNE, 2015). Dessa forma, avaliamos o efeito desse
horménio sobre as oscilagdes circadianas de Tinerma € ALE, dois importantes outputs
do relégio que foram obtidos simultaneamente em nossos experimentos.

Neste trabalho foram encontradas algumas diferencas pontuais de Tinerna NOS
grupos 0leo e E2 durante a fase escura, mas esse horménio ndo foi capaz de alterar
a amplitude desse ritmo. No entanto, quando o tratamento foi realizado através de
injecbes com cipionato de estradiol (10 ug/0,2mL) durante 3 dias consecutivos
(dados anteriores do nosso laboratério mostram isso), as ratas OVX apresentaram
menores valores de Tierna Na fase clara e escura em relacdo ao grupo tratado. Além
disso, ratas intactas apresentam maiores valores de Tiyema apenas durante a fase
clara quando comparadas as ratas OVX. Apesar do tipo de tratamento
aparentemente interferir no efeito desse horménio sobre a temperatura, os dados
encontrados no presente estudo estdo de acordo com outros obtidos da literatura
que demonstram que o tratamento com implantes E2 ndo é capaz de alterar a Tinterna
de ratas mantidas sob determinadas temperaturas ambientes (DACKS, RANCE;
2010). Nossos resultados corroboram com estes e estudos anteriores realizados em
nosso laboratério com implantes de E2 também mostraram resultados semelhantes.
Concluimos, portanto, que os esteroides ovarianos (E2 e progesterona) séo
responsaveis pela manutencdo da Tinema durante a fase clara, e que o tratamento
com E2 é responsavel pela manutencdo da Tinema @penas na fase escura. Além
disso, somente o tratamento com cipionato de estradiol € capaz de alterar a
manifestacdo ritmica de temperatura, mostrando a importancia desse hormonio
nesse processo. Ja o tratamento com implantes com 17-B3-estradiol ndo interfere na

Tinterna Circadiana.
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Além do E2, estudamos o papel dos canais TRPV1 sobre a Tinema Circadiana,
uma vez que estes canais desempenham fun¢des importantes na termorregulacao
(ROMANOVSKY et al., 2009). Dessa forma, avaliamos o efeito da dessensibilizacédo
dos canais TRPV1 sobre o ritmo circadiano de Tinema de ratas tratadas com E2. A
dessensibilizagcédo dos canais TRPV1 da regido abdominal provocou um aumento da
Tinterna NO grupo E2 + RTX. Com excec¢do do horério das 11:00 horas do dia 11 da
dessensibilizacdo, valores aumentados de Tinema foram observados durante a fase
escura. Quando analisamos o efeito do E2 sobre Tinema Circadiana em trabalhos
anteriores no nosso laboratdrio, observamos que o tratamento com injecdo de
cipionato de E2 promove o mesmo efeito sobre a Tinema também na fase escura.
Estes resultados em conjunto, sugerem um efeito do E2 e do TRPV1 em manter os
valores de Tinerna durante a fase escura. Corroborando esses resultados, Diogenes e
colaboradores (2006) mostraram que a corrente induzida por capsaicina (portanto
de TRPV1) de neurbnios do ganglio trigémio é potencializada por prolactina somente
em ratas intactas ou ratas OVX tratadas com E2, reforcando a importancia desse
horménio nos mecanismos que envolvem a ativacdo dos canais TRPVL1.

Interessantemente, a ovariectomia leva a uma diminuicao dos valores de Tinterna
durante a fase clara quando comparado aos das ratas ciclando regularmente,
mostrando um efeito dos esterbides ovarianos (estradiol e/ou progesterona) em
manter os valores de Tinema durante esta fase. A reposicdo do E2 por meio de
implantes contendo este horménio nao foi capaz de alterar os valores de Tinterna
durante a fase clara, sugerindo que ambos os hormdénios estdo envolvidos com a
manutencdo da Tinema durante as 24 horas, sendo que provavelmente a
progesterona participe desse processo durante a fase clara, enquanto que o E2
participe durante a fase escura. Reforcando esta possibilidade, por outro lado,
guando analisamos o efeito do tratamento com RTX sobre a Tinerna de machos, os
valores permanecem aumentados durante ambas as fases, clara e escura.
Consequentemente, a amplitude do ritmo circadiano de Tinema diminuiu. J& nas
fémeas, devido ao papel dos esteroides ovarianos (dados anteriores do nosso
laboratorio mostram este efeito) sobre o nadir da Tinerna € UM efeito do E2 somente
na fase escura, durante o pico de Tinema, @ CONsequéncia foi um aumento da
amplitude do ritmo circadiano de Tinema, resultado oposto do encontrado nos

machos.
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Considerando os resultados do presente estudo, acredita-se que a Tinerna N80
manteve aumentada durante todo o periodo apds a dessensibilizacdo pelo fato de
mecanismos compensatorios a falta dos canais TRPV1 terem sido acionados,
trazendo a temperatura para valores mais préximos da normalidade (GAVVA, 2008).
Alguns pontos isolados de Tinema que se mantiveram elevados durante a fase escura
pode estar relacionado ao maior periodo de atividade desses animais nessa fase
(GORDON, 1990), que por nao terem os canais TRPV1 funcionais, apresentaram
prejuizo nesse controle.

Outro fator relevante que pode ter contribuido para as diferencas de Tinema Nas
fémeas E2 + RTX quando comparado aos machos dessensibilizados € o perfil
hormonal decorrente do modelo utilizado neste estudo. Ratas OVX + E2 apresentam
valores aumentados de estradiol plasmatico (inferéncia feita pelos valores
aumentados de peso uterino nas ratas OVX + E2). Além disso, em funcao das acbes
deste hormdnio sobre os lactotrofos hipofisarios (BURNS; SARKAR, 1993), os niveis
de prolactina (PRL) devem estar elevados neste modelo. Interessantemente, Patil e
colaboradores (2013) demonstraram que a prolactina (PRL) - horménio produzido
pela hipdéfise e regides extra-hipofisarias — é capaz de regular a expresséo de canais
TRP de maneira sexo-dependente em processos inflamatérios. Além disso, canais
TRPV1, TRPA1 e TRPM8 foram sensibilizados pela prolactina em neurdnios
sensoriais de ratas OVX tratadas com E2, mas essa resposta hdo ocorreu no grupo
de ratas OVX sem tratamento com E2 (PATIL et al., 2013). Outro estudo mostrou
que o pré-tratamento com PRL reduziu o limiar de ativacdo dos canais TRPV1 de
41,9°C para 36,8°C em cultura de neurdnios do ganglio trigémeo de ratas intactas,
mas esse efeito ndo foi observado nas ratas OVX (DIOGENES et al.,, 2006).
Acreditamos, portanto, que além do efeito direto do E2 sobre parametros
termorregulatorios, existe a possibilidade de que essa a¢édo possa ser mediada pela
PRL sob um efeito modulador do E2 e que esse horménio, juntamente com o0s
canais TRPV1, sdo dois importantes fatores que promovem a eficiéncia do controle
de Tinerna €M ratas. Além disso, acreditamos que a falta desse canal ndo provocou
grandes aumentos de temperatura nas fémeas quando comparado aos machos
devido ao possivel efeito protetor do E2, que pode ser direto ou indireto, através da
modulacdo de outros hormonios e canais, como a PRL e o TRPV1, respectivamente.

Em relacdo a ALE, os actogramas das ratas 6leo e E2 mostraram um perfil de

atividade semelhante, com periodo de vigilia na fase escura e periodo de repouso
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na fase clara. Assim como na temperatura, o implante de E2 nao foi capaz de
interferir na manifestacdo desse ritmo, uma vez que a amplitude ndo foi alterada
entre 0s grupos. Mosquera e colaboradores (2015) demonstraram em seus
experimentos que ratas tratadas com implantes de E2 e placebo também néao
apresentaram diferencas na atividade locomotora apds 28 dias de ovariectomia. Por
outro lado, trabalhos mostraram que fémeas neonatas Knockout para aromatase —
enzima responsavel pela conversao da testosterona em estrogénios — apresentam
menor atividade na roda de atividade em relacdo ao grupo selvagem, demonstrando
o envolvimento do horménio em determinar o nivel de atividade locomotora
(ROYSTON; BUNICK; MAHONEY, 2016).

Ratas E2 + RTX e E2 + Veiculo também apresentaram um perfil de atividade
locomotora semelhante e a amplitude desse ritmo também néo foi alterada. Jeong e
Seong (2014) mostraram em seus experimentos que animais neonatos machos
tratados com capsaicina em doses suficientes para promover dessensibilizacéo
também ndo apresentaram diferencas na atividade locomotora em relacédo ao grupo
controle. Diferentemente desses achados, os experimentos com machos em nosso
laboratério mostraram que a dessensibilizagdo dos canais TRPV1 provocou uma
reducdo da amplitude desse ritmo e alterou o horario de maior atividade desses
animais. Aparentemente o papel dos canais TRPV1 na ALE ainda é controverso e as
respostas podem ser alteradas de acordo com determinadas variaveis fisiolégicas,
como o envelhecimento (HUDSON et al., 2016).

6.2 Efeito do E2 e dos canais TRPV1 sobre a Tinerna durante a exposicao a

ambiente aquecido

Durante o aquecimento, houve um aumento da Tiyema Nas ratas 6leo e E2. Os
valores maximos de temperatura alcancados por ambos os grupos foram muito
semelhantes durante todo o aguecimento e nos 60 minutos seguintes. Esses dados
diferem-se dos apresentados por Dacks e Rance (2010), uma vez que eles
demonstraram em seus experimentos que a Tinerna de ratas 6leo e E2 apresentaram
valores semelhantes até 32,5°C e, a partir dessa temperatura, as ratas 6leo tiveram
um aumento mais acentuado em relacdo as ratas tratadas com E2.

A capacidade de dissipacao de calor de cada grupo durante o aquecimento foi

avaliada através da medida da T.auq4a. INnteressantemente, as ratas tratadas com E2
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tiveram um aumento da Tcauda 10go NO inicio da exposi¢cdo a ambiente aquecido
(primeiros 5 minutos de aquecimento). Em contrapartida, nas ratas tratadas com
Oleo, este aumento na Tcauda teve inicio aos 15 minutos da exposicdo a ambiente
aguecido. Este resultado indica um prejuizo dos mecanismos de perda de calor,
provavelmente devido a auséncia do horménio. O célculo do limiar e sensibilidade
de dissipacdo de calor apontam para esta direcdo. De fato, ratas OVX + 6leo
apresentaram maior limiar de dissipacdo de calor e menor sensibilidade. Dessa
forma, podemos inferir que os ajustes termorregulatorios nas ratas E2 foram mais
eficientes pelo fato do aumento da Tiyema ter sido acompanhado prontamente pela
dissipagdo de calor. Diferentemente do nosso estudo, Dacks e Rance (2010)
utilizaram o indice de Dissipacéo de Calor (IDC) para avaliar a vasomotricidade da
cauda. Nesse contexto, eles encontraram que as ratas OVX tratadas com Oleo
apresentaram maior dissipacao de calor que as ratas E2 em temperatura ambiente
considerada a zona termoneutra do animal.

Assim, podemos atribuir as condi¢cdes experimentais diferentes e a forma em
gue a dissipacdo de calor foi avaliada como determinantes para estes resultados
discrepantes. No nosso estudo, a dissipacao de calor foi obtida durante a exposicéo
ao calor e utilizamos para avaliar esse mecanismo os valores absolutos da T¢ayga € 0O
ATcauga- NO trabalho citado anteriormente, a perda de calor foi obtida através do
calculo do IDC, e as diferencas que foram encontradas entre 0s grupos estavam
dentro da zona termoneutra, ou seja, em temperaturas inferiores a utilizada nesse
trabalho.

As alteracdes no limiar de dissipacédo de calor sugerem que a auséncia do E2
afeta mecanismos centrais envolvidos na dissipacdo de calor, que estdo
relacionadas a alteracfes na atividade de neurbnios sensiveis a temperatura na
APO ou as eferéncias que controlam a dissipacao de calor (NADEL et al., 1971).

A sensibilidade de dissipacdo de calor também foi alterada pelo tratamento
com E2, evidenciando que esse hormonio est4 envolvido na modulagéo periférica de
dissipacédo de calor. A pele possui distribuicdo distinta de nervos e glandulas que
varia de densidade dependendo da regido, o que justifica maior sudorese em
determinadas partes do corpo que em outras (STOLWIJK et al., 1971). Outro
importante indicio de uma modulagéo periférica seria uma resposta diferenciada a
sudorese para um mesmo “drive” central em determinadas regifes da pele. Dessa

forma, acreditamos que o tratamento com E2 possa interferir de alguma maneira
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com a vasomotricidade da cauda, garantindo que a vasodilatagdo ocorra a valores
de Tinerna Menores do que nas ratas OVX (tabela 2).

Para avaliar se paralelo as acdes do E2 sobre a dissipacao de calor pela pele
da cauda este horménio também atue na producdo de calor, analisamos a taxa
metabdlica de ratas Oleo e E2 através do consumo de oxigénio (VO;). Nao foram
observadas diferencas no VO, entre os grupos OVX + 6leo e OVX + E2 durante 0s
40 minutos de exposicdo ao ambiente quente. Estudos prévios da literatura
mostraram resultados semelhantes em temperaturas ambientes que variaram de 15
a 25°C (HOSONO et al.; 2001). Interessantemente, outro trabalho mostrou que a
administracdo subcutéanea (s.c.) e intracerebroventricular (ICV) de E2 aumenta a
expressdo de UCP-1 no tecido adiposo marrom, indicando maior termogénese
(MORENTIN et al., 2014). Apesar da controvérsia desses resultados, podemos dizer
qgue no nosso estudo o tratamento com E2 n&o interferiu na produgéo de calor, mas
esse hormonio foi importante para a eficiéncia da dissipagéo pela pele da cauda.

Uma possivel resposta conjunta dos canais TRPV1 com o E2 também foi
avaliada durante a exposi¢cdo a ambiente aquecido.

Nas ratas do grupo E2 + RTX, o aumento de Tiyerna fOi Significantemente maior
do que os nas ratas do grupo E2 + Veiculo desde o inicio do aguecimento, e esta
elevacdo manteve até aproximadamente 30 minutos apos o fim da exposicdo ao
calor. Interessantemente, esse aumento da temperatura nédo foi acompanhado da
maior dissipacdo de calor pela pele da cauda. Resultados semelhantes foram
encontrados em outros estudos, de forma que para um mesmo valor de Tinema,
animais dessensibilizados por capsaicina expostos ao calor apresentam menor Tcayda
em relacdo ao grupo controle, sugerindo que a dessensibilizacdo aumenta o limiar
de vasodilatacdo pela pele da cauda (ROMANOVSKY et al., 2009). Assim, nossos
resultados mostram que os canais TRPV1 sao importantes para a eficiéncia do
processo termorregulatério de ratas durante a exposicdo ao ambiente quente.
Acreditamos também que o E2 atue amplificando as respostas desse canal, mas
novos estudos sdo necessarios para melhor compreensdo do horménio nesse
processo.

O limiar e a sensibilidade de dissipacdo de calor também foram alterados na
auséncia dos canais TRPV1, evidenciando uma alteracdo central e periférica dos
mecanismos de dissipacao de calor. Levando-se em consideragao que esses canais

presentes na regido abdominal sdo importantes componentes da termorregulacéo, a
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destruicdo das fibras que expressam os canais TRPV1 pode ter comprometido as
vias ascendentes que chegam as regides envolvidas no controle de temperatura,
sendo um dos fatores que pode ter desencadeado o aumento do limiar de
dissipacéo de calor. Interessantemente, o limiar da rata E2 (37,75°C = 0,08) é muito
semelhante ao da rata E2 + Veiculo (37,57°C + 0,06). No entanto, quando os canais
TRPV1 das ratas tratadas com E2 s&o destruidos (grupo E2 + RTX), observa-se
uma grande elevacéo do limiar (38,65°C £ 0,16), assemelhando-se ao grupo 6leo
(38,42°C £ 0,19). Assim, podemos dizer que os canais TRPV1 desempenham uma

acdo importante juntamente com o E2 na homeostase térmica em fémeas.
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7 CONCLUSAO

Frente aos resultados obtidos nesse estudo, concluimos que a eficiéncia do
processo termorregulatério de ratas é dependente da acdo do E2 e dos canais
TRPV1, e que a auséncia de um desses componentes provoca prejuizo dos

mecanismos de controle de temperatura em ambiente aquecido.
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