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UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO

/ PROGRAMA DE POS-GRADUACAOQ EM CIENCIAS

BIOLOGICAS

ATA DE DEFESA DE DISSERTACAO

Aos 03 dias do més de abril do ano de 2018, as 13:00 horas, nas
dependéncias Nicleo de Pesquisas em Ciéncias Bioldgicas (Nupeb), foi
instalada a sessdo publica para a defesa de dissertacdo da mestranda
Thayane Oliveira Reis, sendo a banca examinadora composta pelo Prof,
Rodrigo Cunha Alvim de Menezes (Presidente - UFOP), pela Profa. Daniela
Caldeira Costa Calsavara (Membro - UFOP), pelo Prof. Samuel Penna
Wanner (Membro - Externo). Dando inicio aos trabalhos, o presidente, com
base no regulamento do curso e nas normas que regem as sessdes de
defesa de dissertagao, concedeu a mestranda Thayane Oliveira Reis 30
minutos para apresentacdo do seu trabalho intitulado "Participacao do
Receptor de Potencial Transitério Vanildide do Tipo 1 (Trpvl) Nas
Respostas Termorregulatérias em Ratos Wistar Submetidos a Estresse
Social”, na area de concentracdo: Bioquimica Metabdlica e Fisiol6gica.
Terminada a exposicdo, o presidente da banca examinadora concedeu, a
cada membro, um tempo maximo de 45 minutos, para perguntas e
respostas a candidata sobre o conteldo da dissertacdo, na seguinte
ordem: Primeiro, Prof. Samuel Penna Wanner; segundo, Profa. Daniela
Caldeira Costa Calsavara; terceiro, Prof. Rodrigo Cunha Alvim de
Menezes. Dando continuidade, ainda de acordo com as normas que regem
a sessao, o presidente solicitou aos presentes que se retirassem do recinto
para que a banca examinadora procedesse a analise e decisao,
anunciando, a seguir, publicamente, que a mestranda foi aprovada por
unanimidade, sob a condicdo de que a versdo definitiva da dissertacdo
deva incorporar todas as exigéncias da banca, devendo o exemplar final
ser entregue no prazo maximo de 60 (sessenta) dias a Coordenacdo do
Programa. Para constar, foi lavrada a presente ata que, apos aprovada, vai
assinada pelos membros da banca examinadora e pela mestranda. Ouro
Preto, 03 de abril de 2018.
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RESUMO:

A palavra estresse refere-se ao esforco da adaptacdo do organismo diante
situacbes que sdo consideradas ameacadoras a vida e ao equilibrio interno. As respostas
que o sistema nervoso central dos mamiferos produz durante o estresse envolvem aumento
da concentracdo plasméatica do hormdnio adrenocorticotropico (ACTH), da pressao arterial
(PA), da frequéncia cardiaca (FC), da temperatura do tecido adiposo marrom (TAM) e da
temperatura corporal (TCO). Em ratos, as respostas fisiologicas para as situagdes
marcantes incluem um aumento da temperatura corporal, que pode ser chamado de
“hipertermia induzida por estresse”, que ¢ mediada por uma combinagdo de termogénese
do TAM e a vasoconstricdo da artéria caudal. A temperatura dos tecidos periféricos €
regulada e sincronizada por vias indiretas, pelos canais TRPV1, o0s quais atuam como
mediadores na regulacdo da temperatura. O presente estudo é focado no canal TRPV1, um
importante receptor de canal ibnico pertencente a familia TRP. Deste modo, objetivamos
avaliar o papel do receptor TRPV1 periférico nas respostas cardiacas e termorregulatorias
em situacOes de estresse social por rato intruso. Para tal, foram implantados nos animais
sensores de FC e de temperatura e, apds 24 horas, foi feito nos mesmos o protocolo de
dessensibilizagdo do TRPV1 com RTX (resiniferatoxina). As respostas cardiacas e
termorregulatérias foram avaliadas ap6s 7 dias durante o protocolo de inducdo de estresse
social por rato intruso. Nossos resultados demonstraram que 0 estresse causou taquicardia,
aumento na temperatura corporal e na temperatura do TAM nos animais veiculo e
dessensibilizados. Porém, apds o periodo de estresse, a FC e as temperaturas corporal e do
TAM ndo retornaram aos Vvalores basais nos animais dessensibilizados. Observamos
também que a dessensibilizacdo do TRPV1, por si sO, foi capaz de aumentar a temperatura
do TAM e do dorso durante condicdes de repouso. Alkm disso, demonstramos que a
dessensibilizacdo dos canais TRPV1 diminuiu a temperatura caudal durante o periodo de
estresse, ao contrario do grupo veiculo, o qual aumentou a temperatura caudal durante
estresse. Estes resultados mostraram que 0s animais dessensibilizados para TRPV1 com
RTX, ndo recuperam seus valores basais de FC e temperatura apds periodo de estresse.
Assim, nosso estudo sugere que o TRPV1 é um importante receptor para a recuperacdo da

temperatura ap6s um periodo de estresse.



ABSTRACT:

The stress word refers to the organism's adaptation effort when facing life and
internal balance threatening situations. The mammals central neural system’s response
during stress involves increasing adrenocorticotropic  hormone (ACTH) plasma
concentration, blood pressure (BP) and heart rate (HR). Rats’ physiological response to
threatening situations also includes increasing body temperature, which is called “stress-
induced hyperthermia”, mediated by a combination of brown adipose tissue (BAT)
thermogenesis and caudal artery vasoconstriction. Peripheral tissues temperature is
regulated and synchronized by indirect pathways by the TRPV channels, which act as a
temperature regulation mediator. The present study is focused on the TRPV1 channel, an
important ionic channel receptor that belongs to TRP family. Thus, we aimed to evaluate
the role of peripheral TRPV1 on thermoregulatory and cardiac responses caused social
stress, by intrusive rat situations. Animals were implanted with HR and temperature
sensors, and after 24 hours, they went through a TRPV1 desensitization protocol using
RTX (nome da toxina). Cardiac and thermoregulatory responses were evaluated after 7
days during social stress induced by an intrusive rat protocol. Our results demonstrated that
stress caused tachycardia, body temperature and BAT temperature increase in the vehicle
and desensitized rats. After the stress period HR, body and BAT temperature did not return
to baseline levels in the desensitized animals. We also observed that TRPV1
desensitization by itself was capable increase TAM and animals’ back temperature during
resting conditions. Furthermore, we demonstrated that channels TRPV1 desensitization
lowered caudal temperature during stress period, contrary to the wvehicle group, which
increased caudal temperature during stress. Those results showed that animals desensitized
for TRPV1 with RTX do not recover their baseline HR and temperature values after the
stress period. Thus, our study suggests that TRPV1 is an important receptor to temperature

recovery after a stress period.



1- INTRODUCAO

1.1 Hipertermia de estresse

A palavra estresse remete ao esforco da adaptacdo do organismo em enfrentar
situacBes que sdo consideradas ameacadoras a vida e ao equilibrio interno (CANNON,
1929). Selye propde a teoria da sindrome de adaptacdo geral, conhecida como estresse
(SELYE, 1936). O estresse pode ser definido como um estado de tenséo que leva a uma
ruptura no equilibrio interno do organismo, este desequilibrio geralmente pode ocorrer
quando a pessoa necessita responder a alguma situacdo onde ultrapassa sua capacidade de
adaptacdo (EVERLY, 1990). Segundo Cannon (1929) o responsavel por toda essa
restauracdo da homeostase apds a perturbacdo pelo estimulo estressante seria 0 sistema
nervoso autbnomo simpatico (CANNON, 1929).

As respostas que o sistema nervoso central dos mamiferos produz durante o
estresse envolvem aumento da concentragcdo plasmética do hormonio adrenocorticotropico
(ACTH), da pressao arterial (PA), da frequéncia cardiaca (FC), da temperatura do tecido
adiposo marrom e da temperatura corporal (TCO) (STOTZ-POTTER et al, 1996a;
STOTZ-POTTER et al, 1996b; DE MENEZES et al., 2008; OOTSUKA et al., 2008), e
também acompanhadas de comportamentos defensivos como, fuga, congelamento, ataque
defensivo e avaliagdo de risco (BLANCHARD et al., 1989 a; b). Estudos de Clark (1997)
reconhecem O estresse COMO UM mecanismo necessario para aumentar a chance de
sobrevivéncia dos mamiferos (CLARK et al., 1997). Nos dias atuais a vida em sociedade
tem nos propiciado diversas situacbes de estresse, exigindo uma constante ativacdo das
vias neuronais e dos sistemas compensatorios de adaptacdo (Chrousos, 2009; Szczepanska-
Sadowska, 2008).

Existem vérias formas de estresse, porém os dois tipos principais sdo o estresse
fisico; caracterizado como uma ameacga direta a0 organismo, e o estresse psicoemocional;
que necessita da participacdo de varias estruturas cerebrais para ser interpretado
(MAYOROW, 2011). Bjorkqvist (2001) constatou em seu estudo que 0S estressores de
origem psicologica e social sdo mais comuns no ser humano.

A disputa para sobrevivéncia e reproducdo em mamiferos possui um papel

importante no contexto sexual e definicdo de territorio, principalmente entre machos. A
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definicdo de territdrio pode se manifestar principalmente por meio de reacdes agressivas
onde se destaca um dominante e um perdedor segundo estudos de Krebs e cols. (1996).
Um modelo conhecido para estudo do estresse social em animais € conhecido como
interacdo residente- intruso, onde um macho adulto (intruso) € introduzido na caixa de um
animal ndo familiar e agressivo (residente). Esta situacdo gera comportamentos agressivos
no residente e comportamentos defensivos, como congelamento, no intruso, sendo esta
uma situacdo de estresse agudo (KOOLHASS et al, 1997; MOTTA et al., 2009). O
modelo de novidade social utilizado por Mesquita (2016) foi adaptado a partir dos estudos
de Keeney (2006) e Mohammed (2014), nestes estudos os animais experimentais eram oS
animais residentes. J& no modelo de Mesquita (2016) o animal experimental era o animal
intruso na situacdo, enquanto o animal residente esta dentro de uma gaiola com grade. Este
modelo de estresse é interessante pois € possivel isolar os tipos de estimulos, ocorrendo
neste caso somente o estresse emocional por ndo existir estimulo fisico (MESQUITA et al,
2016; KEENEY et al., 2006; MOHAMMED et al., 2014).

Durante o estresse, a mudanca na distribuicdo do fluxo sanguineo pode ocorrer
em varias partes do corpo, como por exemplo na pele (VIANNA e CARRIVE, 2005). A
partir da ideia exposta por Blessing em 1999, foi realizado em 2005 o primeiro estudo para
investigar as alteracbes do fluxo sanguineo na pele durante situacbes de medo em ratos,
onde observaram que os ratos utilizados apresentavam vasoconstricdo na orelha e cauda
durante o estimulo de alerta, sugerindo assim que esta vasoconstricdo poderia ser
generalizada (VIANNA e CARRIVE, 2005).

A temperatura interna em mamiferos pode sofrer variacdo quando expostos em
situagc0es marcantes, emocionalmente significativas, sendo situacGes relevantes para a
sobrevivéncia do individuo (BLUMBERG et al., 1978; CABANAC, 2000; HETEM et al.,
2013; LKHAGVASUREN et al, 2011). Em ratos, as respostas fisiologicas para as
situacbes marcantes incluem um aumento da temperatura interna, que pode ser chamado de
“hipertermia induzida por estresse”, que € mediada por uma combinacdo de termogénese
do tecido adiposo marrom e a vasoconstricdo da artéria caudal (MOHAMMED et al.,
2013; KATAOKA etal., 2016; NAKAMURA et al.,, 2015; BLESSING et al., 2016).

Os aumentos na temperatura corporal facilitam o funcionamento do musculo
cardiaco e esquelético (BENNETT, 1985), enquanto que O aumento na temperatura
cerebral pode ser importante para suas funcGes intrinsecas (BLESSING et al, 2013).
Estudos de Blessing (2013) sugerem que 0s aumentos na temperatura cerebral podem

facilitar as sinapses de processos cognitivos associados com a exploracdo do ambiente.
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Temperaturas elevadas além dos valores fisiologicos considerados normais facilitam o
ritmo de exploracdo do ambiente, porque os neurénios do hipocampo expressam receptores
potencial transiente vanildide tipo 4 (TRPV4), e a ativacdo destes receptores sao mediadas
pelos aumentos fisiologicos na temperatura do cérebro de excitabilidade neuronal
(SHIBASAKI etal.,, 2007; SHIBASAKI etal.,, 2013).

As formas pelos quais ocorre o0 aumento de temperatura (hipertermia por
estresse) podem ser pela reducdo na perda de calor, ou pelo aumento na producao de calor,
sendo que a maneira mais eficaz de reduzir a perda de calor é por meio da vasoconstricdo
(GORDON, 1990). Uma possibilidade para a reducdo da perda de calor pode ocorrer
devido a um aumento intenso na vasoconstricdo nos pés e na cauda, outra possibilidade
esta relacionada ao tecido adiposo marrom, pois este tecido é tido como uma fonte da
hipertermia observada durante o estresse por imobilizagdo (GAO et al, 2003; MARKS et
al, 2009).

1.2 Tecido adiposo marrom e temperatura

O tecido adiposo marrom (TAM) é relativamente novo quando se fala no
contexto cientifico, aproximadamente 50 anos, quando foi demonstrado por Smith (1961)
como um responsavel pela producdo de calor. Analises morfologicas realizadas em
cadaveres humanos, ndo detectaram muito TAM em adultos (HEATON, 1972), sendo
assim considerado como um tecido irrelevante em humanos adultos (CYPESS et al., 2009).
O interesse cientifico por este tecido aumento a partir do ano de 2009 quando estudos
comprovaram que o TAM estd presente nos adultos e é funcional (CYPESS et al., 2009;
LICHTENBELT et al.,, 2009; VIRTANEN et al., 2009).

Analises morfologicas, bioquimicas e moleculares em bidpsias de TAM
supraclavicular foram capazes de reforcar a discrepancia entre 0 TAM e o tecido adiposo
branco (TAB) e destacar as semelhancas entre 0 TAM de humanos e ratos, demonstrando
que estes possuem as mesmas caracteristicas histoldgicas e funcionais, como por exemplo,
serem capaz de expressar genes especfficos da termogénese, como a proteina
desacopladora do tipo 1 (UCP-1) (VIRTANEN et al., 2009).

A UCP-1 é uma proteina especifica do TAM e é responsavel pela propriedade

termogénica deste pois, é essencial para a producdo de calor, processo conhecido como



termogénese facultativa independente de tremor. Esse processo € considerado um
mecanismo regulatério muito importante para a manutencdo da temperatura corporal
interna dentro de uma faixa muito estreita de variacdo (HIMMS-HAGEN, 1989b).

A termogénese facultativa independente de tremor acompanha processos
metabdlicos iniciados pelo sistema nervoso central, e representa toda a producdo de calor
facultativa que ndo envolve contracdo muscular, sendo estimulada pela ativacdo de
receptores cutaneos e hipotaldmicos por meio do sistema nervoso simpatico (BANET et
al., 1978).

Os depositos deste tecido em humanos foram encontrados na regido anterior do
pescoco até o torax, sendo mais encontrado em mulheres e sua presenca foi inversamente
proporcional ao indice de massa corporal, a idade, temperatura ambiente registrada fora da
sala no momento do exame e ao uso de betabloqueadores adrenérgicos (CYPESS et al.,
2009).

O TAM é um tecido muito vascularizado, o que permite a rapida oferta de
oxigénio e calor aos outros 6rgdos, e € encontrado em diversas areas do corpo do animal
em forma de aglomerados envoltos pelo tecido adiposo branco. Encontra-se localizado nos
nucleos interescapular, intercostal, periadrtico, perirrenal, e pode ser encontrado também
nas regides axilares, cervicais e wventrais como ilustrado na figura 1. O deposito
interscapular € o maior depdsito, composto de 40% de adipOcitos marrons maduros
(NECHAD apud HIMMS-HAGEN, 1989a; BUKOWIECKI et al., 1982,1986).

Figura 1: Desenho esquematico da distribuicdo do tecido adiposo marrom no corpo do rato.
Adaptado de Cousing et al., 1992.



O TAM interscapular é composto por dois lobos simétricos com cinco nervos
intercostais € um nervo que percorre ao longo dos vasos sanguineos (HIMMS-HAGEN,
1989a). (Figura 2)

dorsal P dorsal

~
2 Sulzer vein Sulzer vein

ventral 4 ventral J

Figura 2: Desenhos esquematicos e representativos do tecido adiposo marrom interscapular de ratos Wild -
tipe. Adaptado de Baron et al., 2012.

A regulacdo do TAM pode ser realizada por diferentes vias neurais originadas
de diferentes areas centrais de acordo com o estimulo inicial (SONG et al, 2008). A
atividade no metabolismo animal é alterada por condicBes ambientais, estando atrofiado
quando ndo €é necessario e ativado em situacdes de afronta por uma elevada demanda por
producdo de calor (CANNON e NEDERGAARD, 2004).

Estudos demonstraram que a sincronizacdo e regulacdo da temperatura de
tecidos periféricos, como por exemplo o0 TAM pode ser feita por vias indiretas, por canais

TRP agem como mediadores na regulacdo da temperatura (Mezzalira, 2015).

1.3 Receptor de Potencial Transitorio (TRP)

Em 1969 foi identificado pela primeira vez a familia TRP por Cosens e
Manning em um mutante espontdneo de Drosophila melanogaster. Esses mutantes
apresentavam cegueira temporaria quando submetidos a uma intensa iluminacao,
apresentando assim respostas transitorias a estimulagcdo luminosa intensa e prolongada no
eletroretinograma (COSENS e MANNING, 1969). Estes resultados eram diferentes do



fenotipo normal que apresentava uma resposta continua dos fotoceptores necessarios para
transducdo visual nas moscas. Com bases nestes resultados surgiu a denominacdo receptor
de potencial transitorio (TRP) (MINKE et al., 1977).

O gene contendo TRP foi isolado pela primeira vez atraves de uma porgdo de
DNA em 1985, este foi estudado detalhadamente, e entdo descrito contendo 1275
aminoacidos e seis seguimentos transmembrana (MONTELL e RUBIN, 1989; WONG et
al, 1989). Através da estrutura descrita € com base nos estudos eletrofisiologicos com
patch clamp de Hardie e Minke (1992) e da analise de sequéncias de proteinas de Phillips
(1992) obteve-se dados suficientes para identificar estas proteinas como canais de cations
ndo seletivos permedveis ao célcio (Ca?*), e podendo ter sua ativacdo por diversos
estimulos com diferentes graus de seletividade (MINKE e COOK, 2002).

A constituicdo da estrutura dos mondémeros de TRP se da por seis dominios
transmembranicos com apenas um dominio formado de poro entre o quinto (S5) e 0 sexto
(S6) segmentos, possuindo também regides terminais denominadas C e N- terminais
voltados para regido intracelular (MINKE e COOK, 2002; CLAPHAM, 2003). (Figura 3)

Figura 3: Representacdo esquematica do canal TRP.
(Fonte: Firth et al., 2007)

A familia TRP é um grupo com uma grande diversidade de canais com a
funcdo de regular a entrada de cations, e podem ser diferenciados dos demais grupos pela
seletividade de ions, sua forma de ativagdo e a grande variedade de funcdes fisiologicas
(White et al., 2010; CLAPHAM, 2003; SCHAEFER, 2005). A familia TRP é dividida em
sete subfamilias. Essa divisdo estd baseada na sequéncia de amino&cidos, e 0s nomes foram

baseados na designacdo dos primeiros membros reconhecidos de cada subfamilia: TRPC
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(Canonico), TRPV (Vanildide)), TRPM (Melastatina), TRPP (Polistina), TRPML
(Mucolipina) e TRPA (Anquirina) (MONTELL et al, 2002; CLAPHAM, 2003,
SCHAEFER, 2005; LEVINE e ALESSANDRI-HABER, 2006).

As subfamilias dos canais TRP sdo divididas em dois grupos, as subfamilias
TRPC, TRPV, TRPM, TRPN E TRPA pertencem ao Grupo 1, pois compartilham uma
identidade de sequéncia substancial nos dominios transmembranares. As duas subfamilias
restantes, TRPP e TRPML pertencem ao Grupo 2 devido a baixa semelhanga na identidade
de sequéncia substancial nos dominios transmembranares gquando comparadas aos canais
do Grupo 1 e também pelo espacamento entre o primeiro e o segundo dominio como
demonstrado na figura 4 (MONTELL et al, 2005; CLAPHAM, 2003; SCHAEFER, 2005;
LEVINE e ALESSANDRI-HABER, 2006).

Group 1 TRPs
TRPC TRPV TRPM TRPA TRPN
TRPCA TRPY1 TRPM7 Extracallular TRPA1 TRPH1

b-;r"&? |

QL X ]

Group 2 TRPs

Figura 4: Subfamilias TRPs.

Os cinco representantes das cinco subfamilias do grupo 1 e as duas do grupo 2. Dominios indicados na
figura: (A) ankyrina, (CC) bobina enrolada, Proteina quinase (apenas em TRPM), segmentos
transmembranares e o dominio TRP. (Fonte: MONTELL et al., 2005)



Apbs varios anos da descoberta do primeiro canal de TRP, podemos
encontrar citados na literatura mais de 85 canais dentro dessa grande familia incluindo
animais vertebrados e invertebrados, porém somente 30 sdo os principais canais estudados
como demonstrado na figura abaixo (MONTELL, 2005b). (Figura 5)
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Figura 5: Filogenia da superfamilia dos canais de TRP.
Fonte: Latorre et al., 2009.

A expressdo desses canais ocorre em praticamente todos os tipos de células
sendo essas células excitdveis ou ndo, estando presentes também em todas as membranas
celulares, ndo sendo encontrados apenas nas mitocondrias nucleares. Esses canais
presentes nas membranas de plasma sdo de grande importancia para o influxo de Ca?*,
Mg?* e também para rastrear os ions metalicos que auxiliam este influxo. Os canais TRP
estdo presentes em muitos Orgdos e também nos neurdnios sensoriais aferentes primarios
(MINKE e COOK, 2002; NILIUS e OWSIANIK, 2011).

Caterina ela t. (1997) sugeriram pela primeira vez o papel dos canais TRP na

mediacdo da dor e termorregulacdo. Este estudo teve como foco a subfamilia TRPV1, onde



se concluiu que este canal em mamiferos é ativado pelo calor e pela capsaicina, principio
ativo da pimenta, sugerindo que a resposta ao aumento de temperatura € um evento que
ocorre devido a uma sinalizacdo especifica e ndo apenas uma consequéncia das
perturbacdes membranares ou por uma ruptura da integridade da célula (CATERINA et al.,
1997).

A partir da descoberta da funcdo da subfamilia TRPV1, novos estudos apontam
alguns novos representantes das subfamilias dos canais TRP que sdo sensiveis a variagao
de temperatura como os TRPV2(CATERINA et al., 1999), TRPV3 (PEIER et al., 2002a;
XU et al., 2002), TRPV4 (GULLER et al, 2002; WATANABE et al., 2002), TRPM8
(MCKEMY et al., 2002) e TRPAL (PEIER et al, 2002b).

Dos canais supracitados dois sdo ativados pelo frio (TRPM8 e TRPAL) e sete
ativados pelo calor (TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPM2, TRPM4 e TRPM5). Estes
canais agindo em conjunto sdo responsaveis por perceber as variacdes de temperatura tanto
frio quanto calor nocivos (WANG e SIEMENS, 2015).

1.4 Receptor de Potencial Transitério Vanildide -1 (TRPV1)

O presente estudo focara no canal TRPV1 que é um importante receptor de
canal idbnico pertencente a familia dos TRP, e foi clonado em 1997 por Caterina e ficou
conhecido como receptor vanildide tipo 1 (VR1) ou também chamado de receptor de
capsaicina (SZOLCSANYI, 2004). Recebeu este nome devido a grande sensibilidade do
canal a substancias vanildides que apresentam grupamentos vanilil, como por exemplo a
capsaicina  (8-metil-N-vanilil-6-nonenamida); presente nas pimentas chili (LATORRE et
al, 2007; NILIUS e OWSIANIK, 2011) e resiniferatoxina (RTX); substancia encontrada
no latex do cacto euphorbia resinifera (SZALASSI e BLUMBERG, 1999). Anos ap0s sua
descoberta, foi renomeado pela Unido Internacional de Farmacologia Basica e Clinica
(IUPHAR), ficando conhecido hoje como receptor vanildide de potencial transitorio
subtipo 1, TRPV1 (CLAPHAM etal., 2005).

ApoOs a descoberta do TRPV1 outros canais da subfamilia vanildide foram

identificados e foram divididos em dois subgrupos, o primeiro subgrupo possui 0s canais
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TRPV 1/2/3/4, ja o segundo subgrupo possui 0s canais TRPV 5/6. Os canais do primeiro
subgrupo sdo moderadamente seletivos ao Ca?* e termosensiveis (CATERINA, 2007), os
do segundo subgrupo sdo altamente seletivos ao Ca?* e insensiveis as mudancas de
temperaturas (CLAPHAM, 2003; NIJENHUIS et al., 2005).

Muitos estudos tém se centrado nos canais de TRPV1 quando comparados com
outros canais vanildides, devido a existéncia de um agonista seletivo (capsaicina) que tem
facilitado e servido como ferramenta para estes estudos, ao passo que para 0S OUtrOS
receptores vanildides ainda falta um agonista e antagonista seletivo (Starowicz et al., 2008;
Knotkova et al, 2008). Estudos tém demonstrado a eficiéncia que os antagonistas dos
receptores TRPV1 apresentam na diminuicdo da nocicep¢do em modelos animais
relacionados a diversos tipos de estimulos dolorosos como a inflamacdo, a osteoartrite, e a
neuropatia (GAVA et al, 2005; RAMMI et al., 2006).

A estrutura dos canais de TRPV pdde ser definida com os estudos de co-
imunoprecipitacdo e ressonancia de transferéncia de energia fluorescente de Hellwig
(2005). Nestes estudos, pode-se observar uma maior quantidade de homomultimeros nos
TRPV1 e TRPV4, enquanto os TRPVS5 e TRPV6 formam preferencialmente
heteromultimeros. Os monbémeros de TRPV se agrupam formando combinages homo e
heterotetrdamicos que formam os tetrameros e ancoram-se juntamente com 0 poro condutor
de ions, como representado na figura 6. TRPV1 e TRPV2 possuem poucos receptores
heterotetramicos, 0 que pode modificar a sensibilidade do multimero formado (JORDT E
JULIUS, 2002; KEDEI et al, 2001; HELLWIG et al, 2005; LIAPI e WOOD, 2005;
CATERINA etal.,, 1999).
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Homotetramer Heterotetramer

Figura 6: Representacéo da estrutura de um mondmero destacando seus seis segmentos transmembranares
na formacdo de um canal TRP e também as possiveis formacGes de tetrameros (Homo- ou Hetero-).
Fonte: FIRTH et al., 2007.

Kedei (2001) através de varios métodos conseguiu demonstrar que o canal
TRPV1 é um multimero constituido por quatro subunidades idénticas. Estas subunidades
sdo denominadas tetraméricas e servem como um determinante molecular para formar um
canal funcional de TRPV1 (GARCIA-SANZ et al., 2004). O poro de abertura do canal esta
situado entre os dominios cinco e seis na estrutura do TRPV1 como ilustrado na figura 7.
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Caixa TRP

Figura 7: Estrutura do receptor TRPVL.

Presenca de 6 dominios transmembranas, sendo o poro do canal localizado entre 0 S5 e 0 S6, possue
dominios carboxila- e amino-treminais em cada extremidade. Os sitios de ligacdo estdo representados como:
H+ (capsaicina e ativacdo por prétons H+), A na regido N-terminal (anquirina), CaM na regido C-terminal
(calmodulina) e PIP2 (fofatidilinositol 4,5-bifosfato). (Fonte: CATERINA et al., 1997).

Estudos de Devane (1992) caracterizaram o TRPV1 como um receptor
ionotropico  excitatorio, pouco seletivo a Ca?* e Mg?*, porém apresentando uma
permeabilidade nove vezes maior para Ca?* quando comparado ao Na* (TOMINAGA et
al., 1998; HOLZER, 2008).

O TRPV1 encontra-se amplamente distribuido em areas como hipocampo,
cortex, cerebelo, bulbo olfatério, mesencéfalo e rombencéfalo, presente em neurdnios,
fibras aferentes e endotélio. Essa ampla distribuicdo em vérias regides do SNC sugere que
0s receptores TRPV1 estejam envolvidos em diversas funcbes do SNC (TOTH et al.,
2005). Alem disso, foi observado presenca destes canais em neurbnios perivasculares de
artéria mesentérica, que quando ativados levam a liberacdo de calcitonina induzindo o
relaxamento vascular (ZYGMUNT et al,1999). Estudos sugerem que estes receptores
também controlam os estados emocionais relacionados ao medo e a ansiedade, devido a
sua presenca nas regides envolvidas na elaboracdo dos comportamentos defensivos como

cortex pré-frontal, complexo amigdaloide, hipocampo e hipotadlamo (MEZEY et al., 2000;
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MCGARAUGHTY et al., 2003; TOTH et al, 2005). Os canais TRPV1 estdo presentes
também em tecidos ndo neuronais como 0s muasculos esqueléticos, trato urindrio e
estbmago (LUO etal., 2011; ROMANOVSKY et al., 2009).

Os canais de TRPV1 podem ser ativados por diversos mecanismos. Um desses
mecanismos é a ativacdo por meio de agonistas endovalinoides, como por exemplo a
anandamida (ZYGMUNT et al, 1999), a N-araquidonoildopamina (NADA) (HARRISON
et al, 2003), e produtos derivados da lipoxigenase como 0 4cido
hidroxiperoxieicosatetraendico (12-HPETE) (HWANG et al., 2000). Outro mecanismo de
ativacdo seria através de moléculas exdgenas como a capsaina e resiniferatoxina
(TOMINAGA e TOMINAGA, 2005). O TRPV1 pode ser ativado endogenamente também
pelo calor nocivo (> 43°C) e por acidose (pH<6,5) (STAROWICZ et al., 2007).

Mamiferos quando estdo em condicGes fisioldgicas normais, o TRPV1
dificilmente é ativado por pH baixo ou por calor nocivo, sugerindo que estes ligam-se
preferencialmente aos ligantes enddgenos. Ainda ndo se sabe ao certo como é feito o
controle da producéo dos ligantes enddgenos do TRPV1, mas sabe-se que a anandamida sO
é sintetizada quando ocorre estimulagdo neuronal (DI MARZO e DEUTSCH, 1998).

A capsaicina € um agonista muito seletivo para os canais TRPV1, ela
despolariza os neurbnios do ganglio da raiz dorsal (DRG) causando um aumento na
permeabilidade aos fons Na* e/ou Ca?* (FEIN, 2011), levando a um aumento da
concentragdo de Ca?* dentro da célula (SZALLASI e BLUMBERG, 1999; NOLANO et
al., 1999). A capsaicina pode agir de duas maneiras distintas, ela pode agir como agonista,
induzindo assim a nocicep¢do (SOUTHALL et al., 2003) ou como resposta oposta devido
a dessensibilizacdo dos receptores (SZALLASI e BLUMBERG, 1999; SZALLASI e DI
MARZO, 2000; DRAY, 1992; GREEN, 1989; HAYES et al., 1984). Estudos de OBAL
(1983) mostraram que animais dessensibilizados para o0s canais TRPV1, tém uma
diminuicdo das respostas dos efetores autondémicos durante a exposicdo de calor, ficando
muito comprometida a dissipacdo de calor na pele da cauda.

A resiniferatoxina (RTX) é analoga da capsaicina e assim como ela, apresenta
um grupamento homovanilico que permite sua ligacdo no receptor de TRPVL1 entre 0s
dominios 2 e 3 dentro da célula. As diferencas estruturais entre estes dois compostos é que
a capsaicina apresenta uma conformacdo de amina, enquanto que a RTX apresenta
conformacdo de éster (SZALLASI e BLUMBERG, 1990). Por terem estruturas muito

semelhantes, eles apresentam praticamente 0s mesmos efeitos, sendo que a RTX apresenta

13



um efeito agonista quase 10 vezes mais potente, 0 que faz com que esta molécula um ativo
(til para estudos da ativacdo dos receptores TRPV1 (MAGGI etal., 1990).

Tanto a capsaicina quanto o RTX provocam inicialmente a ativacdo dos canais
de TRPV1 e subsequente a dessensibilizagdo. A dessensibilizacdo aguda causada pela
capsaicina ocorre nos primeiros 20 segundos de exposicdo, levando a perda da capacidade
de resposta dos nociceptores. Esta dessensibilizacdo do tipo aguda pode estar relacionada
com a participacdo de trés mecanismos que podem agir simultaneamente: a desfosforilagdo
do canal pela calcineurina (MANDADI et al., 2004; MOHAPATRA e NAU, 2005), a
interacdo com calmodulina (CaM) (NUMAZAKI et al., 2003; LISHKO et al., 2007) e a
deplecdo de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) na membrana plasmatica (LIU et al,
2005; LUKACS etal., 2007; YAO e QIN, 2009).

Devido aos inconvenientes causados pela capsaicina e por esta ser muito
irritante, no presente trabalho foi utilizado a RTX, pois além de ndo ser tdo irritante quanto
a capsaina, ser mais potente e mais especifica como dito anteriormente, ela ainda provoca
uma dessensibilizacdo em longo prazo (JANCSO e LAWSON, 1990).

1.5 Resiniferatoxina

A RTX é um diterpeno, e é considerada o composto mais irritante isolado do
latex da planta Euphorbia resinifera, um cacto do Marrocos (HERGENHAHN et al.,
1975). Apresenta estrutura molecular C37H409, peso molecular de 628,718g/mol
(HERGENHAHN et al, 1975) e uma conformacdo de eéster com um grupamento
homovanilico permitindo sua ligacdo especifica no receptor TRPV1 entre os dominios 3 e
4 intracelularmente (SZALLASI e BLUMBERG, 1990).

Inicialmente foi caracterizada esperando que esta tivesse atividade promotora
de tumor, porém estudos demonstraram que apresenta uma relacdo entre estrutura e
atividade semelhante a capsaicina como ilustrado na figura 8 (SZALLASI e BLUMBERG,
1990). Estudos preliminares confirmaram a homologia possivel de RTX e a capsaicina,
ambos 0s compostos produziram uma queda draméatica na temperatura corporal dos ratos
(SZALLASI e BLUMBERG, 1989). A RTX é considerada o mais potente agonista

exdgeno e sintético conhecido para o receptor de TRPV1. Este composto é capaz de
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provocar um tempo prolongado na abertura dos canais de Ca?*, aumentando a concentragdo
desse ion na célula, provocando uma citotoxicidade para o corpo celular levando a
dessensibilizacdo (KARAI et al., 2004).
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Capsaicina Resiniferatoxina

Figura 8: Estrutura quimica da capsaicina e resiniferatoxina destacando o grupamento homovanilinico que
confere atividade biolégica andlogaentre as substancias.
Adaptado de Schumacher, 2010.

E uma neurotoxina que tem a capacidade de bloquear o afluxo sensitivo
conduzido pelas fibras aferentes vesicais do tipo C que expressam o receptor TRPV1
(SILVA et al, 2002). Quando feita administracdo intratecal, pode ser capaz de eliminar a
expressao neuronal de TRPV1 para atenuar a dor térmica e inflamatoria (BROWN et al.,
2005; KARAI et al, 2004). Estudos demonstraram que quando administrada
perifericamente em uma Unica dose, a RTX é capaz de produzir analgesia de longa
duracdo, porém reversivel (BROWN et al, 2005; KARAI et al., 2004; NEUBERT et al.,
2003). Ja quando a RTX é injetada por via subcutanea, esta produz uma analgesia térmica
durante aproximadamente 20 dias, segundo estudo realizado por Neubert (2003).

Tanto a capsaicina quanto a RTX conseguem atravessar a membrana
plasmatica do receptor para se ligar no lado ntracelular denominado ‘bolso vanildide’
(‘vanilloid — pocket’) que é formado pelos dominios transmembrana (Ser505 — Thr550) de
S3 e S4 (PAPAKOSTA etal.,, 2011) (Figura 9).
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Figura 9: Modelo esquematico do canal de TRPV1 juntamente com seus residuos chaves e aminoacidos
envolvidos na funcdo de gating produzido por diferentes estimulos.

Abreviaturas: TRP, transiente do receptor de dominio potencial conservada para canais TRP é necesséria
para o PIPzactivagdo; PIP2, fosfatidilinositol 4,5-bifosfato; Circulos pretos, locais de fosforilagéo
envolvidos em acgles de sensibilizagcdo de proteina quinase C (PKC) e proteina quinase A (PKA). Adaptado
de LATORRE et al., 2007.

Estudos demonstraram que a funcionalidade do TRP é modulada por diferentes
vias de sinalizacdo intracelular, como as que sdo mediadas pela proteina quinase C (PKC),
proteina quinase A (PKA) e fosfolipase C (PLC) (JULIUS, 2013; JULIUS e NATHANS,
2012). Estudos indicam que o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) um componente
importante da membrana plasmatica seja 0 responsavel pela regulacio dos canais TRP. E
necessario para a ativacdo do TRPV1 que o influxo de Ca?* para dentro deste canal ative

uma forma de Ca?* sensivel a isoforma PLC. Porém o esgotamento resultante do PIP2 leva
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a dessensibilizacdo/ inativacdo destes canais mudando assim a conformacdo e fechando a
abertura por onde entra Ca2* (ROHACS, 2013).

A dessensibilizagdo dos canais TRPV1 ocorre por dois mecanismos: a)
inativacdo do canal TRPV1, tornando-o insensivel aos diversos fatores enddgenos e
ex0genos que promovem sua abertura; b) inativacdo ou morte do neurdnio que expressa 0S
canais TRPV1 (WINTER et al, 1995). O primeiro processo parece ocorrer mais
rapidamente e envolve a desfosforilacdo do canal TRPV1 mediada por proteinas
dependentes de Ca?* como a calcineurina (NUMAZAKI et al, 2003; MOHAPATRA e
NAU, 2005).

A perda na funcdo do neurbnio pode ocorrer devido as alteracbes morfoldgicas
provocadas pela injecdo de doses elevadas de capsaicina ou RTX, como o aumento do
volume da mitocondria (SZALLASI e BLUMBERG, 1989; CZAJA et al, 2008) e
alteracBes na membrana celular (Figura 10) e nas organelas citoplasmaticas (JANCSO et
al., 1995).

Legenda:
"i Calcio

RTX

TRPV1
—_— h(

/

;i
» " + +
PLC Activation >C' Desensitized Ca

Figura 10: Modelo esquematico de ativacdo e dessensibilizacdo causadapelo RTX nos canais TRPV1.
Adaptado de Rohacs 2013.

A dessensibilizacdo utilizando a RTX acontece quando esta droga € aplicada
em altas doses, este fendmeno pode causar tanto in vivo quanto in vitro, uma longa
duracdo na perda de funcdo acompanhada por mudancas ultra estruturais em um subgrupo
de neurbnios sensoriais e € capaz de induzir a destruicdo dos terminais periféricos e
terminais centrais nos neurdnios nociceptivos (SZOLCSANYI, 1999, 2002, 2008). Estudos
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demonstraram que a degradacdo do PIP2 é um fator determinante para que ocorra a
dessensibilizacdo dos canais TRPV1 apds exposicdo prolongada a um estimulo de ativacdo
(LUKACS et al., 2013; LUKACS et al., 2007; LIU et al., 2005).

A dessensibilizacdo causada pela RTX acontece de forma diferente, pois
quando a RTX se liga no S3 e S4, os canais se mantém abertos e o influxo de Ca?*
continua ativo, mas o Ca?* sensivel ndo consegue se ligar a membrana e nem o PLC, ndo
deixando que ocorra a ativacdio do canal (SZOLCSANYI, 2008, SZALLASI e
BLUMBERG, 1999). (Figura 10)

Sabendo que o TRPV ¢ responsavel pelo controle da temperatura corporal. E
sabendo também que em situacOes de estresse ocorre 0 aumento da temperatura corporal.
Hipotetizamos que, com os canais de TRPV bloqueados, em situacbes de estresse, nao

aconteceria a regulagdo da temperatura, levando o animal a um quadro de hipertermia.
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2 —JUSTIFICATIVA

O aumento observado no numero de estados patoldgicos associados a
condicdes de estresse e ansiedade instiga a busca pela compreensdo dos mecanismos que
influenciam as reacdes fisiologicas nestas situacdes. Para tal é fundamental a identificacdo
dos receptores e vias envolvidas nas respostas a estes estimulos. A termorregulacéo
mediada pelo sistema nervoso central é critica para a sobrevivéncia dos mamiferos que
estdo expostos a uma vasta gama de temperaturas ambientes que poderiam ameagcar a vida.
Nos mamiferos, as respostas fisiologicas associadas com o estresse tém como objetivo
ampliar a expectativa de vida dos mamiferos.

A compreensdo, da funcdo dos canais TRPV’s, nas reagdes fisiologicas
observadas durante o estresse, e de como a alteracdo na atividade desses canais pode
influenciar essas reacfes, amplia as possibilidades de desenvolvimento de novas terapias

para reduzir o surgimento e tratar as doencas associadas ao estresse emocional.
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3-O0OBJETIVOS

3.1 - Objetivo Geral:

Avaliar a participacdo do receptor TRPV1 periférico sobre as respostas termorregulatorias

e cardiacas em situacdes de estresse social por rato intruso.

3.2 - Objetivos Especificos:

- Avaliar o efeito da dessensibilizacdo periferica do receptor TRPV1 por resiniferatoxina

(RTX) sobre as respostas termorregulatorias durante e apds situacdes de estresse;

- Avaliar o efeito da dessensibilizacdo periférica do receptor TRPV1 por resiniferatoxina

(RTX) sobre as respostas cardiacas durante e apos situacbes de estresse.
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - Modelo Animal

Para a execugdo deste trabalho utilizamos ratos Wistar pesando entre 330 e
3509, os quais foram cedidos pelo Centro de Ciéncia Animal da Universidade Federal de
Ouro Preto — CCA UFOP. Tais animais foram levados para o Biotério de Experimentacdo
do Laboratorio de Fisiologia Cardiovascular, sendo alojados coletivamente em gaiolas com
dimensdes de 41x34x17cm (trés animais por caixa), mantidos a uma temperatura média de
23 = 1°C, em um ciclo claro/escuro de doze horas e recebendo comida (racdo comercial
Nuvilab®) e &gua ad libitum. Apds a realizacdo do primeiro procedimento cirlrgico
(descrito adiante), os animais passaram a ser alojados individualmente em gaiolas com
dimens@es iguais a 30x19x13cm.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a aprovacdo prévia
do Comité de Etica da Universidade Federal de Ouro Preto no protocolo niimero 2016/66.
Os experimentos foram sempre realizados de acordo com a Lei Auroca (Lei 11.794) e o

Guia de Uso e Cuidados de Animais de Laboratério do National Research Council, EUA

4.2 - Delineamento Experimental

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos experimentais:
Grupo RTX e Grupo Veiculo. Os animais do grupo RTX receberam injecdo intraperitoneal
de RTX (Resiniferatoxina) e foram divididos em: grupo RTX controle (RC) e RTX
estresse (RE). Os animais do grupo Veiculo receberam injecdo intraperitoneal de Veiculo e
foram divididos em: grupo Veiculo Controle (VC) e Veiculo estresse (VE).

Todos 0s grupos passaram pelo procedimento cirlrgico de implante de
sensor para registro dos parametros fisioldgicos de temperatura do tecido adiposo marrom
(TAM), temperatura corporal (TCO) e frequéncia cardiaca (FC). Apds 24 horas do final da
cirurgia, estes animais foram anestesiados para entdo receber injecdo intraperitoneal de

RTX e/ou veiculo.
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Estes animais tiveram um periodo de recuperacdo de 7 dias, e devido ao
procedimento cirlrgico muito invasivo, estes animais foram tratados por 3 dias apds a
cirurgia com antibidtico e anti-inflamatério. Ap6s o final dos 7 dias de recuperacdo 0s
animais foram submetidos ao protocolo de estresse. Ao termino deste protocolo, ap6s 90

minutos foi realizada a perfusdo transcardiaca para retirada do cérebro.

1 Dia 7 Dias 90 min.

Animais Protocolo - Protocolo
¥ Injecaoip.
gstresse

Figura 11: Esquema ilustrativo do delineamento amostral.

4.3 - Preparo de drogas/substancias utilizadas

PBS (Salina tamponada com fosfato; pH 7,2): solucdo preparada pela diluicdo de 8,18¢g
de NaCl P.A., 1,98 g de Na2HPO4.7H20 P.A. e 0,26 g de NaH2P04.H20 P.A. (Synth,
LABSYNTH Produtos para Laboratorios Ltda, Diadema, SP) em &gua ultra-purificada
(Milli — Q®) g.s.p. 1000,0 mL. Ajustou-se o pH da solugdo para 7,2 com solu¢bes de HCI
e NaOH, conforme necessidade. A solucdo foi esterilizada por autoclavacdo 120°C e 1,0
kg/cm? durante 15 minutos, conforme protocolo em vigor no Laboratério de Fisiologia

Cardiovascular.

Anestésico (Solugdo de Ketamina + Xilazina): Anestésico (Solucdo de Cetamina +
Xilazina): preparado por meio de adicdo de 3mL de Xilazina (Dopaser - Solugdo Injetavel,
Laboratorios Caller AS, Barcelona/Espanha) 3% (p/v) a 10mL de Cetamina (Cloridrato de
Cetamina 10%; Syntec do Brasil Ltda, Fabricante: Rhobifarma Industria Farmacéutica
Ltda, Hortolandia/S&o Paulo) 10% (p/v). Utilizada da seguinte forma: dose (Cetamina:
80mg/kg; Xilazina: 7mg/kg) e volume (0,1mL/100g de animal; im.).
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Anestésico Inalatorio: Isoflurano100% (Instituto Biochimico Industria Farmacéutica
Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Itapira/Sdo Paulo). Administrado via

aérea na dose de 2-2,5% em 2L de oxigénio (O2) por minuto.

Anestésico Local - Cloridrato de Lidocaina 2%: no momento da utilizacdo, diluimos
0,ImL do Cloridrato de Lidocaina 2% (Rhobifarma IndUstria Farmacéutica LTDA,
Hortolandia/S&o Paulo) em 0,2mL de PBS.

Antiinflamatorio [Ketoflex 1% p/v (Cetoprofeno)]: empregado com o objetivo de
reduzir inflamacdo e dor decorrente dos procedimentos cirlrgicos. Utilizado da seguinte
forma: dose (4mg/Kg) e volume (0,1 mL/100g de animal; s.c).

Antibidtico (Pentabidtico Veterinario): utilizado na prevencdo de infeccbes, na seguinte
dose: 48.000Ul de penicilina, 20mg de estreptomicina e 20mg de diidroestreptomicina/kg.

Volume injetado: 0,1 mL/100g de animal; s.c..

Resiniferatoxina (agonista dos receptores TRPV1 e também agente dessensibilizador
neuronal): Diluido em &lcool absoluto até atingir a concentracdo de 100pg/ mL, diluindo-
se 1 mg da droga em 10 mL de alcool etilico, separado em aliquotas de 70uL e mantido
congelado a -80°C. No dia da injecdo, estas aliquotas foram diluidas cinco vezes com
salina estéril a fim de obter a concentracdo de 20y Kg, cujo veiculo correspondia a 20%
de etanol dissolvido em salina estéril. Cada animal recebeu a injecdo de 1 ml/kg da
solucdo. Volume injetado: 20pg/ mL intraperitoneal sob anestesia. Na dose supracitada, a
RTX dessensibiliza os canais TRPV1 presentes na cavidade animal, por pelo menos 19
dias, sem dessensibilizar 0s canais presentes em outros compartimentos corporais,
incluindo o cerebro, conforme demonstrado por diferentes ensaios (STEINER et al., 2007,
DOGAN et al.,, 2004).

Solugdo paraformaldeido 0,1M a 4%: solucdo preparada a partir do aquecimento, sob
agitacdo, de 40g de paraformaldeido em po (Vetec Quimica Fina — SIGMA-ALDRICH,
Brasil), duas ou trés gotas de NaOH 1M, 500 mL de PB 0,1M e &gua destilada até que
fosse 15 atingido o volume final de 1000mL.Verificou-se se o pH (Sensoglass, Sensores

Analiticos — Modelo SC02) da solugdo estava entre 7,0 e 8,0.

23



4.4 - Confeccdo de materiais utilizados

Foi utilizado o guia do laboratério do Prof William Blessing (How to make
head socket and termistor probes, version 2, July 2009) gentilmente cedido para base de
montagem e adaptacdo dos nossos sensores. Para confec¢do do sensor de temperatura foi
utilizado um fio de aco inoxiddvel (New England Wire — N12-50F + 00006-0) duplo,
trancado manualmente nas medias de 13 cm para o tecido adiposo marrom (TAM) e 8 cm
para temperatura corporal (TCO), e termistor NTC 10KOhms (Fabricante Murata — série
NCP). A capa de plastico protetora do fio foi retirada com auxilio de uma lamina de bisturi
e cada fio foi fixado respectivamente nas extremidades do resistor. Ap6s o término do
processo de soldagem, estes cabos foram testados com ajuda de um voltimetro, para avaliar
se estavam corretamente unidos e se existia corrente. Os termistores ja soldados, foram
entdo higienizados com algoddo umedecido em agua e depois alcool 70%, para retirada de
qualquer vestigio de residuo de acido utilizado no processo de soldagem. Estes foram
revestidos com cola silicone em gel (Dow Corning 3145 RTV) de forma que este termistor
ficasse bem protegido.

Para confeccdo do sensor de frequéncia cardiaca (FC), foi utilizado o mesmo
fio de aco inox, poréem ndo trangado. Para cada animal foi necessério a confeccdo de 3 fios
de tamanhos 13 cm para insercdo no processo xifoide, 8 cm para inser¢do na traquéia e 7
cm para inser¢do no dorso do animal. Foi retirado aproximadamente 1,5 cm da protecédo de
silicone que envolve o fio e estes foram enrolados formando uma argola na ponta do fio.
Para finalizar e garantir que esta argola ndo desenrolasse, foi utilizado um pedaco de capa
de fio preta aquecida para finalizar e prender o fio.

Finalizado os 3 sensores de FC e os 2 de temperatura, estes foram entdo
soldados em uma base denominada soquete torneado de 8 pinos (modelo CPT 008-BA).
Nesta base foram cortadas as pontas dos pinos com ajuda de um alicate e entdo soldado os
sensores, sendo os de FC de um lado e de Temperatura de outro como ilustrado na figura

abaixo.
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Lado torneado

TCO

Figura 12: Imagem ilustrando o modelo do termistor utilizado para confeccdo dos sensores e suas
respectivas ligacbes para FC, TCO e TAM.

Apo6s a soldagem dos respectivos sensores na base do soquete, foi entdo
passado esmalte nas soldas, protegendo —as para que ndo soltassem. Foi preparado uma
mistura de acrilico em pd e solvente para revestir toda a parte dos pinos, fazendo uma
protecdo para a base soldada, finalizando com cola silicone em gel para impermeabilizar a
saida dos fios e esta base de acrilico, impossibilitando assim a passagem de agua para
dentro da base.

Todos os sensores apds finalizacdo da confeccdo foram calibrados para
confirmacdo dos valores para temperatura. O valor de calibracdo de cada sensor foi

anotado e guardado para utilizagdo no dia de registro.

4.5- Cirurgia

4.5.1 - Implante de sensores de Temperatura e FC

O procedimento cirdrgico foi adaptado a partir do modelo de Ootsuka et al.
(2009).

Os animais foram anestesiados com anestésico inalatério isoflurano e feita a
tricotomia iniciada no meio do dorso em direcdo a cabega entre os pavilhdes auditivos e 0s
olhos, também foi feita na regido toracica proximo a traqueia e na regido abdominal
proximo ao processo xifoide.

Apos a tricotomia de todas as regifes, 0s animais foram acomodados e fixados

a um aparelho estereotaxico (Stoelting Co., lllinois, EUA) e continuaram anestesiados com
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anestésico inalatorio isoflurano, para a fixacdo do sensor na regido superior do cranio entre
os pavilhdes auditivos. A regido tricotomizada entre os pavilhdes auditivos foi submetida a
assepsia com PVPI degermante e, ap6s foi realizada injecdo subcutanea de cloridrato de
lidocaina 2% associado a epinefrina, para provocar uma vasoconstricdo local. A regido
superior do cranio foi exposta a partir de uma incisdo mediana, dois orificios foram
realizados para a fixacdo de parafusos de aco inoxidavel no cranio dos animais para
auxiliar na fixacdo do acrilico para sustentacdo do sensor. Foi feita uma pequena incisdo na
regido proxima a escapula, por onde foi passado no sentido cranio caudal todos os fios do
sensor. A base do sensor foi posicionada no centro da incisdo realizada no créanio e fixada
com solucdo de acrilico e auxilio da torre do estereotaxico fazendo uma pressdo em cima
desta base, para que ficasse bem presa. Com a base do sensor fixada, o animal foi retirado
do aparelho estereotdxico e colocado novamente na placa de suporte cirlrgico e foi feita
uma incisdo no meio do dorso expondo a musculatura dorsal, proximo a regido do tecido
adiposo marrom (TAM) interscapular. Com ajuda de uma pinca e tesoura o TAM foi
exposto e realizada a dissecacdo entre mlsculo intercostal e tecido adiposo marrom até a
veia Sulzer localizada na regido interscapular no TAM. O sensor de temperatura de maior
comprimento foi alojado o mais proximo possivel desta veia Sulzer e fixado para que ndo
deslocasse com a movimentacdo do animal. Um sensor de FC (terra) também foi fixado no
dorso do animal, mais precisamente na regido interscapular.

Foi feita uma pequena incisdo na regido abdominal, mais precisamente na
regido do processo xifoide, onde este foi exposto para fixacdo do sensor de FC. Com o
auxilio de um pequeno tubo de metal (trocater) e uma hemostatica, o sensor foi passado
pelo tecido subcutaneo do animal, da regido interescapular até sua exteriorizagdo na regiao
do processo xifoide. O sensor foi fixado na cartilagem do processo xifoide.

Para insercdo do sensor de Temperatura e FC na regido tordcica mais
precisamente na traquéia, foi feita uma incisdo nesta regido deixando a traqueia exposta.
Com o auxilio de um pequeno tubo de metal (trocater) e uma hemostatica, 0s sensores
foram passados pelo tecido subcutdneo do animal, da regido interescapular até sua
exteriorizacdo na regido da traqueia. O sensor de temperatura foi alocado descendo dentro
da musculatura que protege a traqueia e 0 de FC fixado no musculo onde foi realizada a
incisdo para exposicdo da traqueia.

Ao final de cada implantacdo de sensor, os locais de incisdo foram suturados.

Os animais foram submetidos a um periodo de recuperacdo por 8 dias antes do

inicio dos procedimentos experimentais. No momento do registro a base afixada na cabeca
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do animal foi conectada ao sistema de aquisicdo de dados para obtencdo dos sinais de

Temperaturas e FC.

4.6 - Cuidados pds-operatorios

Apos a cirurgia, os animais receberam injecdo s.c. de cetoprofeno (Ketoflex®)
e uma dose profildtica de penicilina (Pentabitico Veterindrio - Fort Dodge, Sdo Paulo,
Brasil) para prevencdo de infeccbes e inflamacOes. Estas injecGes também foram
administradas por 3 dias ap0s a cirurgia devido ao procedimento cirlrgico ser muito
invasivo. Os animais foram alocados em gaiolas individuais e mantidos sobre manta
térmica até a passagem completa do efeito do anestésico, a fim de evitar hipotermia.
Posteriormente, os animais foram mantidos no biotério sob condi¢bes de temperatura,

luminosidade e niveis de ruido controlados, com alimentacdo e agua ad libitum.

4.7 — Procedimento de Injecdo Intraperitoneal (i.p.)

Os animais foram anestesiados com anestésico inalatorio isoflurano 24h apos a
cirurgia para implante de sensor e receberam uma inje¢do intraperitoneal de RTX e/ou
veiculo.

Apods a injecdo os animais foram retirados do anestésico, alocados em gaiolas
individuais e mantidos em observacdo até passagem completa do efeito do anestésico.

Para que seja possivel observar o efeito da droga RTX no animal, foi
necessario aguardar 7 dias apds o dia da injecdo para iniciar os experimentos, sendo estes

dias necessarios também para recuperacdo dos animais apds a cirurgia.
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4.8 - Registro do parametro cardiovascular de frequéncia cardiaca (FC)

Para obtencdo do registro do parametro cardiovascular de FC, a base do sensor
fixada na cabeca do animal foi conectada a um computador, que ligado a um sistema de
aquisicdo de dados Power Lab 4/20 (ADInstruments) possibilitou o registro da FC. As mili
voltagens captadas foram convertidas em batimentos por minutos (BPM) possibilitando a
leitura da FC. O software de leitura LabChart 7 for Windows realizou uma coleta continua

dos milivolts, calculando a partir desta, os valores de FC.

4.9 - Registro dos parametros fisioldgicos de temperatura corporal interna (TCO) e

temperatura do tecido adiposo marrom (TAM)

Para obtencdo do registro dos parametros fisioldgicos de TCO e TAM, a base
do sensor fixada na cabega do animal foi conectada a um computador, que ligado a um
sistema de aquisicdo de dados ETH — 400 Brigde Amplifier (CB Sciences, Inc.)
possibilitou o registro destas temperaturas. As mili voltagens captadas foram convertidas
em graus Celsius (°C) possibilitando a leitura dos valores correspondentes a temperatura de
cada local. O software de leitura LabChart 7 for Windows realizou uma coleta continua
dos milivolts, calculando a partir desta, os valores de temperatura.

Todos o0s sensores de temperatura ap6s finalizados, passaram pelo processo de
calibracdo antes de ser implantados nos animais. Cada sensor possui um valor diferente
referente aos dados coletados dos valores de milivolts para as temperaturas de 33°C e 42°C
respectivamente medidos por um termémetro na hora da calibracdo. Todos estes valores se
encontram preenchidos em tabela especifica de cada animal.

No dia do experimento, estes valores foram substituidos no programa LabChart

na op¢do Units conversion para os canais especificos para temperatura (canais 2 e 3).
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4.10 - Registro de temperatura da cauda e regido interescapular dorsal através de
fotos Infravermelho

Com o proposito de verificar e registrar os valores da temperatura da cauda e
da regido interescapular dorsal do animal para posterior analise, as imagens termais foram
obtidas antes do estresse por rato intruso (minuto 0) por 5 minutos, durante 0s 15 minutos
de estresse e nos 10 minutos finais de recuperacdo. As imagens termais fotos foram tiradas
com intervalos de 1 minuto e a andlise das imagens foram realizadas através do software
FLIR.

4.11 — Protocolo estresse por rato intruso.

O protocolo experimental foi realizado em sala com temperatura controlada (26
+ 1), correspondente a zona de termo neutralidade para ratos (Gordon, 1990).

Apos o periodo de estabilizacdo dos parametros cardiovasculares e de
temperatura (basal inicial) os animais foram submetidos ao procedimento de estresse social
por meio da sua insercdo em uma caixa de outro animal ndo familiar, tornando-se um “rato
intruso” em tal situagdo, por 15 minutos.

Este protocolo desenvolvido e padronizado pelo Laboratério de Fisiologia
Cardiovascular — UFOP (Mesquita et al., 2016) foi adaptado a partir de dois modelos, em
um o animal é treinado a se tornar agressivo a outros animais, € 0 animal intruso €
introduzido na gaiola do animal residente permanecendo até que ocorra a primeira reacdo
agressiva, neste momento sdo separados por uma divisoria de aco perfurada onde podem se
ver, ouvir e sentir o cheiro um do outro (Kenney et al., 2006), enquanto no outro modelo, o
animal analisado é o residente, e um animal intruso é colocado por 30 minutos dentro de
uma pequena gaiola para que possam interagir apenas pelas frestas da gaiola (Mohammed
e cols., 2014).
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Figura 13: Desenho esqueméatico do procedimento de estresse social por rato intruso.

Apo6s 0s 15 minutos, o animal intruso foi retirado de dentro da caixa do outro
animal e colocado novamente na sua, permanecendo em basal de final (periodo de
recuperacdo) por mais 10 minutos.

Os animais do grupo controle que ndo foram submetidos somente ao
procedimento de estresse por rato intruso, permaneceram durante todo o periodo
experimental dentro de suas caixas, mas durante os periodos correspondentes de 5 minutos
iniciais, 15 minutos de estresse, e 10 minutos finais foram realizados os registros de

temperatura e FC e fotos de cauda e dorso.

4.10 - Procedimentos Histologicos

Ao término dos Protocolos Experimentais foi necessario aguardar 90 minutos
para iniciar a perfusdo transcardiaca. Anestesiamos 0s animais com o dobro da quantidade
de solucdo de Ketamina + Xilazina (descrito no item 3.3), submetendo-os a uma
toracotomia para a exposicdo do coracdo. Através de puncdo cardiaca, realizamos a
perfusdo com solucdo salina (0,9%), seguida de solucdo de paraformaldeido tamponado
(4%). Posteriormente, retiramos e fixamos o cérebro em solugdo de formaldeido

tamponado 4% por 24 horas. Apos este periodo, os cérebros foram transferidos para uma
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solucdo de sacarose a 30% (diluido em &gua destilada) permanecendo por 48 horas para

posteriores analises histoldgicas.

4.11 - Andlises dos dados

A andlises dos dados para os graficos de linha para as varidveis tempo e
tratamentos (RTX e wveiculo) foram realizadas utilizando dados a cada 2 minutos, sendo
assim no periodo de basal inicial estdo os tempos -4 e -2, o tempo 0 (zero) foi 0 momento
em que os animais foram colocados ou ndo no periodo de estresse, periodo este
representado pelos tempo 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, seguidos pelo basal final (tempo de
recuperacdo) de 0s animais permaneceram em registro por 30 minutos, porém foram
analisados os 10 primeiros minutos logo apds o estresse, tempos 18, 20, 22, 24, 26 e 0s
Utimos 10 minutos, tempos 28, 30, 32, 34, 36.

Para andlise dos gréficos de delta da maior variagdo para as variaveis
tratamento (RTX e veiculo) e condicdo (Estresse e Controle) foi utilizado o valor mais alto
encontrado durante todo o experimento diminuido da média dos valores de basal inicial. J&
para a andlise dos graficos de delta dos 4 minutos finais para as variaveis tratamento (RTX
e veiculo) e condicdo (Estresse e Controle), foi utilizado a média dos Ultimos 4 minutos do

periodo de basal final diminuido da média dos valores de basal inicial.

4.12 - Andlises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa GraphPad
Prism 6.0 ®. Para analise das alteracOes cardiacas de FC e temperaturas TAM e TCO
utilizamos analise de variancia ANOVA two-way, seguido de pOs-teste Sidak (média +

Desvio Padrdo). O nivel de significancia foi de 5% (p<0,05).

31



5-RESULTADOS

5.1 - Efeitos da dessensibilizacdo dos receptores TRPV1 por RTX no controle

cardiovascular de animais expostos ao estresse social

De maneira ilustrativa, a figura 14A representa os diferentes valores de FC dos
animais denominados controles, aqueles que ndo foram submetidos a exposicdo ao estresse
social por rato intruso. O teste Two-way Anova ndo mostrou diferencas significativas entre
0S grupos nas variaveis tratamento (F (1, 8) = 0,2775; p=0.61), tempo (F (19, 152) =
0,3066; p= 0,99) e interacdo entre tratamento x tempo (F (19, 152) = 1,137; p = 0,32)
durante o periodo de experimento. A figura 14B representa os diferentes valores de FC,
antes, durante e ap0Os a exposicdo ao estresse social por rato intruso, nos animais tratados
com RTX ou veiculo. Ambos os grupos apresentaram aumento nos valores de FC durante
0 periodo de estresse, porém o teste Two-way Anova mostrou diferencas significativas
somente para as variaveis tratamento (F (1,8) = 10,52; p = 0,01) e tempo (F (19, 152) =
26,20; p < 0,0001), ndo sendo significativo na interacdo entre tratamento x tempo (F (19,
152) = 0,96; p = 0,50). O pobs- teste de Sidak mostrou diferengas significativas no basal

final no minuto 36 com p < 0,05.
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Figura 14: Niveis de FC (bpm) antes, durante (entre linhas tracejadas) e apds o estresse. (A) Representa 0s
diferentes valores de FC entre os animais RTX controle e Veiculo Controle. (B) Representa os diferentes
valores de FC entre os animais RTX estresse e Veiculo Estresse. Os simbolos representam média + EPM. *
Diferenca estatistica do grupo RTX em relagdo ao grupo veiculo, Anova two way, com pdés -teste Sidak (p <

0,05).
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A figura 15A representa os valores de delta de maior variagdo de FC (maior
valor encontrado apds inicio do estresse até o final menos a média dos valores de basal
inicial) para todos os grupos. O teste Two-way Anova mostrou diferenca significativa entre
0s grupos condicdo (F (1, 16) = 132,1; p < 0,0001). A figura 15B representa os valores de
delta dos 4 minutos finais de FC (média dos Ultimos 4 minutos menos a média dos valores
de basal inicial) para todos o0s grupos. O teste Two-way Anova mostrou diferenca
significativa entre os grupos de tratamento (F (1, 16) = 11,030; p = 0,0054), entre o0s
grupos condicdo (F (1, 16) = 13,29; p = 0,0022) e a interacdo entre tratamento e condi¢do
(F (1, 16) = 14,25; p = 0,0017). O poés-teste de Sidak mostrou diferencas significativas
entre os grupos VC vs RE, RC vs RE e VE vs RE com p < 0,05.
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Figura 15: Alteragdes na FC (bpm) evocadas pelo estresse social em ratos controle e dessensibilizados por
RTX. (A) Delta do valor de maior variacdo de FC durante o estresse em relagdo aos 4 minutos pré -estresse.
(B) Delta do maior valor de FC pds-estresse em relagdo aos 4 minutos iniciais pré-estresse. * Diferenga
estatistica do grupo RTX em relagdo ao grupo veiculo controle. # Diferenca estatistica do grupo RTX
estresse em relagdo ao RTX controle. & Diferenca estatistica do grupo RTX estresse em relacdo ao veiculo

estresse. Anovatwo way, com pos-teste Sidak (p <0,05).
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5.2 - Efeitos da dessensibilizacdo dos receptores TRPV1 por RTX no controle da

temperatura TAM de animais expostos ao estresse social

A figura 16A representa os diferentes valores da temperatura do TAM dos
animais denominados controles, aqueles que ndo foram submetidos a exposicdo ao estresse
social por rato intruso. O teste Two-way Anova apresentou diferencas significativas para
as variaveis tempo (F (19,152) = 1,777; p = 0,0301), tratamentos (F (1, 8) = 14,82; p =
0,0049), porém ndo apresentou diferenca significativa na interagdo entre tempo e
tratamentos (F (19, 152) = 0,84; p = 0,65). A figura 16B representa os diferentes valores da
temperatura do TAM, antes, durante e ap0s a exposicdo ao estresse social por rato intruso,
nos animais tratados com RTX ou veiculo. O teste Two-way Anova mostrou diferencas
significativas somente para a variavel tempo (F (19, 152) = 29,99; p < 0,0001), ndo sendo
significativa para tratamento (F (1,8) = 3,259; p = 0,1087), porém apresentou diferenca
significativa na interacdo tratamento x tempo (F (19, 152) = 8,144; p < 0,0001). O pds-
teste de Sidak mostrou diferenca significativa somente apds o periodo de estresse, nos
tempos 30, 32, 34 e 36 p < 0,05.
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Figura 16: AlteragcBes nos valores de temperatura do TAM (°C) antes, durante (linha tracejada) e apés o
estresse social. (A) Representa os diferentes valores de temperatura do TAM entre os animais RTX controle e
Veiculo controle. (B) Representa os diferentes valores de temperatura do TAM entre 0s animais RTX
estresse e Veiculo estresse. Os simbolos representam média + EPM. * Diferenca estatistica do grupo RTX em
relagdo ao Veiculo. Anovatwo way, com pds-teste Sidak (p < 0,05).

A figura 17A representa os valores de delta de maior variagdo da TAM (maior
valor encontrado apds inicio do estresse até o final menos a média dos valores de basal
inicial) para todos os grupos. O teste Two-way Anova mostrou diferenca significativa
somente para as variaveis condicdo (F (1, 16) = 28,46; p < 0,0001), ndo sendo significativo
para a variavel tratamento (F (1, 16) = 1,271; p = 0,2763) e para a interacdo condicdo X
tratamento (F (1, 16) = 0,0059; p = 0,9394). A figura 17B representa os valeres de delta

dos 4 minutos finais da TAM (média dos dltimos 4 minutos menos a média dos valores de
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basal inicial) para todos os grupos. O teste Two-way Anova mostrou diferencas
significativas para as variaveis tratamento (F (1, 16) = 15,2; p = 0,0013), condicdo (F (1,
16) = 40,74; p < 0,0001) e a interagdo entre tratamento e condicdo (F (1, 16) = 5,713; p =
0,0295). O pos-teste de Sidak mostrou diferencas significativas entre os grupos VC vs RE,
VC vs RE, RC vs RE e VE vs RE com p < 0,05.
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Figura 17: AlteracBes na temperatura do TAM (°C) evocadas pelo estresse social em ratos controle e
dessensibilizados por RTX. (A) Delta do valor de maior variacdo da temperatura do TAM durante o estresse
em relagdo aos 4 minutos pré-estresse. (B) Delta do maior valor de temperatura do TAM pdés-estresse em
relacdo aos 4 minutos iniciais pré-estresse. * Diferenca estatistica do grupo RTX emrela¢do ao grupo veiculo
controle. # Diferenga estatistica do grupo RTX estresse em relagdo ao RTX controle. & Diferenca estatistica

do grupo RTX estresse em relagdo ao veiculo estresse. Anovatwo way, com pés -teste Sidak (p < 0,05).
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5.3 - Efeitos da dessensibilizacdo dos receptores TRPV1 por RTX no controle da TCO

de animais expostos ao estresse social

A figura 18A representa os diferentes valores da TCO dos animais
denominados controle, aqueles que ndo foram submetidos a exposicdo ao estresse social
por rato intruso. O teste Two-way Anova ndo apresentou diferengas significativas para
nenhuma das variaveis; tempo (F (19,152) = 1,778; p = 0,2835), tratamentos (F (1, 8)
1,275; p = 0,2916) e interacdo entre tempo e tratamentos (F (19, 152) = 0,9059; p

0,5764). A figura 18B representa os diferentes valores da TCO, antes, durante e apds a
exposicdo ao estresse social por rato intruso, nos animais tratados com RTX ou veiculo. O

teste Two-way Anova mostrou diferencas significativas para a variavel tempo (F (19, 152)

= 27,48; p < 0,0001), ndo sendo significativa para tratamentos (F (1,8) = 3,102; p

0,1162), porém apresentou interacdo significativa entre tratamento x tempo (F (19, 152)
8,706; p < 0,0001). O pobs- teste de Sidak mostrou diferenca significativa somente apds o

periodo de estresse, nos tempos 30, 32, 34 e 36 com p < 0,05.
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Figura 18: Alteragdes nos valores de TCO (°C) antes, durante (linha tracejada) e ap6s o estresse social. (A)
Representa os diferentes valores de TCO entre os animais RTX controle e Veiculo controle. (B) Representa
os diferentes valores de TCO entre os animais RTX estresse e Veiculo estresse. Os simbolos representam
média £ EPM. * Diferenca estatistica do grupo RTX em relacdo ao Veiculo. Anova two way, com pdés -teste
Sidak (p < 0,05).
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A figura 19A representa os valores de delta de maior variagdo da TCO (maior
valor encontrado apds inicio do estresse até o final menos a média dos valores de basal
inicial) para todos os grupos. O teste Two-way Anova mostrou diferenca significativa
somente para a varidvel condicdo (F (1, 16) = 38,23; p < 0,0001), ndo sendo significativa
para tratamentos (F (1, 16) = 1,160; p = 0,2975) e para a interagdo entre tratamentos e
condicdo (F (1, 16) = 2,130; p = 0,1638). A figura 19B representa os valeres de delta dos 4
minutos finais da TCO (média dos ultimos 4 minutos menos a média dos valores de basal
inicial) para todos os grupos. O teste Two-way Anova mostrou diferencas significativas
para as variaveis tratamento (F (1, 16) = 8,846; p = 0,0089), condicdo (F (1, 16) = 18,79; p
= 0,0005) e na interacdo entre tratamento e condicdo (F (1, 16) = 11,65; p = 0,0036). O
pos-teste de Sidak mostrou diferencas significativas entre os grupos VC vs RE, RC vs RE e
VE vs RE com p <0,05.
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Figura 19: Alteraces na TCO (°C) evocadas pelo estresse social em ratos controle e dessensibilizados por
RTX. (A) Delta do valor de maior variagcdo da TCO durante o estresse emrelacdo aos 4 minutos pré-estresse.
(B) Delta do maior valor da TCO pés-estresse em relacdo aos 4 minutos iniciais pré-estresse. * Diferenca
estatistica do grupo RTX em relagdo ao grupo veiculo controle. # Diferenca estatistica do grupo RTX
estresse em relacdo ao RTX controle. & Diferenga estatistica do grupo RTX estresse em relagcdo ao veiculo

estresse. Anovatwo way, com po6s-teste Sidak (p <0,05).
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5.4 — Efeitos da dessensibilizacdo dos receptores TRPV1 por RTX no controle da
temperatura da cauda de animais expostos ao estresse social

A figura 20A representa os valores de temperatura de cauda durante o periodo de
experimento nos animais que ndo foram submetidos ao protocolo de estresse. O teste Two-
way Anova ndo mostrou diferenca significativa para nenhuma das varidveis; tempo (F (14,
112) = 1,207; p = 0,2801), tratamentos (F (1, 8) = 2,611; p = 0,1448) e interacdo entre
tratamentos e tempo (F (14, 112) = 0,6063; p = 0,8550). A figura 20B sdo fotos
infravermelno representativas da temperatura de cauda de animais RTX controle, que nédo
foram submetidos ao estresse. A figura 20C séo fotos infravermelho representativas da
temperatura de cauda de animais Veiculo controle, que ndo foram submetidos ao estresse.
Essas imagens foram feitas utilizando a méaquina fotografica FLIR e os valores da

temperatura das imagens foram analisadas atraves do programa FLIR Tools.

A 30'
. . —e— VEICULO CONTROLE
Inicio Fim

5 : . -=~ RTX CONTROLE
s i
3 :
s
° :
Qo H
£ s
[ H
= :

24 1 T :l 1 ] 1 T T 1 1 T : 1 ] 1 T 1 1

4-20 2 46 8101214161820222426

Tempo (minutos)

43



30,4 °C

23,0°C

Figura 20: Efeito da dessensibilizagdo de TRPVI, através da administracdo i.p. de RTX, na temperatura da
cauda dos animais RTX controle, ndo submetidos ao estresse. (A) Valores de temperatura de cauda (°C)
antes, durante (linha tracejada) e ap6s nos animais ndo submetidos ao estresse social. (B) Representa o0s
valores de temperatura de cauda dos animais RTX controle. (C) Representa os valores de temperatura de
cauda nos animais veiculo controle. Os simbolos representam média £ EPM. As imagens infravermelho
referem-se a animais representativos dos grupos RTX controle e Veiculo Controle durante os experimentos.
Nas imagens infravermelho, a cruz que esta na foto indica o local de mensurardo de temperatura (descrita no

canto superior esquerdo da foto) naquele momento.

A figura 21A representa os valores da temperatura de cauda durante o periodo
de experimento nos animais que foram submetidos ao protocolo de estresse. O teste Two-
way Anova mostrou diferencas significativas para as variaveis tratamento (F (1, 8) =
57,54; p < 0,0001), tempo (F (14, 112) = 7,022; p < 0,0001) e na interacdo entre tratamento
e tempo (F (14, 112) = 23,90; p < 0,0001). O pos-teste de Sidak mostrou diferengas
significativas nos tempos de 2 a 26 minutos p < 0,05. A figura 21B sdo fotos infravermelho
representativas da temperatura de cauda de animais RTX estresse, que foram submetidos
ao estresse. A figura 21C sdo fotos infravermelho representativas da temperatura de cauda
de animais Veiculo estresse, que foram submetidos ao estresse. Essas imagens foram feitas
utilizando a maquina fotografica FLIR e os valores da temperatura das imagens foram
analisadas através do programa FLIR Tools.



34- Fim i
A — ; - VEICULO ESTRESSE

_ 324 5 -=- RTX ESTRESSE
3) ]
S 30- § i
E : :
© : :
g28] | |
: ; ;
F 26- ; !

24 L] L] :l L] L] L] L] L L ] i L L] L] L] L

-4-20 2 46 8101214161820222426

Tempo (minutos)

23,0°C

Figura 21: Efeito da dessensibilizacdo de TRPVL, através da administragdo i.p. de RTX, na temperatura da
cauda dos animais RTX estresse, submetidos ao estresse. (A) Valores de temperatura de cauda (°C) antes,
durante (linha tracejada) e ap6s nos animais RTX estresse e Veiculo estresse, submetidos ao estresse social.
(B) Representa os valores de temperatura de cauda dos animais RTX estresse. (C) Representa os valores de
temperatura de cauda dos animais Veiculo estresse. Os simbolos representam média + EPM. As imagens
infravermelho referem-se a animais representativos dos grupos RTX estresse e Veiculo estresse durante 0s

experimentos. * Diferenca estatistica do grupo RTX em relagdo ao Veiculo. Anova two way, com pos -teste
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Sidak (p < 0,05). Nas imagens infravermelho, a cruz que esta na foto indica o local de mensurardo de

temperatura (descrita no canto superior esquerdo da foto) naquele momento.

5.5 — Efeitos da dessensibilizacdo dos receptores TRPV1 por RTX no controle da
temperatura do dorso de animais expostos ao estresse social

A figura 22A representa os valores de temperatura do dorso durante o periodo
de experimento nos animais que ndo foram submetidos ao protocolo de estresse. O teste
Two-way Anova mostrou diferenca significativa para as variaveis; tempo (F (14, 112) =
2,992; p = 0,0006), tratamentos (F (1, 8) = 37,01; p = 0,0003) e interagdo entre tratamentos
e tempo (F (14, 112) = 10,17; p < 0,0001). O pos-teste de Sidak mostrou diferencas
significativas nos tempos de 2 a 26 minutos p < 0,05. A figua 22B sdo fotos
infravermelno representativas da temperatura de cauda de animais RTX controle, que
foram submetidos ao estresse. A figura 22C sdo fotos infravermelho representativas da
temperatura de cauda de animais Veiculo controle, que foram submetidos ao estresse.
Essas imagens foram feitas utilizando a méaquina fotografica FLIR e os valores da

temperatura das imagens foram analisadas através do programa FLIR Tools.
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Figura 22: Efeito da dessensibilizagdo de TRPV1, através da administra¢do i.p. de RTX, na temperatura do
dorso dos animais RTX controle, ndo submetidos ao estresse. (A) Valores de temperatura do dorso (°C)
antes, durante (linha tracejada) e ap6s nos animais ndo submetidos ao estresse social. (B) Representa 0s
valores de temperatura do dorso dos animais RTX controle. (C) Representa os valores de temperatura do
dorso nos animais veiculo controle. Os simbolos representam média + EPM. As imagens infravermelho
referem-se a animais representativos dos grupos RTX controle e Veiculo Controle durante os experimentos.
* Diferenca estatistica do grupo RTX em relacdo ao Veiculo. Anova two way, com pdés -teste Sidak (p <
0,05). Nas imagens infravermelho, a cruz que esta na foto indica o local de mensurardo de temperatura
(descrita no canto superior esquerdo da foto) naquele momento.

A figura 23A representa os valores da temperatura do dorso durante o periodo
de experimento nos animais que foram submetidos ao protocolo de estresse. O teste Two-
way Anova mostrou diferencas significativas para as varidveis tratamento (F (1, 8) =
57,54; p < 0,0001), tempo (F (14, 112) = 7,022; p < 0,0001) e na interagédo entre tratamento
e tempo (F (14, 112) = 23,90; p < 0,0001). O pos-teste de Sidak mostrou diferencas
significativas nos tempos de 2 a 26 minutos p < 0,05. A figura 23B sdo fotos infravermelho
representativas da temperatura de cauda de animais RTX estresse, que foram submetidos
ao estresse. A figura 23C sdo fotos infravermelho representativas da temperatura de cauda
de animais Veiculo estresse, que foram submetidos ao estresse. Essas imagens foram feitas
utilizando a méquina fotogréfica FLIR e os valores da temperatura das imagens foram

analisadas através do programa FLIR Tools.
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Figura 23: Efeito da dessensibilizacdo de TRPVL, através da administragdo i.p. de RTX, na temperatura do
dorso dos animais RTX estresse, submetidos ao estresse. (A) Valores de temperatura do dorso (°C) antes,
durante (linha tracejada) e ap6s nos animais RTX estresse e Veiculo estresse, submetidos ao estresse social.
(B) Representa os valores de temperatura do dorso dos animais RTX estresse. (C) Representa os valores de
temperatura do dorso dos animais Veiculo estresse. Os simbolos representam média £ EPM. As imagens
infravermelho referem-se a animais representativos dos grupos RTX estresse e Veiculo estresse durante os
experimentos. Nas imagens infravermelho, a cruz que estd na foto indica o local de mensurardo de

temperatura (descrita no canto superior esquerdo da foto) naquele momento.
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6 - DISCUSSAO

Neste trabalho demonstramos que a dessensibilizagdo dos canais TRPV1 (por
RTX) provocou taquicardia, aumento na temperatura corporal e aumento na temperatura
do tecido adiposo marrom (TAM) quando os animais foram expostos ao estresse social.
Tais alteracbes foram similares nos animais do grupo Veiculo, ndo dessensibilizados.
Porém, ao final do periodo de estresse, diferentemente dos animais veiculo, os animais
RTX ndo retornaram o0s parametros cardiovasculares, a temperatura corporal e a
temperatura do TAM aos valores basais. No entanto, foi possivel observar que a
dessensibilizacdo dos canais TRPV1, por si sO, foi capaz de provocar um aumento da
temperatura do TAM e da temperatura do dorso nos animais controle, ndo submetidos ao
estresse. Ambos grupos de animais, RTX e weiculo, ndo demonstraram diferenca na
temperatura do dorso durante o periodo de estresse. Além disso, demonstramos também
que a dessensibilizagdo dos canais TRPV1 (por RTX) diminuiu a temperatura caudal
durante o periodo de estresse, variacdo esta, contraria ao grupo Vveiculo, no qual
observamos um aumento em tal temperatura. Tais resultados mostraram que 0S animais
dessensibilizados para TRPV1 com RTX, ndo recuperam seus Vvalores basais de
temperatura ap0s o periodo de estresse. Sendo assim, nosso estudo sugere que o TRPV1 e
um receptor importante para a recuperagao da temperatura apds periodo de estresse.

Ap6s a dessensibilizacdo dos canais TRPV1, observamos que tal
dessensibilizagdo diminuiu a temperatura caudal durante o estresse social. A cauda é um
tecido altamente vascularizado e representa 7% da area de superficie corporal total dos
ratos (GORDON, 1990) permitindo que ocorra uma modificacdo do fluxo sanguineo
durante situacbes de estresse térmico. A vasodilatacdo da cauda é responsavel pela
dissipacdo de cerca de 25% da producdo de calor em repouso e por cerca de 40% durante o
exercicio (YOUNG e DAWSON, 1982). Nossos dados mostraram a dificuldade
apresentada pelos animais RTX em dissipar calor pela cauda, o que corrobora os resultados
encontrados por Obal et al. (1983), onde os pesquisadores observaram que 0 aumento da
dissipagcdo de calor na pele da cauda e as respostas autondémicas estavam claramente
comprometidas nos animais dessensibilizados para os canais TRPV1. Essa resposta é
observada porque, apesar de existir sete canais TRPS que respondem aos aumentos de

temperatura, apenas dois deles estdo presentes nos queratindcitos da pele ou nas
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terminacbes nervosas livres da pele, sendo eles TRPV1 e TRPV4 (CATERINA et al,
2007). Portanto, podemos sugerir que o canal TRPV1 € muito importante para garantir a
manutencdo e regulacdo do controle de temperatura durante as situacdes de estresse, pois
na falta do TRPV1, o TRPV4 ndo seria capaz de supri-la e controlar as variagcbes de
temperatura. Além disso esse resultado confirma que nosso modelo foi efetivo em produzir
a dessensibilizacdo dos canais TRPV1.

Com a dessensibilizacdo dos canais TRPV1, foi possivel observar um aumento
na FC durante o periodo de estresse, a qual manteve-se elevada e ndo retornou aos valores
basais. Diante situagbes de estresse, 0 sistema nervoso central de mamiferos produz
respostas de defesa caracterizadas por um padrdo integrado de alteragdes enddcrinas,
autonbmicas e comportamentais (CLARK et al., 1997). Tais respostas envolvem aumento
de varios parametros fisioldgicos dentre eles a FC. Diversos trabalhos demonstraram que
diferentes tipos de estresse agudo evocam aumento nos valores de FC (DE MENEZES et
al., 2008; MESQUITA et al.,2016; ABREU et al, 2014; DIMICCO et al, 1996), isso
porque durante situacbes estressantes hd uma alteracdo da atividade barorreflexa,
provocando tal aumento (CRESTANI et al.,, 2010 ). No nosso entendimento, € a primeira
vez que se é investigado a dessensibilizacdo de TRPV1, através da injecdo intraperitoneal
de RTX, e seus efeitos sobre o0 aumento de FC durante estresse emocional. Porém, estudos
mostraram que a dessensibilizacdo de TRPV1, por capsaicina, um andlogo do RTX, feita
especificamente na regido cerebral cortex pré-frontal ventromedial (VMPFC), aumenta a
resposta taquicardica a estimulacdo barorreflexa (LAGATTA et al., 2015). Akm disso,
Sun (2009) mostraram que ratos tratados com injecdo intraperitoneal de RTX tiveram uma
diminuicdo significativa na capacidade do barorreflexo arterial em reduzir a FC. Estes
dados sugerem que o TRPV1 seria um canal importante no controle de FC frente a
situagOes adversas.

Nos animais dessensibilizados com RTX, foi possivel observar um aumento na
TCO durante o periodo de estresse, a qual manteve-se elevada e ndo retornou aos valores
basais. Esta elevacdo da TCO sd ocorre quando 0s animais sdo estimulados, como
podemos observar nos animais dessensibilizados que ndo foram submetidos ao estresse
social, pois eles mantiveram seus valores de TCO, durante todo o periodo experimental. A
temperatura corporal de animais homeotérmicos é mantida constante através de
mecanismos muito precisos que fazem o controle da dissipacdo e producdo necessaria de
calor interno. Em resposta ao aumento de temperatura corporal interna acima de valores

basais, acontece a dissipacdo de calor, que vai provocar aumento na taxa respiratoria
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desses animais (Clapham, 2012). Estudos apontam evidéncias de que 0 estresse consegue
afetar o sistema termorregulatorio induzindo alteraces na temperatura corporal
(VINKERS et al, 2013). Outros trabalhos também demonstraram que o0s animais
apresentavam um aumento na temperatura corporal ap6s serem expostos a diferentes
situacBes de estresse (BORSINI et al., 1989). Ndo had indicios na literatura de outros
estudos que avaliaram a dessensibilizacdo de TRPV1, através da injecdo intraperitoneal de
RTX, e seus efeitos sobre o aumento da TCO durante estresse emocional. No entanto,
desde 1970 estudos tém demonstrado os efeitos da dessensibilizacdo dos receptores
TRPV1, onde observaram que animais tratados com RTX apresentam maior aumento de
temperatura interna durante a exposicdo a ambientes quentes quando comparado com 0S
animais ndo dessensibilizados (JANCSO-GABOR et al, 1970 a, b; SZIKSZAY et al,
1982; COMARECHE et al.,, 1985; SZALLASI e BLUMBERG, 1989). Kunstetter (2013),
em sua dissertacdo, sugeriu que a reducdo no numero de neurbnios ou canais TRPV1
ativos na cavidade abdominal levou & reducdo na capacidade de controlar a temperatura
interna durante o exercicio, dificutando a manutencdo do equilibrio térmico. Estes dados
em conjunto com nossas observagdes sugerem que 0 TRPV1 seria um canal importante na
manutencdo e regulacdo destes aumentos da TCO frente a situacGes adversas.

Foi possivel observar nos animais dessensibilizados com RTX, um aumento na
temperatura do TAM durante o periodo de estresse, a qual manteve-se elevada e nao
retornou aos valores basais. Diferentemente da TCO, em que a elevacdo da temperatura sO
ocorre quando os animais sdo estimulados, no TAM os animais dessensibilizados
apresentaram uma temperatura aumentada, mesmo ndo sendo estimulados pelo estresse
social. O TAM é responsavel pela termogénese independente de tremor em mamiferos e
sua ativacdo é de grande importancia para a producdo de calor através de mecanismos
facultativos, ou seja, mecanismos adicionais para producdo répida de calor (CLAPHAM,
2012; MACKOWIAK, 1998). Nakamura e Morrison (2008) descreveram em sua via, sobre
a vasocontricdo e a producdo de calor por tremor ou pelo tecido adiposo marrom como
mecanismos modulados por uma area especifica no cérebro. Varios estudos demonstraram
a expressdo dos canais TRPV1 no TAM, deixando mais claro porque o blogueio destes
canais pode levar a quadros de hipertermia (GAVVA et al., 2008; YONESHIRO e SAITO,
2013; VENNEKENS et al, 2008). Estudos de Yamashita (2008) verificaram que na
presenca de antagonista para 0 TRPV1, a expressdo de UCP1 diminui significativamente.
Mais uma vez, em nosso entendimento, € a primeira vez que se € investigado a

dessensibilizacdo de TRPV1, através da injecdo intraperitoneal de RTX, e seus efeitos
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sobre o aumento da temperatura do TAM durante estresse emocional. Atualmente muito
pouco se sabe sobre as vias de ativacdo e inibicdo responsaveis pelo controle da
temperatura durante mecanismos comportamentais e de estresse, por iSO muitos estudos
ainda s80 necessarios nesta area.

Com a dessensibilizacdo dos canais TRPV1 por RTX, observamos um aumento
da temperatura da pele do dorso dos animais que ndo foram submetidos ao estresse social
(controle). Ja nos animais dessensibilizados submetidos ao estresse, observamos uma
temperatura similar aos animais controle, porém a mesma ndo sofreu alteracdo no periodo
de estresse. Tal padrdo ndo foi observado nos animais tratados com veiculo, os quais
apresentaram um aumento na temperatura do dorso durante periodo de estresse, chegando
a valores similares a temperatura dos animais RTX (expostos ou ndo ao estresse). Estudos
de Rowell (1969, 1977) demonstraram que, sob estresse térmico severo, cerca de 50% do
débito cardiaco pode ser direcionado para a pele, auxiliando no controle da vasculatura
cutinea. Em quadros de hipertermia, a dissipagdo do calor ocorre principalmente pela
vasodilatacdo sanguinea para a pele e cauda (RODRIGUES e SILAME-GARCIA, 1998).
Estudos demonstraram a presenga dos canais TRPV na pele (VAY et al., 2012), e também
que os canais TRPV1 sdo altamente ricos em neurdnios primarios aferentes que inervam a
pele e os orgdo viscerais (ROMANOVSKY et al., 2009). Apesar dos nossos Ultimos dados
citados acima, de que a temperatura do dorso dos animais RTX estd aumentada por si SO,
ndo podemos afirmar que seja um aumento na temperatura da pele propriamente dita, ou se
seria uma influéncia do TAM, ja que este apresentou-se aumentado nesses animais e se

situa exatamente abaixo do dorso.
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7 - CONCLUSAO

Nossos resultados mostraram que 0s animais dessensibilizados para TRPV1
ndo foram capazes de dissipar calor pela cauda e restaurar seus valores basais de
frequéncia cardiaca e temperatura corporal apos periodo de estresse, além de apresentaram
uma elevada temperatura do tecido adiposo marrom por si sd, independente do estresse.
Sendo assim, nosso estudo sugere que o TRPV1 é um canal de suma importancia no

controle e manutengdo da temperatura diante situagcdes adversas.
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