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RESUMO

Introducédo: A superfamilia Potencial Receptor Transiente (TRP) de canais
catibnicos se destaca por exibir uma grande diversidade de mecanismos de
ativagao, e sdo alvos de compostos derivados de plantas. Objetivo: Investigar
o papel de canais TRP na resposta vasorrelaxante de rotundifolona em artéria
mesentérica superior de ratos Normotenso de Lyon (LN). Métodos e
Resultados: Anéis de artéria sem endotélio foram suspensos em hastes
metalicas para registro de tensdo isométrica. Em meio nominalmente sem
Ca?*, os anéis foram submetidos a contracdes sucessivas com FEN para
deplecdo dos estoques de Ca’* e contraidos com CaCl, (10'2 M). O efeito
maximo (Emax) das contragdes com CaCl, na presenca de nifedipino (10° M)
(Emax = 31,66 £ 2,27 %) foi significativamente atenuado na presenca de
nifedipino mais rotundifolona (3 x 10% € 3 x 102 M) (Emax = 9,30 £2,38 € 1,12 +
0,31 %) e nifedipino mais mentol (10* e 10 M) (Emax = 10,96 + 1,34 and 1,52 +
0,82 %). Rotundifolona causou relaxamento de vasos pré-contraidos com FEN
(Emax = 100,32 £ 3,88 %; pD, =3,59+0,04, n=6). O efeito vasorrelaxante
induzido por rotundifolona foi signigficativamente atenuado na presenga de
Gd>* (10™M) (Emax = 83,74 + 5,71 %; pD, = 3,15 + 0,06); Gd>* (2,25 x 10”° ou
2x10°M) (pD2=3,18 + 0,06 e 3,32 + 0,03 %) ou BCTC (Emax = 76,30 *
2,15 %; pD, = 3,46 + 0,04), mas n&o na presenga de vermeho de ruténio, La®*
or Mgz+, nem apos dessensibilizagdo do TRPV1 com capsaicina. Mentol
também causou o relaxamento de vasos pré-contraidos com FEN
(Emax = 105,07 £ 3,07 %; pD2 = 3,72 + 0,02). O efeito vasorrelaxante induzido
por mentol foi significativamente potencializado na presenca de vermelho de
ruténio (10 M), um bloqueador nio seletivo de canais TRP (pD2 = 4,12 + 0,04,
n = 6) e significativamente atenuada na presenca de La* (8 x 10°M),
bloqueador nido seletivo de canais TRP (Emax= 89,05 + 1,61 %); Mg~
(2,25 x 10 M), bloqueador seletivo dos canais TRPM3, 6 e 7 (Emsx = 90,76 +
2,94 %); Gd*" (10" M), bloqueador de canais TRPV4, TRPC1, 3 and 6, TRPM3
and 4 (Emsx = 73,82 + 544 %); Gd>* (2,25 x 10°M), bloqueador de canais
TRPC3 and 6, TRPV4 (Emsx = 88,04 + 2,33 %); Gd>* (2 x 10 M), bloqueador
seletivo do TRPCB (Emsx = 89,30 + 3,61 %) ou BCTC (2 x 10° M), bloqueador
dos TRPM8 e TRPV1 (Emax = 66,77 + 6,05 %), e apoOs a dessensibilizagado do
TRPV1 com capsaicina (10° M) (Emsx = 88,96 + 4,50). A tensdo basal foi
reduzida por mudanga na temperature do banho de 37 °C para 25°C e 18°C
(Emax = 21,15 £ 0,78 e 28,84 £ 1,03 %). Essa resposta foi significativamente
potencializada por rotundifolona (3 x 10> M) (Emax = 28,01 + 1,81 e 38,45 +
1,98 %) ou mentol (10° M) (Emax = 29,87 + 1,25 e 43,03 + 2,22 %). Semelhante
ao mentol, os efeitos induzidos por rotundifolona foram atenuados em meio
sem Ca’* mais EGTA (Emax = 20,42 £ 1,97 e 30,90 £ 2,58 %) ou na presenga
de BCTC (Emax = 17,05 £ 1,94 e 26,48 £ 3,39 %), mas ndo quando 0s vasos
foram pré-tratados com vermelho de ruténio ou capsaicina. O RNAmM e a
proteina do canal TRPMS8 sao expressos em artéria mesentérica de ratos LN.
Conclusdes: Esses dados sugerem que rotundifolona induz relaxamento
dependente de concentragdo em artéria mesentérica devido a inibicdo de
canais ROC e SOC (provavelmente TRPC1 e TRPCG6) e ativagdo de canais
TRPMS.
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ABSTRACT

Introduction: The Transient Receptor Potential (TRP) superfamily of cation
channels is remarkable since it displays greater diversity in activation
mechanisms, and are targets for plant-derived compounds. Aim: To investigate
the role of TRP channels in the vasorelaxant response of rotundifolone in the
superior mesenteric artery from Lyon Normotensive (LN) rats. Methods and
Results: Endothelium-denuded artery rings were suspended by platinum hooks
for isometric tension recordings. In nominally free-Ca?* medium, the rings were
submitted to successive phenylephrine (Phe) contractions to deplete Ca®'-
stores and contracted to CaCl, (102 M). The maximum response (MR) of
CaCl,-contractions in presence of nifedipine (10° M) (MR =31.66 + 2.27 %)
were significantly attenuated in the presence of nifedipine plus rotundifolone
(3x10*and 3x10° M) (MR = 9.30+2.38 and 1.12 + 0.31 %) or nifedipine
plus menthol (10*and 10°M) (MR = 10.96 + 1.34 and 1.52 + 0.82 %).
Rotundifolone caused relaxation of vessels pre-contracted with Phe
(MR =100.32 £ 3.88 %; pD, =3.59+0.04, n=6). The vasorelaxant effect
induced by rotundifolone was significantly atenuated in the presence of Gd**
510'4M) (MR = 83.74 + 5.71 %; pD, = 3.15 + 0.06); Gd>* (2.25x 10°0r 2 x 10°

M) (pD, = 3.18 £ 0.06 and 3.32 £ 0.03 %) or BCTC (MR = 76.30 £ 2.15 %; pD
= 3.46 = 0.04), but no in the presence of ruthenium red, La>* or Mg”, nor after
TRPV1 desensitization with capsaicin. Menthol caused relaxation of vessels
pre-contracted with Phe (MR =105.07 + 3.07 %; pD, = 3.72 = 0.02). The
vasorelaxant effect induced by menthol was significantly potentiated in the
presence of ruthenium red (10°M), a non-selective TRP channels blocker
(pD2 = 4.12 £ 0,04, n = 6). Also, the vasorelaxant response of menthol was
significantly attenuated in the presence of La*" (8 x 10° M), non-selective TRP
channels blocker (MR = 89.05 + 1.61 %); Mg?* (2.25 x 10> M), TRPM3, 6 and 7
selective blocker (MR = 90.76 + 2.94 %); Gd** (10* M), TRPV4, TRPC1, 3 and
6, TRPM3 and 4 channels blocker (MR = 73.82 + 5.44 %); Gd** (2.25 x 10° M),
TRPC3 and 6, TRPV4 channels blocker (MR = 88.04 + 2.33 %); Gd*" (2 x 10°
® M), TRPC6 selective blocker (MR = 89,30 + 3,61 %) or BCTC (2 x 10° M),
TRPM8 and TRPV1 channels blocker (MR = 66.77 + 6.05 %), and after TRPV1
desensitization with capsaicin (10° M) (RM = 88.96 + 4.50). The basal tension
was reduced by change in the thermostat temperature from 37 °C to 25°C and
18°C (MR =21.15 + 0.78 and 28.84 + 1.03 %). This response was significantly
potentiated by rotundifolone (3 x 10° M) (MR=28.01 + 1.81 and 38.45 *
1.98 %) or menthol (10° M) (MR =29.87 + 1.25 and 43.03 + 2.22 %). In the
way similar to menthol, the effects induced by rotundifolone were attenuated in
free-Ca®* medium plus EGTA (MR = 20.42 + 1.97 and 30.90 + 2.58 %) or in the
presence of BCTC (MR = 17.05 + 1.94 and 26.48 + 3.39 %), but not when the
vessels were pre-treated with ruthenium red or capsaicin. The RNAm and the
protein of the TRPM8 channel are expressed in the superior mesenteric artery
from LN rats. Conclusions: These data suggest that rotundifolone induces
concentration-dependent relaxation in the mesenteric artery due to inhibition of
ROC and SOC channels (probably TRPC1 and TRPC6) and activation of
TRPM8 channels.
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ACh
ANOVA
BAPTA
BCTC

BSA
BKca
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Ca,
CaCly
[Ca™]
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[Ca®"];
°C
CEso

CO;
DMSO
EGTA
Emax
e.p.m.
FEN
Gd**
GdCl;

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Acetilcolina

Anadlise de variancia

Acido 1,2-Bis(2-aminofenoxi)etano-N,N,N',N'-tetraacético
N-(4-tertiaributil-phenil)-4-(3-cloropiridin-2-il)tetrahidropirazina-
1(2H)-carboxamida

Albumina sérica bovina

Canais para K* sensiveis 8 Ca®* de grande condutancia
Célcio

Canais de calcio sensiveis a voltagem

Cloreto de calcio

Concentragao de calcio

Concentragao de calcio citoplasmatica

Concentragao de calcio intracelular

Graus Celsius

Concentragao da substancia que produz 50 % de seu efeito
maximo

Dioxido de carbono

Dimetilsulfoxido

Acido etilenoglicol-bis-(B-aminoetiléter) N,N,N",N"- tetraacético
Efeito maximo

Erro padréo da média

Fenilefrina

Gadolinio

Cloreto de gadolinio

Potassio

Quilograma

Lantanio

Cloreto de lantanio

Molar

Magnésio
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mg Miligramas

MgCl, Cloreto de magnésio

mL Mililitros

Ms Milisegundos

MSCC Canais de Calcio Sensiveis a Estimulos Mecéanicos
ul Microlitro

n Numero de experimentos

Na* ion sédio

O, Oxigénio

P Significancia Estatistica

PLC Fosfolipase C

ROC Canal de Calcio Operado por Receptor

ROT Rotundifolona

rpm Rotac&o por minute

S5 Quinto segmento transmembranar

S6 Sexto segment transmembranar

SAC Canal ativado por estiramento

SHR Ratos Espontaneamente Hipertensos

SOCs Canais de Calcio Operados por Estoques

TRP Potencial Receptor Transiente

TRPA1 Receptor TRP proteinas transmembranas ancrinas 1
TRPC Receptor TRP classic

TRPM Receptor TRP melastatina

TRPML Receptor TRP muculipina

TRPN Receptores TRP mecanoreceptores potencial C
TRPP Receptor TRP policistina

TRPV Receptor TRP vanildide

WKY Wistar Kyoto
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Figura 25. Registro original mostrando a reversao da contragdo induzida por
FEN em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos LN sem
endotélio, apds o efeito vasorrelaxante induzido por 10° M (A) e 3 x 10° M (B)
de mentol. As setas indicam o momento de adigdo ou remocao de substancias.

Figura 26. Reversibilidade da contragédo induzida por FEN em anéis de artéria
mesentérica superior de rato LN sem endotélio, apos a adicdo de mentol.
Grafico em barras mostrando porcentagem de contragao induzida por FEN em
anéis de artéria mesentérica superior de rato LN sem endotélio, antes e apds a
adicdo de 10° ou 3 x 10° M de mentol (n = 5). ANOVA “one way” seguido do
pos-teste de Bonferroni, *p < 0,05 (Mentol 3 x 10° M vs FEN).

Figura 27. Registro original do efeito de rotundifolona sobre o ténus basal de
anéis sem endotélio de artéria mesentérica superior isolada de rato LN.

Figura 28. Registro original do efeito de mentol sobre o tdnus basal de anéis
com endotélio (A) e sem endotélio (B) de artéria mesentérica superior isolada
de rato LN.

Figura 29. Efeito de mentol sobre o tdbnus basal de artéria mesentérica de rato
LN, com endotélio n =5 (e) e sem endotélio n=6 (o). ANOVA “two way”
seguido do pos-teste de Bonferroni, *p < 0,05 (Sem endotélio vs com
endotélio).

Figura 30. Registro original mostrando a reprodutibilidade do efeito
vasorrelaxante de 3 x 10° M de rotundifolona em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos LN sem endotélio.

Figura 31. Reprodutibilidade do efeito vasorrelaxante de rotundifolona em
anéis de artéria mesentérica superior de rato LN. Grafico em barras mostrando
que o efeito vasorrelaxante de rotundifolona (3 x 10 M) foi reprodutivel em
anéis de artéria mesentérica isolada de ratos LN sem endotélio (n = 6).
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Figura 32. Registro original mostrando a reprodutibilidade do efeito
vasorrelaxante de 10> M de mentol em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de ratos LN sem endotélio.

Figura 33. Reprodutibilidade do efeito vasorrelaxante de mentol em anéis de
artéria mesentérica superior de rato LN. Grafico em barras mostrando que o
efeito vasorrelaxante de mentol (10 M) foi reprodutivel em anéis de artéria
mesentérica isolada de ratos LN sem endotélio (n = 6).

Figura 34. Registro original mostrando o efeito de rotundifolona no influxo de
calcio dependente de canais ROC e SOC em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato LN sem endotélio. Contragdes de CaCl, na auséncia (A
e D, respectivamente) e na presenca de 10° M de nifedipino (B e E,
respectivamente) e na presenga de 10® M de nifedipino juntamente com 3 x
10 ou 3 x 10™ M de rotundifolona (C e F, respectivamente).

Figura 35. Registro original mostrando o efeito de mentol no influxo de calcio
dependente de canais ROC e SOC em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato LN sem endotélio. Contragdes de CaCl, na auséncia (A e D,
respectivamente) e na presenga de 10°M de nifedipino (B e E,
respectivamente) e na presenca de 10° M de nifedipino juntamente com 107
ou 10 M de mentol (C e F, respectivamente).

Figura 36. Participagdo de canais ROC e SOC no mecanismo de agédo de
rotundifolona em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato LN sem
endotélio. Grafico em barras mostrando o efeito de rotundifolona (3 x 107,
3x10% ou 3 x 10° M, n = 5) sobre as contracdes induzidas por CaCl, em anéis
de artéria mesentérica superior de rato LN, na presenca de nifedipino 10° M.
ANOVA “one way” seguido do pos-teste de Bonferroni, *p < 0,05 (vs CaCl, 10
M), *p < 0,05 (vs Nifedipino 10° M + CaCly).

Figura 37. Participagdo de canais ROC e SOC no mecanismo de acgédo de
mentol em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato LN sem
endotélio. Grafico em barras mostrando o efeito de mentol (10°, 10 ou 10 M,
n = 5) sobre as contragées induzidas por CaCl, em anéis de artéria
mesentérica superior de rato LN, na presenca de nifedipino 10° M. ANOVA
“one way” seguido do pds-teste de Bonferroni, *p < 0,05 (vs CaCl, 102 M),
*n < 0,05 (vs Nifedipino 10° M + CaCl,).

Figura 38. Efeito vasorrelaxante de rotundifolona sobre o ténus pré-contraido
com FEN de artéria mesentérica de rato LN sem endotélio na auséncia n = 12
(o) ou presenca de 10° M de vermelho de ruténio n = 6 (A ). Teste t student (vs
controle).

Figura 39. Efeito vasorrelaxante de mentol sobre o ténus pré-contraido com
FEN de anéis de artéria mesentérica de rato LN sem endotélio na auséncia
n=6 (o) ou presenca de 10° M de vermelho de ruténio n = 6 (A). Teste t
student, *p < 0,05 (vs controle).
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Figura 40. Efeito vasorrelaxante de rotundifolona sobre o ténus pré-contraido
com FEN de artéria mesentérica de rato LN sem endotélio na auséncia n = 12
(o) ou presenca de 8 x 10° M de La>* n =7 (V). Teste t student (vs controle).

Figura 41. Efeito vasorrelaxante de mentol sobre o ténus pré-contraido com
FEN de anéis de artéria mesentérica de rato LN sem endotélio na auséncia
n=6 (o) ou presenca de 8x10° M de La** n=4 (V). Teste t student,
*p < 0,05 (vs controle).

Figura 42. Efeito vasorrelaxante de rotundifolona sobre o ténus pré-contraido
com FEN de anéis de artéria mesentérica de rato LN sem endotélio na
auséncia n = 12 (o) ou presenca de 2,25 x 10° M de Mg®*.n = 5 (#). Teste t
student (vs controle).

Figura 43. Efeito vasorrelaxante de mentol sobre o ténus pré-contraido com
FEN de anéis de artéria mesentérica de rato LN sem endotélio na auséncia
n =6 (o) ou presenca de 2,25 x 10° M de Mg?* n = 5 (#). Teste t student, *p <
0,05 (vs controle).

Figura 44. Efeito vasorrelaxante de mentol sobre o ténus pré-contraido com
FEN de anéis de artéria mesentérica de rato LN sem endotélio na auséncia
n =6 (o) ou presenca de 2,5 x 10° M de Gd>* n = 5 (V). Teste t student, *p <
0,05 (vs controle).

Figura 45. Efeito vasorrelaxante de mentol sobre o ténus pré-contraido com
FEN de anéis de artéria mesentérica de rato LN sem endotélio na auséncia
n =6 (o) ou presenca de 10 M de Gd*" n = 5 (m). Teste t student, *p < 0,05 (vs
controle).

Figura 46. Efeito vasorrelaxante de rotundifolona sobre o ténus pré-contraido
com FEN de anéis de artéria mesentérica de rato LN sem endotélio na
auséncia n = 12 (o) ou presenca de 2,5x 10° M de Gd* n = 5 (V). Teste t
student, *p < 0,05 (vs controle).

Figura 47. Efeito vasorrelaxante de mentol sobre o ténus pré-contraido com
FEN de anéis de artéria mesentérica de rato LN sem endotélio na auséncia
n =6 (o) ou presenca de 2,5 x 10° M de Gd>* n =5 (V). Teste t student, *p <
0,05 (vs controle).

Figura 48. Efeito vasorrelaxante de rotundifolona sobre o ténus pré-contraido
com FEN de anéis de artéria mesentérica de rato LN sem endotélio na
auséncia n =12 (o) ou presenca de 2 x 10°M de Gd** n = 5 (A). Teste t
student, *p < 0,05 (vs controle).

Figura 49. Efeito vasorrelaxante de mentol sobre o ténus pré-contraido com
FEN de anéis de artéria mesentérica de rato LN sem endotélio na auséncia
n=6 (o) ou presenca de 2 x 10° M de Gd** n = 5 (A). Teste t student,
*p < 0,05 (vs controle).
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Figura 50. Efeito vasorrelaxante de rotundifolona sobre o ténus pré-contraido
com FEN de anéis de artéria mesentérica de rato LN sem endotélio na
auséncia n =12 (o) ou presenca de 2 x 10° M de BCTC n = 6 (m). Teste t
student, *p < 0,05 (vs controle).

Figura 51. Efeito vasorrelaxante de mentol sobre o ténus pré-contraido com
FEN de anéis de artéria mesentérica de rato LN sem endotélio na auséncia
n=6 (o) ou presengca de 2 x 10° M de BCTC n = 4 (m). Teste t student,
*p < 0,05 (vs controle).

Figura 52. Efeito vasorrelaxante de rotundifolona sobre o ténus pré-contraido
com FEN de anéis de artéria mesentérica de rato LN sem endotélio na
auséncia n=12 (o) ou presenca da dessensibilizagdo com 10° M de
capsaicina n = 6 (e). Teste t student (vs controle).

Figura 53. Efeito vasorrelaxante de mentol sobre o ténus pré-contraido com
FEN de anéis de artéria mesentérica de rato LN sem endotélio na auséncia
n =6 (o) ou presenca da dessensibilizacdo com 10 M de capsaicina n = 5 (e).
Teste t student, *p < 0,05 (vs controle).

Figura 54. Efeito de 3x10™, 10° e 3x 10° M de rotundifolona (n=5, 7e 6
respectivamente) sobre o tonus basal de artéria mesentérica de rato LN sem
endotélio em temperaturas frias. ANOVA “two waﬁy seguido do pés-teste de
Bonferroni, *p < 0,05 (18°C vs 25°C vs 37°C); "p < 0,05 (Rotundifolona vs
controle).

Figura 55. Efeito de 10®, 3x 10, 10° e 3x 10° M de mentol (n=5,5,8 e 5
respectivamente) sobre o tonus basal de artéria mesentérica de rato LN sem
endotélio em temperaturas frias. ANOVA “two way” seguido do poés-teste de
Bonferroni, *p < 0,05 (18°C vs 25°C vs 37°C); *p < 0,05 (Mentol vs controle).

Figura 56. Efeito de rotundifolona sobre o tonus basal de artéria mesentérica
de rato LN sem endotélio em temperaturas frias, na auséncia ou presenga de
EGTA (n =5). ANOVA two way” seguido do pos-teste de Bonferroni, *p < 0,05
(18°C vs 25°C vs 37°C); #p < 0,05 (vs Controle); ¥p < 0,05 (vs Rotundifolona).

Figura 57. Efeito de mentol sobre o tdnus basal de artéria mesentérica de rato
LN sem endotélio em temperaturas frias, na auséncia ou presenga de EGTA (n
= 5). ANOVA “two way” seguido do pds-teste de Bonferroni, *p < 0,05 (18°C vs
25°C vs 37°C); *p < 0,05 (vs Controle); Yp < 0,05 (vs Mentol).

Figura 58. Efeito de rotundifolona em temperaturas frias, na auséncia ou
presenca de 10° M de vermelho de ruténio, 10° M de capsaicina ou 2 x 10° M
de BCTC (n =6, 5 e 5). ANOVA “two way seguido do pos-teste de Bonferroni,
*p < 0,05 (18°C vs 25°C vs 37°C); *p<0,05 (vs Controle); Yp<0,05 (vs
Rotundifolona).
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Figura 59. Efeito de mentol em temperaturas frias, na auséncia ou presenca de
10° M de vermelho de ruténio, 10° M de capsaicina ou 2x10° M de BCTC
(n=6, 4 e 6). ANOVA “two way” seguido do pos-teste de Bonferroni, *p < 0,05
(18°C vs 25°C vs 37°C); *p < 0,05 (vs Controle); Vp < 0,05 (vs Mentol).

Figura 60. Expressdo do RNAm para sintese do TRPM8 em artéria
mesentérica de rato LN (n = 2). Grafico em barras mostrando a razéo entre o
RNAm do TRPMS8 e o da proteina constitutiva B — actina (acima) e as imagens
representativas do gel (abaixo). Os valores da densitometria foram
normalizados pelos niveis de pB-actina nos mesmos animais.

Figura 61. Expressao da proteina TRPM8 em artéria mesentérica de ratos LN.
Graficos em barras mostrando a expressao protéica da proteina TRPM8 em
trés ratos (acima) e as imagens representativas de western blot (abaixo). Os
valores da densitometria foram normalizados pelos niveis protéicos de p-actina
nos mesmos ratos LN.

Figura 62. Representacdo esquematica da provavel via de sinalizacdo do
efeito vasorrelaxante induzido por rotundifolona em artéria mesentérica de rato
LN. 1) Ativacao de canais BKc,; 2) Bloqueio de canais Cav; 3) Ativacao de
canais TRPMS8 4) Bloqueio de canais TRPC1 e 6; (Adaptado de INOUE et al.,
2006).

Figura 63. Representacdo esquematica da provavel via de sinalizacdo do
efeito vasorrelaxante induzido por mentol em artéria mesentérica de rato LN
(Adaptado de INOUE et al., 2006).
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1 INTRODUGCAO

O papel das proteinas de canal presentes na membrana plasmatica &
regular o fluxo de diferentes ions entre a célula e o meio extracelular. Cada
canal tem uma permeabilidade tipica a diferentes ions, condutancia,
mecanismos de fechamento e abertura (gating), agonistas e antagonistas
tipicos, dependéncia de voltagem e caracteristicas regulatorias adicionais. A
ativagdo de canais pode ocorrer diretamente, por voltagem ou ligacdo de
ligantes, ou indiretamente, por meio de cascata de eventos moleculares e
producdo de segundos mensageiros (MINKE; COOK, 2002; ver revisédo
MONTELL, 2005).

Atualmente, é conhecido que diversos canais iOnicos exercem
influéncia no potencial da membrana plasmatica e na [Ca®'], apresentando
extrema importancia na regulagdo da contratilidade do musculo liso
(THORNELOE; NELSON, 2005). Os principais canais que aumentam a [Ca*],
sd0 0s canais de calcio sensiveis a voltagem (Ca,) e os canais catiénicos nao-
seletivos, localizados na membrana plasmatica, e os receptores de IP; e de
ryanodina, localizados na membrana do reticulo sarcoplasmatico (LEDOUX et
al., 2006).

Canais TRP

Dentre os canais catibnicos nao-seletivos destacam-se os canais
Potencial Receptor Transiente (TRP), os quais tém atraido a atengdo por
serem canais catidnicos, na sua maioria, permeaveis ao Ca®* que podem ser
ativados por uma grande diversidade de estimulos e que possuem graus
diferentes de seletividade. Os canais TRP foram assim denominados, pois
quando ativados esses canais permitem o influxo de cargas positivas para a
célula, gerando uma despolarizagcédo. Entretanto esta despolarizagdo néao se
caracteriza por um potencial de agado e sim um potencial receptor transiente,
podendo ou néo vir a gerar um potencial de acdo (CLAPHAM, 2003).

A estrutura primaria dos mondmeros de canais TRP mostra a presenca

de seis dominios transmembranares com um dominio formador de poro entre o
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quinto (S5) e sexto (S6) segmentos, e as regides C e N-terminais direcionadas
para o lado intracelular da célula. Esses monGmeros se agrupam formando
homotetrameros, pela jungdo de mondmeros iguais, ou heterotetrameros, pela
juncdo de mondmeros diferentes. Essa estrutura € comum a varios canais
presentes em varias formas de vida, desde bactérias até mamiferos, incluindo
0s canais sensiveis a voltagem (MINKE; COOK, 2002; CLAPHAM et al., 2005;
INOUE et al., 2006) (Figura 1).

!

Homotetramero Heterotetrimero

Figura 1. Representacao esquematica da estrutura de um mondémero de canal
TRP, mostrando os seus seis segmentos transmembranares e a formacéo de
de tetrameros (Homo- ou Hetero-) (Adaptado de FIRTH; REMILLARD; YUAN
2007).

No entanto, apesar das similaridades topograficas entre os canais TRP
e 0s sensiveis a voltagem, os canais TRP sdo atualmente apenas
distantemente relacionados a esses canais (CLAPHAM et al, 2005). Essa
diferenga ocorre porque os residuos de aminoacidos carregados positivamente,
caracteristica dos canais sensiveis a voltagem, ndo estdo preservados na
maioria dos membros da familia de canais TRP (INOUE et al., 2006).

Os canais TRP foram inicialmente descobertos no sistema visual de
mutantes trp de Drosophila melanogaster (MINKE, 2006; INOUE et al., 2006).
Atualmente tem sido demonstrado que esses canais estdo presentes e

funcionam em uma grande variedade de organismos multicelulares, inclusive
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em humanos. Esses canais sdo expressos em varios orgaos, tais como
cérebro, coragao, rim, testiculos, pulméo, figado, baco, ovarios, intestino,
préstata, placenta, utero e tecidos vasculares, e em muitos tipos de células,
incluindo neurdnios (sensoriais e aferentes primarios), células endoteliais
vasculares, epiteliais e musculares lisas (MINKE; COOK, 2002; ver revisao
MONTELL, 2005).

A superfamilia de canais TRP € dividida em dois grupos dependendo
das sequéncias e diferengcas topologicas apresentadas por esses canais
(MONTELL; RUBIN, 1989; MONTELL, 2005; PHELPS; GAUDET, 2007). O
grupo 1 apresenta uma forte sequéncia homoldgica e sua maior regido abrange
0s seis segmentos transmenbranares incluindo o poro que é formado entre o
quinto e sexto segmento (MONTELL; BIRNBAUMER; FLOCKERZI, 2002). Ja o
grupo 2 esta distantemente relacionado, pelo fato de suas proteinas
compartilharem uma diferente sequéncia homoldgica nos segmentos
transmembranares e também conter uma alga separando o primeiro e o
segundo dominios transmembranares (PALMER; AYDAR; DJAMGOZ, 2005)
(Figura 2).

O grupo 1 é dividido em cinco subfamilias: canais TRP classicos
(TRPC), TRP receptores vaniléides (TRPV), TRP melastatinas ou TRP longos
(TRPM), TRP mecanoreceptores potencial C (TRPN), TRP proteinas
transmembranas ancrinas (ANKTM ou TRPA). Ja o grupo 2 possui duas
subfamilias: canais TRP receptores policistinas (TRPP) e TRP receptores
mucolipinas (TRPML) (VENKATACHALAM; MONTELL, 2007). Nos mamiferos
foram encontrados 28 membros de TRPs pertencentes as subfamilias C, V, M,
A, ML e P (MONTELL, 2005; PHELPS; GAUDET, 2007) (Figura 2).

A nomenclatura de cada subfamilia de canais é baseada na ordem de
descoberta, substancias que os ativam, fungdes fisiologicas, genes ou doencgas
relacionados, ou ainda caracteristicas estruturais.

Os canais TRP classicos (TRPC) recebem esse nome porque foram os
primeiros a serem descobertos e por serem a subfamilia de canais TRP mais
intimamente relacionada com os canais TRP de Drosophila (MONTELL, 2005).

Os canais TRP receptores vanildides (TRPV) recebem esse nome por

serem ativados por compostos contendo o grupo vanilil, como por exemplo
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capsaicina e vanilina. Os canais TRP melastatinas ou TRP longos (TRPM)
recebem esse nome porque a diminuicdo na expressao dos genes que
codificam essas proteinas gera o aparecimento de melanoma. Os canais TRP
receptores mucolipinas (TRPML) recebem esse nome por estarem envolvidos
no transporte de lipidios e proteinas entre lisossomos e endossomos e pelo
fato de que mutagcbes nos genes que codificam essas proteinas geram o
aparecimento de mucolipidose. Os canais TRP receptores policistinas (TRPP)
recebem esse nome porque mutagbes nos genes que codificam essas
proteinas podem causar o aparecimento de doenga renal policistica
(MONTELL, 2005).

Outras subfamilias sdo ainda denominadas baseando-se em alguma
diferenca estrutural observada, como é o caso dos canais TRP proteinas
transmembranas ankirinas 1 (ANKTM1 ou TRPA1) que possuem ankirinas
repetidas na sua estrutura, ou ainda pelo mecanismo de ativagédo, como € o
caso dos canais TRP mecanorreceptores potencial C (TRPN), que sao ativados
por estimulos mecénicos (MONTELL, 2005).

Algumas diferengas estruturas podem ainda ser observadas entre as
subfamilias de canais TRP. Algumas subfamilias de canais TRP possuem um
motivo de 25 aminoacidos, denominado de dominio TRP, contendo a caixa
TRP (EWKFAR) na regido C-terminal do sexto segmento transmembrana (S6).
O dominio TRP e a caixa TRP estdo presentes em todos os genes TRPC e
TRPM, mas ndo em outros canais TRP. Além disso, os dominios
citoplasmaticos N-terminais de canais TRPC, TRPV e TRPA contém ankirinas
repetidas, enquanto que apenas os canais TRPC e TRPM contém sequéncias
ricas em prolina justamente na porgao C-terminal do dominio TRP, denominado
como caixa TRP 2 (YIN; KUEBLER, 2010) (Figura 3).
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Figura 2. Representagado esquematica da estrutura das subfamilias de canais
TRP. a) Subfamilias de canais TRP pertencentes ao Grupo 1. b) Subfamilias
de canais TRP pertencentes ao Grupo 2. c) Subfamilias de canais TRP
encontradas em  vermes, moscas, camundongos e humanos
(VENKATACHALAM; MONTELL, 2007).
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Figura 3. Representacdo esquematica da estrutura das sete subfamilias de
canais TRP, mostrando as principais diferengas estruturais observadas entre
elas. (YIN; KUEBLER, 2010).

Os canais TRP participam na fisiologia sensorial, atuando na visao,
paladar, olfato, audicdo, tato, sensacbes térmicas e osmossensacodes, e
detectam mudancas no ambiente local das células (VENKATACHALAM;
MONTELL, 2007), agindo como sensores celulares que respondem a estimulos
fisicos, mecanicos e quimicos (CLAPHAM, 2003; NILIUS; VOETS, 2005;
PHELPS; GAUDET, 2007).

Dentre os fatores que podem ativar os canais TRP podemos citar
receptores acoplados a proteina G, agentes picantes, por exemplo, a
capsaicina, lipideos, acidos, calor, estresse de cisalhamento e hipo-
osmolaridade (exemplo de ativadores dos canais TRPV), estresse oxidativo,
elevagdo de Ca®' intracelular, exposicdo a temperaturas baixas ou agentes
resfriantes, tais como mentol e icilina (ativadores dos canais TRPM). Além
disso, alguns canais TRP sao proteinas termorreceptoras, presentes em

terminagdes nervosas livres de neurbnios especializados que inervam a
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superficie corporal e a cavidade oral, sendo responsaveis pela sensacao de
calor e frio (ZUKER, 2002; CLAPHAM et al., 2005; INOUE, et al., 2006).

Os canais TRP desempenham diversas fungdes no sistema
cardiovascular, tais como vasoconstricdo, vasodilatacdo via liberacdo do
peptideo relacionado ao gene da calcitonina e produgdo de 6xido nitrico na
célula endotelial, proliferagdo de células musculares e respostas miogénicas,
sendo ainda possiveis candidatos a canais operados por estoques (SOCs)
(DIETRICH et al., 2005b; INOUE, et al., 2006), canais operados por receptor
(ROCs) (HOFMANN et al., 1999; INOUE et al., 2001; YANG et al., 2006) e
canais de Ca?* mecanossensiveis (MSCC) (READING et al., 2005; INOUE, et
al., 2006).

As células musculares lisas vasculares expressam alguns canais TRP,
como por exemplo, os TRPC1, 3 e 6; TRPM2, 3,4, 6,7 e 8 e TRPVZ2, 3 e 4.
Outros canais TRP por sua vez foram detectados em células endoteliais, como
por exemplo, os canais TRPC3 e 4; TRPV3 e 4 e TRPA1 (GRAZIANI et al.
2004; INOUE, et al., 2006; YANG et al., 2006; EARLEY; GONZALES; GARCIA,
2010).

Os canais TRPC1 e TRPC6 sao expressos em artéria mesentérica de
coelho (SALEH et al., 2008; LARGE; SALEH; ALBERT, 2009) e de rato (HILL
et al., 2006). Os canais TRPC3 sao expressos em artéria cerebral de rato
(READING et al., 2005), artéria coronaria de coelho (PEPPIATT-WILDMAN et
al., 2007), e em aorta de rato (LIU et al., 2009). Os canais TRPV2, TRPV4 e
TRPM4 sao expressos em artéria pulmonar e aorta de rato (YANG et al., 2006)
e em artéria mesentérica de rato (INOUE, et al., 2006). Os canais TRPV3,
TRPM2 e TRPMS3 séo expressos em artéria pulmonar e aorta de rato (YANG et
al., 2006). Os canais TRPM6 e TRPM7 sao expressos em artéria mesentérica e
aorta de rato (CHUBANOV et al., 2004; HE et al., 2005) e o TRPM7 em em
artéria pulmonar e aorta de rato (YANG et al., 2006). Os canais TRPM8 sao
expressos em artéria pulmonar e aorta de rato (YANG et al.,, 2006) e foram
recentemente descrito em artérias mesentérica, femoral e caudal de rato
(JOHNSON et al., 2009).

O TRPC1 é descrito como um canal operado por deplecao de estoques

(SOC), envolvido na reestocagem de Ca?" para os estoques intracelulares
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(BEECH et al.,, 2003; BERGDAHL et al.,, 2003; KUNICHIKA et al., 2004;
DIETRICH et al.,, 2005b). Adicionalmente, TRPC1 atua na contragdo e
proliferagdo da célula muscular lisa vascular (BERGDAHL et al., 2003), e como
um canal catibnico mecanosensivel ativado por estiramento (SAC) que induz
despolarizacdo de membrana e ativa canais Ca, nas células musculares lisas
(MAROTO et al., 2005; THORNELOE et al., 2005) (Figura 4).

Os canais TRPC3 e TRPC6 atuam como canais operados por receptor
(ROC) (HOFMANN et al., 1999; JUNG et al.; 2002; LARGE, 2002; LIN et al.,
2004; YANG et al., 2006) e como canal operado por deplegao de estoques
(SOC) (LIN et al., 2004; JACKSON, 2006). Os canais do tipo ROC sao abertos
em resposta a ativacado de receptores transmembranares acoplados a PLC, de
forma independente de PKC, ou seja, sdo ativados diretamente pelo DAG
(HOFMANN et al., 1999; INOUE et al., 2001; YANG et al., 2006), enquantos os
canais do tipo SOC séao ativos pela deplecao de estoques (SOC), envolvido na
reestocagem de Ca?* para os estoques intracelulares (DIETRICH et al., 2005b)
(Figura 4).

Nas células musculares lisas, o canal TRPC3 encontra-se acoplado ao
trocador Na*/Ca®* (NCX1), ativo em células musculares cardiacas, neuronais e
células enddcrinas. O funcionamento normal do trocador NCX1 permite o
influxo de Na* e efluxo de Ca®* através da membrana plasmatica, diminuindo
dessa forma a [Ca*'].. No entando, esse trocador é capaz de modular os sinais
de Ca®' celulares de uma maneira bidirecional, ou seja, 0 aumento da entrada
de Na’ por canais TRPC3 fazem com que o trocador NCX1 funcione de modo
reverso. A atuagdo reversa do trocador resulta em um aumento na [Ca®']. e
uma diminuicdo na [Na']., e consequentemente em ativacéo dos canais Cay, e
reestocagem de Ca®?' nos estoques intracelulares. Dessa forma, o canal
TRPC3 atua como SOC (ROSKER et al., 2004; EDER et al, 2005) (Figura 4).

Adicionalmente, foi descrito que o TRPC6 desempenha um papel
critico na despolarizacdo induzida por pressdo intravascular, causando
contragdo de pequenas artérias e arteriolas (WELSH et al., 2002) conhecido
como efeito Bayliss, e atua como canal mecanossensivel (SAC) (READING et
al., 2005). Recentemente, foi observado que a perda de fungdo de TRPCG leva

a diminuicao do ténus vascular de artéria e na contratilidade do musculo liso de
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traquéia, causando hipotensdo e redugdo na contratilidade das vias aéreas
(DIETRICH et al., 2003, 2005a).

ca™ Na' Ca” TRPC1,3¢6 () Ligand Ca” Na' Ca”TRPC3e6

A [ -7
:.T[Ca “lept f

(@ serca JJ[[ 1Ps Receptor |

Figura 4: Representacdo esquematica da entrada de Ca®* pelos canais TRPC1
(SOC) e TRPC3 e 6 (SOC e ROC) (Adaptado de FIRTH; REMILLARD; YUAN,
2007).

O TRPM4 é um canal que exerce um papel importante na
despolarizacdo e contracado de artéria cerebral de rato, via PKC, em resposta
ao aumento de pressao intraluminal (EARLEY; WALDRON; BRAYDEN, 2004;
GONZALES et al., 2010, CRNICH et al., 2010).

O TRPM7 é um canal catiénico constitutivamente ativado que regula a
[Mg®*]c (NADLER et al., 2001; RUNNELS; YUE; CLAPHAM, 2001). O Mg®* é o
segundo cation divalente mais abundante no musculo liso vascular. O aumento
na [Mg*]i atenua a vasoconstricdo induzida por agonistas (KONRAD;
SCHLINGMANN; GUDERMANN, 2004; FIRTH; REMILLARD; YUAN, 2007) e
diminui a proliferacdo das células musculares lisas vasculares, observada
durante a hipertensao (TOUYZ, 2006; FIRTH; REMILLARD; YUAN, 2007).

O TRPM8 é um canal localizado na membrana plasmatica e na
membrana do reticulo sarcoplasmatico que, quando ativado, permite o influxo
de Ca** através da membrana e liberacdo de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico.
O canal TRPMS8 contribui para a manutengao do tédnus vasomotor em artéria
caudal (JOHNSON et al.,, 2009) e para o vasorrelaxamento de artéria
mesentérica e caudal pré-contraidas (SILVA, 2008; JOHNSON et al., 2009).
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O TRPV2 é um canal mecanossensivel, sensivel ao aumento da
osmolaridade em aorta de camundongo (MURAKI et al., 2003; YANG et al.,
2006)

O TRPV4 é um canal que quando ativado permite a entrada de Ca**
gerando a ativagao de receptores de rianodina e canais BK.; no musculo liso
de arteria cerebral de rato, induzindo vasorrelaxamento (EARLEY et al., 2005).

O TRPV1 nao é expresso no musculo liso vascular, mas esta presente
em neurdnios sensitivos cujas terminagdes nervosas localizam-se proximas as
células musculares lisas vasculares. Quando ativados, os canais TRPV1
induzem a liberacdo do peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP)
que por sua vez atua sobre o musculo liso vascular induzindo vasorelaxamento
(ZYGMUNT et al., 1999; REID, 2005; GRADIN et al., 2008).

Emboram sejam expressos em musculo liso de artérias, as fungbes dos
canais TRPV3, TRPM2, TRPM3 e TRPM6 no sistema vascular ainda ndo estao
esclarecidas (EARLEY, 2010).

Além das fungdes desempenhadas no sistema vascular, alguns canais
TRP sao importantes como sensores de temperatura. Os principais canais TRP
envolvidos sdo os canais TRPV1, 2, 3 e 4 e TRPMS8 (Figura 5). Os principais
canais que funcionam como sensores de calor em mamiferos sao o receptor de
vaniléide do subtipo 1 (TRPV1 ou VR1) e o receptor semelhante ao de
vanildide do tipo 1 (VRL-1 ou TRPV2) (CATERINA et al., 1999; ZUKER, 2002).

O TRPV1 é ativado por temperaturas moderadas (37 - 43 °C) e por
compostos vanildides, como a capsaicina, substancia presente nas pimentas
de chili (BRAUCHI; ORIO; LATORRE, 2004; VOETS et al.,, 2004; PHELPS;
GAUDET, 2007), o endocanabinéide anandamida (ZYGMUNT et al., 1999,
VENKATACHALAM; MONTELL, 2007), o analgésico tépico canfora (XU,
BLAIR; CLAPHAM, 2005; VENKATACHALAM; MONTELL, 2007) e a piperina,
substancia pungente presente na pimenta preta (MCNAMARA; RANDALL;
GUNTHORPE, 2005; VENKATACHALAM; MONTELL, 2007) e a alicina,
presente no alho (MACPHERSON et al., 2005; VENKATACHALAM; MONTELL,
2007). O TRPV2 responde a temperaturas acima de 50°C (JULIUS;
BASBAUM, 2001; ZUKER, 2002), mas ndo é ativado por capsaicina
(CATERINA, 1999; ZUKER, 2002). Os canais TRPV3 e TRPV4 sao ativados
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em temperaturas mornas (33 - 39 °C e 27 - 34 °C, respectivamente)
(MONTELL, 2005; PHELPS; GAUDET, 2007).

Os principais canais idnicos que respondem a estimulos frios sdo os
canais TRPMS8. Esses canais foram identificados através de estudos
eletrofisiolégicos de neurbnios sensoriais primarios sensiveis ao frio, que
revelaram um influxo de calcio ativado por baixas temperaturas e pelo mentol
com propriedades biofisicas semelhantes. Nesse estudo, foi identificado um
DNA complementar que codifica um receptor responsivo ao mentol e a
temperaturas frias, o qual consiste em um canal catiénico da familia dos canais
TRP, denominado de CMR1 (receptor of cold—menthol type 1) (CLAPHAM;
RUNNELS; STRUBING, 2001; MCKEMY; NEUHAUSSER; JULIUS, 2002;
ZUKER, 2002). Posteriormente esse mesmo canal foi identificado por Peier e
colaboradores, sendo denominado de TRPM8 (PEIER et al., 2002; ZUKER,
2002).

Os canais TRPM8 (CMR1 ou TRP-P8) s&o ativados por temperaturas
moderadamente frias (8 - 27 °C) e por compostos refrescantes como mentol,
eucaliptol (ambos compostos de origem natural) e icilina (PEIER et al., 2002;
MCKEMY; NEUHAUSSER; JULIUS, 2002; ZUKER, 2002; CHUANG;
NEUHAUSSER; JULIUS, 2004; INOUE, et al., 2006; COLBURN et al., 2007;
DHAKA et al., 2007; BAUTISTA et al.,, 2007; PHELPS; GAUDET, 2007;
BODDING; WISSENBACH; FLOCKERZI, 2007). Os TRPMS8 apresentam
permeabilidade relativamente alta para ions Ca?* e pequena seletividade entre
cations monovalentes (canal catibnico n&o-seletivo), e sua ativagéo gera influxo
de Na" e Ca®" e despolarizagdo da membrana. Esses canais apresentaram
dessensibilizagdo depois de exposicdo a estimulos frios ou mentol, e apds
aplicagdes subsequentes de mentol houve menor aumento nos niveis de Ca**
citoplasmatico e surgimento de efluxo de K* com repolarizagdo da membrana.
Porém a adaptacdo para temperaturas frias pode ser revertida depois do
retorno a temperatura ambiente (PEIER et al., 2002; MCKEMY;
NEUHAUSSER; JULIUS, 2002; ZUKER, 2002; HARTENECK, 2005; HUI; GUO;
FENG, 2005)
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Figura 5. Representacdo esquematica de canais TRP termossensiveis
presentes em neurdnios sensoriais periféricos da raiz dorsal e ganglio trigémio
(Adaptado de MCKEMY, 2005).

O TRPM8 nao é regulado somente pela temperatura, visto que a
voltagem e o pH também alteram a ativacédo do canal (VOETS et al., 2004;
BRAUCHI; ORIO; LATORRE, 2004; HUI; GUO; FENG, 2005; PHELPS;
GAUDET, 2007). O sensor de voltagem esta no segmento transmembranar S4
e na alga entre S4 e S5. O sensor de voltagem esta, de alguma forma,
correlacionado com a ativagdo do TRPMS8 pela temperatura e por agonistas,
uma vez que mutagdes nos residuos envolvidos na ativagao por voltagem
também alteram a ativagdo por temperatura e agonistas. (VOETS et al., 2007;
PHELPS; GAUDET, 2007; SOKABE; TOMINAGA, 2009; YANG et al., 2010).

Os canais TRPM8 e TRPV1 apresentam significativa sobreposi¢cao em
relacao a estrutura, ativacdo e atividade farmacologica. Ambos séo ativados
por despolarizagdo, embora nao possuam a sequéncia completa do sensor de

voltagem no segmento transmembranas S4 dos canais sensiveis a voltagem. O
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mecanismo para ativagao térmica do TRPV1 por temperaturas quentes e do
TRPM8 por temperaturas frias também parece ser semelhante, uma vez que
suas respectivas temperaturas de ativagédo e ligantes conduzem a mudancgas
nos limiares de voltagem em dire¢do a potenciais de membrana mais
fisiolégicos (VOETS et al., 2004; BRAUCHI; ORIO; LATORRE, 2004; PHELPS;
GAUDET, 2007; SOKABE; TOMINAGA, 2009; YANG et al., 2010). Além disso,
diversas substancias atuam como agonista ou antagonista de ambos, embora
ja se conhegam substancias seletivas para um ou outro, como € o caso da
capsaicina que atua como agonista seletivo do TRPV1 (DANNERT et al.,
2007), do composto WS-12 que atua como agonista seletivo do TRPMS,
(SHERKHELI et al., 2008) ou do SB — 366791 (WEIL et al., 2005) e ABT-102
(SUROWY et al., 2008; HONORE et al., 2009) que atuam como antagonistas
seletivos do TRPV1.

A importéancia dos Produtos Naturais

As plantas medicinais sado utilizadas desde a antiguidade para o
tratamento de diversas doencas humanas, incluindo a hipertensao, sob a forma
de preparagbes caseiras e, ainda hoje, a maioria dos medicamentos é derivada
de plantas, seja na forma de extratos ou de compostos isolados (MCNEILL;
JURGENS, 2006). Ainda hoje os produtos naturais, especialmente os de
origem vegetal, continuam sendo fontes de substancias potencialmente
aplicaveis com propriedades biologicas, farmacolégicas ou terapéuticas
(HARVEY, 2000).

Além de sua utilizacdo na terapéutica, os produtos naturais e seus
derivados podem ser utilizados para investigagdo de processos fisiolégicos e
fisiopatolégicos e descoberta de novos alvos envolvidos nesses processos, tais
como enzimas, receptores, transportadores ou canais i6nicos, 0s quais
poderiam constituir sitio de acdo de farmacos (SIMMONDS, 2003).
Adicionalmente, os produtos naturais tém desempenhado importante papel na
identificacdo funcional dos canais TRP em varios tecidos biolégicos, o que

enfatiza a importancia dos produtos naturais para avaliar o papel funcional dos
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canais TRP no sistema cardiovascular e em outros sistemas bioldgicos (ver
revisdo: CALIXTO et al., 2005).

Dentre os varios constituintes presentes nas plantas encontram-se os
Oleos essenciais, também denominados de oOleos volateis ou esséncias, que
apresentam aroma intenso, volatilidade, imiscibilidade em agua e solubilidade
em solventes organicos (COSTA, 1975).

O Brasil possui uma grande diversidade de plantas aromaticas, sendo
essas plantas e seus 0Oleos essenciais utilizados na medicina popular, sob a
forma de chas e infusos, como sedativos, estomaquicos, antiespasmaodicos,
antidiarréico (FREISE, 1935; ITOKAWA; AIYAMA; IKUTA, 1981; KIUCHI et al.,
1992; BEZERRA, 1994; COELHO-DE-SOUZA et al., 1997; COELHO-DE-
SOUZA; CRIDDLE; LEAL-CARDOSO, 1998; MAGALHAES et al., 1998),
antiparasitarios, antimicrobianos, analgésicos, diuréticos, hipotensores (LUZ et
al.,1984; MENDONCA, 1989; MENDONCA et al.,, 1991), antimalaricos
(KLAYMAN, 1985), antihemorroidarios (PRUDENTE et al., 1993), anti-sifiliticos
(MENDONCA, 1989) e no tratamento de rinite alérgica (BEZERRA, 1994).

Os odleos essenciais sao constituidos principalmente de monoterpenos,
sesquiterpenos, fenil-propandides, ésteres e outras substancias de baixo peso
molecular (CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993; LAVABRE, 1993). Os monoterpenos
sdo compostos organicos de ocorréncia natural que constituem os
componentes majoritarios dos 6leos essenciais derivados de plantas.

Diversos monoterpenos apresentam aplicagcbes nos campos
farmacéutico e de cosméticos. Do ponto de vista farmacéutico sao utilizados
como antimicrobianos (ISCAN et al., 2002), anestésicos, analgésicos
(GALEOTTI et al., 2001, 2002; XU; BLAIR; CLAPHAM, 2005), anti-inflamatodrios
(SANTOS; RAO, 2001), antipruriginosos (UMEZU; SAKATA; ITO, 2001;
ANAND, 2003). Além disso, estudos mostraram a presenca de atividades
antiespasmaodica (HILLS; ARONSO, 1991; COELHO-DE-SOUZA et al., 1997;
MAGALHAES et al., 1998) e miorrelaxante (ALBUQUERQUE et al., 1995).

Embora os mecanismos de agado para as varias atividades dos
monoterpenos ainda ndo sejam completamente conhecidos, tem sido
demonstrado que varios desses compostos ativam, inativam ou modulam
canais ionicos (PRIESTLEY et al.,, 2003; HALL et al., 2004; GRANGER;
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CAMPBELL; JOHNSTON, 2005; PARK et al., 2003; MAGYAR et al., 2002;
SZENTANDRASSY et al., 2004; VOGT-EISELE et al, 2007).

Os monoterpenos também tém sido relatados na literatura como
agonistas ou antagonistas dos canais TRPs (PEIER et al., 2002; MCKEMY;
NEUHAUSSER; JULIUS, 2002; BEHRENDT et al., 2004; MOQRICH et al.,
2005; XU; BLAIR; CLAPHAM, 2005, XU et al, 2006; MACPHERSON et al.,
2006; VOGT-EISELE et al, 2007; PATEL; ISHIUJI; YOSIPOVITCH, 2007)

A canfora, o carvacrol, o timol e o mentol foram relatados por ativarem os
canais TRPV3 (MACPHERSON, et al., 2006; VOGT-EISELE et al.,2007). O mentol
€ o ativador classico dos TRPM8, que também pode ser ativado por outros
monoterpenos tais como: pulegol, eucaliptol, linalol e geraniol (CALIXTO et al.,
2005). Carvacrol € um conhecido ativador do TRPA1 (VOGT-EISELE et al.,2007)
e inibidor dos canais TRPL de Drosophila (TRP-like) que pertence a subfamilia
dos TRPC (MINKE; COOK, 2002; HARDIE; RAGHU, 2001; MONTELL 2005;
SCOTT; ZUKER, 1998; MINKE; PARNAS, 2006) como também inibe em
mamiferos os TRPM7 expressos em células HEK e ectopicamente expressos
em uma cultura primaria de neurénio CA3-CA1 do hipocampo do cérebro
(PARNAS et al.,2009). Mentol, timol, eugenol, carveol também blogqueiam o

canal TRPL enquanto borneol e canfora o ativam (PARNAS et al.,2009).

Mentha x-villosa Hudson

O género Mentha L., pertencente a familia Lamiaceae, é originario da
regido mediterranea e parte da Asia, sendo atualmente encontrado em quase
todo o mundo, principalmente em regides temperadas. Esse Género é
constituido por cerca de 13 espécies e varios hibridos (HARLEY, 1973).

A espécie Mentha x villosa Hudson, também chamada de M. crispa ou
M. rotundifolia é popularmente conhecida como hortela-da-folha-miuda,
horteldo-rasteira e hortela-de-panela. A hortela-da-folha-miuda é uma planta
herbacea, rasteira, com raiz fibrosa, caule avermelhado, ereto, ramoso, com
folhas aromaticas opostas variando de 2-5 cm de tamanho, limbo oval-
lanceolado com borda serrilhada e superficie rugosa e glabra, peciolo de 2-3

mm e sem inflorescéncias (MATOS, 1994) (Figura 6).
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Figura 6. Foto da espécie Mentha x villosa Hudson

No nordeste brasileiro, as folhas de Mentha x villosa Hudson s&o muito
usadas na medicina popular e na industria fitoterapica, atuando como
estomaquico, ansiolitico, contra codlicas menstruais, antidiarréico (MATOS,
1994), e no tratamento de amebiase, giardiase e tricomoniase (BORBA et al.,
1990a, 1990b; BORBA; MELO, 1988; BORBA; BARBOSA-FILHO; PADOVANI,
1991).

Estudos mostram que o 6leo essencial de Mentha x villosa Hudson
apresenta atividades antibacteriana (BARBOSA-FILHO et al., 1992; ARRUDA
et al.,, 2006), analgésica (ALMEIDA; HIRUMA; BARBOSA-FILHO,1996),
contracturante em musculo esquelético de sapo (FOGACA et al., 1997),
hipotensora e bradicardica em ratos anestesiados com uretana (SOUSA, 1999)
e com pentobarbital (LAHLOU et al., 2001) e vasorrelaxante, por meio da
inibicdo das contragcdes promovidas por solugdo despolarizante de KCI (60 mM)

em aorta de cobaia (SOUSA, 1999). Além disso, em estudo realizado em nosso
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laboratdrio foi demonstrado que o 6leo essencial de Mentha x villosa Hudson
apresentou atividade hipotensora e vasorrelaxante em ratos Wistar
normotensos (GUEDES et al., 2004a).

Rotundifolona

No oleo essencial das folhas de Mentha x villosa Hudson foram
detectados 23 compostos quimicos, sendo o constituinte majoritario (63,47%) o
1,2-epoxi-p-ment-4(8)-en-3-ona também denominado de éxido de piperitenona
ou rotundifolona (HIRUMA; ALMEIDA; BARBOSA-FILHO et al., 1992), que é
uma cetona monoterpénica de peso molecular igual a 166,219 g
(BUCKINGHAM, 1994).

Na literatura é relatado que a rotundifolona apresenta atividade
analgésica (ALMEIDA; HIRUMA; BARBOSA-FILHO, 1996), espasmolitica em
ileo de cobaia (SOUSA et al.,, 1997), hipotensora e bradicardica em ratos
anestesiados com uretana (SOUSA, 1999) e com pentobarbital (LAHLOU et al.,
2001), bem como inibicdo das contragbes promovidas por solugdo
despolarizante de KCI (60 mM) e PDB (dibutirato de forbol) em aorta de cobaia
e leito mesentérico de rato perfundido (SOUSA, 1999).

Em estudos realizados em nosso laboratério, Guedes e colaboradores
(2002; 2004b) observaram que rotundifolona promoveu efeito hipotensor e
bradicardico em ratos Wistar normotensos e em ratos com hipertensao
induzida (hipertensdo secundaria), envolvendo agdo cardiaca direta e
diminuicdo na resisténcia vascular periférica total. Nesse estudo também foi
observado que a rotundifolona promoveu efeito vasorrelaxante em aorta de
animais normotensos de maneira dependente e independente de endotélio
funcional. A via dependente de endotélio envolve a ativagcao dos receptores
muscarinicos Mj; e liberacdo de é6xido nitrico e prostaciclinas, enquanto que a
via independente de endotélio funcional envolve bloqueio dos canais de calcio
dependentes de voltagem (Ca,) e dos receptores de IP; da membrana do
reticulo sarcoplasmatico.

Em outros estudos realizados em nosso laboratério, Silva (2008)

observou que a rotundifolona promoveu hipotensdo e bradicardia em ratos
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espontaneamente hipertensos n&o anestesiados, possivelmente por diminuigao
da resisténcia vascular periférica total.

Nesse estudo também foi observado que a rotundifolona promoveu
vasorelaxamento em anéis de artéria mesentérica superior de ratos
normotensos de Lyon (LN) e hipertensos de Lyon (LH) de maneira dependente
e independente de endotélio funcional, por mecanismo que envolve a ativagao
dos canais para potassio sensiveis ao calcio de grande condutancia (BKcz) e a
inibicdo dos Ca,. Nesse estudo também foi observado um aumento transiente
da [Ca®']. em midcitos de artéria mesentérica superior de rato, o qual parece
envolver entrada de calcio por canais TRP presentes na membrana plasmatica
e liberag&o de calcio do reticulo sarcoplasmatico (SILVA, 2008).

Dessa forma SILVA (2008) prop6s que o mecanismo de acéo através
do qual rotundifolona promove efeito vasorrelaxante em artéria mesentérica
superior isolada de ratos LN parece envolver a ativagao de canais TRP, que
poderiam ser responsaveis pelo aumento transiente da [Ca®*]., que por sua vez
provavelmente resultaria em ativacdo dos BKc, e inativacdo dos Cav,
promovendo repolarizacdo e diminuigdo do influxo de Ca?*, com conseqiiente
relaxamento da célula muscular lisa vascular. O aumento transiente da [Ca**].
induzido por rotundifolona em miocitos de artéria mesentérica superior foi
atenuado significativamente na presengca de capsazepina, um antagonista
competitivo dos receptores TRPV1 e TRPMS, indicando que esses canais TRP
poderiam estar envolvidos na resposta bioldgica induzida por rotundifolona em
artéria mesentérica de rato.

Rotundifolona (C19H1502) possui estrutura quimica semelhante a do
mentol (CqoH200), um monoterpeno encontrado em diversas espécies do
género Mentha L. (Figura 7). Além disso, de forma semelhante a mentol
(PATEL; ISHIUJI; YOSIPOVITCH, 2007), a rotundifolona provoca sensacgéo
resfriante quando aplicada sobre a pele, indicando que provavelmente possa
estar agindo em canais TRP responsaveis pela detec¢cao de temperaturas frias,
dentre os quais encontra-se o TRPMS8, para o qual mentol € descrito como

ativador classico (Figura 5).
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Rotundifolona Mentol
(Oxido de piperitenona) ((1R,25,2R)-(-}-Mentol))

= OH
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Figura 7: Estrutura quimica, formula molecular e massa molecular de rotundifolona
e mentol.

Diante disso, fundamentamos a nossa proposta de trabalho em
esclarecer a participagcao dos canais TRP, em especial dos TRPM8, nos efeitos
vasculares induzidos por rotundifolona, com base nos estudos realizados até o
momento demonstrando as atividades cardiovasculares desse monoterpeno.
Dessa forma, contribuiremos para aprofundar o entendimento do mecanismo
de acao molecular envolvido na atividade vasorrelaxante induzida por
rotundifolona e do funcionamento fisiolégico dos canais TRP no sistema

vascular.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

v Investigar a participagao dos canais TRP, em especial do canal TRPM8, nos
efeitos vasculares induzidos por rotundifolona, contribuindo para o
entendimento da fisiologia dos canais TRP em tecidos vasculares, bem
como com os estudos farmacoldégicos dos monoterpenos em artéria

mesentérica.

2.2 Especificos

v Investigar a participacdo dos canais TRPM8 e de outros canais TRP no
efeito vasorrelaxante induzido por rotundifolona e mentol em artéria

mesentérica de rato LN

v Investigar a expressdo do RNAm e da proteina dos canais TRPM8 em

artéria mesentérica de rato LN
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3 MATERIAL

3.1 Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados ratos normotensos
de Lyon (Lyon normotensive rats - LN), com idade de 10 a 14 semanas,
pesando entre 250 e 300 g, provenientes do Biotério Prof. Thomas George do
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica “Prof. Delby Fernandes de Medeiros”
da UFPB.

Esses animais foram mantidos sob condi¢des controladas de
temperatura e ventilagdo, e submetidos diariamente a um ciclo claro-escuro de
12 h, sendo o periodo claro das 06h00 as 18h00, tendo livre acesso a agua e a
uma dieta balanceada a base de ragao tipo pellets (Purina).

Os animais foram eutanasiados seguindo as normas de cuidados com
animais, e os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal do LTF/UFPB, parecer n°® 0704/09.

3.2 Isolamento e identificacao de rotundifolona

A substancia objeto desse estudo foi rotundifolona, um monoterpeno
isolado do d6leo essencial das folhas frescas da espécie Mentha x villosa
Hudson, obtido do laboratério Hebron.

Os procedimentos de isolamento e identificagdo de rotundifolona foram
realizados conforme descrito por Guedes e colaboradores, (2002). O odleo
essencial obtido das folhas de Mentha x villosa Hudson (OEMV) foi submetido
a uma Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP), utilizando-se
como eluente o hexano P.A. (Vetec-Quimica Fina S.A.).

As placas cromatograficas foram reveladas em lédmpada ultravioleta
A 254 nm (Modelo UV LS-25), e mostravam a presenga de um constituinte
majoritario, a rotundifolona, a qual se apresentava como uma extensa faixa
logo acima do ponto de aplicagédo do OEMV.

A rotundifolona foi entdo removida das placas cromatograficas e

posteriormente recuperada da silica gel por extragdo em cloroféormio P.A.
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(Vetec-Quimica Fina S.A.). Por fim a rotundifolona teve suas propriedades
fisicas e espectrais comparadas com as amostras-padroes disponiveis no
Laboratério de Quimica do LTF/UFPB.

3.3 Preparacao das solucdes de rotundifolona e mentol

Para preparar as solugdes estoques de rotundifolona, a mesma foi
solubilizada em cremofor® (50 pL por mL de solugdo) e diluida em agua
deslilada. Ja o mentol foi solubilizado em cremofor® (50 uL por mL de solugao)
e etanol absoluto P.A., e diluido em agua destilada para obtencdo das
concentragdes desejadas para cada protocolo experimental.

Essas solugdes foram conservadas a 0 °C, sendo diluidas em agua
destilada para obter outras solugdes de acordo com a necessidade de cada
protocolo experimental.

O cremofor® (6leo de castor) € um agente emulsivo. Suas
concentragbes nao excederam 0,01% e foram previamente testadas,

apresentando auséncia de efeito farmacolégico.

3.4 Substancias e reagentes

No preparo das solugdes fisiologicas (Tyrode) foram utilizados os
seguintes sais: cloreto de sodio (NaCl), cloreto de potassio (KCI), cloreto de
célcio di-hidratado (CaCl,.2H,0), cloreto de magnésio hexa-hidratado
(MgCl,.6H,0), glicose (CsH120¢), obtidos da Merck (Brasil), bicarbonato de
sédio (NaHCO3), fosfato de sddio mono-hidratado (NaH2PO4.H,0), obtidos da
Vetec (Brasil), e EGTA, obtido da Sigma-Aldrich (EUA).

Durante a realizacdo dos experimentos foram utilizadas as seguintes
drogas: cloridrato de L (-) fenilefrina (FEN), cloridrato de acetilcolina (ACh),
vermelho de ruténio, capsaicina, cloreto de lantanio (LaCls), cloreto de
gadolinio (GdCls) e cloreto de magnésio (MgCly), obtidos da Sigma-Aldrich
(EUA) e BCTC, obtido da Santa Cruz Biotechnology (EUA).

A mistura carbogénica (95 % de O, e 5 % d e CO,) foi obtida da White
Martins (Brasil).
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O mentol foi obtido da Sigma-Aldrich (EUA) e a rotundifolona foi isolada
no laboratério de farmacoquimica do LTF e cedida pelo Prof. Dr. José Maria
Barbosa-Filho, da Universidade Federal da Paraiba para a monitoragdo do
mecanismo de acao envolvido na possivel atividade vasorrelaxante em artéria

mesentérica isolada de rato LN.

3.5 Solucdes fisioldgicas

Tabela 1. Composi¢cao da solugao de Tyrode normal (pH =7,4)

Substancia Concentragao (mM)
NaCl 158,3

KCI 4,0

CaCl, 2,0

MgCl, 1,05

NaH,PO4 0,42

NaHCOs3 10,0

Glicose 5,6

Fonte: TANAKA et al, 1999.

Tabela 2. Composicao da solugao de Tyrode sem calcio com EGTA (pH = 7,4)

Substancia Concentragao (mM)
NaCl 158,3

KCI 4,0

EGTA 1,0

MgCl, 1,05

NaH,PO4 0,42

NaHCOs3 10,0

Glicose 5,6

Fonte: TANAKA et al, 1999.
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3.6 Aparelhos

Os ¢6rgéos foram suspensos em cubas de vidro (10 mL) aquecidas a
temperatura adequada por bomba termostatica modelo 597 (FISATOM, Brasil).

As substancias foram pesadas em balanca analitica modelo AG200 e
0s animais em balancga semi-analitica (GEHAKA, Sao Paulo, SP, Brasil).

As contragdes isométricas foram registradas através de transdutores
de forga isométricos modelo FORT-10 conectados a um amplificador modelo
TMB4M ou 7003 UGO Basile, ambos da World Precision Instruments (WPI,
Sarasota, EUA). O amplificador por sua vez era conectado a uma placa
conversora analogico/digital instalada em um microcomputador com o
programa de aquisicao de dados CVMS (Miobath-4, WPI, Sarasota, EUA).
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4 METODOS

4.1 Preparagdes de artéria mesentérica superior isolada de ratos

normotensos de Lyon (LN)

Os ratos normotensos de Lyon (Lyon normotensive - LN) pesando
entre 250 - 300 g foram eutanasiados por deslocamento cervical seguido de
seccao dos vasos cervicais. Através de uma incisdo no abdome do animal a
artéria mesentérica superior foi identificada, removida e colocada em uma
placa de Petri contendo uma solugao nutritiva de Tyrode a uma temperatura de
37° £ 1°C e aerada com uma mistura carbogénica (95% de O, e 5% de COy).

A artéria mesentérica superior foi livre de tecidos adjacentes e
seccionada em anéis de 2 a 3 mm, os quais foram mantidos em cubas para
orgaos isolados, contendo 10 mL de solugao fisiolégica de Tyrode com pH 7,4
a uma temperatura de 37 + 1°C e gaseificada com uma mistura carbogénica.
Os anéis foram suspensos por linhas de algodao fixadas a um transdutor de
forca (AVS), o qual era conectado a um amplificador (AVS), que por sua vez
estava conectado a um sistema de aquisigdo de dados (AVS) para o registro
das tensdes isométricas do musculo (Figura 8).

Os anéis foram submetidos a uma tensao constante de 0,75 g por um
periodo de estabilizacdo de uma hora, sendo a solugido nutritiva substituida a
cada 15 minutos para prevenir a interferéncia de metabdlitos (ALTURA;
ALTURA, 1970).

Os anéis sem endotélio foram obtidos mecanicamente através do atrito
entre as hastes metalicas e as paredes internas do vaso. A presenga de
endotélio foi verificada pelo relaxamento dos anéis apds a adigdo de 10° M de
ACh sobre o componente ténico da contracdo induzida por 10° M de FEN.
Foram considerados com endotélio funcional os anéis com relaxamento
superior a 90% e sem endotélio funcional os anéis com relaxamentos inferiores
a 10 %. Anéis com relaxamentos entre 10 e 90% foram submetidos a remocgao
do endotélio, seguida por um periodo de estabilizagdo de 30 minutos e
verificagdo da porcentagem de endotélio, através do método descrito
anteriormente (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980).
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Figura 8. Aparato utilizado para os experimentos com anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato.

4.2 Protocolos experimentais utilizando artéria mesentérica superior

isolada de rato LN
4.2.1 Avaliacéo do efeito vasorrelaxante de rotundifolona ou mentol

Os anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato LN com ou
sem endotélio funcional foram pré-contraidos com FEN (10° M), e sob o platd
foram adicionadas concentragdes crescentes de rotundifolona ou mentol (107,
3x107, 10° 3x10° 10° 3x10° 10* 3x10% 103 3x10° M) de forma
cumulativa, obtendo-se as curvas concentragcao-resposta. As respostas obtidas
na auséncia do endotélio foram comparadas com aquelas obtidas na presenca
do endotélio funcional. O relaxamento foi expresso como a percentagem de
inibicdo da contragdo induzida por FEN. O mesmo procedimento foi realizado
com o veiculo da solucdo de mentol (cremofor® + etanol + agua destilada)
(Figura 9).
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Figura 9. Representacdo esquematica do protocolo experimental para
avaliagcdo do efeito de concentragdes crescentes de rotundifolona ou mentol
sobre as contragdes induzidas por FEN em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato LN com (acima) e sem endotélio (abaixo).

4.2.2 Investigacdo da manutencdo da capacidade contratil induzida por
fenilefrina ap6s administracdo de rotundifolona ou mentol

Ap6s a observacdo do efeito maximo de rotundifolona (3 x 10 M) ou
mentol (10° ou 3x10° M) as preparacdes foram submetidas a uma
estabilizagdo por um periodo de uma hora, sendo a solugéo de banho (solugéo
de Tyrode) trocada constantemente a cada 5 minutos, para remogédo de
rotundifolona ou mentol. Em seguida os anéis de artéria mesentérica foram
novamente pré-contraidos com FEN, sendo essa contragdo comparada com a

anterior em porcentagem (Figura 10).
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Figura 10. Representacdo esquematica do protocolo experimental para
investigacdo da reversibilidade da contracédo induzida por FEN apds o efeito
vasorrelaxante de rotundifolona ou mentol em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato LN sem endotélio.

4.2.3 Investigacdo do efeito de rotundifolona ou mentol sobre o ténus

basal

Os anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato LN com e sem
endotélio foram mantidos no ténus basal (tensédo de 0,75 g), sendo em seguida
adicionadas concentragdes crescentes de rotundifolona ou mentol (107, 3 x
107, 10, 3x10°, 10°, 3 x 10°, 10% 3x 10® 102 e 3 x 10° M) de forma
cumulativa, obtendo-se as curvas concentracido-resposta. As respostas obtidas
na auséncia do endotélio foram comparadas com aquelas obtidas na presenca
do endotélio funcional. A contragdo foi expressa como a percentagem de
aumento do ténus basal em relagdo a contragao previamente induzida por FEN
(Figura 11).
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Figura 11. Representacdo esquematica do protocolo experimental para
investigacao do efeito de rotundifolona ou mentol sobre o tonus basal de artéria
mesentérica superior isolada de rato LN com (acima) ou sem endotélio
(abaixo).

4.2.4 Investigacdo da reprodutibilidade do efeito vasorrelaxante de

rotundifolona ou mentol

Os anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato LN sem
endotélio funcional foram pré-contraidos com FEN, e sob o platd foi adicionada
uma concentracdo de rotundifolona (3 x 10° M) ou mentol (10° M). Apds a
observacdo do efeito maximo da substancia e seu respectivo tempo as
preparacdes foram submetidas a nova estabilizacdo por um periodo de uma
hora, sendo a solugédo de banho (solugédo de Tyrode) trocada constantemente a
cada 5 minutos, para remocao de rotundifolona ou mentol.

Posteriormente os anéis de artéria mesentérica foram novamente pré-
contraidos com FEN, e sob o platé foi adicionada a mesma concentracédo de
rotundifolona (3 x 10° M) ou mentol (10° M), aguardando-se o tempo de

obtencao de seu efeito maximo. Em seguida as preparagdes foram mantidas
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por mais uma hora de estabilizagdo, sendo a solu¢gdo de banho (solugéo de
Tyrode) trocada constantemente a cada 5 minutos, para remocgédo de
rotundifolona ou mentol. Posteriormente os anéis de artéria mesentérica foram
novamente pré-contraidos com FEN, e sob o platd foi adicionada a mesma
concentracdo de rotundifolona (3 x 10 M) ou mentol (10 M), aguardando-se o

tempo de obtencao de seu efeito maximo (Figura 12).

Menteol {10 M} cu Mentol {10 M) ou Mento! {162 M) ou
Rotundifolona {3 x10° M} Rotundifolona {3 x 10° M) Rotundifolona (3 x 102 M)
4 v ¥
z
-
w
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o
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FEN (105 M) FEN {105 M) FEN (165 M) Tempeo (s)

Figura 12. Representacdo esquematica do protocolo experimental para
investigacdo da reprodutibilidade do efeito vasorrelaxante de rotundifolona ou
mentol sobre as contragdes induzidas por FEN em artéria mesentérica superior
isolada de rato LN sem endotélio.

4.2.5 Investigacdo da participacdo de canais ROC e SOC no efeito

vasorrelaxante de rotundifolona ou mentol

Como bem descrito na literatura, a entrada de Ca?* em varios vasos
sanguineos envolvem canais da familia dos TRP, principalmente TRPC1 e
TRPCB6, sendo estes canais relacionados aos operados por estoques (SOC) e
operados por receptor (ROC) (DIETRICH et al., 2005b; HOFMANN et al.,
1999).

Para investigar a participacédo de canais ROC e SOC, os anéis de
artéria mesentérica superior isolada de rato LN sem endotélio tiveram a
solugcdo de banho trocada por solugao de Tyrode sem calcio com EGTA sendo
realizada contragdo subsequente com FEN. Em seguida os anéis foram
lavados com solugdo de Tyrode sem calcio com EGTA e realizada nova
contracdo com FEN, sendo esse procedimento repetido até a deplecao dos
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estoques intracelulares, medida pela auséncia da contragcdo com FEN. Tendo
sido constatada a auséncia de contragcdo significativa induzida por FEN foi
induzida uma contracido com CacCl, (10'2 M) na presenga de FEN.

Apds a formacao do platd da fase tdnica a preparacao foi lavada com
solugao de Tyrode normal até a tensao chegar ao valor basal. Posteriormente o
meio foi novamente trocado por solugdo de Tyrode sem calcio com EGTA,
sendo realizada novamente a depleg¢ao dos estoques intracelulares com FEN.
Na sequéncia foi adicionado 10° ou 3 x 10® M de nifedipino, um inibidor dos
Ca, (Clsp = 10° M) (WIBO; DEROTH; GODFRAINDE, 1888; RATZ; BERG,
2006) e apos 30 minutos foi realizada a contragdo com CaCl, na presenga de
FEN.

O mesmo procedimento foi realizado na presenca de rotundifolona ou
mentol, 15 minutos apds a adigao de nifedipino, sendo realizada a contragao
com CaCl, apos terem sido decorridos 30 minutos da aplicagdo de nifedipino.

A contracdo com CaCl, na presenca de nifedipino foi comparada com
aquela realizada na auséncia do mesmo, e a contragao com CaCl, na presenca
de nifedipino juntamente com rotundifolona (ROT) ou mentol foi comparada

com aquela realizada na presenca apenas de nifedipino (Figura 13).
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Gac FEN FEN ) FEN FEN prwecy =
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Figura 13. Representacdo esquematica do protocolo experimental para
investigacdo do efeito de rotundifolona ou mentol sobre o influxo de calcio
dependente de canais ROC e SOC em artéria mesentérica superior isolada de
rato LN sem endotélio.
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4.2.6 Investigagao da participagdo de canais TRP no efeito vasorrelaxante

de rotundifolona ou mentol

Os anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato LN sem
endotélio funcional foram previamente incubados por 30 minutos com vermelho
de ruténio (10° M), bloqueador nao-seletivo dos TRPV, TRPC3, TRPM6 e
TRPA1; La** (8 x 10° M), bloqueador n&o-seletivo dos TRPV, TRPC3 e 6,
TRPMS3, 4 e 7, Gd** (10 M), bloqueador nao-seletivo dos TRPV4, TRPC1, 3 e
6, TRPM3 e 4; Gd** (2,5 x 10 M), bloqueador dos TRPC3 e 6 e TRPV4; Gd**
(2 x 10° M) bloqueador seletivo do TRPC6; Mg?* (2,25 x 10 M), bloqueador do
TRPM3, 6 e 7 e BCTC (2x 10° M), bloqueador dos TRPV1 e TRPM8
(BEHRENDT et al., 2004; CLAPHAM et al., 2005; MCKEMY, 2005; REUBISH
et al., 2009; MALKIA et al., 2009).

Em seguida os anéis foram pré-contraidos com FEN, e sob o plat
foram adicionadas concentracdes crescentes de rotundifolona ou mentol (107 a
3x10° M) de forma cumulativa, obtendo-se as curvas concentragao-resposta.
As respostas obtidas na presenca dos bloqueadores foram comparadas com
aquelas obtidas na auséncia dos bloqueadores. O relaxamento foi expresso

como a percentagem de inibicdo da contragdo induzida por FEN (Figura 14).

Vermelho de Ruténio {10 M),

La* (8 x 10° M), Mentel ou Rotundifolona
Mg2* (2,25 x 163 M), J (107-3x10° W)
Gd* (104 M),
Gd* (2,5 x 10°M),
Gd3* (2 x 10°M),
BCTC (2 x 10-°M) gl
w
¥ 7 |8
1 e
FEN {10° M) Tempo (s)

Figura 14. Representacdo esquematica do protocolo experimental para
investigacdo da participacdo de canais TRP no efeito de rotundifolona ou
mentol em artéria mesentérica superior isolada de rato LN sem endotélio.
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4.2.7 Investigacao da participagcdo de TRPV1 no efeito vasorrelaxante de

rotundifolona ou mentol

A avaliagdo da participagcdo do TRPV1 no efeito vasorrelaxante
induzido por rotundifolona ou mentol foi realizada mediante a dessensibilizagcao
dos canais TRPV1 presentes nas terminagbes nervosas por meio de
exposi¢cdes repetidas e prolongandas a capsaicina, um agonista seletivo
desses canais (INOUE et al., 2006; DANNERT et al., 2007). Para isso foi
realizada a pré-incubagdo dos anéis por 1 hora com capsaicina (10° M), e
posterior contracdo dos anéis com FEN, sendo adicionada a capsaicina sobre o
componente tdnico dessa contragdo. Caso fosse verificado relaxamento
induzido pela capsaicina a preparacdo era lavada sendo novamente pré-
incubada a capsaicina no tonus basal por 1 hora e realizada a contragao com
FEN, sendo em seguida verificada a presenga ou auséncia de relaxamento
com a capsaicina.

O mesmo procedimento foi realizado até que houvesse a auséncia de
relaxamento induzido por capsaicina. Posteriormente os anéis foram contraidos
com FEN e sobre o componente ténico foi adicionado rotundifolona ou mentol

de forma cumulativa, obtendo-se as curvas concentracéo-resposta (Figura 15).

Capsaicina Capsaicina  Tyrode Mentol ou Rotundifolona
(10SM) |, (osmy { (107-3x10°M)

1

1

1

1

1

1

1

1

1

-
Tyrode Tyrode %
v ¢ 3
t t t =
FEN (10°M} Capsaicina FEN (10 M) Tempo (S)
(105 M)

Figura 15. Representacdo esquematica do protocolo experimental para
investigacéo da participagdo do TRPV1 no efeito de rotundifolona ou mentol em
artéria mesentérica superior isolada de rato LN sem endotélio.
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4.2.8 Investigacdo da influéncia de rotundifolona ou mentol nos efeitos

induzidos por temperaturas resfriantes

A temperatura a qual os tecidos sdo submetidos é responsavel por
alteragdes transientes na [Ca®*]. desencadeando respostas fisioldgicas. Os
canais TRPM8 fazem parte da classe de canais TRP termossensiveis, sendo
ativados por temperaturas frias de aproximadamente 8 a 27 °C (INOUE, et al.,
2006; YANG et al., 2010)

Os anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato LN sem
endotélio funcional foram mantidos no ténus basal (tensao de 0,75 g), a 37 °C
por 20 minutos. Em seguida a temperatura do banho e da bomba termostatica
foi diminuida para 25 °C e os efeitos da mudancga de temperatura na tensao
dos anéis foram registrados. Posteriormente a temperatura do banho foi
diminuida para 18 °C e os efeitos da mudanga de temperatura na tensdo dos
anéis foram registrados.

Em seguida a temperatura foi novamente aumentada para 37 °C, com
retorno dos valores de tensdo ao tdnus basal. Posteriormente os anéis
foram tratados com rotundifolona (3 x 10, 10 ou 3 x 10° M) ou mentol
(10, 3 x 10, 10° ou 3 x 10 M), sendo as alteragdes na temperatura do
banho e da bomba repetidas conforme descrito anteriormente, no entanto
na presenca dos monoterpenos separadamente. Os valores de tensdo (g)
registrados para as temperaturas analisadas (37, 25 e 18°C) foram
comparados na presenca e na auséncia de rotundifolona ou mentol. O
relaxamento foi expresso como a percentagem de redugdo do tdénus basal
(Figura 16).
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Figura 16. Representacdo esquematica do protocolo experimental para
investigacdo do efeito de rotundifolona ou mentol sobre os efeitos da
diminuicdo da temperatura no ténus basal de artéria mesentérica superior
isolada de rato LN sem endotélio.

4.2.9 Investigacdo da participacdo da [Ca?']e no mecanismo de alteracéo
do ténus vascular induzido por temperaturas resfriantes, rotundifolona ou

mentol

A resposta induzida por dimuicdo na temperatura do banho ocorre de
forma dependente de temperatura e é decorrente de alteracdo na [Ca®'].. A
resposta observada é atenuada ou abolida na auséncia de Ca** extracelular ou
na presenca de quelante de Ca** (EGTA) (KOCHUKOV et al., 2006; YANG et
al., 2006; SOKABE et al., 2008).

Para avaliar a participagdo do Ca®*" extracelular nas respostas
induzidas por temperaturas resfriantes, na auséncia ou presenca de
rotundifolona ou mentol, foi realizado o procedimento descrito no item 4.2.8,

porém em solucdo de Tyrode sem Ca®* contendo 2 x 10° M de EGTA
(Figuras 17 e 18).
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