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Os receptores TRPV4 e TRPM8 sdo expressos no urotélio e em fibras aferentes
sensitivas da bexiga. Fisiologicamente, a ativacdo mecanica do receptor TRPV4
na parede da bexiga participa do controle miccional. Em doencgas de origem
inflamatoria, esses receptores adquirem funcionalidade importante. As disfungdes
da bexiga no diabetes podem estar associadas a alteragdes ao nivel de detrusor,
da inervacao e do urotélio. A disfuncdo urotelial parece ser a responsavel por
desencadear as alteragées neurais e musculares da bexiga. Assim, o objetivo do
presente estudo foi investigar os mecanismos fisiopatoldgicos da ativacdo dos
receptores TRPV4 e TRPM8 no estado diabético em camundongos. Para tanto,
dividimos o estudo em duas etapas, sendo que na primeira avaliamos a
participagcdo dos receptores TRPV4 e TRPM8 nos mecanismos contrateis e
relaxantes do detrusor isolado de animais controles e knockout para esses canais.
Em uma segunda etapa estudamos a ativacdo desses canais em camundongos
diabéticos pela injecado intraperitoneal de estreptozotocina (STZ; 180 mg/Kg)
apos4 semanas. Em fragmentos do detrusor isolados de camundongos controles
mostramos que o agonista do receptor TRPV4, GSK1016790A, causou resposta
contratil dependente da concentracao. Por outro lado, quando os tecidos foram
contraidos com solugdo despolarizante de KCI, o GSK1016790A causou
relaxamento da preparacao. No detrusor isolado de animais TRPV4™ verificamos
hipercontratilidade ao carbacol (agonista muscarinico) e a estimulacao elétrica,
assim como redugdo no relaxamento ao agonista B-adrenérgico nao-seletivo,
isoprenalina. Estes efeitos ndo foram obtidos com os antagonistas dos receptores

TRPV4, RN1734 e HC067047. A STZ causou hiperglicemia, nocicepgdo mecanica

XiX



e aumento da proporg¢ao entre bexiga e peso corpdéreo apds 4 semanas da injegéo
de STZ. A avaliacdo miccional dos animais diabéticos mostrou aumento da
capacidade, frequéncia urinaria e das contragbes involuntarias da bexiga.
Observamos ainda hipercontratilidade do detrusor ao carbacol, a estimulacao
elétrica e ao KCI. A inducdo do diabetes em animais TRPV4” nio modificou as
disfungdes “in vivo® e “in vitro” observadas nos animais wyld type diabéticos,
mostrando que a auséncia cronica dos receptores TRPV4 desencadeia alteracdes
miccionais que s&o anteriores as causadas pelo diabetes. Também verificamos
que os animais TRPM8” nao apresentam alteragdo na resposta contratil ao
carbacol e a estimulacdo elétrica. Por outro lado, o mentol, mas néo a icilina,
reduziu significativamente as respostas contrateis nestes animais. O mentol inibiu
o influxo de célcio extracelular em cultura de células da musculatura lisa da bexiga
por mecanismo inibitério direto nos canais Cav4 . O tratamento agudo com mentol,
intraperitoneal e intravesical, atenuou as disfuncdes miccionais observadas nos
camundongos diabéticos. O pré-tratamento com mentol “in vitro® reduziu a
hipercontratilidade ao carbacol no grupo diabético, sem alterar a resposta no
grupo controle. Concluimos que o mentol impede a resposta contratil da bexiga
por mecanismo independente do receptor TRPM8 bloqueando o influxo de célcio
extracelular nos canais Cavi,, podendo ser utilizado como tratamento na

hiperatividade de bexiga de origem miogénica.

Palavras-chave: Bexiga urinaria, diabetes experimental por estreptozotocina,

TRPV4, TRPM8, mentol e canal de célcio do tipo L.

XX



ABSTRACT

XXi



XXii



The TRPV4 and TRPM8 receptors are expressed in bladder urothelium and
sensitive afferent fibers. Physiologically, the mechanical activation of TRPV4
receptor in the bladder wall is involved in micturition control. In inflammatory
diseases, these receptors may have important roles. The bladder dysfunction in
diabetes may be associated with changes at the level of detrusor, innervation
and urothelium. The urothelial dysfunction triggers neural changes, modifying
consequently the smooth muscle contractility. Thus, the goal of the present
study was to investigate the pathophysiological mechanisms of TRPV4 and
TRPMS8 receptor activation in physiological and diabetic conditions in mice. For
this purpose we divided the study in two phases, the first of which we evaluated
the participation of TRPV4 and TRPMS8 receptors in detrusor contractile and
relaxing mechanisms in control and knockout animals for these channels. In the
second phase we studied the activation of these channels in diabetic mice
induced by intraperitoneal injection of streptozotocin (STZ; 180 mg / kg, 4
weeks). The TRPV4 agonist GSK1016790A produced concentration-dependent
detrusor contractions. On the other hand, in detrusor pré-contracted with KCI
(80 mM), GSK1016790A caused relaxation responses. In TRPV4” animals, we
verified hypercontractility to carbachol (muscarinic agonist) and electrical-field
stimulation, as well as a decreased relaxation to isoprenaline (non-selective [3-
adrenergic agonist). These effects were not obtained with the TRPV4
antagonists, RN1734 and HC067047. Induction of diabetes with STZ caused
hyperglycemia, mechanical nocicepton, and increased ratio between bladder and

body weight after 4 weeks. The miccturition evaluationin diabetic animals showed
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increased capacity, urinary frequency, and non-voiding contractions.
Hypercontractility to carbachol, electrical-field stimulation and KCI in isolated
detrusor were Iso observed. The induction of diabetes in TRPV4" animals did not
change the urinary dysfunctions. Our data are consistent with the proposal that
TRPV4 receptor has a physiological function in micturition control by decreasing
muscarinic-induced contractions and increasing (3-adrenergic-mediated relaxations.
Moreover, the bladder contractions to carbachol and EFS in TRPM8 did not
significantly change compared to TRPM8**. However, menthol (300 pM), but not
icilin (1 pM), significantly inhibited these contractile responses. The menthol (300
MM) inhibited extracellular calcium influx in bladder smooth muscle cell culture by
direct mechanism though Cgy12 channels. In addition the acute treatment with
menthol, intraperitoneal and intravesical, atenuated the micturition dysfunctions
observed in diabetic mice. Also, detrusor preparations pre-treated with menthol
decreased carbachol hypercontractility, without changing the responses in
normoglycemic group. Menthol reduces bladder contractions by mechanisms
independent of TRPM8 receptor activation, inhibiting extracellular calcium influx
through Cavy o channel, thus been considered as treatment for bladder overactivity

of myogenic origin.

Key wors: Urinary bladder, experimental diabetes by strptozotocin, TRPV4,

TRPMB8, menthol, and L type calcium channels.
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1.1 Vias eferentes e aferentes no controle miccional

O trato urinério inferior é constituido pela bexiga, uretra e esfincteres. A bexiga,
por sua vez, apresenta duas regides distintas: uma ampla regido localizada acima
dos orificios ureterais, denominada “corpo da bexiga”, que contém o musculo liso
detrusor, e uma regiao menor, abaixo dos orificios ureterais, denominada “base da
bexiga”, que é constituida pelo musculo liso trigono e jungdo uretrovesical.
Histologicamente, o corpo da bexiga é dividido em 4 partes: (1) a tinica adventicia
que reveste externamente a bexiga, (2) a tdnica muscular, denominada de
detrusor, (3) a lamina propria, onde se encontram as células intersticiais, e (4) o

urotélio, que a reveste internamente (Figura 1).
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Figura 1- Componentes histolégicos da parede da bexiga. A esquerda, seccao
transversdo de bexiga humana normal corada por H&E. A direita, desenho
representativo dos componentes histolégicos da bexiga. GAG layer, camada de
glicosaminoglicanos; Urothelium, camada urotelial; Basal membrane, membrana
basal (Para revisdo: Birder e Andesson, 2013).
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A bexiga urinaria € um 06rgao elastico que apresenta capacidade de estocar e
ejetar urina, sendo o detrusor a principal musculatura lisa deste érgao. As fibras
musculares do detrusor sdo capazes de se distender permitindo um aumento do
volume da bexiga sem produzir aumento da pressao intravesical (fase de
enchimento) e, concomitantemente, de se contrair de maneira suficiente para
gerar a pressao necessaria para ejetar a urina (fase de esvaziamento). A dinamica
entre o enchimento e o0 esvaziamento urinario depende ndao somente das
atividades do detrusor, do trigono, da uretra e dos esfincteres uretral interno e
externo, como também da inervacdo autonémica e/ou somatica nestas estruturas
e de seus neurotransmissores, 0s quais determinardo o funcionamento da
continéncia urinaria. A fase de armazenamento apresenta duas subfases, sendo
uma inicial que corresponde apenas a enchimento, e uma segunda que se
processa ap0s a primeira sensagdo para miccado. A fase de esvaziamento é
caracterizada pelo aumento da presséao intravesical com consequente eliminacao
da urina (Para revisdo: Fowler et al., 2008). Durante a fase de armazenamento de
urina ocorre, simultaneamente, relaxamento do detrusor e contracdo da base da
bexiga e da uretra, sendo esses eventos mediados, predominantemente, por
catecolaminas liberadas de fibras autonébmicas simpaticas. Na fase de
esvaziamento, o detrusor se contrai, ao passo que a base da bexiga e uretra
relaxam. Esses eventos sdo mediados, respectivamente, pela acetilcolina (ACh),
oriunda de fibras autonémicas parassimpaticas ao nivel de detrusor, e por fibras
simpaticas e neurbnios nitrérgicos na base da bexiga e da uretra (Para revisao:

Fowler et al., 2008).
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Em relagédo a inervagcao autondmica e somatica da bexiga, sabe-se que a mesma
€ inervada pelos nervos pélvico, hipogastrico e pudendo (Figura 2; Para revisao:
de Groat e Yoshimura, 2006). O nervo pélvico conduz fibras parassimpaticas para
o detrusor, sendo sua atividade relacionada, essencialmente, a fase de
esvaziamento (de Groat e SAUM, 1976; Nishizawa et al., 1987). A ativacdo dessas
fibras leva a liberagdo de ACh, a qual interage com receptores muscarinicos,
predominantemente do subtipo M3, causando contracdo muscular (Rivera et al.,
1992; Kondo et al., 1995; Longhurst et al., 1995). Além da ACh, o nervo pélvico
libera neurotransmissores nao-adrenérgicos nao-colinérgicos (NANC), como o

trifosfato de adenosina (ATP) e o éxido nitrico (NO).

O nervo hipogastrico conduz fibras simpaticas para parte do detrusor, e para a
base da bexiga e uretra. A atividade deste nervo esta relacionada a fase de
armazenamento de urina, evento este mediado pela liberacdo de noradrenalina.
Este neurotransmissor interage com receptores 3> € B3 no detrusor, cuja ativacao
resulta em relaxamento muscular, e com receptores do subtipo asa no trigono e na
uretra, cuja ativagao resulta em contragao muscular (Honda et al., 1985; Morgan et

al., 1986; Morita et al., 1990; Oshita et al., 1997).

O nervo pudendo é responsavel pela liberagdo de ACh, que interage com
receptores nicotinicos no esfincter uretral externo, levando a contracao dessa
musculatura, contribuindo, assim, para o processo de retenc¢do urinaria (Thor et

al., 1989; Fowler et al., 2008).
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Figura 2- Mecanismos reflexos de enchimento e esvaziamento da bexiga. (A)
Tracado representativo da avaliacdo cistométrica acoplada a eletromiografia do
esfincter uretral. O enchimento da bexiga, em individuos saudaveis, aumenta a
atividade muscular do esfinter sem modificar a pressdo intravesical. No
esvaziamento, a atividade do esfincter é interrompida e a pressao intravesical
aumenta. (B) Reflexo neural na fase de enchimento: durante a fase de enchimento
ha a ativacao de fibras nervosas simpaticas (hipogastrico) e somaticas (pudendo),
que, quando ativadas, promoverdo o fechamento da saida da bexiga (base e
uretra) assim como do esfincter uretral externo, respectivamente. (C) Reflexo
neural na fase de esvaziamento: o inicio da micgao ocorre devido ao aumento da
atividade aferente, a qual ativara o centro da miccao (centro pontino da miccao),
promovendo assim inibicdo das vias simpaticas e somaticas. O centro pontino
estimulara as fibras nervosas eferentes parassimpaticas que inervam tanto a
bexiga como a saida da bexida. PAG: zona periaquedutal (de Groat e Yoshimura,
2006).
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As fibras aferentes (sensitivas) da bexiga e da uretra estdo presentes nas
ramificagbes do plexo pélvico e atingem a medula espinal via nervos pélvico,
hipogastrico e pudendo (Steers et al, 1991; Streng et al, 2004; de Groat e
Yoshimura, 2010). Os impulsos aferentes vesicais ativam os motoneur6nios
pudendos do nucleo de Onuf (inervam o esfincter uretral estriado), aumentando a
atividade tonica do esfincter uretral e, por conseguinte, a resisténcia da uretra. Na
mic¢ao voluntéria ha reducéo da atividade dos musculos do assoalho pélvico e da
pressao uretral, que precedem a contragéo do detrusor. A0 mesmo tempo, ocorre
a ativacao do centro pontino, que envia impulsos para a medula sacral, ativando
neurdnios parassimpaticos, desencadeando, assim, a contracdo do detrusor (Para
revisdo: Yoshimura et al., 2008). Simultaneamente, impulsos da ponte inibem os
motoneurdnios pudendos (nucleos de Onuf) que inervam o esfincter uretral
estriado, causando relaxamento destes tecidos. Iniciada a contragdo do detrusor,
a descarga aferente gerada pela tensdo na parede vesical reforca o reflexo
miccional. O fluxo de urina pela uretra facilita o esvaziamento, pois também
estimula a contracao do detrusor. Quando a miccao esta chegando ao fim, o
assoalho pélvico se contrai e eleva o colo vesical, que se fecha, quando entdo a
pressao do detrusor se reduz (Para revisdo: Yoshimura, 2008).

Os nervos aferentes sdo compostos por fibras nervosas mielinizadas A9,
responsaveis pelas respostas proprioceptivas, e por fibras ndo mielinizadas do tipo
C, relacionadas as respostas nociceptivas. As fibras Ad sdo conhecidas como
fibras nervosas finas de alta velocidade de conduténcia e de baixo limiar de

estimulacao. Estao localizadas, principalmente, na camada muscular ao nivel do

52



detrusor, e respondem ao estiramento mecéanico da musculatura lisa durante a
fase de armazenamento, transportando informag¢des de monitoramento do volume
vesical (Para revisao: Andersson, 2002; Ouslander, 2004; Yoshimura, 2007).

As fibras sensoriais do tipo C (pobres em neurofilamentos) sdo amplamente
dispersas pelo detrusor, mucosa e urotélio. Quando ativadas apresentam um
maior limiar excitatério mecénico do que as fibras Ad (Habler et al., 1990;
Dmitrieva e McMahon 1996). A participacao dessas fibras na fisiologia da bexiga é
pouco compreendida, mas sabe-se que estdo envolvidas no reflexo miccional em
condicoes de lesdo da coluna vertebral (Para revisdo: de Groat et al., 2010). Estas
fibras ndo respondem a distensdo da parede vesical; porém, se tornam ativas
durante irritacdo quimica, em situagbes de alta osmolaridade, em presenca de
concentracdes elevadas de potassio, e de inflamacéao local (Wiseman et al., 2002).
Por isso, sao referidas como “fibras aferentes silenciosas”, visto que se tornam
ativas em situacoes especificamente patolégicas. Essas fibras sdo sensiveis ao
ATP, a capsaicina e a resiniferatoxina, que a despolarizam pela ativacao de
receptores do tipo P2X3 e P2Xy3 (Para revisdo: Fowler et al., 2008).

Os neurdnios aferentes da bexiga, principalmente as fibras do tipo C, podem
conter varios tipos de receptores ionotropicos e metabotrdpicos, como o0s
receptores de potencial transiente TRPV1, TRPA1, TRPMS8, tropomiosina quinase
A (TrkA; receptor que responde ao NGF), receptores de estrogeno a e B,
tropomiosina quinase B (TrkB; que responde para o fator neurotréfico cerebral),
receptor do fator neurotréfico derivado de célula glial (GDNF; que respondem para

GFRa1 e GFRa3), receptor neurotréfico p75, sitios de ligagdo a isolectina B4, e
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receptores purinérgicos P2X,, P2X; e P2Y (que sao ativados pelo ATP) (Vizzard,
2006). A grande variedade de receptores expressos nas fibras aferentes da bexiga
indica que 0os mecanismos sensoriais s&0 complexos e envolvem varias vias de
sinalizacdo. Dessa forma, uma mesma substancia pode interagir com um receptor
e produzir estado de excitagdo; ao mesmo tempo, pode interagir com outro
receptor e produzir efeito inibitério, suprimindo a ativagcdo aferente. Essa complexa
atividade das fibras aferentes ndo se processa apenas pela expressao de
multiplos receptores, mas também por interagir com células ndo-neurais (células
uroteliais, células intersticiais e miofibroblastos), as quais podem modular a
atividade dos nervos aferentes por secretarem mensageiros quimicos (Zhong et

al., 2003; Andrade et al., 2006; Streng et al., 2008; Everaerts et al., 2010).

1.2 Familia de receptores de potencial transiente

A identificacdo dos canais de potencial transiente (TRPs) em mamiferos
veio do estudo dos fotoreceptores em Drosophila (Minke, 1977). Neste estudo,
analisando a luz emitida pelo gradiente eletroquimico em insetos, foi observado
em um mutante da Drosophila a chamada corrente transiente, diferente da até
entdo conhecida corrente sustentada. Outras analises mostraram que esses
mutantes ndo apresentavam o canal de influxo de calcio (Ca2+), e, assim, o canal
de célcio relacionado a fotoluminecéncia em Drosophila foi mais tarde chamado de

TRP (receptor de potencial transiente).
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Varios outros trabalhos confirmaram a funcdo dos canais TRPs em controlar os
mecanismos fisioldgicos de sensibilidade térmica e mecénica, resposta a
estimulos dolorosos, sabor e ferorménios (Para revisdo: Calixto et al., 2005;
Flockerzi e Nilius, 2014). No inicio dos anos 2000 varios homdélogos dos canais
TRPs foram clonados em invertebrados e vertebrados. Como ocorre com outros
receptores reconhecidos como canais idnicos com segmentos transmembranares,
os canais TRPs sao catibnicos, ndo seletivos, e apresentam intracelularmente
terminais amino (N-) e carboxilico (COO-) com 6 segmentos transmembranares
(TM1-6) com poro para permeabilidade catibénica entre os segmentos 5 e 6 (Figura
3; Para revisdo: Moran et al., 2011). Essas novas familias identificadas de canais
ibnicos foram divididas em 6 classes de receptores: TRPC (familia dos TRP
catibnicos, curto, 1-7), TRPM (familia dos TRP melastatina, longo, 1-8), TRPV
(familia TRP de receptor vaniléide, 1-6), TRPA (familia TRP com repeticao de
anquirina), TRPP (familia TRP policistina, 2, 3 e 5) e TRPML (familia TRP

mucolipina, 1-3; Para reviséo: Calixto et al., 2005; Flockerzi e Nilius, 2014).
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Figura 3- Estrutura geral dos receptores de potencial transiente (TRPs).
Representacédo esquematica das 6 classes de TRPs (TRPV, TRPA, TRPC, TRPM,
TRPP e TRPML). Intracelularmente, sdo encontrados dois dominios, amino
terminal  (N-; esquerda) e carboxilico terminal (COO-; direita).
Transmembranalmente, sdo encontrados 6 segmentos (S1-6), sendo que entre os
segmentos 5 e 6 encontra-se o poro de influxo catidénico. A repeticdo dos dominios
de anquirina na por¢ao N-terminal ndo é encontrada no subtipo melastatina (M)
dos TRPs. O sitio de ligagdo denominado TRP Box n&o € encontrado no subtipo
anquirina (A) dos TRPs. CIRB, regido de ligagdo a calmodulina/inositol-1,4,5-
trifosfato; NUDIX, nucleosidio de ligacédo difosfato X; PDZ, acronico para proteina
pds-sinaptica 95 (PSD95; Moran et al., 2011).
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1.3 O receptor TRPV4 e sua ativacao/inibicao

O termo vanildide desta familia foi empregado apéds identificacdo do
primeiro ativador de TRP vanildide do subtipo 1 (TRPV1), a capsaicina, a qual
apresenta em sua estrutura quimica o grupo vanilil. Outro constituinte da familia
dos TRPs € o membro do subtipo 4 (TRPV4). Este canal encontra-se amplamente
presente em mamiferos, particularmente em neur6nios sensitivos, bexiga, pele
(queratindcitos), pulmao, rim, artérias, cérebro e intestino (Strotmann et al., 2000;
Jia et al., 2004; Cohen, 2005; Watanabe et al., 2008).

As fungdes do receptor TRPV4 sdo igualmente diversas, com participacédo
na osmoregulacao (Liedtke e Friedman, 2003), controle da presséao arterial (Earley
et al., 2009; Sonkusare et al., 2012; Sukumaran et al., 2013) e controle miccional
(Gevaerts et al., 2007). Este canal pode ser ativado por varios estimulos fisicos,
como alteracdo da tonicidade (cell swelling), estiramento mecanico e calor
moderado (>24-27°C) (Nilius et al., 2004). Pode também ser ativado por estimulos
quimicos endobgenos, como o endocanabindide anandamida, os metabdlitos do
acido araquidénico (AA) via citocromo P450 (acidos 56 e 8,9
epoxieicosatriendicos) e o metabdlito da degradacdo do mevalonato (dimetil-alil
pirofosfato) (Watanabe et al., 2003; Bang et al, 2012; Para revisdo: Kaneko e
Szallasi, 2014).

O GSK1016790A foi descrito como um novo ativador do canal TRPV4,
causando potente influxo de Ca®* em cultura de células HEK (células embrionarias
de rim humana) expressando o receptor TRPV4 (ECso ~ 18 nM). O GSK1016790A

€ mais potente em canais TRPV4 humanos (ECso ~ 2,1 nM - Thorneloe et al.,
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2008). Essa substancia também se mostrou 10 vezes mais potente para o TRPV4
do que para o TRPV1, que é considerado o membro da familia TRP mais proximo
do TRPV4 (Willette et al., 2008). Em outros experimentos, também utilizando
células HEK, o GSK1016790A foi testado para se avaliar a ativagdo dos canais
TRPM8 e TRPA1 humanos, em concentragdes até 20 uM. Nestes experimentos
nao foi verificado influxo de calcio. Em cultura de células HEK expressando o
canal TRPV4, o GSK1016790A, na concentracdo de 10 nM, foi capaz de ativar o
TRPV4 (Thorneloe et al., 2008).

Dentre os antagonistas do receptor TRPV4, o HC-067047 e o RN-1734
foram os primeiros descritos (Vincent et al., 2009; Everaerts et al., 2010; Figura 2).
Em cultura de células (HEK) expressando o receptor TRPV4 de camundongos,
observou-se que tanto o HC-067047 quanto o RN-1734, nas concentragcées de 1 e
10 uM, respectivamente, foram eficazes em inibir o influxo de célcio induzido tanto
pela hipotonicidade como pelo agonista GSK1016790A. Estes compostos nao

interferiram na resposta de outros TRPs (Everaerts et al., 2010).
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Figura 4- Agonistas e antagonistas do receptor TRPV4. (A) O agonista
enddgeno, anandamida; (B) O agonista sintético, GSK1016790A; (C) O
antagonista, HC-067047; (D) O antagonista, RN-1734.
1.4 Participacao do receptor TRPV4 na fisiopatologia do trato urinario
inferior

O canal TRPV4 é expresso na bexiga de camundongos (Gevaert et al.,
2007), sendo sua expressao na mucosa amplamente maior comparada a
musculatura lisa (Thorneloe et al., 2008; Yamada et al., 2009). Evidéncias indicam
que camundongos knockout para o receptor TRPV4 apresentam alteragcdes na
funcdo miccional em relagcdo aos animais selvagens (Gevaert et al., 2007). Por
meio da técnica de cistometria, os animais TRPV4” apresentaram aumento na

capacidade da bexiga, no intervalo entre os ciclos miccionais, no numero de
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contracdes involuntarias e na pressao de micgao (Gevaert et al., 2007; Thorneloe
et al., 2008; Everaerts et al., 2010), que corresponde a reducao na sensibilidade
de distencdo da parede vesical. Estes resultados corroboram com os obtidos por
Suzuki et al., (2003) que demonstraram em camundongos TRPV4" reducdo na

sensibilidade do nervo femoral frente a resposta pressorica nociceptiva na pele.

O TRPV4 ¢ relacionado a hipersensibilidade mecanica, inflamacao e
neuropatia de diferentes etiologias (Alessandri-Haber et al., 2006), como a
induzida por quimioterapicos (vincristina) (Aley et al, 1996), no consumo
excessivo de alcool (Dina et al., 2006) e no diabetes induzido por estreptozotocina
(STZ; Aley e Levine, 2002). O mecanismo relacionado a hipersensibilidade
mecanica na resposta inflamatéria envolve a estimulacéao do receptor ativado por
protease-2 (PAR2) em neurbnios aferentes da pele e do intestino, com
consequente ativacao das proteinas quinases do tipo C (PKC), do tipo A (PKA) e
do tipo D (PKD), as quais sensibilizam o canal TRPV4, resultando no aumento do
influxo de fons Na* e Ca®* para o meio citosdlico. Isto favorece o aumento da
sensibilidade nociceptiva por induzir a liberacdo de substancias pré-inflamatérias
como o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e a substancia P
(Grant et al., 2007). No trato urinario, a hiperatividade de bexiga de origem
inflamatéria causada pela injecao intraperitoneal de ciclofosfamida causa reducao
no volume de micgdo e aumento da frequéncia urinaria, os quais sao
eficientemente inibidos em animais TRPV4" ou pela injegdo do antagonista

HCO067047 (Everaerts et al., 2010).
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Por outro lado, a funcionalidade do receptor TRPV4 na bexiga ainda & muito
pouco entendida. Em estudo com bexiga isolada de camundongos foi observado
que o GSK1016790A, através da ativacdo do receptor TRPV4, contraiu a
preparacdo por ativar a entrada de calcio extracelular pelos canais de calcio
voltagem-dependentes do tipo L de membrana (Cav 1), efeito este independente
da mucosa e abolida em animais TRPV4™ (Thorneloe et al., 2008). Contudo, como
a expressdo do receptor TRPV4 é amplamente maior na mucosa em relacdo a
musculatura lisa, este parece ndo ser o principal mecanismo que explica as

alterag6es no padrdo de micgédo encontradas em animais TRPV4™.

1.4.1 Envolvimento do receptor TRPV4 no controle urotelial da secrecao de ATP
O urotélio tem como fungdo garantir impermeabilidade a agua, solutos e
patdgenos frente a variagées na superficie vesical durante a estocagem de urina e
mic¢ao. No entanto, € cada vez mais claro que o urotélio também desempenha um
papel sensorial, contribuindo para a sensacao mecanica e quimica da bexiga. As
células uroteliais expressam uma grande variedade de receptores ibnicos e
metabotropicos, incluindo os receptores TRPVs, receptores purinérgicos (P2X e
P2Y), receptores muscarinicos e receptores nicotinicos. Além disso, as células
uroteliais podem secretar varias moléculas sinalizadoras como o ATP, NO,
prostandides, substancia P, ACh, adenosina e varios fatores de regulacao trofica
(Para revisao: Birder e Andersson, 2013). Evidéncias mostram que a ativacao do
receptor TRPV4 na mucosa vesical induz liberagcdo de ATP frente ao estiramento

mecanico (Gevaert et al., 2007; Figura 5). Além disso, células uroteliais isoladas,
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2] e induzem

quando submetidas ao estiramento mecanico, aumentam a [Ca
liberacdo de ATP devido a ativacao do receptor TRPV4 (Mochizuki et al., 2009).

O ATP secretado das células uroteliais apresenta fungdes autédcrina e
paracrina local, podendo ativar receptores purinérgicos P2X dos subtipos 2 e 3
(P2Xz3) nos neurbnios aferentes. O ATP pode ainda ativar receptorers
purinérgicos da familia P2Y nas células intersticiais, assim como receptores P2X;
no detrusor (Figura 5). O receptor P2Xy53 é expresso em fibras nervosas aferentes
da bexiga projetadas das camadas urotelial, lamina prépria e detrusora, sugerindo
um papel importante do mesmo na regulagdo sensitiva funcional da bexiga (Kaan
et al., 2010; Para revisao: Birder e Andersson 2013). A infusdo intravesical de ATP
aumenta a atividade reflexa das fibras aferentes; por outro lado, a desensibilizagéo
dos receptores purinérgicos pela infusdo intravesical do agonista a,B-metileno-
ATP diminui a atividade aferente reflexa. Além disso, em camundongos knockout
para o receptor P2X3, a atividade aferente € praticamente abolida (Nishiguchi et
al., 2005). No detrusor isolado de camundongos e ratos, o ATP e seu analogo
sintético, af-metileno-ATP, causam contracdo através da ativacdo dos receptores
P2X1 o qual consequentemente promove influxo de calcio extracelular, ativando a
fosforilacdo da cadeia leve de miosina (MLC; Aronsson et al., 2010; Leiria et al.,
2011).

O ATP também causa relaxamento da musculatura lisa da bexiga em ratos
(Aronsson et al., 2010), supostamente pela ativacdo direta do receptor P2Y;

(Hernandez et al., 2009). Em estudo recente, demonstrou-se que o ATP causa

abertura de canais SK3, promovendo a geracdo de gradiente eletroquimico
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intracelular, que sera conduzido para a musculatura lisa, causando relaxamento
(Lee et al., 2014). Apesar deste mecanismo nao ser completamente entendido,
existe na bexiga jungcdes comunicantes (gap junctions) que poderiam apresentar
funcéo similar as juncbées comunicantes dos leitos vasculares (Ikeda et al., 2007).
Outro mecanismo indireto do relaxamento ao ATP seria pela sua hidrélise a
ADP por ectocnucleotidases (NTPD). Encontram-se expressas na bexiga de
camundongos cinco isoformas de ectonucleotidases, chamadas NTPD1, NTPD2,
NTPD3, NTPD8 e NT5E (Yu et al, 2011). O ADP pode também ativar os
receptores P2Y1 ou ser convertido em adenosina, a qual ativa os receptores A2A e

A2B, causando relaxamento da bexiga (Hernandez et al., 2009; Aronsson et al.,

2010).
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Figura 5- Diagrama esquematico da parede da bexiga. A distensao da bexiga
durante a fase de enchimento ativa o canal TRPV4 presente no urotélio, levando a
liberacdo de ATP, que pode ativar receptores purinérgicos em diferentes tipos
celulares (Montell et al., 2008).
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1.5 O receptor TRPMS e sua ativacao

A familia de receptores TRPM (melastatina, longo) ndo apresenta a
repeticdo de anquirina na regido citosolica amino terminal (Figura 3). O termo
melastatina originou-se do primeiro subtipo TRPM1, o qual foi relacionado a
metastase de melanomas (Duncan et al., 1998). Entretanto, a existéncia do
TRPM8 foi descrita pela primeira vez por Tsavaler et al. em 2001, mostrando-se
que a expressao do gene trp-p8, um gene especifico da prdstata, era maior no
cancer de préstata e em células malignas. Neste mesmo trabalho também foi
mostrado que o gene trp-p8 tinha grande homologia com o gene dos receptores
TRPs. Posteriormente, mostrou-se que o gene trp-p8 codificava um canal
permeavel ao Ca** que seria ativado pelo frio e por substancias refrescantes,
como o0 mentol, o eucaliptol e a icilina (McKemy et al., 2002; Peier et al., 2002).
Seguindo a unificagdo das nomenclaturas para os TRPs, o trp-p8 passou a ser
classificado como parte da subfamilia melastatina (“M”) e renomeado como do
subtipo 8 (TRPMS8; Montell et al., 2002).

Além do tecido prostatico, o TRPMS8 foi identificado em neurbnios sensoriais
periféricos (fibras afentes do tipo Ad e C), ganglio da raiz dorsal (DRG) géanglio
trigeminal (TG), testiculos, ducto seminal, bexiga, pulmao, célon e vasos
sanguineos (Stein et al., 2004; Johnson et al., 2009; Ramachandran et al., 2013).
A detecgcdo da temperatura permite aos organismos evitar condigbes de
queimaduras e congelamentos, as quais podem ameacar a sobrevivéncia, além de
permitir a deteccdo de condices ideais para a alimentagdo, acasalamento e

conforto. Os neurdnios sensitivos da pele detectam tanto a temperatura em limiar
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nocivo (conjunto de neurbnios nociceptivos), quanto em limiar indcuo (para
integracao sensitiva térmica no SNC). Estudos em animais knockout para o
receptor TRPM8” mostraram que esse canal apresenta fungdo importante na
deteccdo de temperaturas frias ambientais (Dhaka et al., 2007; Bautista et al.,
2007). Quando ativados por estimulos ao frio (25-10°C) em fibras aferentes e
ganglios DRG e TG, o receptor TRPM8 causa influxo de Ca®* intracelular,
alterando o potencial de membrana, despolarizando consequentemente a célula
nervosa, desencadeando assim as respostas sensitivas. Estes efeitos se
contrapdem aos do receptor TRPV1, expresso também nas mesmas estruturas
neurais, o qual promove sensacao de calor, hiperalgesia e inflamacéo (Szallasi e
Blumberg, 1999). Pelos mecanismos antagbnicos existentes entre as respostas
quentes-inflamatérias e as frias nos tecidos periféricos, parece existir uma
aplicacao terapéutica para os agonistas dos receptores TRPM8 como analgésicos
e antiinflamatdrios locais (Liu et al., 2013).

O mentol € um monoterpeno ciclico com fungao orgéanica alcool, o qual
apresenta em sua estrutura carbdnica trés atomos de carbono assimétricos
(Figura 6A). Entre os isbmeros 6pticos, o (-)-mentol € 0 que ocorre em maior
abundancia na natureza, além de ser a substancia que confere as propriedades
peculiares de fragrancia e sabor ao mentol. Por esta razdo, o mentol é utilizado
amplamente como flavorizante em creme dental, gomas de mascar e cigarros
(Eccles, 1994). O mentol é descrito como agonista nao-seletivo do receptor
TRPM8 (McKemy et al., 2002; Peier et al., 2002), apresentando efeito refrescante

por ativar esse receptor em células sensitivas (Reid e Flonta, 2002). O mentol é
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capaz de ativar a corrente ibnica no TRPM8, demonstrado através da técnica de
patch-clamp (McKemy et al., 2002). Por meio de registro de influxo de calcio por
imagem, demonstrou-se que o mentol, na concentracdo de 30 uM, inibe o influxo
de Ca?* através deste canal idnico (Macpherson et al., 2006).

Entre os ligantes do receptor TRPM8 n&o derivados do mentol, encontra-se
a icilina, previamente chamada de AG-35 (Figura 6B). A icilina foi primeiramente
sintetizada como um agente depressor do SNC (Podesva e Do Nascimento,
1972). Entretanto, foi em células nervosas sensitivas periféricas que se
demonstrou que a icilina é um potente refrescante, através da ativagéo do receptor
TRPM8 (EC50 0.36 pM), sendo sua poténcia e eficacia aproximadamente 200 e
2,5 vezes maior, respectivamente, que a do mentol (McKemy et al.,, 2002). As
diferengas moleculares entre o mentol e a icilina parecem se explicar por
mecanismos diferentes de ligagdo com o receptor. Um dos estudos que dao
suporte a essa visdo mostra que a ativacao do receptor TRPM8 pela icilina e frio
(17°C) € modulada pelo pH intracelular, efeito este ndo observado com o mentol

(Andersson et al., 2004).

1.5.1 Resposta inibitéria do mentol independente do receptor TRPM8

O mentol e a icilina sdo substancias utilizadas para se investigar a funcao
do receptor TRPM8 em diferentes tecidos. Contudo, trabalhos recentes sugerem
que o mentol apresenta outros mecanismos independentes do canal TRPM8. O
mentol pode, por exemplo, inibir alostericamente o receptor nicotinico em

neurdnios sensoriais do nervo trigémio (Hans et al., 2012). Em cultura de géanglio
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da raiz dorsal, demonstrou-se que o mentol inibe a condutancia iénica em canais
de so6dio dependentes de voltagem (Na, 1) resistentes a TTX (Gaudioso et al.,
2012). Por meio da técnica de whole-cell patch clamp em cardiomidcitos
demonstrou-se que o mentol inibe o canal de célcio do tipo L (Baylie et al., 2010).
Em artéria isolada de ratos pré-contraida com fenilefrina ou KCI mostrou-se a
atividade relaxante do mentol independente do endotélio, do receptor muscarinico
e de 6xido nitrico (NO) (Johnson et al., 2009). No baixo trato urinario ha poucos
estudos quanto a atividade do mentol, a excecdo do estudo de Nomoto et al.,
(2008) que mostrou a atividade inibitéria do mentol frente a estimulacéo
muscarinica pelo carbacol. Contudo, em nenhum momento especulou-se a
possibilidade de o mentol ativar outros mecanismos farmacoldgicos independentes

do receptor TRPM8.
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Figura 6- Agonistas do receptor TRPM8. (A) (-)-mentol, (1R,2S,5R)-2-isopropil-
5-metilciclohexanol; (B) icilina, 1-(2-hidroxifenil)-4-(3-nitrofenil)-3,6-
dihidropirimidina.
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1.6 Participacao do receptor TRPM8 na fisiopatologia do trato urinario
inferior

A avaliacao do reflexo vesical frente ao frio (bladder cooling reflex, BCR), ou
simplesmente a contracdo da bexiga urinaria causada pela infusdo intravesical de
agua gelada é uma estratégia diagnoéstica importante na investigacao de
hiperatividade neurogénica do detrusor (Geirsson et al., 1999; Mukerji et al., 2006;
Steanu et al.,, 2012; Figura 7). O termorreceptor sensivel ao frio, TRPMS8, é
expresso no trato genitourinario (testiculo, préstata, pénis, ganglio da raiz dorsal e
bexiga) de humanos e ratos (Stein et al., 2004). Na bexiga, a expressdao do
TRPMB8 ocorre no urotélio e nas fibras aferentes do tipo C (Stein et al., 2004). Em
individuos saudaveis a instilacado intravesical de agua gelada ativa os receptores
TRPMS8; entretanto, o reflexo de contracdo vesical é inibido por sinais
descendentes de centros superiores no cértex encefalico. Em condigdes de bexiga
neurogénica ocorre aumento da condutancia neural em fibras aferentes e prejuizo
do mecanismo inibitério central do reflexo miccional, gerando dissinergismo
contratil entre bexiga e uretra, resultando em aumento da frequéncia urinaria e
incontinéncia (Figura 7; Mukerji et al., 2006). Em gatos e ratos anestesiados, a
instilacao intravesical de agua gelada (6-8°C) facilitou a conducgéao i6nica em fibras
aferentes do tipo C presentes no nervo pélvico, causando dissinergismo entre o
reflexo contratil da musculatura detrusora e do esficter uretral externo (Cheng et
al., 1997; Jiang et al., 2002).

Estudos recentes mostraram que a exposicdo de ratos conscientes a

temperaturas ambientais geladas (4 * 2°C) causa hiperatividade detrusora por
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mecanismo dependente da ativacao do receptor TRPM8 na pele da regido dorsal
(Lei et al., 2013; Noguchi et al., 2013). Este mecanismo pode estar sensibilizado
em processos patoldgicos de hiperatividade detrusora como o que ocorre em ratas
ovariectomizadas, onde mostrou-se que a expressao do receptor TRPM8 na pele
da regido dorsal e a resposta ao frio ambiental estdo significativamente
aumentados (Noguchi et al., 2013).

Os agonistas do receptor TRPM8, mentol e icilina, quando injetados na pata
de ratos aumentam a sensibilidade ao estimulo gelado (10°C). Entretando, essa
resposta de hipersensibilidade & icilina foi abolida em animais TRPM8™" enquanto
0 mesmo nao se observou para o mentol (Gentry et al, 2010). A avaliacao
cistométrica de cobaios saudaveis com infusdo intravesical de salina mentolada
(0,6 mM) a 38 °C mostrou reducéo no volume de micgdo e aumento da pressao de
micgcao (Tsukimi et al., 2005). O mecanismo de hiperatividade de bexiga pelo
mentol intravesical parece estar relacionado a ativacdo de fibras aferentes
insensiveis a capsaicina (Nomoto et al., 2008). O mesmo efeito foi obtido com a
aplicacao de solugcdo mentolada (50%) na pele de ratos 30 minutos antes da
avaliacao cistométrica (Chen et al., 2010), sendo que o volume e a pressao de
miccado foram restabelecidos com a aplicacdo endovenosa do antagonista néo
seletivo dos receptor TRPM8, BCTC (Lei et al., 2013). Apesar de estudos
mostrarem o potencial farmacoldgico dos antagonistas do receptor TRPM8 na
modulacdo da funcao miccional, o entendimento da fisiopatologia desse receptor

modulando a resposta contratil da bexiga continua pouco explorado.
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Figura 7- Mecanismo de reflexo miccional frente a estimulacao gelada em
bexigas saudaveis e hiperativas de origem neurogénica. (A) Neurologicamente
em adultos saudaveis o reflexo espinal frente ao estimulo gelado € inibido por
sinais descendentes de centros superiores no cértex encefalico. (B) Em bexigas
neurogénicas existe um maior nimero de fibras aferentes responsivas ao estimulo
gelado, além de perda na inibicdo central do reflexo miccional (Mukerji et al.,
2006).
1.7 Diabetes e disturbios miccionais

O diabetes tipo 1 é uma doenca idiopatica, até o presente momento sem
cura, que acomete de 5-10% do total de casos de diabetes no mundo. A
prevaléncia de diabetes esta estimada para 2030 em 4,4% da populagdo mundial
ou aproximadamente 366 milhdes de individuos (Wild et al., 2004; American

Diabetes Association, 2009). O diabetes tipo 1 é causado pela destruicdo seletiva

das células B-pancredticas, por auto-antigenos especificos dos linfécitos T.
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Quando a maioria das células 3 apresentam-se destruidas, o pancreas perde a
capacidade de produzir insulina em resposta ao aumento plasmatico de glicose
(Denis et al., 2004).
A bexiga urinaria € um dos 6rgaos afetados diretamente pela hiperglicemia
persistente do diabetes. As primeiras consequéncias no sistema urinario séo o
aumento da filtracdo glomerular, com incapacidade de reabsorc¢ao tubular devido
ao excesso de glicose, causando diurese. Inicialmente, a bexiga se adapta a esse
aumento de urina produzida, chamado de periodo compensatorio, em que se
observa aumento da atividade neuronal e contratil da bexiga (Daneshgari et al.,
2006a). A glicemia plasmatica cronicamente elevada causa neuropatia periférica
com reducédo na excitabilidade neuronal aferente e eferente da bexiga, reduzindo a
eficiéncia miccional (Changolkar et al., 2005; Daneshgari et al., 2006b).
Aproximadamente 50% dos homens e mulheres diabéticos apresentam
disfuncées miccionais como urgéncia, aumento na frequéncia, nocturia e
incontinéncia urinaria (Brown et al, 2005; Melman et al, 2009). A cistopatia
vesical ocorre nos estagios avancados da disfungdo miccional, e pode ser
acompanhada de diminuicdo da freqUéncia urinaria, dificuldade em iniciar a
miccdo e sensacado de bexiga sempre cheia (Brown et al., 2005). Apesar de a
fisiopatologia miccional do diabetes indicar que existam duas fases,
compensatéria e descompensatdéria, na maioria dos pacientes a fase
compensatéria € pouco notada, e os pacientes somente procuram tratamento
quando apresentam retencao urindria, a qual € consequente da hiperdistencdo da

parede vesical (loanid et al., 1981).
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1.7.1 Diabetes experimental e disfungdo vesical

As disfuncgdes vesicais no diabetes podem estar associadas a alteragdes ao nivel
de musculo detrusor, inervacdo e urotélio. Um dos modelos experimentais mais
utilizados para se investigar as complicacbes miccionais da diabetes € o da
injecao de estreptozotocina (STZ). A estrutura quimica da STZ (2 - Deoxy - 2- ([ (
methylnitrosoamino ) carbonyl ] amino ) — D — glucopyranose) compreende uma
molécula de glicose com uma cadeia lateral altamente reativa, metil-nitrosourea,
que inicia a acdo citotdxica. A molécula de glicose direciona a STZ para as células
B pancreaticas, onde o mesmo liga-se ao transportador de membrana GLUT-2.
Inicia-se entdo o processo de metilagéo, levando a quebra do DNA das células 3
pancredticas, geragdo de radicais livres e producao de NO. Dessa forma, a STZ
inibe a secrecdo de insulina causando um estado de diabetes tipo 1 (Ledoux et al.,
1986; Wilson et al., 1988).

Em estudo recente foi mostrado, em ratos diabéticos por STZ, que a
hiperglicemia causa alteragdes significativas no urotélio (Mitchell et al., 2013).
Inicialmente (3 semanas ap6s inducdo do diabetes), ocorre espessamento da
camada urotelial. Em periodo intermediario (9 semanas apés a indugdo com STZ),
as células guarda-chuva (células superficiais do urotélio com formato de guarda-
chuva) vao morrendo e se descolando da parede vesical (Figura 8; Mitchell et al.,
2013). Assim, as células intersticiais e as fibras aferentes ficam expostas ao
liquido intravesical, favorecendo a hiperexcitacdo destas fibras e a instalagao de
resposta inflamatéria local (Para revisdo: de Groat e Yoshimura, 2009). Em

camundongos diabéticos pela STZ, apés 4 semanas da injegcdo, observou-se
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aumento na densidade neural da bexiga isolada comparado com animais
normoglicémicos (Leiria et al., 2011). Outros trabalhos utilizando o mesmo modelo
experimental de diabetes mostraram hiperalgesia frente a estimulos periféricos
fisicos e térmicos, os quais antecedem a neuropatia (Sugimoto et al, 2000;
Bishnoi et al, 2011). Em fibras aferentes e terminais nervosos sensoriais da
medula espinhal isolados de ratos diabéticos pela STZ verificou-se aumento da
expressao e ativacdo de receptores TRPV1 (Bishnoi et al, 2011), resultado
também alcancado com o urotélio isolado (Mitchell et al., 2013). A hiperativacao
cronica dos receptores TRPV1 aumenta a liberagdo de CGRP e de mediadores
pré-inflamatérios como o TNF-a, IL-1a e IL-6, efeito este inibido pelo antagonista

nao seletivo dos receptores TRPs, resiniferatoxina (Bishnoi et al., 2011).
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Controle 3 semanas de 9 semanas de 20 semanas de

Figura 8- Imagem obtida por microscopia eletronica (ME) de varredura da
camada urotelial da bexiga de ratos controles e diabéticos por
estreptozotocina. As imagens tridimensional da camada superficial do urotélio
mostram a morfologia celular de forma tempo-dependente nos animais diabéticos
por estreptozotocina. Controle (A-C), 3 semanas (D-F), 9 semanas (G-I) e 20
semanas (J-L). Entre a 6° e 9° semana de diabetes observam-se alteragcdes
significativas da integridade celular nas células guarda-chuva. O arterisco (QG)
indica as células que estdo se desprendendo do urotélio, deixando as células
intersticiais mais profundas expostas. As setas (H) indicam as regides onde a
membrana plasmatica esta lesada. Apés a 20° semana de diabetes (J-L), a
camada urotelial é recomposta de forma similar a encontrada nos animais
controles ndo tratados (A-C). As imagens encontram-se em trés niveis de aumento
50 ym (A-J), 10 um (B-K) e 5 uym (C-L). UC, camada celular superficial do urotélio
(células guarda-chuva); DUC, células desprendidas do urotélio; H, camada celular
em estrias; ZM, membrana apical (Mitchell et al., 2013).

A disfungao da musculatura lisa em camundongos diabéticos pela STZ foi também
caracterizada. Estudos farmacoldgicos mostraram aumento da resposta contratil
do detrusor isolado frente a estimulagdo muscarinica e $-adrenérgica (Menéndez

et al., 1996; Kaplan et al., 2005; Brown et al., 2005). O aumento da resposta
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contratil neste tecido foi associado a aumento da sensibilidade ao calcio
extracelular, hiperativando os canais Cavy. (Leiria et al., 2011). Em ratos
diabéticos pela STZ, observa-se também um aumento na resposta contratil do
detrusor frente a estimulacao elétrica, que se explica pelo aumento da liberagéo
de neurotransmissores de fibras eferentes parassimpaticas, aliado ao aumento na

sensibilidade e atividade dos Cavy 2 (Waring e Wendt, 2000; Brown et al., 2005).
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Justificativa

Os receptores TRPV4 e TRPM8 apresentam fungbes relacionadas a
osmorregulacao, termorregulagéo e regulacado da resposta inflamatéria. No trato
urinario inferior estes receptores sdo expressos no urotélio e em fibras aferentes
sensitivas. O TRPV4 é ativado pela distengdo da parede vesical, e quimicamente
pela degradacédo do acido araquidénico (AA) via citocromo P450. A ativacao do
TRPV4 nas células uroteliais causa secrecao de ATP, o qual regula as respostas
contrateis e relaxantes da musculatura lisa da bexiga. Nas fibras aferentes
sensitivas, a ativagdo do TRPV4 regula a funcdo dos receptores purinérgicos
P2X2/3, 0s quais aumentam o reflexo miccional. A delegéo do receptor TRPV4 ou a
ativacdo do TRPMS8 pelo mentol e icilina, reduziram as respostas inflamatérias
mediadas pela liberacdo de substancia P e CGRP em fibras aferentes sensitivas.
No modelo experimental de hiperatividade de bexiga causado pela injecao
intraperitoneal de ciclofosfamida, a delecao ou inibicado quimica do TRPV4 pelo
HC067047 reduziu a resposta inflamatéria local, melhorando a funcao miccional
nestes animais. Poucos estudos até o presente momento avaliaram a funcao dos
receptores TRPV4 e TRPM8 no estado diabético, sendo que nenhum deles
utilizou essas proteinas como alvos terapéuticos para os transtornos miccionais

obervados nesses pacientes.
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OBJETIVO GERAL
Estudar o papel dos receptores TRPV4 e TRPM8 no controle miccional de

camundongos em condicao fisioldgica e patolégica (diabetes).

Obetivos especificos

Grupo TRPV4

eEstudar o efeito do agonista de TRPV4, GSK1016790A, em preparacado de
bexiga isolada de camundongos C57BL/J6;

eEstudar a participagdo do TRPV4 nas respostas contrateis e relaxantes do
detrusor isolado, usando camundongos C57BL/J6 controles e knockout para o
receptor TRPV4 (TRPVA4™");

eEstudar a ativacdo do receptor TRPV4 na bexiga de camundongos diabéticos
pela injecao intraperitoneal de STZ por 4 semanas.

Grupo TRPMS8

eEstudar a participacao do TRPM8 nas respostas contrateis do detrusor isolado,
usando para tanto camundongos C57BL/J6 controles e knockout para o receptor
TRPMS8 (TRPMS8”).

eCaracterizar farmacologicamente o efeito inibitério do mentol no detrusor isolado
de animais controles e TRPM8™".

eAvaliar o efeito do tratamento com mentol nas disfun¢cdes miccionais “in vivo’ e

“in vitro” do diabetes induzido por STZ.
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2.Materiais e Métodos
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2.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/J6 wild type (+/+; controles), machos
(3-4 meses), pesando entre 25 e 29 g, provenientes do Centro Multidisciplinar para
Investigagdo Biolégica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério da
Universidade Estadual de Campinas (CEMIB - UNICAMP, Campinas, SP).
Também foram utilizados camundongos machos knockout (-/-) para o receptor
TRPV4 e TRPMS8, provenientes do King’s College (Londres, Reino Unido),
resultantes do cruzamento de pares heterozigotos para os receptores TRPV4 e
TRPM8. Os camundongos foram mantidos em ciclos de 12/12 h (claro/escuro), em
temperatura de 25°C, com comida e agua ad libitum. Todos os experimentos estao
de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pela
Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de Laboratério (SBCAL), tendo sido
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UNICAMP;
protocolo n°3313-1) e pelo United Kingdom Home Office Regulations (Animals
Scientific Procedures Act, 1986). Os experimentos com animais wild type (+/+) e
knockout (-/-) para os receptores TRPV4 e TRPM8 foram realizados no laboratério
do Prof. Dr. Stephen B. McMahon (King’s College London, Neurorestoration
Group, Wolfson Centre for Age-Related Diseases) e no laboratério da Prof? Dr?
Helen Cox (King’s College London, Wolfson Centre for Age-Related Diseases,

Guy’s Campus), sob supervisdo do Prof. Dr. Andrew D. Grant.
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2.2 Inducgao do diabetes

O diabetes foi induzido pela administracao intraperitoneal (i.p.) de STZ (180
mg/kg), dissolvida em tampéo citrato (20 mM, pH 4.5). Ap6s 48 h da injecdo, os
animais foram mantidos em jejum por 8h e o diabetes foi confirmado pela
existéncia de hiperglicemia (concentragdo plasmatica de glicose = 15 mmol/l),
sendo que os camundongos que nao alcangaram estes valores glicémicos foram
descartados. O peso e a concentragao plasmatica de glicose foram semanalmente
medidos nos animais controles e diabéticos. Aqueles que apresentavam reducao
de peso >20% em relag&o ao inicio do tratamento foram descartados, ndo sendo
utilizados para as anadlises posteriores. Apds 4 semanas de diabetes, os
camundongos foram utilizados para a realizacdo dos protocolos experimentais “in

vivo” e “in vitro”, conforme descrito a seguir.

2.3 Testes comportamentais

2.3.1 Teste de retirada da pata frente a estimulagdo mecanica (Von Frey)

Os grupos controle-diabético e TRPV4™ diabético foram aclimatizados por 1
h em caixa transparente com assoalho de malha metalica (Alessandri-Haber et al.,
2006). Para o teste de sensibilidade periférica, foram utilizados monofilamentos
von Frey calibrados (0.173 mN) (Stoelting Company, Wood Dale, IL, EUA), os
quais foram aplicados através da malha metalica de forma a estimular a planta da
pata dos camundongos. A retirada da pata foi avaliada como o niumero de vezes

que a pata posterior foi retirada em resposta a cinco aplicagées do monofilamento,
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expresso em porcentagem (por exemplo, trés levantamentos em cinco estimulos
foi registrado como 60%). A medida basal foi o resultado de trés conjuntos de
estimulacées em dias alternados que antecederam a indugdo do diabetes. As
avaliagbes pds-diabetes foram feitas nos dias 1, 3, 7, 10, 14, 21, contados a partir

do dia em que foi administrada a injecao i.p. de STZ.

2.3.2 Teste de retirada da pata frente a estimulag&o por calor (Hargreaves)

Os grupos controle-diabético e TRPV4™ diabético foram aclimatizados por 1
h em caixa (plexiglass) com assoalho transparente. Um laser de estimulagdo
térmica (IITC modelo 336 TG combinacdo entre Tail Flick & Paw algesia) foi
ativado ap0s a colocagao do estimulador diretamente abaixo da superficie plantar
da pata traseira dos animais. Mediu-se a laténcia de retirada da pata em resposta
ao calor radiante (15% de intensidade que produziu uma taxa de aquecimento de
aproximadamente 1,3 °C por s, em um tempo maximo de 30 s). Medidas
individuais foram repetidas trés vezes em cada pata traseira, com um intervalo de
pelo menos 10 min entre as estimulacdes, e o valor médio foi calculado (Obrosova

et al., 2007).

2.4 Avaliagao da fungao miccional “in vivo”

2.4.1 Analise cistométrica
Os camundongos foram anestesiados com uretano (1.2 g/kg; i.p). A bexiga

urinaria foi exposta e catetizada utilizando-se escalpe n°25. O escalpe foi
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conectado a uma bomba de infusdo de salina (Harvard Apparatus, Holliston, MA) e
a um transdutor de pressao (AD Instruments, Australia). Os registros das pressdes
intravesicais foram obtidos em sistema PowerLab 4/30 de aquisicdo de dados
(Software versao 7.0, AD Instruments, Australia). A infusédo intravesical de salina
(0,9% NaCl) foi realizada com velocidade constante de 0,6 mL/hora a 25-28°C.
Apos 40-45 min, o registro cistométrico foi interrompido, e a bexiga completamente
esvaziada. Em seguida, a solugédo de salina foi substituida por solu¢ao de mentol
(100 puM) ou por veiculo (solugdo com DMSO a 0,046%). Um novo registro
cistométrico foi gerado nas mesmas condigdes anteriores.

Os dados foram analisados off-line utilizando os programas Excell, Instat e Graph
Prism 5 (GraphPad Software, Inc, San Diego, CA). Os parametros cistométricos

utilizados foram: pressao de micg¢do (pressao em mmHg no momento da mic¢ao);

pressdo limiar (pressdo em mmHg imediatamente antes do inicio da micg¢ao);

contracbes ndo-miccionais (contracbes involuntarias da bexiga que nao

sucederam em micgdo, contracbes > 3 mmHg em relacdo a pressao basal);

intervalo de miccdo (tempo entre dois ciclos miccionais); pressdo basal (pressao

apos a colocacgao do escalpe intravesical); capacidade (volume em mL intravesical

até ocorrer a primeira miccao).

2.4.2 Ensaio da mancha de mic¢cdo em papel filtro
Os camundongos foram alojados individualmente em caixas contendo no
assoalho papel filtro (26 x 16 cm; 80 g/m?) durante 2 horas, com comida e agua ad

libitum, de acordo com trabalhos prévios (Everaerts et al., 2010; Wang et al.,
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2012). Ap6s a marcagdo, os papeéis foram secos naturalmente por 24 horas. As
imagens foram obtidas em foto-documentador (ChemiDoc; Bio Rad®) através da
exposicdo do papel filtro & luz UV. A &area de micgdo (cm?) foi quantificada pelo
programa ImagedJ Launcher (Image J software, Maryland, USA). Para medida do
volume de micgéao foi realizado curva de calibragdo onde volumes conhecidos de
urina (10 a 80 ul) foram aplicados em papel filtro e relativilizados com a area (cm?)
marcada obtida. Os valores de area marcada no papel filtro dos grupos
experimentais foram extrapolados para volume de micgdo (ml) em 2 horas de
exposicdo. Os dados foram analisados utilizando os programas Excell, Instat e

Graph Prism 5 (GraphPad Software, Inc, San Diego, CA).

2.5 Avaliacao funcional da bexiga “in vitro”

2.5.1 Isolamento e montagem dos tecidos

Os animais foram mortos por overdose por pentobarbital. A bexiga foi
rapidamente isolada e colocada em solugdao nutritiva de Krebs-Henseleit (mM):
NaCl(117), KCI(4,7), CaClx(2,5), MgSO4(1,2), NaHPO4(1,2), NaHCOs;(25) e
CeH1206(11), pH 7,4 a 37°C. O apice da bexiga (regiao da musculatura detrusora)
foi separado e cortado em duas tiras longitudinais (2 X 2 X 10 mm). As
extremidades das tiras foram amarradas por um fio de algoddo. Um dos lados foi
amarrado a uma haste de fixagdo e a outra extremidade foi conectada a um
transdutor de forca (AD Instruments, Australia), o qual é acoplado ao sistema

PowerLab 4/30 de aquisicdo de dados (Software versdo 7.0, AD Instruments,
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Austrdlia). A preparagao foi mantida em camara para érgao isolado (volume de 10
mL), preenchida com solugéo de Krebs-Henseleit, continuamente gaseificada com
02:C0Oz (95:5%) a 37°C. O tempo de estabilizacdo da preparagdo foi de 45
minutos. Nesse periodo, a solugédo nutritiva foi trocada a cada 15 minutos e a

tensdo reajustada para 5 mN.

2.5.2 Respostas contrateis

Nas preparacdes de detrusor (com e sem urotélio) foram realizadas curvas
concentracao-resposta cumulativas ao agonista do receptor TRPV4,
GSK1016790A (10 nM a 100 nM), aos agonistas muscarinicos carbacol (1 nM a
30 uM) e betanecol (1 nM a 30 uM), ao cloreto de potassio (KCI; 1 mM a 100 mM)
e a vasopressina (1 nM a 10 uM). Foram também realizadas curvas frequéncia-
resposta (8 Hz a 32 Hz) ao estimulo elétrico e curvas ndo cumulativas ao agonista
purinérgico nao seletivo, a,B-metilenoATP (10 uM a 100 uM).

Os experimentos acima foram também realizados na presenca dos
antagonistas do receptor TRPV4, RN1734 (10 uM) e HC067047 (1 pM), e dos
agonistas do receptor TRPM8, mentol (30 e 300 uM) e icilina (1uM). Apéds a
finalizacdo dos experimentos, os tecidos foram retirados da cuba e pesados. Os
resultados de contracao tecidual (mN) foram normalizados pelo peso umido do

tecido (mg), sendo expressos como (mN/mg).
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2.5.3 Resposta contratil na auséncia de sddio e uso do bloqueador tetrodotoxina
(TTX)

Para avaliarmos a participagdo dos ions sédio (Na*) na resposta contratil
muscarinica, substituimos a solucdo convencional de Krebs (citada anteriormente)
por solugdo de Krebs modificada, na qual utilizamos NMDG (N-metil-D-glucamina)
em concentragdo equimolar de cloreto de sédio (NaCl), e trocamos o tampéo
bicarbonato de sodio (NaHCO3) por HEPES. Neste meio nutritivo desprovido de
sédio realizamos curvas concentragao-resposta cumulativas ao carbacol (1 nM a
30 uM), na auséncia e na presencga do mentol (300 uM), incubado por 20 min. Em
outro grupo de experimentos pré-incubamos o bloqueador do canal de sédio,
tetrodotoxina (TTX- 1 uM), e/ou mentol (300 uM) antes da realizacdo da curva

concentragao-resposta ao carbacol (1 nM a 30 uM).

2.5.4 Resposta contratil mediada pelo influxo de calcio extracelular

Apbs o periodo de estabilizacdo da preparacao detrusora em solucao
nutritiva de Krebs- Henseleit, avaliou-se a viabilidade da preparacdao através da
contragdao com carbacol (10 uM). A solugcdo nutritiva foi substituida por Krebs
desprovido de calcio na presenca de EGTA (1 mM) por 15 min. Em seguida, os
tecidos foram contraidos com carbacol (10 pM), e a solucdo desprovida de Ca**
contendo EGTA foi readicionada, até visualizacdo da abolicdo da resposta
contratil, caracterizando a completa remogao dos ions calcio do meio intracelular.
Posteriormente, as preparacdes foram préincubadas com o inibidor da Ca®*-

ATPase, éacido ciclopiazénico (CPA; 10 uM) por 20 min, e despolarizadas com
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solucao de KCI (80 mM). Curvas concentracao-efeito ao CaCl, (10 uM a 100 mM)

foram construidas na presenca de nifedipina (1 uM) e/ou mentol (300 uM).

2.5.5 Respostas relaxantes

Para analisar a resposta relaxante do detrusor, foi realizada a pré-contragéao
tecidual com solugcédo de KCI (40 mM ou 80 mM). Apos a estabilizagdo da resposta
contratil (sem variagdes na tenséo), se procederam curvas concentragao-resposta
ao agonista B-adrenérgico nao-seletivo, isoprenalina (1 nM a 30 uM), ao agonista
do receptor TRPV4, GSK1016790A (1 nM a 10 uM), e ao mentol (100 nM a 1 mM).
As curvas de relaxamento foram calculadas através da porcentagem de
relaxamento. Os experimentos de relaxamento ao mentol também foram
conduzidos na presenca dos inibidores dos canais de potassio, caribdotoxina (100

nM), apamina (1 uM), TEA (1 mM) e glibenclamida (10 yM).

2.5.6 Parametros farmacoldgicos

As respostas contrateis dos agonistas foram medidas em mN e comparadas
em relacao ao peso da tira de tecido (mg). O logaritmo das concentracdes molares
dos agonistas foi colocado em abcissas e a porcentagem do efeito em ordenadas.
Os graficos foram tracados e analisados através do programa computacional
GraphPad PRISM (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Os valores de
poténcia (pECso) e respostas maximas (Emax) foram calculados pela seguinte

equacao:
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E = Emax/[(1+(10¢10")N + ®], onde E é elevagéo do tonus basal, Emay € @ maxima

[{PRl)

resposta que o agonista pode produzir, “c” € o logaritimo da ECsy, que é a
contracao do agonista que produz 50% da resposta maxima; “x” é o logaritmo da
concentracdo do agonista, o expoente, “N”, significa a inclinagdo da curva
concentragdo-resposta e ® é a resposta observada na auséncia do agonista. As
andlises de regressdes nao lineares para determinar os parametros Enax, 10gECs0

e o “n” foram feitas utilizando-se o programa computacional GraphPad Prism,

considerando o parametro ® como zero.

2.6 Cultura primaria de células detrusora

Cinco bexigas de camundongos C57BL/6J apresentando 6 semanas de
vida foram fragmentadas em HBSS (Hank’s Balanced Salt solution) contendo
penicilina 2% (10000 unidades/mL) e estreptomicina (10 mg/mL). Em seguida, o
tecido foi incubado em RPMI1640 contendo colagenase tipo | (1mg/mL; de
Clostridium histolyticum - Gibco), penicilina 2% (10000 unidades / mL) e
estreptomicina (10 mg/mL), e mantida sob agitacao por 4 horas a 37°C. A solugao
resultante foi centrifugada a 2000 rpm; o “pellet” obtido foi ressuspendido em 1 mL
de solucgao trisina/EDTA (Sigma Aldrich) por 5 min a 37°C. A tripsina foi inativada
pela adicdo de RPMI1640 com 10% de soro fetal bovino. As células musculares
dissociadas foram contadas, e um total de 2 x 10° células foi plaqueado em discos
de Petri (CellView®, com quatro compartimento e vidro de 35mm no fundo,
Greiner Bio-one) contendo meio completo (RPMI1640, 10% de soro fetal bovino,

2% penicilina / estreptomicina e 0,14% de insulina) e mantidas a 37°C. O meio de
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cultura foi trocado a cada 48 horas. Todos os experimentos foram realizados na
primeira passagem celular. O fendtipo das células musculares obtidas foi
confirmado pela técnica de imunohistoquimica, expressando a cadeia leve de

miosina.

2.7 Determinacao do influxo de calcio extracelular [Ca**];

A concentracao intracelular de calcio foi medida como previamente descrita
(Mendes-Silveiro et al., 2012). Quando as células musculares alcangaram 60-70%
de confluéncia, foram lavadas 3 vezes em meio HBSS (Sigma Aldrich).
Posteriormente, foram incubadas em meio HBSS contendo EGTA (1 mM) e
carbacol (100 uM) por 15 min a 37°C. Em seguida, as células foram lavadas em
meio HBSS, e incubadas com o marcador intracelular de calcio Fluo Forte-AM®
(10 uM; Enzo Life Sciences, Inc., USA) na presenca de CPA (10 uM) ao abrigo de
luz por 30 min a 37°C. Utilizando microscopio confocal (Zeiss LSM780-NLO, Carl
Zeiss AG, Germany), a fluorescéncia, emissdo a 490 nm e excitacdo a 520 nm
foram registradas em células individuais por 6-7 min, periodo este em que foram
adicionados ao meio, sequencialmente, KCI (80 mM), CaCl, (1 mM) e mentol (300
uM) ou veiculo (DMSO). A [Ca**]; foi expressa como variagdo do influxo de célcio,
que representa a intensidade de fluorescéncia emitida por cada célula normalizada

pela fluorescéncia maxima individual.
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2.8 Analise estatistica

Os dados foram apresentados como médias + erro padrdo das médias
(E.P.M) de um numero experimental (n). Para comparagées multiplas de variaveis
independentes foi usado o teste de anélise de variancia (ANOVA) de duas vias),
seguido pelo teste de Tukey. O programa Instat (GraphPad Software) foi usado
para estas analises. O teste t de Student foi utilizado para anédlises de um mesmo

parametro entre dois grupos experimentais. P<0,05 foi aceito como significante.
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3.Resultados
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3.1 Avaliacao funcional do detrusor isolado em camundongos controles e

TRPV4™

3.1.1. Curva de contracdo ao GSK1016790A

O GSK1016790A produziu respostas contrateis no detrusor isolado de
animal controle, sendo esta resposta ausente no grupo knockout (TRPV4"; Figura
9 A e B). As respostas contrateis ao GSK1016790A foram concentracdo-
dependentes e foram visualizadas de 10 a 15 min apds a adigdo da substancia a
cuba (Figura 9C). Ao final do experimento todos os tecidos utilizados responderam

igualmente a estimulacao com cloreto de potassio.
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Figura 9- Resposta contratii ao GSK1016790A em detrusor isolado de
camundongos. (A) Tracados representativos da curva de concentracdo-resposta
ao agonista TRPV4, GSK1016790A (10, 30 e 100 nM) em animais controles e (B)
knockout (TRPV4™). (C) Conjunto de resultados normalizados pelo peso do tecido
(mN / mg) do grupo controle. Os resultados representam a meédia + erro padrdo da
média de 4 experimentos independentes.
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3.1.2 Curva de relaxamento ao GSK1016790A

Em preparacdes do detrusor pré-contraidos com solucédo de KCI (80 mM), o
GSK1016790A relaxou o tecido de forma concentracdo-dependente. Curvas
controles com o mesmo volume de veiculo, DMSO (0,01%), resultaram em

relaxamento significativamente menor (Figura 10A, B).
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Figura 10- Relaxamento produzido pelo GSK1016790A em preparacao de
detrusor isolado de camundongos controles pré-contraidos com solucao de
KCI (80 mM). (A) Curva concentragdo-resposta ao GSK1016790A (1 nM a 10 uM).
(B) Comparagdo entre as respostas relaxantes maximas (Emax) obtidas ao
GSK1016790A. ** P<0,01 comparado ao grupo controle (DMSO). Os resultados sao
a média * erro padrdo da média de 4-5 animais por grupo.

3.1.3 Curva concentragdo-resposta ao carbacol

O agonista muscarinico, carbacol, causou resposta contratil dependente da
concentragdo em ambos os grupos, controle e TRPV4™ (Figura 11A). A poténcia

ao agonista (pECsy) ndo foi diferente entre os grupos; entretanto, a Emax ao
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carbacol foi significativamente maior no grupo TRPV4" comparada ao controle
(P<0,05; Figura 11B). A hipercontratilidade ao carbacol n&o foi observada apo6s o
pré-tratamento, por 30 minutos, com os antagonistas do receptor TRPV4,

RN0279893 (10 pM) e HC067047 (1 uM:; Figura 11C e D).
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Figura 11- Efeito da auséncia do receptor TRPV4 na resposta contratil ao
carbacol em detrusor isolado de camundongos controles e TRPV4™. (A) Curva
concentragdo-reposta ao carbacol na auséncia e presenga dos antagonistas do
receptor TRPV4, RN0279893 (10 uM; C) e HC067047 (1 uM; D). (B) Comparacéao
entre as respostas contrateis maximas (Emax) ao carbacol. Os valores de pECsp estao
inseridos no corpo dos gréficos. * P<0,05 comparado ao grupo control. Os resultados
sdo a média * erro padrdo da média de 4-5 experimentos independentes por grupo.
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3.1.4 Curva concentracdo-resposta ao cloreto de potassio

Neste protocolo experimental avaliamos a resposta contratii do detrusor
independentemente da ativacdo de receptores. A adicdo do agente
despolarizante, KCI (1 mM a 1 M), produziu contracbes dependentes da
concentracdo nos grupos controle e TRPV4™ (Figura 12A), mas nédo se observou

diferencas entre ambos os grupos, nem ao nivel de pECsy nem de Enax (Figura

12B).
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Figura 12- Efeito da auséncia do receptor TRPV4 na resposta contratil ao

cloreto de potassio em detrusor isolado de camundongos controles e TRPV4™,

(A) Curva concentragcao-resposta ao KCI (1 mM a 1 M). (B) Comparagao entre as
Emax @0 KCI. Os valores de pECsy estdo inseridos no corpo dos graficos. Os
resultados sdo a média * erro padrdao da média de 4-5 experimentos independentes

por grupo.
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3.1.5 Curva concentracdo-resposta ao CaCls

Neste protocolo buscamos avaliar se a sensibilidade ao ion calcio proveniente do
meio extracelular estava modificada no detrusor dos camundongos TRPV4™,
Nossos resultados mostram que o CaCl, produziu resposta contratil concentragao-
dependente em ambos os grupos. Entretanto, ndo encontramos diferencas
significantes para os parametros de pECsy € Emax €ntre 0s grupos controle e

TRPV4 ™" (Figura 13A e B).

A B
- 1.0
1007 4 Controle
PECs=2,11£0,14 2 08 -
g 075{ = TRPV4-- Z o6
2 PECsy=2,22+0,18 o
E 'S 0.4+ 1
o 0.50- £
©Q : c
8« 8 0.2+
15 0.0-
[e] -
3 o0 . .
& Q““\
0.00- < S
-4 -3 -2 -1 0
Log [CaCl,] : M

Figura 13- Efeito da auséncia do receptor TRPV4 na resposta contratil ao
cloreto de calcio em detrusor isolado de camundongos controles e TRPV4™". (A)
Curva concentracao-resposta ao CaCl, (100 uM a 300 mM). (B) Comparacgao entre
as Emax a0 CaCl,. Os valores de pECso estdo inseridos no corpo dos graficos. Os
resultados sdo a média * erro padrdao da média de 3-4 experimentos independentes
por grupo.
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3.1.6 Curva frequéncia-resposta

A estimulacao elétrica produziu resposta contratil dependente da frequéncia
no detrusor isolado dos grupos controle e TRPV4", sendo a resposta maxima
alcangada na frequéncia de 32 Hz (Figura 14A-C). A resposta contratil no grupo
TRPV4 7 foi significantemente maior quando comparada ao grupo controle em
todas as frequéncias de estimulagdo analisadas (P<0,05; Figura 14A). A
incubagéo da preparacao dos animais controles por 30 min com os antagonistas
do receptor TRPV4, RN0279893 (10 uM) ou HCO067047 (1 uM) nao alterou a
resposta contratil do detrusor em nenhum das frequéncias analisadas (Figura 14B

e C).
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Figura 14- Efeito da auséncia do receptor TRPV4 na resposta contratil ao
estimulo elétrico em detrusor isolado de camundongos controles e TRPV4™. (A)
Curva frequéncia-resposta (8 Hz a 32 Hz) na auséncia e presenca dos antagonistas
do receptor TRPV4, RN0279893 (10 pM; B) e HC067047 (1 uM; C). *P<0,05
comparado ao grupo controle. Os resultados sdo a média + erro padrdao da média de
4-6 experimentos independentes por grupo.

3.1.7 Curva ndo-cumulativa ao a,3-metileno-ATP

Neste protocolo experimental, avaliamos a contracdo do detrusor induzida

pela ativacdo dos receptores purinérgicos P2Xi,. O a,B-metileno-ATP produziu

98



contracdo da preparacdo de forma concentracdo-dependente em ambos o0s
grupos analisados (Figura 15). Nossos resultados mostraram uma tendéncia de
reducdo da resposta contratil no grupo TRPV4™”, porém nido atingiu diferenca

estatisticamente significativa (Figura 15).
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Figura 15- Efeito da auséncia do receptor TRPV4 na resposta contratil ao a,fB-
metileno-ATP em detrusor isolado de camundongos controles e TRPV4™ Curva
ndo cumulativa ao agonista purinérgico nao seletivo, a,3-metileno-ATP (10 uM a 100
MM). Os resultados sdao a média + erro padrao da média de 4-5 experimentos

independentes por grupo.

3.1.8 Curva concentracdo-resposta de relaxamento a isoprenalina

O isoproterenol (agonista B ndo seletivo) produziu relaxamento dependente
da concentracdo em detrusor de camundongos controle e TRPV4™ (Figura 16A).
Entretanto, a Emax foi significantemente menor no grupo TRPV4” (P<0,05; Figura

16B), sem alteracao na pECso.
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Figura 16- Efeito da auséncia do receptor TRPV4 na resposta relaxante a
isoprenalina em detrusor isolado de camundongos controles e TRPV4™, (A)
Curva concentragcao-resposta a isoprenalina (1 nM a 30 uM). (B) Comparagao entre
as Emax a isoprenalina. * P<0,05 comparado ao grupo controle. Os valores de pECsg
estao inseridos no corpo dos graficos. Os resultados sao a média * erro padrao da

média de 5 experimentos independentes por grupo.

3.2 Modelo de bexiga hiperativa causada pela STZ: papel do TRPV4

3.2.1 Concentragdo plasmatica de glicose e peso corporal

A concentracdo plasmatica de glicose e o peso corporal foram verificados

antes da injecao de STZ (basal), e aos 4 e 28 dias apds a indugcao do diabetes.

Notamos um aumento significativo na glicose plasmatica em ambos os grupos

(controle e TRPV4™) aos 4 dias, mantendo-se elevada até o 28° dia, quando entdo

os animais foram sacrificados para os experimentos funcionais (Figura 17A). O

peso corporal reduziu no 4° dia apds a indugcao do diabetes em ambos os grupos;

porém, essa reducao so foi significativa no 28° dia (Figura 17B).
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Figura 17- Niveis plasmaticos de glicose e peso corporeo de camundongos
controles e TRPV4™” apés 4 e 28 dias da injecdo de estreptozotocina. (A)
concentracao plasmatica de glicose (mmol/L), e (B) peso corpéreo em animais
controles e TRPV4" dois dias antes da injecdo de estreptozotocina (basal), 4 dias
e 28 dias apds a inducédo do diabetes.” P<0,05 comparado ao grupo controle no
inicio do tratamento (Basal). Os resultados sdo a média + erro padrao da média de
7 animais por grupo.

3.2.2 Avaliagéo nociceptiva aos estimulos mecénico e ao calor

Foi verificado, através do estimulo mecéanico (von Frey), que no primeiro dia
apds a inducdo do diabetes pela STZ ocorre aumento na sensibilidade periférica,
tanto nos animais controles como nos TRPV4™. Essa hipersensibilidade é mantida

no grupo TRPV4” até o 7° dia de diabetes e no grupo controle até o 10° dia
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(Figura 18A). A resposta nociceptiva mecanica retornou ao basal na semana em
que os animais foram sacrificados para os experimentos funcionais (21° dia)

(Figura 18A).

A resposta ao estimulo de calor (Hargreaves) manteve-se inalterada em
relacdo & resposta basal. No grupo TRPV4” houve reducdo da sensibilidade ao

calor no 22°dia (Figura 18B).
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Figura 18- Avaliacao nociceptiva frente a estimulacao mecanica (Von Frey) e
térmica (Hargreaves) em animais controle e TRPV4™ diabéticos. (A) Pressao de
retirada da pata (g) pela técnica de von Frey; (B) Laténcia de retirada da cauda ao
estimulo térmico pela técnica de Hargreaves. * P<0,05 e ***P<0,001 comparados ao
grupo TRPV4” no inicio do tratamento (Basal); *P<0,05 comparado ao grupo
controle no inicio do tratamento (Basal). Os resultados sdo a média + erro padrao
da média de 7 animais por grupo.
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3.2.3 Peso da bexiga e proporcdo entre a bexiga e o corpo apos 4 semanas de

diabetes

O peso umido da bexiga (mg) aumentou significativamente ap6s 4 semanas
de diabetes nos grupos controle e TRPV4” em relagdo aos animais
normoglicémicos (P<0,05; Figura 19A). Quando analisamos a propor¢ao entre o
peso da bexiga e o peso corpéreo (mg/g) notamos que as diferengcas se

mantiveram no grupo TRPV4" (Figura 19B).
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Figura 19- Peso da bexiga (mg) e proporcao entre a bexiga / corpo de animais
controles e TRPV4" diabéticos. (A) Peso Umido da bexiga apds 4 semanas de
diabetes; (B) Proporcao entre 0 peso da bexiga (mg) e o peso corporeo (g) apds 4
semanas de diabetes. * P<0,05 comparado ao grupo controle sem diabetes; *
P<0,05 comparado ao grupo TRPV4" sem diabetes. Os resultados sdo a média +
erro padrdo da média de 5-6 animais por grupo.

3.2.4 Curva concentragdo-resposta ao carbacol em detrusor de camundongos
controles e TRPV4™" diabéticos
O diabetes aumentou significativamente a Enax ao carbacol no grupo

controle (P<0,05; Figura 20B), sem alterar a poténcia (pECso; 20A, B). Entretanto,
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no grupo TRPV4™ diabético nao vizualisamos diferencas significativas para a E ma
e pECsp quando comparamos com os animais TRPV4 - normoglicémicos (Figura
20A, B). Além disso, confirmamos novamente o aumento significativo da Emax no

grupo TRPV4™ comparado ao grupo controle (P<0,05; Figura 20B).

3.2.5 Curva concentracdo-resposta ao CaCl»

A adicdo de CaCly causou resposta contratil dependente da concentragdo no
detrusor isolado de animais controles e TRPV4” (Figura 20 C). O diabetes
aumentou significativamente a Enax ao calcio extracelular em ambos os grupos,

sem modificar a pECs (Figura 20C, D).

3.2.6 Curva frequéncia-resposta

A resposta contratil do detrusor isolado de camundongos TRPV4" foi
significativamente maior do que o grupo controle, quando estimulados nas
frequéncias de 8 a 32 Hz (Figura 20E). O diabetes aumentou significativamente a
resposta contratil nos animais controles (P<0,05). Por outro lado, os animais
TRPV4™ diabéticos nao apresentaram alteracdo na resposta contratil em relacao
ao grupo nomoglicémico. Também n&o observamos diferencas significativas entre

os grupos diabéticos controle e TRPV4 7 (Figura 20E).
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3.2.7 Resposta contratil ao KCI 80 mM

A adicao de KCl ao meio causou contragdo do detrusor isolado dos animais
controles e TRPV4™. O diabetes aumentou significativamente a resposta contratil
no grupo controle (P<0,05; Figura 20F). Entretanto, nos animais TRPV4" nao
houve diferencas significativas em comparagdo com os animais TRPV4"

normoglicémico (Figura 20F).
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Figura 20- Respostas contrateis do detrusor isolado de camundongos
controle e TRPV4™ diabéticos. (A) Curva concentragdo-efeito ao carbacol (CCh; 1
nM a 30 uM); (B) Respostas contrateis maximas (Emax) obtidas ao CCh. (C) Curva
concentragcao-resposta ao cloreto de calcio (CaCly: 100 uM a 300 mM); (D) Emax @0
CaCl,. (E) Curva frequéncia-resposta (8 a 32 Hz) ao estimulo elétrico; (F) Emax ao
cloreto de potassio (80 mM); Diab (diabético). Os valores de pECs estdo inseridos
no corpo dos painéis A, C e E. * P<0,05 comparado ao grupo controle sem
diabetes; *P<0,05 comparado ao grupo TRPV4™ sem diabetes. Os resultados sdo a
media + erro padrao da média de 4-7 animais por grupo.
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3.3 Avaliacao funcional do receptor TRPM8 na bexiga de camundongos

3.3.1 Curva frequéncia-resposta do detrusor isolado de camundongos controles e

TRPMS8”"

A estimulacao elétrica produziu resposta contratil dependente da frequéncia
na preparagdo de ambos 0s grupos, sendo a resposta maxima obtida na
frequéncia de 32 Hz. Nao encontramos diferencas significativas entre os grupos

controle e TRPM8™ (Figura 21A).

3.3.2 Curva concentracdo-resposta ao carbacol

A adicdo de carbacol a preparagdo causou contracdo dependente da
concentracdo em ambos 0s grupos. A resposta maxima e a poténcia ao agonista
muscarinico ndo foram diferentes entre os grupos controle e TRPM8” (Figura

21B).

3.3.3 Curva concentracdo-resposta ndo-cumulativa ao a,3-metileno-ATP

A adicdo do agonista purinérgico nao seletivo, a,B-metileno-ATP a
preparacao produziu resposta contratil dependente da concentragdo em ambos 0s
grupos analisados. As respostas contrateis observadas foram de mesma

magnitude para os grupos controle e TRPM8™" (Figura 21C).
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3.3.4 Contrac&o ao cloreto de potassio
O agente despolarizante KCI, na concentragdo de 80 mM, contraiu a
preparacdo de detrusor isolado de ambos os grupos. Entretanto, as respostas

contrateis obtidas nio diferiram entre os grupos controle e TRPM8 " (Figura 21D).
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Figura 21- Avaliacao funcional do receptor TRPM8 nas respostas contrateis
do detrusor isolado de camundongos controles e TRPM8". (A) Curva
frequéncia-resposta a estimulacao elétrica (8 a 32 Hz); (B) Curva concentragédo-
resposta ao carbacol (CCh; 1 nM a 30 uM); (C) Curva nao-cumulativa ao agonista
purinérgico, a-B-metileno-ATP (3 a 30 uM); (D) Resposta ao KCI (80 mM). Os
valores de pECsy para o carbacol encontram-se no corpo do painel B. Os
resultados s&o a média + erro padrdo da média de 5-7 animais por grupo.
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3.3.5 Curva frequéncia-resposta do detrusor na presenca dos agonistas do

receptor TRPM8 (mentol e icilina)

O pré-tratamento de mentol (300 pM) por 15 minutos na preparacao de
detrusor isolado de animais controles e TRPM8 ™ reduziu significativamente a
resposta contratil ao estimulo elétrico em todas as frequéncias analisadas (8 a 32
Hz; P<0,05; Figura 22A). Por outro lado, o pré-tratamento com icilina (1 uM, 15

min) n&o alterou a resposta contratil a estimulacao elétrica (Figura 22B).
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Figura 22- Resposta contratil a estimulacdao elétrica na auséncia e na
presenca do mentol ou icilina em detrusor isolado de camundongos
controles e TRPM8™". (A) Efeito do pré-tratamento com mentol (M; 15 min - 300
uM); (B) Efeito do pré-tratamento com icilina (Ic; 15 min — 1 uM) na curva
frequéncia-resposta a estimulagéo elétrica (8 a 32 Hz; 80 V; 1 mseg). * P<0,05
comparado ao grupo controle ndo tratado; # P<0,05 comparado ao grupo TRPM8™
nao tratado. Os resultados sdo a média + erro padrao da média de 4-7 animais por

grupo.
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3.3.6 Curva concentracdo-resposta ao carbacol na presenca do mentol e icilina

A incubacao com concentragdao menor de mentol (30 uM; 15min) nao
produziu efeito inibitério na resposta contratil a estimulacao elétrica ou carbacol
(Figura 24A, B). Entretanto, o mentol (300 uM; 15min) reduziu significativamente a
resposta contrétil do detrusor ao carbacol (P<0,05), sendo esta reducao de mesma
magnitude em tecidos de animais controles e TRPM8" (Figura 23A, C). Esta
resposta inibitoria com 300 uM de mentol foi totalmente revertida pela lavagem da
preparacao (Figura 24C, D). O pré-tratamento com icilina (1 uM; 15 min) nao
alterou nem a Emax Nnem a pECsy ao carbacol em detrusor de animais TRPM8”

(Figura 23B).
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Figura 23- Resposta contratil ao carbacol (CCh) em preparacao de detrusor
isolado de camundongos controles e TRPM8™ pré-tratadas com icilina e
mentol. (A) Efeto do pré-tratamento com mentol (M; 15 min - 300 uM); (B) Efeito
do pré-tratamento com icilina (lc; 15 min - 1 uM) na curva de concentracao-
resposta ao carbacol em animais controles. (C) Comparacao entre as Enax ao
carbacol. Os valores de pECsg para o carbacol encontram-se no corpo dos painéis
A e B. * P<0,05 comparado ao grupo controle nao tratado; #P<0,05 comparado ao
grupo TRPM8™ ndo tratado. Os resultados sdo a média + erro padrio da média de
5-7 animais por grupo.

3.3.7 Caracterizacdo farmacoldgica do efeito inibitério do mentol

A incubagdo com 30 uM de mentol por 15 minutos n&o alterou a resposta

contréatil induzida pela estimulagcdo elétrica e carbacol (Figura 24A e B). Esta
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resposta inibitéria do mentol (300 uM) foi totalmente revertida apds a lavagem da

preparagao (Figura 24C e D).
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Figura 24- Efeito do pré-tratamento com mentol (M) nas concentragcées de 30
MM (A e B) e 300 uM (C e D) na resposta contratil induzida pela estimulacao
elétrica (Ae C; 8 a 32 Hz; 80 V; 1 mseg) e ao carbacol (B e D; CCh; 1 nM a 30
MM); Os valores de pECsp para o carbacol encontram-se no corpo dos painéis B e
D.* P<0,05 comparado ao grupo controle ndo tratado. Os resultados sdo a média *
erro padrdao da média de 4 animais por grupo.
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3.3.8 Mecanismo inibitério do mentol independente do urotélio

O pré-tratamento com mentol (300 uM) reduziu significativamente a Enax
(P<0,05; Figura 25B) nas preparagbes com e sem urotélio, sem modificar a

poténcia do agonista muscarinico (pEC50; Figura 25A).
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Figura 25- Curva de contracdo ao carbacol em detrusor isolado de
camundongos com e sem urotélio. (A) Efeito do pré-tratamento com mentol (M;
15 min - 300 uM) na resposta contratil ao carbacol (CCh), em preparacdo com
urotélio URO (+) ou sem urotélio URO (-); (B) Comparacdo entre as respostas
contrateis maximas (Emax) ao carbacol. Os valores de pECsy para o carbacol
encontram-se no corpo do painel A. ** P<0,01 comparado ao grupo né&o-tratado
com URO (+); # P<0,05 comparado ao grupo ndo-tratado com URO (-). Os
resultados sdo a média + erro padrdo da media de 5-7 animais por grupo.
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3.3.9 Mecanismo inibitério do mentol independente de excitacdo neuronal

Para se avaliar a participacdo dos canais de sédio dependentes de
voltagem na resposta inibitéria do mentol, modificamos o tampao Krebs, no qual
substituimos o NaCl e NaHCOj; por concentragdo equimolar de N-metil-D-
glucamina (NMDG) e HEPES. A auséncia de sodio (NMDG) no meio néo
modificou a curva concentracédo-resposta ao carbacol, nem alterou a resposta
inibitéria do mentol (Figura 26A e C). Observamos também que o bloqueio dos
canais de sédio voltagem dependentes (Navi2) com a tetrodotoxina (TTX; 1 uM)
nao modificou a resposta contratil ao carbacol, nem alterou o efeito inibitério do

mentol (Figura 26B e D).
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Figura 26- Curva de contracao ao carbacol em solucao desprovida de sédio
ou pré-tratada com tetrodotoxina (TTX) em detrusor isolado de
camundongos. Efeito inibitério do mentol (M; 300 uM) na curva concentracao-
resposta ao carbacol (CCh) utilizando solugéo desprovida de sédio (NMDG; A) ou
pré-tratada com o bloqueador neuronal, tetrodotoxina (TTX; 20min — 1 uM; B);
Comparacao entre as Enax ao carbacol (C e D). Os valores de pECsy para o
carbacol encontram-se no corpo dos painéis A e B. ** P<0,01 comparado ao grupo
controle ndo tratado; ## P<0,01 comparado ao grupo (NMDG) ou TTX. Os
resultados s&o a média + erro padrdo da media de 4-7 animais por grupo.
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3.3.10 Mecanismo inibitério do mentol nas respostas contrateis ao betanecol,

vasopressina e KCI/

O agonista muscarinico seletivo para o receptor M3, betanecol, causou
resposta contratil concentracdo-dependente da preparacao detrusora de animal
controle (Figura 27A). O pré-tratamento com mentol (300 uM) por 15 minutos
reduziu significativamente a Enax ao betanecol (P<0,05; Figura 27B), sem alterar a
pECsy a este agonista. A vasopressina, agonista dos receptores metabotrépicos
Via, V1b e V2, contraiu a preparacado de forma concentracao-dependente (Figura
27C). O mentol reduziu a Enax da vasopressina em mais de 50%, sem alterar a

poténcia (pECso; Figura 27C e D).

Analisamos 0 mecanismo inibitério do mentol independente de receptor por meio
da utilizacdo do agente despolarizante KCIl, o qual causou contracdo da
preparacao de bexiga de forma concentragdo-dependente (Figura 27E). A prévia
incubagdo do mentol (300 uM) reduziu significativamente a Emax a0 KCI (P<0,05;

Figura 27F).
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Figura 27- Curva de contracdao ao betanecol, vasopressina e cloreto de
potassio na presenca do mentol (M; 300 pM) em detrusor isolado de
camundongos. (A) Curva concentragdo-resposta ao agonista muscarinico
betanecol (1 nM a 30 uM), (B) a vasopressina (1 nM a 10 uM), (C) e ao agente
despolarizante KCI (1 mM a 1 M). Comparacao entre as Enax ao betanecol (B), a
vasopressina (D) e ao KCI (F). Os valores de pECsy para o betanecol, a
vasopressina e o KCI encontram-se, respectivamente, no corpo dos painéis A, C e
E. * P<0,05 comparado ao grupo controle nao tratado. Os resultados sdo a média
+ erro padrdo da média de 3 animais por grupo.
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3.3.11 Mecanismo inibitério independente da ativagdo dos canais de potassio

dependentes de voltagem (K,), de célcio (SK e BK) e de ATP (Kate)

Em preparacdo de bexiga isolada de animais controles, com urotélio
intacto, e contraidas com solucao de KCl (40 mM) verificamos que o mentol
produziu relaxamento concentracdo-dependente entre 100 nM e 1 mM (Figura
28A, C). A incubacédo da preparacao com os bloqueadores de canal de potassio,
caribdotoxina (BKca de alta condutancia, 100 nM), apamina (SKc, de baixa
condutancia, 1 puM), glibenclamida (Katp, 10 uM) e TEA (K,, 1 uM) por 15 min ndo
interferiu com a Enax relaxante do mentol, nem com a sua poténcia (Figura 28B,

C).
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Figura 28- Curva de relaxamento ao mentol em detrusor isolado de
camundongos, pré-contraidos com cloreto de potassio (KCI 40 mM), na
auséncia e na presenca dos bloqueadores dos canais de potassio. (A)
Tracado representativo da curva ao mentol (M; 100 nM a 1 mM); (B) na auséncia e
na presenca de caribdotoxina (bloqueador dos canais de potassio, dependentes
de calcio; BKgao, de alta condutancia), apamina (bloqueador de Kg, de baixa
condutancia; SKcaz,), glibenclamida (bloqueador de Karp) € acido tetraetilaménio
(TEA; blogueador nao seletivo). (C) Curva relaxamento-resposta ao mentol na
auséncia e na presenca dos bloqueadores de canais de K*. Os bloqueadores de
canais de K" foram adicionados a preparacdo 15 min antes da adicdo de mentol
300 puM. Os resultados sdo a média + erro padrdo da média de 4 animais por

grupo.
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3.3.12 Mecanismo inibitério dependente do bloqueio de calcio extracelular através

do canal de calcio do tipo L de membrana (Cay1.2)

Neste protocolo buscamos avaliar se o mentol altera a sensibilidade ao
Ca?* proveniente do meio extracelular. Nossos resultados mostraram que a adi¢do
de CaCl, produz resposta contratil concentracao-dependente (Figura 29A). A pré-
incubacao com nifedipina (bloqueador dos canais Cays2; 1 uM) e mentol (300 uM),
reduziram em mais de duas vezes a sensibilidade aos ions Ca?* (P<0,05), além de
diminuirem significativamente a Enax do CaCl, (P<0,05; Figura 29B).Quando
incubados conjuntamente, a nifedipina e o mentol continuaram deslocando a
poténcia para a direita e reduzindo a Enyax na mesma propor¢ao quando incubados

independentemente, sem efeito sinérgico (Figura 29A e B).
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Figura 29- Curva de contracao ao CaCl, (100 pM a 100 mM) na presenca de
mentol e/ou nifedipina em detrusor isolado de camundongos. (A) Efeito do
prétratamento com nifedipina (Nif; 1 uM) e/ou mentol (M; 300 uM) na resposta
contratil ao Ca®* extracelular. (B) Comparacéo entre as Enax a0 CaClz. Os valores
de pECso para o CaCly encontram-se no corpo do painel A. *P<0,05 comparado
ao grupo controle ndo tratado. Os resultados sdo a média * erro padrédo da média
de 4-5 animais por grupo.

3.3.13 Inibicdo do influxo de calcio extracelular em cultura de células musculares

da bexiga

Em cultura primaria de células da musculatura lisa da bexiga de
camundongos incubadas em solugdo sem Ca?* (HBSS), com 4acido ciclopiazdnico
(ACP; 10 uM), e depolarizadas com KCI (80 mM), observamos que a adicao de
CaCl, (1 mM) ao meio causou aumento da entrada de calcio para o citosol celular
(P<0,01; Figura 30A-C). Este aumento de Ca** intracelular foi rapidamente
reduzido para niveis basais quando o mentol (300 uM) foi adicionado ao meio

(Figura 30A, B). Em experimentos separados, mostramos que a adicao de solugéo
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0,1% DMSO (veiculo) ndo reduziu a entrada de calcio para o citosiol celular [Ca®'];

guando o CaCl; foi dicionado ao meio despolarizado com KCI (Figura 30C, D).
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Figura 30- Influxo de calcio extracelular em cultura de célula primaria da
musculatura lisa da bexiga de camundongos. (A) Figuras representativas da
fluorescéncia emitida a 520 nm em condicdo basal, e depois da estimulacao
sequencial com KCI (80 mM), CaCl, (1 mM) e mentol (300 uM). (B) Tracado
representativo de um experimento mostrando a média da variagcdo do influxo de
céalcio em 30 células musculares expostas sequencialmente ao KCI, CaCl, e ao
mentol. (C) Tragado representativo de um experimento mostrando a media da
variagao do influxo de célcio em 30 células expostas ao veiculo (DMSO 0,1%). (D)
Média da variacao do influxo de calcio extracelular registradas por 100 seg apés a
adicdo de mentol (300 uM) ou DMSO (0,1%). Os dados representam a média +
erro padrao da média para 90 células em um total de 3 experimentos
independentes.
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3.4 Avaliacao terapéutica do mentol na hiperatividade de bexiga causada

pelo diabetes

3.4.1 Instilag&o intravesical de mentol

Conforme mostrado anteriormente, verificamos que o perfil cistométrico de
animais diabéticos ap6s quatro semanas de diabetes por STZ foi irregular quando
comparado ao grupo controle (Figuras 31). Observamos aumento na capacidade,
pressao limiar, intervalo de mic¢ao, e na frequéncia de contragbes nao-miccionais
no grupo diabético (Figura 32). A instilagdo intravesical de mentol (100 M)
reduziu a capacidade da bexiga e a pressdo de micgao nos grupos controle e
diabético (Figuras 32). Contudo, o tratamento com mentol normalizou os
parametros de pressao limiar e frequéncia de contracées ndao-miccionais no grupo
diabético, sem alterar de modo significativo no grupo controle. Por outro lado, a
instilacdo intravesical de mentol ndo reverteu as alteracées de frequéncia de
micgcdo e de pressdo de micgdo no grupo diabético. O veiculo (DMSO 0,1%) néo

modificou o padrao cistométrico nem no grupo controle nem no grupo diabético.
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Figura 31- Avaliacdo cistométrica de animais controles e diabéticos na
presenca de mentol intravesical. Tracados representativos do perfil cistométrico
de camundongos controles e diabéticos por STZ (180 mg/Kg, apds 4 semanas da
injecdo) anestesiados com uretana 1,2 g/Kg. As setas indicam o momento da
substituicdo da solugdo salina 0,9% pela solugdo de mentol 100 uM ou veiculo
(DMSO 0,1%).
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Figura 32- Parametros citométricos apds avaliagao miccional na presenca de
mentol intravesical em animais controles e diabéticos. Parametros avaliados:
capacidade (A), pressao de miccao (B), pressao limiar (C), intervalo entre os ciclos
miccionais (D), pressao basal (E) e contracbes nao-miccionais (F). * P<0,05,
comparado ao grupo controle; # P<0,05 comparado ao grupo diabético. M (mentol;
100 uM); Diabe (diabético). Os resultados sdo a média + erro padrdo da média de
4animais por grupo.
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[1H

3.4.2 Avaliagdo funcinal do detrusor isolado de animais diabéticos tratados ‘in

vitro” com mentol

Em comparacdo aos animais normoglicémicos, a resposta contratil ao
carbacol foi maior no detrusor isolado de animais diabéticos (Figuras 33A-D). A
incubacao da preparagao com mentol na concentragcao de 30 uM ndo alterou a
resposta contratil no grupo diabético nem no controle (Figuras 33A, C), ao passo
que na concentracdo de 100 uM o mentol reduziu em 35% a resposta contratil ao
carbacol no grupo diabético, sem alterar significativamente a resposta no grupo

controle (Figuras 33B e D).
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Figura 33- Curva de contracdo ao carbacol em detrusor isolado de
camundongos controles e diabéticos na presenca de mentol. Incubacao de
mentol na concentragédo de 30 uM (A) ou 100 uM (B) por 15 minutos antes da
curva de concentracao-resposta ao carbacol (CCh); (C e D)
presenca de 30 uM ou 100 uM de mentol, respectivamente. Os valores de pECs
para o carbacol encontram-se no corpo dos painéis A e B. ** P<0,01 comparado
ao grupo controle; # P<0,05 comparado ao grupo diabético. Os resultados sédo a
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3.4.3 Avaliacdo do perfil miccional de animais diabéticos tratados “in vivo” com

mentol

Através da técnica de mancha de mic¢ao em papel filtro avaliamos “in vivo”,
sem necessidade de anestesia avaliamos a funcdo miccional de animais controles
e diabéticos. Para calcularmos o volume de micgédo dos animais expostos durante
duas horas ao papel filtro, relativizamos as manchas (cm?) com volumes
conhecidos de urina (10-80 pL; Figura 34B). Observamos que o volume de mic¢ao
dos animais diabéticos foi 5 vezes maior comparado ao grupo normoglicémico
(P<0,01; Figura 34C). Também verificamos aumento significativo do numero de
micgdes no grupo diabético (P<0,01), parametro este que deixou de diferir do
grupo controle quando os animais foram tratados com mentol por via

intraperitoneal na dose de 40 mg/Kg (Figura 34D).
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Figura 34- Registro do padrao de miccdo em camundongos diabéticos
tratados com mentol (40 mg/Kg; i.p). (A) Papel filtro representativo do padrao de
micgéo de um Unico animal com agua e comida “ad libitum”. (B) Curva de calibragcao
(cm®) obtida em papel filtro apds aplicacdo de volumes conhecidos de urina (10 a
80 ul). (C) Volume de micgao e (D) Numero de micgdes obtidos durante 2 horas de
marcagdo do papel filtro.** P<0,01 comparado ao grupo controle sem tratamento;
## P<0,01 comparado ao grupo controle tratado. M (mentol); Diabe (diabético). Os
resultados sdo a média + erro padrdao da média de 5 animais por grupo.
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4. Discussao
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No presente trabalho estudamos o papel dos receptores TRPV4 e TRPM8
no controle miccional de camundongos em condicao fisiologica e patolégica
(diabetes).

Em relacdo ao TRPV4, usando animais wild type e TRPV4™, assim como
agonista (GSK1016790A) e antagonistas seletivos deste receptor (RN0279893 e
HC067047), mostramos que o0 mesmo desempenha papel importante no controle
miccional fisiologico por modular a contragdo muscarinica e o relaxamento B-
adrenérgico. A indugdo do diabetes pela STZ causou hiperglicemia, nocicepgéao
mecanica e aumento da propor¢ao entre o peso da bexiga e 0 peso corpdreo apos
4 semanas de diabetes em igual magnitude nos grupos wild type e TRPV4™".
Funcionalmente, o detrusor isolado dos animais diabéticos apresentou
hipercontratilidade ao carbacol, a estimulagéo elétrica e ao cloreto de potéssio.
Entretanto, a resposta visualizada nos animais controles e TRPV4” n&o foram
diferentes. E possivel que a auséncia cronica dos receptores TRPV4™”
desencadeie alteragdes miccionais anteriores ao diabetes.

O receptor TRPV4 é co-expresso na musculatura lisa da bexiga e no
urotélio (Thorneloe et al., 2008; Yamada et al., 2009; Everaerts et al., 2010).
Nossos resultados mostraram que este receptor quando ativado pelo
GSK1016790A, contrai bexiga isolada de camundongos, resposta esta ausente
nos camundongos TRPV4™. Assim, partimos para a investigacdo do mecanismo
relacionado a ativacao deste receptor. Em preparacado contraida com o agente
despolarizante, KCI, mostramos que o GSK1016790A causou relaxamento da

preparacdo de forma dependente da concentragdo. Assim, o receptor TRPV4
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apresenta aparentemente duas funcbes distintas, uma mediando a resposta
contratil e outra mediando a resposta relaxante do detrusor. Nossos ensaios
cistométricos mostraram que animais TRPV4” apresentam maior frequéncia de
micgdes e alteracao no padrao cistométrico comparado aos wild type.

Nossos resultados funcionais “in vitro”, nos quais avaliamos as respostas
contrateis e relaxantes do detrusor frente aos estimulos muscarinico e -
adrenérgico em animais TRPV4", corroboram com os observados “in vivo”, pois
mostramos hipercontratilidade do detrusor frente a estimulagdo com carbacol e
estimulacado elétrica (8-32 Hz), com redugdo no relaxamento a isoprenalina,
indicando alteragdes nos dois principais mecanismos fisiolégicos autonémicos do
processo de micgdo. Por outro lado, verificamos que o RN0279893 e HC067047
(antagonistas do receptor TRPV4) ndo mimetizaram a hipercontratilidade
observada nos animais TRPV4”. Por isso, acreditamos que a modulagdo das
respostas contrateis e relaxantes da bexiga pelo TRPV4 s6é ocorram “in vivo” na
auséncia crbnica deste receptor durante o crescimento do animal. Nossos
resultados mostraram ainda que 0 mecanismo inibitério da resposta contratil
mediada pelo receptor TRPV4 nao envolve ativagdo direta da musculatura lisa,
visto que as respostas contrateis independentes de receptor, ou seja aquelas
induzidas pelo KCl e CaCly, ndo foram alteradas nos animais TRPV4™"".

A inducdo de diabetes pela STZ causou elevagéo nos niveis plasmaticos de
glicose e reducdo de peso corpéreo em ambos 0s grupos, controle e TRPV4™.
Observamos ainda que o diabetes STZ aumenta significativamente o peso das

bexigas, sendo este aumento mantido nos animais TRPV4™" diabéticos. Em estudo
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prévio, relatou-se que o diabetes por STZ acarreta hipersensibilidade periférica
(medida pelo deste de Von Frey) em camundongos TRPV4** e TRPV4™.
Entretanto, a hipersensibilidade no grupo wild type foi maior do que no grupo
knockout (Alessandri-Haber et al., 2006), abrindo a possibilidade de que a inibicao
do receptor TRPV4 possa ser uma via importante no tratamento da dor
neuropatica em pacientes diabéticos. Corroborando com a literatura, confirmamos
que o diabetes por STZ causa hipersensibilidade periférica mecanica nos
camundongos. Contudo, o receptor TRPV4 n&o influenciou a resposta nociceptiva,
pois a resposta foi de mesma magnitude para os grupos TRPV4** e TRPV4”
diabéticos. No teste de retirada da pata frente a estimulacdo por calor
(Hargreaves), verificamos que o diabetes ndo alterou de maneira significativa as
respostas, apesar de termos observado no grupo TRPV4” uma reducdo na
sensibilidade ao calor na 4° semana de diabetes; entretanto, essa resposta ainda
necessita ser melhor compreendida.

Nossos resultados funcionais mostrando hipercontratilidade ao carbacol e a
estimulacao elétrica, com aumento da resposta ao CaCl, extracelular no wild type
diabético sdo consistentes com estudo prévio do grupo (Leiria et al, 2011).
Interessantemente, a indugdo do diabetes nos animais TRPV4" nido produziu
alteracoes diferentes daquelas ja observadas no wild type. Novamente, é possivel
que a auséncia cronica dos receptores TRPV4" desencadeie alteracdes
miccionais anteriores ao diabetes. Dito de outro modo, as alteragbes produzidas
pelo diabetes STZ sdo semelhantes aquelas produzidas pela auséncia do TRPV4,

e disso decorreria a semelhanca do diabetes e TRPV4™ quanto as alteragdes
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miccionais. Estudo recente mostrou alteracdes significativas no urotélio em ratos
diabéticos por STZ (Mitchell et al., 2013). Ou seja, ap6s 3 semanas da inducao do
diabetes, ocorre espessamento da camada urotelial, e apds 9 semanas as células
guarda-chuva entram em apoptose e se descolam da parede vesical;
consequentemente, as células intersticiais e as fibras aferentes ficam expostas ao
liquido intravesical, favorecendo a hiperexcitacdo das fibras aferentes e a resposta
inflamatoria local.

Quando estimuladas, as células uroteliais secretam varias moléculas
sinalizadoras, dentre elas o ATP (Para revisédo: Birder e Andersson, 2013). O ATP
pode ativar o receptor purinérgico P2Xy na muculatura lisa vesical, que promove
influxo de calcio extracelular, causando, consequentemente, contracdo muscular
(Kennedy et al., 2007; Aronsson et al., 2010). Nossos resultados mostraram que o
agonista purinérgico, a,B-metileno-ATP, contraiu o detrusor isolado de
camundongos igualmente em camundongos wild type e TRPV4™. Por outro lado, o
ATP também causa relaxamento da musculatura lisa vesical (Aronsson et al.,
2010). Um dos mecanismos atribuidos a resposta relaxante do ATP é a ativacao
direta do receptor P2Y (Hernandez et al., 2009). Recentemente, mostrou-se em
humanos e animais, a existéncia de uma sub-populacdo de células intersticiais,
caracterizadas como PDGFa-positivas por serem marcadas com o anticorpo
contra o receptor do subtipo alfa do fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGRa; Monaghan et al., 2012; Koh et al., 2012). Neste tipo celular foi observada
a expressao do receptor P2Y4 e do canal de potassio ativado por calcio de baixa

condutancia (SK3). Quando as células PDGRa foram estimuladas com ATP houve
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abertura dos canais SK3, promovendo a geracdo de gradiente eletroquimico
intracelular (Lee et al, 2013; Lee et al, 2014). A semelhanca das juncdes
comunicantes (gap junctions) dos leitos vasculares, a bexiga apresenta jungdes
comunicantes que talvez tenham a funcdo de conducdo do gradiente
eletroquimico das células ICs para a musculatura lisa, promovendo relaxamento
deste tecido (lkeda et al., 2007). Dessa forma, € possivel que a auséncia crénica
do TRPV4 na mucosa da bexiga leve a reducdo de mecanismos hiperpolarizantes
importantes para o relaxamento da musculatura lisa. No diabetes, a morte urotelial
com consequente exposi¢cdo das células ICs ao liquido intravesical reduziria o
mecanismo hiperpolarizante de modo similar ao animal TRPV4™. Isto explicaria o
fato de nédo termos observado diferengas significativas na resposta contratil do
detrusor de animais TRPV4™ nio-diabéticos e diabéticos.

Em outra etapa deste projeto, caracterizamos o efeito do mentol,
independentemente de ativacao do receptor TRPMS8, causando bloqueio do influxo
de calcio extracelular nos canais Cav1 e inibicdo da contracdo vesical. O receptor
TRPMB8 é expresso na parede da bexiga e em maior proporcdo no ganglio da raiz
dorsal (Stein et al., 2004). Sua fungdo no processo miccional ainda é pouco
conhecida, embora existam trabalhos mostrando sua funcionalidade no urotélio
controlando o estresse oxidativo e em fibras aferentes modulando o reflexo
miccional induzido pelo frio (Noguchi et al., 2013; Nocchi et al., 2014). Estudos
utilizando camundongos TRPM8” mostraram reducdo na sensibilidade ao frio
(Para revisao: Daniels e McKemy, 2007). Na avaliacao funcional do detrusor de

camundongos TRPM8™, verificamos que este canal ndo interferiu na resposta
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contratil ao carbacol, ap-metileno-ATP e estimulagéo elétrica, mostrando que os
principais mecanismos contrateis da bexiga ndo sdo modulados pela auséncia
crénica deste canal.

O mentol e aicilina sdo substancias largamente utilizadas para se investigar
a funcédo do receptor TRPM8 em diferentes tecidos (Para revisdo: Journigan e
Zaveri, 2013). Em nosso estudo, usando animais wild type e TRPM8™, o pré-
tratamento da preparacédo de detrusor isolado com mentol (300 uM) reduziu as
respostas contrateis induzidas pela estimulacao elétrica e carbacol, efeito este nao
visualizado com a icilina. Isto sugere que o mentol € pouco seletivo para o
receptor TRPMB8, ativando provavelmente outros sitios de ligacéo.

Estudo anterior mostrou atividade inibitoria, concentracdo-dependente, do
mentol na resposta contratil induzida pelo carbacol em bexiga de cobaios (Nomoto
et al., 2008). No entanto, em nenhum momento, especulou-se a possibilidade de
o0 mentol ativar outros mecanismos independentes do TRPM8. Determinamos no
presente estudo que a concentragdo inibitéria do mentol em detrusor isolado de
camundongos ocorre entre as concentracdes de 30 e 300 pM. Essa resposta
inibitéria foi completamente revertida apds a lavagem da preparacao, sugerindo
que a tal atividade ndo seja devida a fosforilacdo de receptores. Avaliando a
resposta contratil ao carbacol em preparacdes de bexiga desprovidas de mucosa,
observamos que a resposta ao agonista muscarinico ndo € alterada, apesar de
estudos mostrarem que a auséncia do urotélio aumenta a resposta contratil ao
carbacol (Hawthorn et al., 2000). Quando as preparagbes com € sem mucosa

foram pré-tratadas com mentol (300 pM) por 15 min, observamos redugédo na
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resposta contratil ao carbacol em ambos os grupos, sugerindo que 0 mecanismo
inibitério do mentol independe da presenga de mucosa.

Em cultura de células de ganglio da raiz dorsal, mostrou-se que o mentol
inibe a condutancia ibnica em canais de sodio dependentes de voltagem (Nay 12) e
resistentes a TTX (Gaudioso et al.,, 2012). Em nossos protocolos, procuramos
avaliar funcionalmente os canais Navi 2 na resposta induzida pelo carbacol. Para
tanto, modificamos a solugédo de Krebs, substituindo equimolarmente o cloreto de
sédio por NMDG (N-metil-glucamina) e o bicarbonato de sédio por HEPES
(mantendo-se a mesma faixa de pH = 7,4). Este protocolo é bastante utilizado em
estudos de eletrofisiologia para se avaliar a contribuicao do sddio nas respostas
funcionais (Gaudioso et al., 2012). Assim, mostramos que a resposta contratil da
bexiga a estimulagdo muscarinica ndo necessita de sodio e também ndo é
alterada na presenca da TTX. Quando o mentol foi pré-incubado na solu¢do de
Krebs desprovida de sodio (ou conjuntamente com a TTX), observamos igual
reducado na Emax, sugerindo mecanismo independente de ativagcdo de canais de
sédio voltagem-dependentes.

Avaliamos a possibilidade de as moléculas entre mentol e carbacol
interagirem quimicamente, apesar de ndo existirem evidéncias na literatura sobre
essa possibilidade. Este poderia ser um dos mecanismos pelos quais 0 mentol
reduz a eficacia contratil ao carbacol. Entretanto, observamos que o mesmo efeito
inibitério do mentol era alcancado nas respostas contrateis ao betanecol (agonista
muscarinico seletivo), vasopressina (agonista enddgeno dos receptores

metabotropicos Vi1a, Vib e V2) e ao KCI (agente contratil independente de
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receptor). Estes dados nos indicaram que o carbacol ndo interage diretamente
com o mentol, e que o receptor muscarinico ndo € alvo direto da inibicdo ao
mentol.

A musculatura lisa vesical expressa uma grande variedade de canais de
potassio, o0s quais, quando ativados, causam efluxo celular de K+,
hiperpolarizando consequentemente a célula, levando a relaxamento muscular
(Para revisao: Petkov, 2011). Dentre estes canais, estdo os de alta condutancia de
voltagem e ativados por Ca?* (BKca ou Kca1,1; Hristov et al,, 2011), os de baixa
condutancia de voltagem e ativados por Ca® (SKca ou Kcaz 1-Kcaz3; Soder et al.,
2013) e os ativados por ATP (Katp; Gopalakrishnan et al, 2002). Nossos
resultados mostraram que a adicao de mentol em tiras da bexiga de camundongos
pré-contraidas com KCI (40 mM) causou relaxamento dependente da
concentragéo entre 10 nM e 1 mM. Entretanto, o pré-tratamento da preparacao
com um coquetel de inibidores dos canais de potassio (caribdotoxina, apamina,
glibenclamida e TEA) n&o modificou a resposta relaxante ao mentol, excluindo a
participacao dos canais de potassio na resposta relaxante.

A concentragdo intracelular de Ca®* é controlada pelo balango entre a
entrada e a saida de Ca?* da célula. Os canais de calcio voltagem-dependentes
do tipo L (Cav 1) sdo expressos na membrana plasmatica de células excitaveis e
nao excitaveis. A abertura desses canais nas células musculares lisas permite o
movimento de Ca?* do meio extracelular para o meio citosélico, evento necessario
para o inicio da contracdo (Wegener et al., 2004). Concentracdes elevadas de K*

extracelular despolarizam a membrana das células musculares e ativam os canais
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Cavy 2, resultando no aumento da corrente idnica de Ca®* para o meio citosélico
(Fry et al., 2010). Subsequentemente, o calcio se liga a calmodulina, a qual ativa a
enzima miosina quinase (MLCK), levando a fosforilagdo da cadeia leve da miosina
(MLC20). Durante este processo, a MLC20 fosforilada interage com a a-actina,
resultando na contracdo do musculo liso (Murthy et al., 2003). A estimulacéo
elétrica e o carbacol também causam abertura dos canais Cavi, na bexiga
(Huster et al., 2010). Em nosso estudo, visando avaliar a entrada de Ca®* do meio
extracelular, depletamos os estoques intracelulares de Ca®*, através da utilizagdo
de Krebs desprovido de Ca®** em presenca de EGTA (agente quelante de calcio).
Pré-incubamos a preparagcdo com o inibidor da enzima Ca-ATPase, CPA,
despolarizamos a musculatura com solugao de KClI, e, finalmente, estimulamos o
tecido com concentracdes crescentes de CaCl, em solugcdo de Krebs isenta de
Ca®*. A adicdo de CaCl, ao meio causou contracdes dependentes da
concentracdo, a qual foi significativamente inibida pelo mentol e nifedipina.
Também observamos que a combinacao das duas substancias ndo aumentou a
resposta inibitéria a entrada de Ca®* extracelular, sugerindo que o mecanismo de
acao para ambos, mentol e nifedipina, seja semelhante. Em cultura de células
detrusora realizamos 0 mesmo protocolo experimental para avaliagado do influxo
de Ca?' extracelular. Observamos que o mentol impediu a entrada de célcio
extracelular causada pela despolarizacdo com KCI. Acreditamos que esse efeito
seja devido ao bloqueio dos canais Cavip, impedindo o influxo extracelular de

Ca**, favorecendo, assim, o retorno da concentracéo intracelular de Ca®* ao nivel
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basal. Entretanto, ndo descartamos ainda a possibilidade de o mentol também
ativar mecanismos intracelulares de efluxo de Ca®*.

A avaliacdo do reflexo miccional induzido pela instilacdo intravesical de
agua gelada é uma técnica rotineira em ambulatérios de urologia para avaliacdo
do reflexo miccional em pacientes com bexiga neurogénica (Mukerji et al., 2006;
Steanu et al., 2012). Em individuos saudaveis, a instilacdo intravesical de agua
gelada ativa os receptores TRPM8 em fibras aferentes sensitivas, determinando
consequentemente inibigdo do reflexo micional, através de sinais descendentes de
centros superiores do cértex encefalico. Em bexigas neurogénicas ocorre aumento
da sensibilidade de fibras aferentes e comprometimento do mecanismo inibitério
central do reflexo miccional, gerando dissinergismo contratil entre bexiga e uretra,
que resulta em aumento da frequéncia urinaria e incontinéncia urinaria (Figura 7;
Mukeriji et al., 2006).

A avaliacao cistométrica com salina mentolada (0,6 mM) a 38°C em cobaios
saudaveis alterou o padrao cistométrico comparado ao veiculo (salina 0,9%), onde
se observou aumento na pressao de miccdo e reducdo no volume de micgao
(Tsukimi et al., 2005). Resultados semelhantes foram obtidos com a aplicagcédo de
solucdo mentolada (99%) na pele da coxa de ratos 30 min antes da avaliacéao
cistométrica em animais saudaveis (Chen et al.,, 2010; Lei et al., 2013). Nossos
resultados cistométricos, através da instilagdo intravesical de mentol (0,1 mM) em
animais controles, corroboram com estes estudos, onde mostramos reducdo na
pressdao de micgdo comparada ao veiculo. Por outro lado, acreditamos que a

utilizagdo metodoldgica de cistometria em animais anestesiados pode muitas
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vezes mascarar 0s mecanismos centrais inibitérios do reflexo miccional em
animais saudaveis, visto que humanos saudaveis ndo apresentam exame positivo
na avaliagdo do reflexo miccional induzido pela instilagdo intravesical de agua
gelada. Outra possibilidade € de o mentol ativar sitios receptores neurais
diferentes dos sensiveis pela instilacdo de &agua gelada. No entanto, esse
mecanismo ainda necessita de maior compreensao. O tratamento intraperitoneal
com mentol (40 mg/Kg) ndo alterou a funcdo miccional de camundongos
saudaveis ndo anestesiados, mostrando que essa via de administracdo pode
resultar em diferencas funcionais comparado a intravesical e cutanea. Trabalho
recente utilizando bexiga de porco com vascularizagdo intacta mostrou que o
mentol, administrado por via intravascular, reduz a resposta contratil do detrusor,
enquanto a administragcéao intravesical aumenta a resposta contratil (Vahabi et al.,
2013).

Como mencionado anteriormente, camundongos diabéticos por STZ
apresentam aumento da capacidade, pressao limiar, frequéncia de miccao e
contracbes nao-miccionais em relagdo aos animais normoglicémicos. A instilacéo
intravesical de mentol (100 pM) atenuou significativamente as alteragdes
miccionais dos camundongos diabéticos, normalizando os parametros de
capacidade, pressao de miccao limiar e contragdes involuntarias da bexiga. Estes
efeitos também foram obtidos com o tratamento agudo (i.p), na dose de 40 mg/Kg
em animais acordados, onde verificamos que o mentol reduziu o numero de
micgbes e o volume de urina no grupo diabético. Nos estagios iniciais do diabetes

observa-se aumento da expressdo do receptor TRPV1 na parede da bexiga
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(Mitchell et al., 2013). A estimulacao aferente do receptor TRPV1 pela capsaicina
causa liberagdo dos neuropeptideos substancia P e CGRP, os quais aumentam a
liberacao de citocinas proé-inflamatérias como o TNF-a, IL1B e IL-6 (Bishnoi et al.,
2011; Ramachandran et al., 2013). Foi verificado um aumento significativo dos
niveis das citocinas/quimiocinas pré-inflamatérias IL-18, IP-10, KC, MCP-1, TNF-q,
IFN-B e IL-6 no soro e em macroéfagos isolados de camundongos diabéticos por
STZ em comparagdo com animais normoglicémicos (Devaraj et al., 2011). Em
detrusor isolado foi observado que essas substancias inflamatérias produzem
contracao da bexiga, podendo estar associadas a hiperatividade detrusora (Han et
al., 2009; Wang et al., 2012). Em modelo experimental de colite ulcerativa, estudo
recente mostrou que o mentol reduz a resposta inflamatoria no célon por inibir a
ativacao neuronal do receptor TRPV1 (Ramachandran et al.,, 2013). No entanto,
acreditamos que essa proposicdo precisa ainda ser confirmada através de
avaliacao histologica e de ensaios da resposta inflamatdéria local na bexiga.

As disfuncées miccionais do diabetes pela STZ envolvem destruicao
urotelial associada a estimulagédo de fibras aferentes sensiveis a capsaicina a qual
modula o reflexo miccional, a resposta inflamatéria e a contracdo vesical (Bishmoi
et al., 2011; Leiria et al., 2011; Mitchell et al., 2013). Em detrusor de camundongos
diabéticos pela STZ, estudo prévio mostrou aumento da resposta contratil ao
carbacol, estimulacao elétrica, KCl e CaCl,. Estas alteracées foram relacionadas
ao aumento da expressdo do RNAm dos canais de célcio do tipo L (Cav 12; Leiria
et al., 2011). Nossos resultados também mostraram aumento da resposta contratil

em bexiga de camundongos diabéticos. Quando a bexiga do diabético foi
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incubada com mentol (100 pM), a hipercontratiidade ao carbacol foi
significativamente reduzida, enquanto no animal controle (ndo diabético) o mentol
nao modificou a resposta contratil. No detrusor e cultura de células detrusora, o
mentol inibiu eficientemente o influxo extracelular de Ca®** nos canais Cav 2.
Assim, acreditamos que o aumento da expressdo e funcionalidade dos canais
Cavi2 na bexiga dos animais diabéticos possa aumentar a sensibilidade tecidual
ao mentol.

Os receptores TRPs (V4 e M8) encontram-se expressos na parede da
bexiga. Sua funcéo fisioldgica, apesar de ainda pouco clara, envolve a regulacao
da sensibilidade de distengcédo da parede vesical e o controle do reflexo miccional.
O presente projeto de doutorado mostrou que a auséncia do receptor TRPV4
induziu a hiperatividade do detrusor. No diabetes, a disfuncdo miccional foi
independente da ativagdo do receptor TRPV4. Por outro lado, mostramos que a
auséncia do receptor TRPM8 nado modificou a fisiologia vesical, entretanto, o
mentol inibiu a resposta contratii do detrusor por mecanismo extrinseco ao
TRPM8. O tratamento de camundongos diabéticos com mentol melhorou a fungéo
miccional. Acreditamos que o mentol seja uma ferramenta farmacolbgica

interessante para o tratamento da hiperatividade detrusora de origem miogénica.
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5.Sumario e conclusao
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O GSK1016790A causou contracao e relaxamento do detrusor isolado de
camundongos. O efeito depende do estado contratil da preparagao.

Os animais TRPV4” apresentaram hipercontratilidade do detrusor em
resposta a estimulagdo muscarinica e a estimulagao elétrica, com redugao
no relaxamento a isoprenalina.

Os animais TRPM8" ndo apresentaram alteragdes nos mecanismos
contrateis do detrusor, ao passo que o mentol inibiu a resposta contratil da
bexiga por mecanismo independente da ativagdo do receptor TRPMS,
bloqueando a entrada de célcio extracelular pelos canais Cav; ».

A injecdo de STZ causou hiperglicemia, nocicepcédo e funcionalmente no
detrusor isolado, hipercontratilidade ao carbacol e a estimulacdo elétrica.
Os animais TRPV4” diabéticos ndo apresentaram respostas funcionais
diferentes dos animais diabéticos selvagens para o TRPV4.

O tratamento agudo com mentol “in vivo®, através de instilag&o intravesical
(100 pM) ou injecao intraperitoneal (40 mg/Kg), atenuou as disfuncoes
miccionais causadas pelo diabetes, reduzindo a capacidade, as contracoes
involuntarias da bexiga, o volume, e a frequéncia de miccoes. O pré-
tratamento “in vitro” com mentol (100 uM) normalizou a hipercontratilidade
do detrusor isolado nos animais diabéticos sem modificar a contracdo no
grupo controle.

Concluimos que o receptor TRPV4, diferente do TRPMS8, apresenta funcao
fisiologica importante no controle miccional por reduzir a resposta contratil

muscarinica e aumentar o relaxamento p-adrenérgico.
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