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RESUMO 

DIAS, L.C. Identificação e ações do receptor vanilóide de potencial transitório 1 

(TRPV-1) na superfície ocular e glândula lacrimal. 2015. 85 p. Dissertação 

(Mestrado) - Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, 

São Paulo, 2015. 

 

Doenças da córnea estão entre as principais causas de cegueira e os mecanismos de 

lesão e reparação estão em grande parte concentrados no epitélio, porém os 

mediadores e alvos para possíveis intervenções terapêuticas são pouco conhecidos. 

Nas agressões ao epitélio da córnea, a ativação dos receptores vanilóides de potencial 

transitório 1 (TRPV1) leva à sinalização inflamatória e cicatricial. O objetivo desse 

trabalho foi identificar os mecanismos de sinalização e resposta do TRPV1 na córnea 

de animais experimentais. O cultivo de células epiteliais de córnea de ratos foi usado 

para a identificação de receptores TRPV1 e canabinóide (CB1) por western blot, influxo 

de cálcio e resposta de citocinas medidas após estímulo com Capsaicina a 1µM (CAP) 

por ELISA. Ensaio quantitativo de PCR em tempo real (RNAm) e a investigação 

histológica e imunohistoquimica foram usados na córnea e glândula lacrimal (GL) após 

estímulos nocioceptivos ou inflamatórios em modelos animais, sejam ratos com 

Diabetes Mellitus (DM) por 8 semanas ou expostos a cloreto de benzalcônio a 0,2% 

(BAC) por 7 dias. Camundongos TRPV1-/- foram comparados aos controles C57 sem 

estímulo, ou sob estímulo único com Capsacina (CAP) a 1µM, cloreto de banzalcônio a 

0,2 % (BAC) por 7 dias ou após queimadura alcalina com NaOH a 1M. Os resultados 

mostraram a presença de TRPV1 em epitélio de córnea em cultura primária, que essas 

células respondem com influxo de cálcio (p=0,0411) e aumento de TNFα e IL-1β ao 

estímulo com o agonista CAP a 1µM (sendo máximo nas combinações de CAP com 

seu antagonista Capsazepina e CAP com Win, um agonista canabinóide, todos a 1µM). 

Em ratos com DM ocorreu a redução da expressão do RNAm de IL-1β e IL-6 na córnea 

(p=0,0159, para ambos),e de TNF-α no grupo BAC (p=0,0159). Os camundongos 

TRPV1-/- tem fenótipo físico e ocular normal, porém reduzida sensibilidade a CAP 1µM. 

O tratamento com BAC leva à diminuição da secreção lacrimal (p=0,0011) e na GL dos 

camundongos machos e fêmeas não apresentaram diferença na expressão do RNAm 
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dos mediadores inflamatórios IL-1β e TNF-α (p=0,1620, p=0,9876 e p=0,0541, 

p=0,4088, respectivamente. A queimadura alcalina com NaOH 1M resultou em melhor 

cicatrização no grupo TRPV1-/-. Em conclusão, o TRPV1 está presente na córnea e 

atua em resposta a agressões externas. Situações adquiridas como DM e toxicidade 

por BAC, reconhecidas como neuropáticas, diminuem a expressão de mediadores 

inflamatórios associados a TRPV1. A ausência genética de TRPV1 não altera o 

fenótipo, mas resulta em menor sensibilidade a dor e melhor cicatrização da superfície 

ocular após queimadura alcalina. 

 

Palavras-chave: mediadores inflamatórios, epitélio da córnea, receptores, vias de 

sinalização. 
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ABSTRACT 

DIAS, L.C. Identification and actions of transient receptor potencial vanilloid type 

1 (TRPV-1) on ocular surface and lacrimal gland. 2015. 85 p. Dissertação (Mestrado) 

- Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, São Paulo, 

2015. 

 

Corneal diseases are among the leading causes of blindness. Damage and repair 

mechanisms are largely concentrated in the epithelium, but the mediators and targets 

for possible therapeutic interventions are poorly understood. In aggressions to the 

corneal epithelium, the activation of vanilloid receptors transient potential 1 (TRPV1) 

leads to inflammatory and wound healing signaling. The aim of this study was to identify 

the signaling mechanisms and TRPV1 response in the cornea of experimental animals. 

The culture of rat cornea epithelial cells was applied to identify the receptores TRPV1 

and cannabinoid (CB1) by western blot analysis, measurement of calcium influx, 

cytokine expression measured by ELISA after challenge with Capsaicin 1µM. Real time 

PCR (mRNA), histological and immunohistochemical investigation were applied on 

cornea and lacrimal gland (LG) after nocioceptive or inflammatory stimuli in animal 

models of diabetes mellitus (DM) for 8 weeks, or exposed to benzalkonium chloride at 

0.2% (BAC) for 7 days. Mice TRPV1-/- compared to control C57 naive or under single 

stimulation with 1µMCAP, BAC 0.2% for 7 days or after the alkali burn with 1M NaOH. 

The results showed the presence of TRPV1 in cornea epithelium in primary culture, also 

that these cells respond to CAP 1 µM with calcium influx (p=0.0411) and increase of 

TNFα and IL-1β (being maximum at the CAP + CPZ combinations and Win + CAP, 

respectively). In rats with DM the expression of IL-1β and IL-6 mRNA was reduced in 

the cornea (p=0.0159, for both), and TNF-α on BAC group (p=0.0159). The TRPV1-/- 

mice have normal physical and ocular phenotypes but low sensitivity to CAP 1μM. 

Treatment with BAC leads to decreased tear secretion (p=0.0011) and GL males and 

females mice showed no difference in the mRNA expression of inflammatory mediators 

IL-1β and TNF-α (p=0.1620, p=0.9876 and p=0.0541, p=0.4088, respectively).The 

alkaline burn with 1M NaOH resulted in better healing and greater epithelial thickness in 

TRPV1-/- group. In conclusion, TRPV1 is present in the cornea and operates in 
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response to external aggressions. Situations as DM and BAC toxicity, recognized as 

neuropathic, decrease the expression of inflammatory mediators associated with 

TRPV1. Genetic absence and TRPV1 does not change the phenotype, but result in 

lower pain sensitivity and improved wound healing of the ocular surface after alkaline 

burn. 

 

Keywords: inflammatory mediators, corneal epithelium, receptors, signaling pathways. 
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1. INTRODUÇÃO 

Doenças da córnea estão entre as principais causas de cegueira e os 

mecanismos de lesão e reparação passam em grande parte pelo epitélio, porém os 

mediadores dessas ações são pouco conhecidos. Mudanças no meio externo próximo 

à córnea são identificadas pela ativação dos receptores de potencial transitório (TRPs) 

e isso desencadeia respostas inflamatórias e cicatriciais. 

Estudos prévios indicam que o TRPV1 modula a liberação de mediadores 

inflamatórios, interage com o receptor canabinóide (CB1) e o receptor do fator de 

necrose tumoral-α (TNFαR) e essas interações regulam a resposta inflamatória frente a 

uma agressão ao epitélio da córnea (Pan, Yang et al. 2011).  

Camundongos “knockout” para o TRPV1 foram descritos e tem sido usados em 

observações de neuropatias e resposta nocioceptiva (Caterina, Leffler et al. 2000). A 

relação do TRPV1 com doenças da córnea precisa ser melhor compreendida. 

 

1.1. Epitélio da córnea 

A córnea humana é composta de cinco camadas: epitélio corneano, membrana 

de Bowman, estroma, membrana de Descemet e endotélio (Figura1). Tem como 

principal função a proteção da superfície do olho contra agressões mecânicas e 

invasão microbiana e serve também para a absorção de nutrientes dissolvidos na 

lágrima, como o oxigênio e a glicose. Na córnea, o epitélio exerce uma função mais 

especializada, que é a óptica, ou seja, a de proporcionar uma interface lisa, 

homogênea e transparente com o ambiente externo, necessária à visão (Montes-Mico, 

Cervino et al. 2010). Embora as características das células epiteliais e da matriz 

extracelular subjacente variem conforme a região, (conjuntiva, o limbo ou a córnea), a 

mucosa ocular tende a reagir como um todo, em diversas enfermidades. Por isso, 

essas doenças foram agrupadas sob o nome de “doenças da superfície ocular”(Nelson 

1982). 

Perdas na transparência estão associadas com edema, desorganização das 

fibras estromais e subsequente opacificação. No entanto, sob condições fisiológicas 

normais, a espessura da córnea é mantida, apesar da contínua absorção de líquido. 

(Nelson 1982, Reinach and Pokorny 2008). 
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O epitélio da córnea desempenha papéis importantes na manutenção da função 

e integridade da córnea. Defeitos epiteliais corneais resultantes de uma lesão da 

córnea, tais como uma queimadura química podem ser curados de forma inadequada e 

levar a opacificação da córnea, neovascularização, infecção e perda visual (Reinach 

and Pokorny 2008). 

A renovação das células epiteliais da córnea é essencial para a manutenção da 

transparência do tecido e acuidade visual. Esta função é necessária para a supressão 

da infiltração patogênica para o estroma, bem como a manutenção das propriedades 

ópticas da córnea. Este processo está sob controle autócrino e parácrino por uma série 

de citocinas e fatores de crescimento. Eles interagem com os seus receptores na 

camada basal para modular a proliferação e sincronizar os eventos associados à 

renovação epitelial (Yu, Yin et al. 2010). 

 

 

Figura 1 – As cinco camadas da córnea humana (adaptada 
de https://wendelteste.wordpress.com/2010/11/11/ 
distrofia-de-fuchs/) 

 

 

1.2.  Superfície ocular  

A superfície ocular (SO) compreende anatomicamente a mucosa margeada 

pelas bordas palpebrais, estendo-se da conjuntiva tarsal a superfície anterior do bulbo 

ocular, composta pela conjuntiva bulbar, limbo e córnea (Nelson 1982). 

Histologicamente, a superfície ocular é composta por epitélio estratificado não 

queratinizado da conjuntiva e da córnea. Essas células encontram-se firmemente 

https://wendelteste.wordpress.com/2010/11/11/distrofia-de-fuchs/
https://wendelteste.wordpress.com/2010/11/11/distrofia-de-fuchs/
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aderidas umas às outras, apresentam distribuição uniforme e características próprias e 

do tecido de sustentação subjacente que variam conforme cada região (Tseng and 

Tsubota 1997, Faria e Souza, Romano et al. 2006). 

O entendimento dos conceitos de superfície ocular e filme lacrimal e sua 

integração como unidade funcional permitem categorizar de maneira mais apropriada a 

maioria das doenças oculares externas, tornando a compreensão de sua 

fisiopatogênese mais completa e específica e o direcionamento de métodos 

propedêuticos e condutas terapêuticas mais eficazes (Nelson 1982, Tseng and Tsubota 

1997, Pflugfelder, Solomon et al. 2000, Kinoshita, Adachi et al. 2001). 

 

1.3. Glândula lacrimal 

A glândula lacrimal (GL) é histologicamente formada por células acinares em 

forma de pirâmide, com o ápice direcionado para o centro do lúmen e com sua porção 

basal separada da membrana basal por células mioepiteliais, que atuam como células 

contráteis participando do processo de secreção. O espaço entre os ácinos é 

preenchido por tecido conjuntivo que contém numerosos vasos sanguíneos, nervos não 

mielinizados e leucócitos.  

A lágrima contém diversos agentes atuando na vigilância imunológica da 

superfície ocular tais como, imunoglobulinas, lactoferrinas, lisozimas e fatores de 

crescimento responsáveis por estímulos de diferenciação e crescimento celular 

imprescindíveis à renovação epitelial e ao reparo de lesões oculares. As principais 

funções da GL são a síntese e a secreção de proteínas para o filme lacrimal que 

protege e lubrifica a SO. O fluido lacrimal avalia os tecidos da superfície ocular, 

inflamação e funções da GL além de doenças como olho seco (Sullivan, Rocha et al. 

1998, Zhou, Zhao et al. 2012). 

As GLs podem ser acometidas por doenças degenerativas que levam a uma 

progressiva perda funcional, com consequente manifestação de olho seco e alterações 

da SO. Tais doenças degenerativas podem ser decorrentes de uma adenite autoimune 

como a presente na Síndrome de Sjögren (Sullivan and Edwards 1997, Toda, Sullivan 

et al. 1999), por alterações de caráter indeterminado presentes em doenças crônicas 

como DM (Ramos-Remus, Suarez-Almazor et al. 1994, Seifart and Strempel 1994, 
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Goebbels 2000), ou ainda nos processos fisiológicos relacionados ao envelhecimento 

(Bromberg and Welch 1985, Schein, Munoz et al. 1997, Schein, Tielsch et al. 1997, 

Zoukhri 2006). Esses figuram como os principais mecanismos de acometimento das 

GLs. 

 

1.4. Diabetes Mellitus 

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doença metabólica caracterizada por um 

aumento anormal de glicose no sangue, que afeta cerca de 12% da população no 

Brasil (aproximadamente 22 milhões de pessoas). Atualmente, mais de 250 milhões de 

pessoas convivem com a doença, mas esse número deve chegar a 300 milhões, em 

2025.  

O DM é classificado como DM tipo 1 no qual ocorre destruição das células β das 

ilhotas pancreáticas, usualmente levando à deficiência completa de insulina, já que sua 

produção ocorre nesse órgão, podendo ser autoimune ou idiopática. DM tipo 2: onde 

ocorrem graus variados de diminuição de secreção e resistência à insulina. 

 Existem outros tipos baseados em causas menos comuns, relacionados com a 

função da célula β, defeitos genéticos da ação da insulina, doenças do pâncreas 

exócrino, endocrinopatias, indução por drogas ou produtos químicos, infecções, formas 

incomuns de diabetes e diabetes gestacional (American Diabetes 2015). 

Em ambos os tipos 1 e 2 os fatores genéticos são importantes, correspondendo 

a 20-30% dos casos de DM tipo 1 e de 5-10% dos casos de DM tipo 2. Geralmente 

essa predisposição genética resulta em disfunção do pâncreas na produção de 

insulina. Pode ter origem tanto monogênica (um único gene defeituoso em áreas 

centrais da produção de insulina) quanto poligênica (vários genes em áreas 

secundárias) (Reis and Velho 2002, Fernandes, Pace et al. 2005). 

O pâncreas é o órgão responsável pela produção do hormônio denominado 

insulina, o qual regula a glicemia. Para que as células das diversas partes do corpo 

humano possam realizar o processo de respiração aeróbica é necessário que a glicose 

esteja presente nas células. As células possuem receptores de insulina (tirosina 

quinase) que quando acionados abrem a membrana celular para a entrada da glicose 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Metabolismo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Diabetes_mellitus_tipo_2
https://pt.wikipedia.org/wiki/P%C3%A2ncreas
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%93rg%C3%A3o_(anatomia)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Horm%C3%B4nio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Insulina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Respira%C3%A7%C3%A3o_aer%C3%B3bica
https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
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presente na circulação sanguínea. Uma falha na produção de insulina resulta em altos 

níveis de glicose no sangue, pois a glicose não é dirigida ao interior das células. 

A insulina é liberada no sangue pelas células β pancreáticas em resposta aos 

níveis crescentes de glicose no sangue. A insulina é também o sinal de controle 

principal para a conversão da glicose em glicogênio para armazenamento interno nas 

células do fígado e musculares. Quando os altos níveis de glicose permanecem por 

longos períodos a glicose causa danos ao sistema circulatório inclusive da retina, 

levando a dificuldades de visão conhecidas como retinopatia diabética. A visão 

embaçada é a queixa mais comum que leva ao diagnóstico de diabetes; o DM tipo 1 

deve ser suspeito em casos de mudanças rápidas na visão e DM tipo 2 geralmente 

causa uma mudança mais gradual. 

A formação e acúmulo de AGEs (“advanced glycation end products”) em suas 

diversas vias moleculares e as alterações estruturais e funcionais desencadeadas 

pelos processos de estresse oxidativo e ativação de mediadores inflamatórios têm sido 

relatadas e avaliadas em diversos estudos e ensaios clínicos (Brownlee, Cerami et al. 

1988, Baynes 1991, Brownlee 2001). 

O DM prejudica a secreção lacrimal e induz mudanças na GL e SO como 

observado em estudos experimentais e clínicos (Goebbels 2000, Alves, Calegari et al. 

2005, Wakuta, Morishige et al. 2007). 

A córnea diabética sofre disfunção celular e mecanismos de reparação 

disfuncional, que incluem erosões recorrentes, cicatrização de feridas, úlceras e 

edemas. Relacionada com a disfunção epitelial, pode ocorrer alterações na membrana 

basal (Midena, Brugin et al. 2006). 

A retinopatia diabética (RD) é a causa mais comum de cegueira em pessoas 

acima de 50 anos de idade e há evidências de que seja uma doença inflamatória. A 

neuropatia diabética é um problema global que afeta aproximadamente 50% dos 26 

milhões de americanos e mais de 366 milhões de pessoas no mundo com diabetes. Ela 

é a complicação mais comum da diabetes, levando a neuropatia dolorosa (~ 21%) 

(Abbott, Malik et al. 2011) e um aumento de 23,3 vezes do risco relativo de úlceras nos 

pés e amputação (Holman, Young et al. 2012). Na córnea, ocorre perda da 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Sangue
https://pt.wikipedia.org/wiki/Glicog%C3%AAnio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Retinopatia_diab%C3%A9tica
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sensibilidade e inervação (Zhivov, Winter et al. 2013) o que pode estar relacionado com 

defeitos epiteliais da córnea. 

As alterações na córnea também ocorrem na área do limbo, onde existem 

células germinativas epiteliais da córnea na junção córneo-escleral que são a fonte de 

novas células para o epitélio central da córnea.  

A hiperglicemia tem profundos efeitos sobre o olho. Na córnea, causa 

ceratopatia diabética, e na retina e coróide, pode matar células vasculares e neuronais. 

Uma vez que o olho foi exposto a hiperglicemia a longo prazo, membranas basais 

acumulam produtos avançados-finais de glicosilação tóxicos e morte celular (Lutty 

2013). 

 

1.5. Receptor de potencial transitório vanilóide 1 (TRPV1) 

Os TRPV1 são canais de sensores celulares envolvidos na formação da visão, 

audição, tato, olfato, paladar, temperatura e sensação de dor. Estas funções se dão 

através da ativação de vias de sinalização celular e permite que a célula responda a 

alterações ambientais benignas ou nocivas (O'Neil and Heller 2005, Plant and 

Strotmann 2007, Wu, Gao et al. 2007). 

Um outro tipo de ativação de TRP ocorre através de ligantes específicos. 

Inicialmente, tanto compostos orgânicos sintéticos exógenos ou produtos naturais 

poderiam ativar TRP. Apesar do TRPV1 ser designado como receptor de capsaicina, 

estudos subsequentes revelaram que também interage com outras isoformas de TRP. 

Embora o mecanismo de ativação do canal de TRP ainda não esteja claro, o limite de 

ativação é reduzido pelo influxo Ca2+ e mensageiros secundários de ácidos graxos para 

permitir a abertura do canal que conduz à despolarização da membrana (Ufret-

Vincenty, Klein et al. 2015). 

A capacidade de sentir as temperaturas ambientais e para evitar o calor ou frio é 

crucial para a sobrevivência de todos os organismos (Voets 2012). O TRPV1 é ativado 

a 43 °C (Tominaga and Caterina 2004). 

Outra função importante do TRPV1 é que a sua ativação por capsaicina induz 

aumentos na proliferação e migração celular através da ativação do receptor do fator 

de crescimento epidermal (EGFR trans) (Yang, Wang et al. 2010). Este efeito 
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estimulador de TRPV1 na promoção da proliferação e migração celular está associado 

com aumentos nos níveis de IL-6 (interleucina-6) e expressão da substância P, os 

quais são co-ativadores de fator de crescimento induzindo a cicatrização de feridas 

(Sumioka, Okada et al. 2014). 

Estudos in vivo para identificar os mediadores bioquímicos que sinalizam o 

trauma ou lesão para a célula mostraram que uma determinada lesão induz a formação 

de numerosos metabólitos que são conhecidos como ativadores de receptor de 

potencial transitório vanilóide 1 (TRPV1) e de outros receptores também expressos na 

córnea, como os receptores canabinóides (CB1) e de TNFα (Saika 2007, Di Marzo and 

De Petrocellis 2010). 

Esses receptores são ativados por agentes ambientais, como patógenos, 

produtos de degradação de tecidos, aumento da temperatura, pH<6 e estresse 

hiperosmótico, que levando à formação de endovanilóides e endocanabinóides, atuam 

como agonistas de TRPV1 e de CB1 (Zhang, Yang et al. 2007, Yang, Wang et al. 

2010). Agonistas seletivos foram identificados e são usados para determinar in vitro a 

resposta na sinalização intracelular à ativação desses receptores. Estes agonistas 

seletivos incluem: WIN55 212-2 para o CB1, a capsaicina para o TRPV1 ou o TNF-α 

para o TNFαR (Jeske, Patwardhan et al. 2006, Zhang, Yang et al. 2007, Yang, Wang et 

al. 2010). 

 

1.5.1. Capsaicina 

A capsaicina (8-metil-N-6-vanilil-nonenamida) é o principal constituinte da planta 

nativa americana Capsicum sp, conhecida como “hot chili pepper”, foi primeiro isolado 

e denominado por Thresh em 1846(Szallasi and Blumberg 1990). Estudos 

demostraram que a capsaicina poderia induzir uma sensação de dor ardente 

(Bernstein, Swift et al. 1981, Stjarne, Lundblad et al. 1989) e hiperalgesia na pele 

(Bartho, Stein et al. 1990, Baumann, Simone et al. 1991). Estes efeitos resultam da 

estimulação e a despolarização dos neurônios sensoriais aferentes primários (Holzer 

1991), seguida pela liberação de mediadores pró-inflamatórios (Southall, Li et al. 2003). 

Após administração repetida, estas respostas induzidas por capsaicina mostram uma 

rápida dessensibilização (Hayes, Hawcock et al. 1984, Green 1989, Dray 1992). 
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Estudos bioquímicos e eletrofisiológicos indicaram que a capsaicina facilita a 

excitabilidade e condução elétrica em fibras C sensoriais não mielinizadas e corpos 

celulares neuronais, aumentando a permeabilidade de sódio e de cálcio (Erdelyi, Such 

et al. 1987, Marsh, Stansfeld et al. 1987, Wood, Winter et al. 1988). Além disso, foi 

inicialmente observado que a capsaicina pode também ligar-se a locais específicos nos 

terminais periféricos de fibras mielinizadas finas (Matsumiya, Sawa et al. 1983, Chung, 

Lee et al. 1985, Hiura and Sakamoto 1987, Szolcsanyi, Anton et al. 1988). Este 

subconjunto de neurônios bipolares está envolvido no desenvolvimento de dor crônica. 

Os corpos celulares estão localizados no gânglio da raiz dorsal (DRG) e do gânglio do 

trigêmeo, a partir de onde eles enviam terminais que formam sinapses com os 

neurônios de segunda ordem no sistema nervoso central (SNC) (Williams and 

Zieglgansberger 1982, Chad, Rasool et al. 1983, Holzer 1991, Szallasi 1995). 

 

1.5.2. Capsazepina 

Os efeitos da capsaicina são antagonizados de forma competitiva por uma droga 

chamada capsazepina (Walpole, Bevan et al. 1994). Este antagonista foi identificado 

em estudos de auto radiografia por afinidade pelo receptor, utilizando [3H] 

resiniferatoxina (RTX), um potente análogo de capsaicina, em tecidos de várias 

espécies, incluindo humanos (Szallasi and Blumberg 1990, Szallasi and Blumberg 

1990, Acs, Palkovits et al. 1994, Szallasi 1994). Capsaicina e RTX compartilham um 

grupo vanilil como o local de reconhecimento estrutural denominado vanilóide (Szallasi 

and Blumberg 1990). Em 1997, o receptor vanilóide foi clonado em células de ratos a 

partir do gânglio da raiz dorsal (DRG) e demonstrou ser um subtipo de canais 

catiônicos não seletivos relacionados com o receptor de potencial transitório (TRP) da 

família de canais de íons (Caterina, Schumacher et al. 1997). Este receptor foi 

nomeado como "subtipo” receptor vanilóide 1 (VR1). Mais tarde foi renomeado pelo 

Comitê de Nomenclatura da IUPHAR o "Receptor potencial transitório vanilóide 1” 

(TRPV1) (Clapham, Julius et al. 2005). 

 

1.5.3. Canais de cálcio 
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Os receptores de potencial transitório (TRP) são uma superfamília de proteínas 

de membrana que é subdividida em sete grupos de acordo com diferenças na 

sequência de aminoácidos (Pan, Yang et al. 2011).  

Tais mudanças em diferentes subtipos de TRP são extraídas para a maior parte 

através de aumentos transitórios do influxo de Ca2+ intracelular como consequência da 

ativação do canal. A magnitude e duração do afluxo de Ca2+ modulam as respostas de 

sinalização que induzem uma resposta homeostática ou letal. Portanto, identificar quais 

os subtipos de TRP respondem às pressões fisiológicas e patogênicas impostas sobre 

o tecido da córnea, pode auxiliar na identificação de medicamentos alvos novos. 

Esta abordagem pode então ser utilizada para identificar drogas com subtipos 

específicos ou técnicas genéticas para reverter as perdas da função corneana que são 

causados por má adaptação TRP. Neste ponto, é cada vez mais evidente que a termo-

TRP desempenha um papel importante na indução de tal controle (Okada, Reinach et 

al. 2011, Sumioka, Okada et al. 2014). 

Apesar de existirem algumas indicações relevantes de papéis de termo-TRP em 

células da córnea, há poucas informações sobre os mecanismos celulares que 

modulam a ativação e desativação do canal TRP em tecidos da córnea e células. Essa 

percepção levou esforços para preencher essa lacuna de conhecimento, o que é 

necessário para desenvolver drogas ou controle de expressão de genes que possam 

modular seletivamente o comportamento TRP sem ter efeitos secundários. 
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Figura 2 – Representação esquemática de TRPV1 (receptor de capsaicina). 
O TRPV1 modula forças motrizes para a entrada de Ca

2+.
 É um 

canal iônico e um receptor polimodal para vários metabólitos 
estímulos inflamatórios, hipertonia, prótons, de calor e de lipídios. 
TRPV1 possui ativadores endógenos, como endocanabinóides 
(anandamida, NADA). TRPV1 também pode ser ativado por calor 
(> 43 ° C) e é permeável para monovalentes e divalentes como 
outros canais catiônicos não específicos. Notavelmente, a 
despolarização da membrana (Vm ↑) por canais TRPV1 resulta 
em uma entrada de Ca

2+
 via ORAI. (adaptada de (Mergler, 

Valtink et al. 2014))  

 

O TRP são capazes de modular as forças motrizes para a entrada de Ca2+.A 

despolarização da membrana por PG resulta numa entrada de Ca2+ da Orai reduzida.  

 

1.6. Mediadores inflamatórios 

As citocinas são mediadores da resposta inflamatória em infecções e lesões, 

favorecendo a defesa e a cicatrização de feridas. Diferentes tipos de células secretam 

as mesmas citocinas, e cada citocina pode agir em diversos tipos de células. Este 

fenômeno recebe o nome de pleiotropia. As citocinas influenciam a atividade, 

diferenciação, proliferação e atração das células inflamatórias podendo aumentar a 

atividade de outras citocinas (pró – inflamatórias) ou atenuar a resposta inflamatória.  

O TNFα (fator de necrose turmoral alfa) é o protótipo da citocina pró-inflamatória 

pela capacidade de iniciar a cascata de ativação de outras citocinas (Gordon, Lagan et 

al. 2004). O TNFα pode ser liberado por diversas células, e exercer seus efeitos 
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através da interação com o receptor do TNF tipo I (sTNRF1), que tem sua expressão 

aumentada após a lesão celular (Schafers, Svensson et al. 2003). 

O TNFα existe em duas formas: uma transmembrana de 26kDa e outra 

secretada de 17kDa, ambas biologicamente ativas. É estruturalmente relacionado à 

linfotoxina-α (LTα, também chamada TNF-β), tendo os mesmos receptores, TNFR1 (55 

kDa) e TNFR2 (75 kDa). O TNFR1 é expresso em neurônios e está associado à 

maioria dos efeitos biológicos do TNFα, incluindo respostas inflamatórias e apoptose. 

Já o TNFR2 é expresso principalmente em macrófagos e monócitos no gânglio da raiz 

dorsal, estimulando a proliferação de linfócitos-T, fibroblastos e células matadoras 

naturais (Lin, Calvano et al. 2000, Zhang and An 2007). 

De outro modo, a IL-1β (interleucina 1β) interage com o receptor para IL-1 β tipo 

I (IL1RI), ativando a proteína quinase C (PKC) específica. Há também, expressão 

desses receptores no gânglio da raiz dorsal, sugerindo a ação autócrina e parácrina da 

IL-1β no processo sensorial (Sommer and Kress 2004). É possível que a IL-1β iniba a 

habilidade das células glia em remover o glutamato da fenda sináptica, contribuindo 

para alta excitabilidade neuronal.  

Em doenças que cursam com processo inflamatório agudo ou crônico, é possível 

que as citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6, IL-8, TNFα) induzam o organismo a criar 

uma série de respostas caracterizadas por febre, aumento do sono e da síntese de 

proteínas pelo fígado, redução da ingestão de água e de alimentos, aumento da 

liberação de corticosteróides, alteração da atividade cerebral das monoaminas, 

diminuição da atividade do cotidiano e da interatividade social e hiperalgesia (Watkins, 

Maier et al. 1995). A IL-1β produz inflamação sistêmica através da ativação da 

ciclooxigenase-2, com a formação de PGE2 no hipotálamo anterior, causando febre. 

Tem importante função no desenvolvimento e na manutenção da dor pós-operatória 

(Zhang and An 2007, Wolf, Livshits et al. 2008). 

A IL-6 é uma glicoproteína de 22 a 27 KDa, secretada por muitos tipos de 

células, como macrófagos, monócitos, eosinófilos, hepatócitos e da glia, sendo TNFα e 

IL-1β potentes indutores daquela. Ela é uma mediadora de febre e ativa o eixo 

hipotálamo-hipofisário-adrenal, usando os receptores α (IL-6Rα) e a subunidade gp130 

(glicoproteína 130, membros da superfamília de receptor de citocina de classe I). Tem 
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relação estrutural com IL-4, fator inibidor de leucemia, eritropoietina e fator neurotrófico 

ciliar (Curfs, Meis et al. 1997). 

Essa interleucina é um dos mais precoces e importantes mediadores de indução 

e controle da síntese e liberação de proteínas de fase aguda pelos hepatócitos durante 

estímulos dolorosos, como trauma, infecção, operação e queimadura. Após lesão, 

concentrações plasmáticas de IL-6 são detectáveis em 60 minutos, com pico entre 4 e 

6 horas, podendo persistir por 10 dias. É considerado o marcador mais relevante do 

grau de lesão tecidual durante um procedimento cirúrgico, em que o aumento 

excessivo e prolongado está associado a uma morbidade pós-operatória maior 

(Gebhard, Pfetsch et al. 2000, Lin, Calvano et al. 2000). 

 

1.7. Receptor Canabinóide 1 (CB1) 

Canais de TRPV1 e subtipo de receptor canabinóide 1 (CB1) são dois alvos de 

drogas potenciais para reduzir a inflamação da córnea e também a perda de 

transparência provocada por lesão. A ativação de CB1 também poderia aumentar a 

indução de TRPV1 na liberação de IL-8. Estratégias para bloquear a ativação induzida 

por lesão de TRPV1 ou promover ativação de CB1 pode fornecer novas abordagens 

para melhorar a cicatrização de feridas da córnea (Zhang, Yang et al. 2007, Mergler, 

Valtink et al. 2010, Pan, Wang et al. 2011). 
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Figura 3 – Via de transdução de sinal Ca
2+

 ativadas pelo agonista de 
CB1. O TRPV1 pode ser seletivamente ativado por 
capsaicina (> 43 °C) ou bloqueados por capsazepina. O 
receptor CB1 acoplado a proteínas Gi,pode ser ativado 
por WIN. O TRPV1 ativado pela capsaicina, bloqueia 
WIN, que leva a uma redução do Ca

2+ 
intracelular (↓ 

[Ca
2+

]. Provavelmente, WIN também pode ativar 
diretamente TRPV1 por um mecanismo independente 
de CB1. (adaptada de (Mergler, Valtink et al. 2014)). 

 

 

1.7.1. Win 55,212-2 

O Win 55,212-2 é um produto químico descrito como um derivado 

“aminoalkylindole” (AAI), e que produz efeitos semelhantes aos de canabinóides, tais 

como tetra-hidrocanabinol (THC), mas tem uma estrutura química inteiramente 

diferente (Compton, Gold et al. 1992, Ferraro, Tomasini et al. 2001, Zhang, Ma et al. 

2002). 

O Win é um potente agonista do receptor de canabinóides (Felder, Joyce et al. 

1995), sendo um potente analgésico (Meng, Manning et al. 1998), em modelos de ratos 

de dor neuropática.(Herzberg, Eliav et al. 1997). Ele ativa a p42 e a p44 MAP quinases 

da via de sinalização mediada por receptores (Bouaboula, Poinot-Chazel et al. 1995). 

 

 

 

 



 33 

1.8. Lesão corneana por NaOH e BAC 

A córnea é um tecido avascular transparente localizado na parte mais exterior do 

olho. Ela deve continuar a ser transparente para refratar a luz corretamente para a 

visão normal, após regenerar de uma agressão. O trauma ocular resultante de uma 

queimadura alcalina da córnea é um grave problema clínico e pode causar perda visual 

permanente através da inflamação do tecido, fibrose, e formação de cicatrizes, e 

subsequente opacificação (Brodovsky, McCarty et al. 2000). 

A sequência da lesão da córnea após queimadura alcalina inclui inflamação e 

degradação da matriz da membrana basal epitelial, estromal (Ishizaki, Zhu et al. 1993, 

Saika, Uenoyama et al. 1993) e células inflamatórias. A ativação de fibroblastos 

córneos (ceratócitos), formação de miofibroblastos, e cicatrização de tecidos estão 

envolvidos na resposta de cicatrização de feridas em córnea com queimadura alcalina 

(Ishizaki, Zhu et al. 1993, Saika, Kobata et al. 1993).  

Nervos sensoriais da córnea têm origem no gânglio trigêmeo (GT) e através do 

primeiro ramo do nervo trigêmeo (oftálmico) e um número limitado de células 

trigeminais (até 450) (Morgan, Nadelhaft et al. 1978, LaVail, Johnson et al. 1993) dão 

origem a até 630.000 nociceptores da córnea. (Marfurt, Kingsley et al. 1989). 

O fato de o GT ser afetado pela inflamação da córnea pode ter implicações 

clínicas significativas, uma vez que os nervos da córnea podem transmitir e perpetuar 

as repercussões da agressão no SNC (Ferrari, Bignami et al. 2014). 

Lesões envolvendo essas estruturas não são bem compreendidas e estão 

associadas a córnea neuropática e opacidade de córnea. Esse tipo de lesão tem como 

consequência uma das principais causas de cegueira no mundo, a cegueira corneana, 

afetando 55 milhões de pessoas a cada ano e deixando 19 milhões de deficientes 

visuais (Whitcher, Srinivasan et al. 2001).  

Assim, as doenças da superfície ocular altamente prevalentes, como ceratite 

infecciosa e olho seco, podem estar tendo repercussões nos nervos periféricos. Além 

disso, a crescente popularidade dos procedimentos cirúrgicos envolvendo as camadas 

superficiais da córnea, onde os nervos estão localizados, faz com que a lesão do nervo 

seja ainda mais frequente como, por exemplo, na cirurgia refrativa.  
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O cloreto de benzalcônio (BAC) é o conservante mais comumente usado em 

gotas para os olhos e é conhecida pelos seus efeitos tóxicos e pró-apoptóticos sobre a 

superfície ocular (Debbasch, Brignole et al. 2001, Pauly, Meloni et al. 2009). É um 

amônio quaternário que possui propriedades tensoativas que podem desestabilizar a 

camada lipídica da película lacrimal, aumentando assim a evaporação da lágrima e 

provocando a instabilidade do filme lacrimal (Baudouin 1996), além de destruir células 

caliciformes e desempenhar um papel no desenvolvimento do olho seco (Rolando, 

Terragna et al. 1990, Kahook and Noecker 2008). Além disso, BAC é suspeito de ser 

um fator importante que causa olho seco em pacientes com glaucoma tratados durante 

longo prazo (Leung, Medeiros et al. 2008, Labbe, Terry et al. 2012), um conceito que é 

agora claramente apoiado pela utilização de BAC como um indutor de olho seco em 

modelos experimentais. Estes resultados demonstram diretamente as interações entre 

a película lacrimal, a superfície ocular e BAC, através de possíveis interações com o 

estresse hiperosmótico e condições inflamatórias.  

A fim de conhecer maneiras de modular a inflamação que ocorre durante a 

cicatrização de feridas na córnea, nossos esforços foram focados em determinar o 

papel do TRPV1 na inflamação induzida sobre o epitélio in vitro e em modelos animais.  

Nosso estudo foi concentrado nas observações da expressão desses 

mediadores, declínio ou aumento frente a agressões, expressão de citocinas e 

alterações comportamentais e histológicas (Pan, Wang et al. 2011).  
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2. OBJETIVOS 

O objetivo geral do presente estudo foi identificar os mecanismos de sinalização 

relacionados ao TRPV1 na resposta inflamatória e proliferativa em células epiteliais da 

córnea.  

 

2.1. Objetivos Específicos  

1. Avaliar a expressão dos receptores CB1, TRPV1 em cultura primária de epitélio 

da córnea e a resposta inflamatória e proliferativa aos seus agonistas.  

2. Determinar se a toxicidade por BAC a 0,2% ou o DM alteram a expressão do 

RNAm do TRPV1 e das citocinas IL -1β, IL-6 e TNFα em córnea de ratos.  

3. Observar os aspectos da superfície ocular de camundongos TRPV1-/- em 

condições basais e seguindo estímulos nocioceptivos com CAP a 1µM, BAC a 

0,2 % e NaOH a 1M.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Modelo Animal  

Para este estudo foram utilizados 35 ratos Wistar machos, pesando entre 200 a 

300 gramas e 60 camundongos, pesando entre 16 a 22 gramas fornecidos pelo Biotério 

Central do Campus da USP de Ribeirão Preto. Os animais foram acondicionados em 

caixas adequedas, com ração e água ad libitum. 

Todos os protocolos de estudo seguiram os princípios de cuidados com animais 

de laboratório (NIH publicação n° 85-23) e as diretrizes da Association of Research in 

Vision and Ophthalmology - ARVO e foram aprovados pela Comissão de Ética em 

Experimentação Animal (CETEA) da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da 

Universidade de São Paulo (Processo n° 038/2013) (Anexo 1). 

 

3.1.1 Desenho e Grupos de Estudo 

O desenho do estudo resume as etapas cumpridas (Figura 4). A seguir uma 

tabela que mostra os grupos dos animais em estudo, linhagem, sexo, tipo de lesão e 

número de animais utilizados nos experimentos (Tabela 1). 
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Figura 4 – Desenho do estudo: análises realizadas para cada grupo de animais. 

 

 

Tabela 1 – Grupos de animais em estudo. 

Animais Sexo Grupos n 

    

A – RatosWistar Macho Controle 20 

B – Ratos Wistar Macho DM 10 

C – Ratos Wistar Macho BAC 0,2% 5 

D – Camundongos TRPV1-/- e C57 Macho e Fêmea Controle 20 

E – Camundongos TRPV1-/- e C57 Macho CAP1µM 10 

F – Camundongos TRPV1-/- e C57 Macho e Fêmea BAC 0,2% 20 

G – Camundongos TRPV1-/- e C57 Macho NaOH1M 10 
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3.2. Cultura de células epiteliais da córnea  

A córnea de ratos Wistar foram coletadas após eutanásia com dose letal de 

quetamina (0,15mL/kg) e xilazina (0,15mL/kg), colocadas em placas de Petri com 3,0 

ml de solução balanceada Hanks-HBSS (GIBCO®, Invitrogen Co., CA, EUA) e sob 

condições de assepsia, utilizando o microscópio, as córneas foram fragmentadas com 

pinça e tesoura cirúrgicas delicadas e estéreis para retirada do endotélio, da Descemet, 

do estroma e das regiões centrais das córneas. A região periférica da córnea foi 

cortada em quatro partes, lavadas com 1,0 ml de Hanks-HBSS e inseridas com a face 

voltada para baixo nos poços de cultura (placa de 24 poços) com o meio de cultura em 

pH 7,4 (DMEM-F12 , gentamicina 50 µg/ml, antibiotic-antimycotic (100X) 1.25 µg/ml 

(Invitrogen – GIBCO, BRL, Grand Island, NY, USA), soro fetal bovino (SFB) 10% 

(Sigma-Aldrich Co., Mo, EUA), insulina humana 5µg/ml, DMSO 0.5%, hidrocortisona 

0.5µg/ml, fator de crescimento epidermal recombinante humano (hrEGF) e toxina da 

cólera subunidade A 30ng/ml (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) incubadas em estufa 

a 37ºC com 5% de CO2. A troca do meio de cultura foi feita a cada dois dias e após 

cinco dias os tecidos foram removidos e a cultura foi analisada com microscópio 

invertido, para a observação da proliferação das células epitelias até que fosse obtido 

um número satisfatório de células para a realização da modulação do meio de cultura 

com os agentes propostos. 

 

3.3. Modulação do meio de cultura  

Uma vez estabelecida a cultura, as placas com amostras confluentes de células 

epiteliais de córnea foram expostas a 1µM de agentes agonistas, tais como: 

Win55,212-2 (Cayman Chemical, Michigan, USA), capsaicina (Sigma Aldrich, St. Louis, 

MO, USA) e a 1µM de agente antagonista, tais como, a capsazepina (Cayman 

Chemical, Michigan, USA),  com o intuito de induzirem a inflamação bloqueando ou não 

os receptores TRPV1, CB1 ou TNFαR. 

Após 1 hora, as amostras do meio de cultura e as células epiteliais da córnea 

foram coletadas para a realização dos experimentos.  
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3.4. Contagem Celular  

Após 1 hora de exposição com os agentes estudados, o meio de cultura foi 

removido e as placas foram lavadas e tripsinizadas com 300 μl de Trypsin-EDTA 0,5% 

(Invitrogen – GIBCO, BRL, Grand Island, NY, USA). Após 5 minutos de incubação e a 

confirmação de que todas as células foram desprendidas dos poços, adicionou-se 300 

μl de meio de cultura e este conteúdo foi transferido para tubos eppendorfs, sendo 

centrifugados por 5 minutos a 1000 rpm a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado de células foi ressuspenso com 1ml de meio. Misturou-se 10μL da 

suspensão de células com 10 μL da solução de Trypan Blue Solution 0.4% (Invitrogen - 

GIBCO, BRL, Grand Island, NY, USA), constituindo uma solução de 1:1 (com fator de 

diluição 1). Após homogeneizar, foi transferido 10μl desta solução para a câmera 

específica para leitura, no contador de células. A quantificação de células coradas ou 

não com o azul de tripan foi então realizada, utilizando-se o protocolo específico do 

contador de células Countess™ Automated Cell Counter (Invitrogen Corporation, CA, 

EUA). 

 

3.5. ELISA  

Com a finalidade de investigar se a ativação isolada e/ou conjunta dos receptores 

mencionados teve repercussão na produção e/ou liberação das citocinas pró-

inflamatórias e quimiotáxicas, após 1 hora, amostras do meio de cultura do epitélio da 

córnea que foram expostas aos estímulos agonista dos receptores TRPV1 e CB1foram 

submetidas à técnica de ELISA, utilizando os kits comerciais da Thermo Scientific 

(Carlsbad, CA, USA) para dosagens de TNFα e IL-1β. A leitura foi realizada através da 

espectrofotometria de luz, no aparelho  SpectraMax M3 (Molecular Devices; Sunnyvale, 

CA; USA), utilizando uma curva padrão de acordo com orientações do fabricante do kit. 

 

3.6. Western blotting 

Para obter a extração total de proteína, as amostras de células epiteliais da córnea 

foram solubilizadas com 50µl de tampão RIPA contendo: Tris (50mM), NaCl (150mM), 

EDTA (1,27mM), detergentes Triton X-100 (1%), deoxicolato de sódio (0,5%), SDS 

(0,1%) e HaltTM Protease & Phosphatase Single-Use Inhibitor Cocktail (100x) (Thermo 
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Scientific, USA), e homogeneizadas usando o Polytron PT 1200E (Brinkmann 

Instruments, Westbury, NY, USA). Os extratos foram centrifugados a 14.000 rpm, a 4°C 

por 30 min para remover o material insolúvel.  

A concentração total de proteínas foi dosada pelo método de Pierce BCA Protein 

Assay Kit (Thermo Scientific, USA). 

Posteriormente, amostras contendo 10μl de extrato de proteínas foram tratadas 

com tampão Laemmli aquecido e submetidas a eletroforese, usando gel de 

acrilamida/bisacrilamida Mini-PROTEAN TGX TM Gels (Bio-Rad, United States) de 4 a 

15% para a separação das proteínas (60 μg proteína/poço).  

As proteínas presentes no gel foram transferidas para membrana de 

nitrocelulose Trans-Blot Turbo Transfer Pack (Bio-Rad Philadelphia, PA USA) através 

do aparelho de Trans-Blot Turbo Transfer System (BioRad Philadelphia, PA USA) por 

tempo e amperagem específicos de acordo com o tamanho da proteína. 

As membranas de nitrocelulose foram bloqueadas com albumina de soro bovino 

(BSA) 5% em TBS-T (10 mM Tris HCl [pH 7,4], 150 mM NaCl, 0,1% Tween 20) por 1 

hora e incubadas com anticorpos primários, overnight a 4°C. (Tabela 4). 

No dia seguinte, as membranas foram lavadas com tampão TBS-T e incubadas 

por 1 hora com o anticorpo secundário conjugado com HRP. Foi utilizada uma proteína 

de referência como controle endógeno GAPDH (Cell Signaling) para a normalização da 

expressão. A expressão das proteínas foi detectada por quimioluminescência Kit ECL 

Prime Western blotting Detection Reagente (GE Healthcare, UK), sendo o sinal captado 

pela câmera do equipamento Image Quant LAS4000 (GE, UK). 

A intensidade das bandas foi quantificada pelo Software Image Studio Lite 

Version 3.1.4 (Lincoln, Nebraska, EUA).  
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Tabela 2 – Anticorpos utilizados nas técnicas de Western blotting e imunofluorescência 
para cultura celular da córnea de ratos. 

 

Anticorpos 

 

Fabricante 

 

Nº. Cat 

Peso 

Molecular 

(KDa) 

 

Isotipo 

 

Concentração 

 

Diluição 

       

Anti - TRPV1 Santa Cruz SC 12498 100 Goat 

Polyclonal 

200µg/ml 1:500 

Anti - TRPV1 Novus 

Biologicals 

NBP1-

97417 

100 Rabbit 

Polyclonal 

1,30mg/ml 1:40 

Anti - CB1 Abcam Ab-3558 60 Rabbit 

Polyclonal 

1mg/ml 1:250 

Anti – 

cytokeratin 

Abcam Ab-27988 47 Mouse 

Monoclonal 

80µg/ml 1:500 

β – actina Cell 

Signaling 

4970 45 Rabbit 

Polyclonal 

100µg/ml 1:250 

Anti – GAPDH Cell 

Signaling 

2118S 37 Rabbit 

Monoclonal 

100µg/ml 1:10000 

 

 

3.7. Ativação do TRPV1 monitorado pelo Ca2+ intracelular  

As células epiteliais da córnea foram plaqueadas, em um total de 2,0x105/ml,em 

placas de cultura de 96 poços com borda preta. A solução do corante Fura 4F-AM a 

4μM (Molecular Probes) foi incubada com as células por 45 min, em estufa a 37ºC, 5 % 

CO2, seguida de 3 lavagens com PBS 1M gelado e em seguida foi adicionado meio de 

cultura DMEM sem fenol (Invitrogen – GIBCO, BRL, Grand Island, NY, USA) e esta 

placa lida no aparelho FlexStation - Citômetro de Fluxo para analisar o influxo de cálcio 

intracelular através da absorbância. 

O registro das imagens e controle da fluorescência foi feita por programa de 

computador e os registros digitais das imagens obtidas nas diferentes condições 

experimentais, enquanto as células em cultura permanecem em perfusão de meio de 

cultura e a injeção o estímulo com CAP 1µM ocorre de maneira direta. 

A ativação do TRPV1 e o consequente aumento no influxo de Ca2+ foram 

induzidos pela incubação com CAP a 1μM em placas de cultura de 96 poços com fundo 
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em U e após a obtenção de padrões com curvas de dose resposta a Capsaicina e 

disponibilidade de Ca2+ intracelular, mostrando a ativação de TRPV1. 

 

3.8. Diabetes mellitus 

Os animais do grupo B foram induzidos ao diabetes mellitus por Streptozotocina 

(60mg/kg) e após 3 dias, foi medida a glicemia para avaliar se os ratos estavam com a 

doença ou não, com o aparelho Accu Check Active (Roche Diagnostics, Mannheim, 

Germany). Foram utilizados 10 animais sendo que houve perda de 2 por morte.  

 

3.9. Lesões corneanas 

As lesões corneanas se caracterizaram pela agressividade, sendo o colírio de 

capsaicina mais branda, depois tratamento com BAC moderada e a queimadura 

alcalina como a mais agressiva. 

 

3.9.1. Colírio de Capsaicina 1µM 

Os animais do grupo E receberam aplicação tópica de 50µL de colírio de 

capsaicina 1µM no olho direito e durante 1 min analisamos a quantidade de toque da 

pata no olho desses animais através de filmagem.  

 

3.9.2. Colírio BAC 0,2% 

Os animais dos grupos C e F foram tratados durante 7 dias, 2 vezes ao dia, com 

colírio BAC 0,2% no olho direito.  

 

3.9.3. Queimadura alcalina 

Os animais do grupo G receberam queimadura com NaOH a 1M no olho direito 

durante 30 seg, e após a queimadura foi instilado solução salina no mesmo olho 

durante 1 min.  

Após 1 hora da aplicação do colírio de Capsaicina a 1µM, 7 dias de aplicação 

com o colírio BAC a 0,2% e 7 dias após a queimadura alcalina foram realizados os 

testes a seguir. 
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3.10. Teste do fenol vermelho 

O teste do fenol vermelho (RPT ou “Red Phenol Test”) (Showa Yakuhin Kako Co; 

Ltd, Tokyo, Japan & Menicon USA Inc., Clovis, CA, USA) são cordões impregnados 

com vermelho de fenol, um indicador de pH, que muda de amarelo para vermelho 

quando absorve a lágrima que é ligeiramente alcalina, foi utilizado para quantificar em 

milímetros (mm) a lágrima dos animais através dos cordões, os quais tiveram sua 

borda dobrada a 3mm da extremidade superior para facilitar sua fixação na borda 

palpebral inferior e foram retirados após 15 segundos (Barabino 2005). 

 

3.11. Avaliação da córnea 

Para determinar se houve lesões na córnea dos animais dos grupos D, F e G 

quando comparados aos seus respectivos controles foram realizados exames oculares 

com lâmpada de fenda (Carl Zeiss, Ltda - Alemanha) e registro fotográfico (DSC-W5, 

Sony Ltda - Japão) com o uso de 1 gota de colírio de fluoresceína sódica (Allergan 

Produtos Farmacêuticos, Ltda – Brasil) em cada olho. 

 

3.12. Coleta de tecidos 

Foram colhidos os tecidos: gânglio trigêmeo (GT), glândula lacrimal (GL) e globo 

ocular (GO) para realização da coloração com hematoxilina de Harris e eosina (H&E), 

ensaios de imunofluorescência e PCR em tempo real. 

 

3.13. Coloração com hematoxilina de Harris e eosina (H&E)  

Os tecidos foram coletados e desitradatos em série crescente de etanol, 

diafinizados em xilol e embebidos em banhos de parafina à 60ºC para inclusão em 

blocos. Foram realizados cortes de 6 µm de espessura no micrótomo Leica Jung 

RM2065 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha). Os cortes foram 

desparafinizados em xilol, rehidratados em série decrescente de etanol e lavados em 

água destilada. A seguir, foram corados com solução de Hematoxilina por 2 minutos, 

lavados em água corrente, imersos em Eosina por 2 minutos, e novamente lavados em 

água corrente. Posteriormente, as lâminas foram desidratadas em série crescente de 
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etanol, diafanizadas em xilol e montadas em Tissue Mount (Tissue Tek® Glas™ 

Mounting Media, Sakura, Finetek USA). 

 

3.14. Imunofluorescência  

Os tecido foram congelados em Tissue-Tek O.C.T. (Optimal Cutting Temperature) 

e utilizadas lâminas silanizadas com cortes congelados de 10 µm de espessura, 

colocados em solução de formoldeído 4% em PBS por 15 min. Incubado o anticorpo 

primário anti-TRPV1 (Novus Biologicals, NBP1-97417, USA) diluído 1:40 em PBS+BSA 

por 2 horas e após as lavagens com PBS, foi incubado o anticorpo secundário anti-

rabbit por 1 hora. A montagem foi feita com ProLong® Gold Antifade Reagent with 

DAPI, (Life technologies). Conforme protocolo do laboratório.  

 

3.15. Ensaio quantitativo de PCR em tempo real para TRPV1, CB1, IL-6, IL-1β e 

TNF-α. 

A PCR em tempo real foi usada para identificar a expressão relativa do RNAm de 

TRPV1, CB1, TNFα, IL-6 e IL-1β (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) (Tabela 2) 

nas glândulas lacrimais e córneas dos grupos de animais em estudo A, B, C e F 

(Tabela 3). Como controle endógeno usamos a β-actina (Life Technologies, Carlsbad, 

CA, USA) para normalização interna. 

O RNA total foi extraído utilizando o Kit Pure LinkTM RNA Mini kit (Ambion by Life 

Technologies, USA). Foi utilizado o Kit DNA-Free DNase Treatment & Removal 

(Ambion by Life technologies, USA) para retirar contaminação de DNA genômico. 

As amostras contendo 250ng de RNA total foram utilizadas para síntese de cDNA 

com High Capacity – cDNA Reverse Transcripton Kit (Applied Biosystems, Carlsbad, 

CA, USA) em Thermal Cycler Veriti (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA).  

Para a reação de amplificação foram utilizados: cDNA, sondas de hidrólise 

(TaqMan), iniciadores e TaqMan Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems, 

Carlsbad, CA, USA). A reação de amplificação ocorreu de acordo com a seguinte 

ciclagem: 1 ciclo a 95°C por 20 seg, 40 ciclos a 95°C por 1 seg e 60°C por 20 seg. Foi 

realizado o teste de eficiência para todas as sondas de hidrólise. Considerou-se 
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aceitável a eficiência na faixa de 90 à 110%. Para o cálculo da expressão foi utilizado o 

método 2–ΔΔCT. 

Os resultados da quantificação da expressão relativa de RNAm foram obtidos por 

meio do equipamento ViiA 7 Real-Time PCR System (Life Technologies, Grand Island, 

NY; USA). 

Tabela 3 – Genes alvos de ratos e camundongos investigados nos 
ensaios de PCR em tempo real (Life Technologies). 

 

Genes 

Número de catálogo 

Ratos 

Número de Catálogo 

Camundongos 

TRPV1 Rn00583117_m1 Mm01246302_m1 

CNB-1 (CB1) Rn00562880_m1 Mm01212171_s1 

TNF-α Rn99999017_m1 Mm00443258_m1 

IL-6 Rn00580432_m1 Mm00434228_m1 

IL-1β Rn01410330_m1 Mm00446190_m1 

Β-actina Rn00667869_m1 Mm00607939_s1 

   

 

3.16. Análises estatísticas  

Os dados coletados foram comparados entre os grupos em estudo e seus 

respectivos controles pelo teste Mann–WhitneyU para dados contínuos e teste de 

Fisher para dados categóricos (GraphPad 5.0 software; Prism, San Diego, CA). Valores 

densitométricos da sequência de RNAm mencionado e proteínas são apresentados 

como a razão de β-actina em PCR em tempo real e GAPDH em ensaios de western 

blot respectivamente. Os valores densitométricos de uma amostra controle de cada blot 

foi definida como 1,0 (100%) e os subsequentes valores foram expressos na relação de 

seus valores comparados aos controles. As relações obtidas na unidade arbitrária 

foram então submetidas à análise estatística com o teste Mann-Whitney U. Valores de 

P<0,05 foram considerados estatisticamente significantes. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Cultura das células epiteliais da córnea e resposta a estímulos ao TRPV1 e 

CB1 

As culturas primárias de células epiteliais da córnea de ratos demostraram 

confluência de 80% por volta do 7° dia e concentração de células de 8,5x104/ml ± 26,17 

e viabilidade de 60,18±10,23 % após a interrupção da cultura no 7º dia (Figura 5A).  

A confirmação da linhagem de células epiteliais se deu pela positividade a 

proteína de citoesqueleto, pancitoqueratina, da presença do receptor para TRPV-1 pela 

positividade na reação com o anticorpo anti-VR1, da presença do receptor canabinóide 

pela positividade com o CB 1 e da possibilidade de normalizar os resultados com a 

expressão da proteína β-actina pela demonstração da linearidade da expressão dessa 

com a exposição de concentrações crescentes de proteína do homogeneizado de 

células obtidas de cultura ao anticorpo anti beta-actina (Figura 5B). Esses exames 

foram feitos por Western blotting com homogeneizados de células obtidas de cultura 

primária da córnea de ratos Wistar machos.  

No 7o dia, após a confluência da cultura em cerca de 80%, após a troca do meio 

de cultura, o estímulo por 1 hora, com os seguintes agentes nas respectivas 

concentrações CAP (1µM) (agonisa de TRPV1), CPZ (1µM) (antagonista de TRPV1), 

Win (1µM) (agonista de CB1), Win + CAP (1µM e 1µM, respectivamente) e CAP+ CPZ 

(1µM e 1µM, respectivamente), observou-se queda no número de células viáveis no 

sobrenadante após a tripsinização dessas células. Os grupos onde as células 

receberam estímulo de CAP+CPZ tiveram o número de células viáveis no 

sobrenadante reduzido a zero, indicando toxicidade dessa combinação (Figura 5C).  

A produção de TNF-α (barras brancas) e interleucina 1β (IL-1β) (barras pretas) 

no sobrenadante da cultura em resposta aos mesmos estímulos foi nula diante da 

exposição de CPZ a 1µM e máxima com a combinação de CAP + CPZ (1µM e 1µM, 

respectivamente) (Figura 5D). Esses niveis aumentados de TNFα cujos efeitos pro-

apoptóticos já são conhecidos, podem explicar a ausência de células epiteliais de 

córnea viáveis no sobrenadante das culturas.  
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Os níveis IL-1β foram nulos nas amostras controles e tiveram maior aumento 

nas condições de estímulo por CPZ a 1µM e estímulo combinado de Win+CAP (1µM e 

1µM, respectivamente) (Figura 5D). Esses achados indicam que a combinação de 

CAP+ CPZ teve a capacidade de reduzir o efeito pro-inflamatório da CPZ, mas que a 

os estímulos simultâneos de TRPV1 e CB1 com CAP+Win levaram a um estímulo 

secretor de IL-1β.  

O ensaio de influxo de cálcio avaliou a entrada de Ca2+ nas células epiteliais de 

córnea de ratos em cultura após o estímulo direto de CAP 1µM para ativação de 

TRPV1. Observamos um aumento do influxo de Ca2+ mediado pela CAP nessas células 

(Figura 5E). 
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Figura 5 – Cultura das células epiteliais da córnea e resposta a estímulos ao TRPV1 e CB1. (A) Confluência da 

cultura celular primária do epitélio da córnea de ratos wistar machos após 7 dias com um número total de 
células de 60 e 70%. As imagens foram realizadas no microscópio invertido para cultura celular TCM400 
(Labo America, Fremont, CA, USA) (magnificação de 200x). (B) Membrana de nitrocelulose com a 

marcação dos receptores Citoqueratina, Anti- CB1, β actina e Anti VR-1 como demostrado na intensidade 
das bandas. (C) Comparação entre número de células viáveis no sobrenadante (barras brancas) e aderidas 

à placa após 1 hora com estimulação de poços controle e estimulados com CAP, CPZ, Win, Win+CAP, 
CAP+CPZ cada um na concentração de 1µM, e número de células viáveis que estavam aderidas no fundo 
da placa de cultura após o estímulo (barras pretas) (n= 3poços). (D) Produção de TNFα (barras brancas) e 

IL1-β (barras pretas) no sobrenadante das células estimuladas após 1 hora com agonistas e antagonistas 
dos receptores de CB1 e TRPV1. A dosagem foi realizada através do método de ELISA com os kits TNFα e 
IL1-β (Thermo Scientific, Carlsbad, CA, USA). A leitura foi feita no espectrofotômetro SpectraMax (M3, 
Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). (E) Influxo de cálcio, marcado com fluorescência em células do 

epitélio de córnea, poços estimulados ou não com CAP a 1µM. 
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4.2. Papel do TRPV1 em córnea e GL de ratos com DM 

O ensaio de PCR em tempo real para RNAm de TRPV1, IL-6, IL-1β e TNFα, 

mostraram expressão relativa similar de TRPV1 em DM e controle, tanto na córnea 

como na GL, menor expressão de IL-6 nos dois tecidos do grupo DM, de IL-1β apenas 

na córnea e de TNFα apenas na GL (Figura 6A).  

A análise comparativa da expressão da proteína do receptor TRPV1 em 

homogeneizados de córnea de ratos Wistar controle, comparados com diabéticos por 

estreptozotocina (DM), após 8 semanas de doença normalizado pelo GAPDH, no grupo 

de DM resultou em grande variabildiade na expressão relativa desse receptor e 

ausência de diferença signifcativa comparada a córneas de ratos controles saudáveis 

(p=0,8857), confirmando os achados observados no qRT-PCR e WB (Figura 6 A-C).  

 A expressão de TRPV1 em córnea e GL de ratos com DM induzido por injeção 

única de estreptozotocina, confirmou a presença desse receptor nas camada apical do 

epitélio e nas estruturas acinares da GL. As imagens sugerem que os animais com DM, 

apresentam maior expressão desse receptor (Figura 6 F e I).  



 53 

Figura 6 – Papel do TRPV1 em córnea e GL de ratos com DM (A e B) Expressão de RNAm por PCR em tempo real 

em córnea e GL de ratos controles e DM. A comparação foi feita na expressão de IL-1β, IL-6, TNFα e 

TRPV1 entre controles (barras brancas) e DM (barras pretas), em homogenados de córnea (A) e GL (B). 

(C) Quantificação de TRPV1 na córnea dos ratos diabéticos pela técnica de western blotting. Os valores 

foram determinados pela relação na densidade relativa de TRPV1/GAPDH (controle endógeno), indicando 

um dos controles como 100% e fazendo o cálculo relativo dos outros (n=8/grupo). (D – G) Expressão de 

TRPV1 por imunofluorescência de córnea e GL. (D), (E) e (F) grupo DM em córnea e(G), (H) e (I) grupo 

DM na GL. (Magnificação 200x, marcação nuclear com DAPI). 
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4.3. Papel do TRPV1 em córnea e GL de ratos tratados com colírio BAC 0,2% 

A expressão do RNAm do TRPV1 ficou diminuída nas córneas que receberam 

BAC 0,2% e da mesma forma, as citocinas pró-inflamatorias IL-1β e TNFα tiveram sua 

expressão diminuída, nessas córneas (Figura 7A). A expressão do RNAm de IL-1β, IL-

6 e TNFα não se alteraram na GL, porém o receptor TRPV1 teve uma diferença 

significativa, comparando tratados com BAC 0,2% e controles (Figura 7B). 

 

 

 
Figura 7 – Papel do TRPV1 em córnea e GL de ratos tratados com colírio BAC 0,2%. Expressão relativa do 

RNAm de TRPV1, IL-1β, IL-6, e TNFα em córnea (A) e GL (B) de ratos controle (barras brancas) e 

tratados com BAC 0,2% (barras pretas). 

 

4.4. A superfície ocular e resposta à agressão à córnea nos Camundongos  

TRPV1-/-  

Os camundongos TRPV1-/- tem fenótipo físico e ocular similar aos seus 

congêneres selvagens (C57) (Figura 8 A-D). A medida da secreção lacrimal pelo teste 

do fenol vermelho foi similar entre machos e fêmeas do grupo TRPV1-/- e similar a 

secreção das fêmeas C57, porém inferior à secreção dos machos C57 (n=5/grupo, 

p=0,0410) (Figura 8 E). A estrutura histológica da córnea e da GL também foi similar 

entre os TRPV1-/- e os controles e entre machos e fêmeas do grupo TRPV1-/- (Figura 

8 F, G, I e J). A espessura da córnea foi maior no grupo TRPV1-/- comparado com o 

grupo C57 (Figura H). 
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Figura 8 – A superfície ocular e resposta à agressão à córneanos camundongos TRPV1-/-. (A e B) camundongos 

C57 e (C e D) camundongos TRPV1-/-. (E) A medida da secreção lacrimal pelo teste do fenol vermelho foi 

similar entre machos e fêmeas do grupo TRPV1-/- (3,20±0,80 e 1,50±0,50p=0,2008) e similar a secreção 

das fêmeas C57 (1,00±0,57), porém inferior a secreção dos machos C57 (3,20±0,37) (n=5/grupo, 

p=0,0410 (F e I) H&E de GL e córnea de camundongos C57 e (G e J) H&E de GL e córnea de 

camundongos TRPV1-/-.). (H) A espessura da córnea foi maior no grupo TRPV1-/- comparado com o 

grupo C57 (33,30±0,73 e 28,54±0,79 , p=0,0019). 
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Três formas de diferentes intensidades de agressão à superfície ocular foram 

induzidas nos camundongos TRPV1-/- para comparar as respostas comportamentais, 

clínicas, morfológicas e moleculares com os seus controles camundongos C57. São 

elas: 

a) a provocação com gota única de colírio de Capsaicina a 1μM (CAP 1μM);  

b) o tratamento com colírio de cloreto de benzalcônio a 0,2% duas vezes por dia, por 7 

dias,  

c) queimadura alcalina da córnea com NaOH a 1M por 30 segundos.  

Todas essas intervenções foram feitas nos olhos direitos de TRPV1-/- e 

controles e avaliados nos períodos indicados abaixo pós-agressão. 

 

a) Provocação com colírio de CAP a 1μM 

A provocação da superfície ocular com o colírio de CAP a 1μM induziu incômodo 

ocular no OD (olho direito) dos camundongos, que foi significativamente menor, medido 

pelo movimento de pata ao olho, nos animais TRPV1-/- do que nos controles C57 

(Figura 9A).  

Não houve diferença na secreção lacrimal, entre os OD dos camundongos dos 2 

grupos, medida 30 minutos depois do uso de CAP a 1μM (Figura 9B). Também não 

houve alteração histológica da GL ou da córnea, avaliadas imediatamente após o uso 

do colírio de CAP a 1μM (Figura 9 C, D, F e G). 

A espessura da córnea, medida e cortes sagitais da córnea (2 horas) após a 

aplicação do colírio de CAP a 1µM foi semelhante entre os OD de TRPV1-/- e controles 

C57 (Figura 9E). Esses dados sugerem que o colírio de CAP a 1µM ou o movimento 

repetido da pata no olho pode ter induzido edema epitelial nos que receberam o colírio. 
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Figura 9 – Provocação com colírio CAP a 1µM. (A) .Contagem do movimento de toque de pata no 

olho dos camundongos C57 e TRPV1-/- após a aplicação de 50µl de colírio de CAP1µM 
durante 1 min foi maior no grupo C57 (controle); (p=0,0095). (B) Teste fenol vermelho na 

medida da secreção lacrimal dos OD de camundongos TRPV1-/- e controles C57 1 hora 
após aplicação do colírio de CAP1µM não apresentou diferença significativa entre os 
grupos (p=0,7406). (C e F) GL e córnea do grupo controle C57 e (D e G) GL e córnea do 
grupo TRPV1-/-. (E) Espessura da córnea também não teve diferença significativa entre os 

grupos; (p=0,3930). 
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b) Modelo de lesão corneana por colírio BAC a 0,2%  

A medida da secreção lacrimal após o tratamento com BAC 0,2% pelo teste do 

fenol vermelho foi similar entre machos e fêmeas do grupo TRPV1-/- (1,40±0,37 e 

1,12±0,35) e similar a secreção das fêmeas C57 (1,25±0,36), porém inferior a secreção 

dos machos C57 (3,20±0,42) (n= 5/grupo; p=0,0011,) (Figura 10 A). 

A espessura do epitélio da córnea foi igualmente menor nos olhos tratados com 

BAC a 0,2 % dos dois grupos (TRPV1-/- e C57) e menor do que nos olhos dos 

controles C57 que não receberam colírio (Figura 10 D) 

A histologia usando corante H&E da córnea, gânglio trigêmeo (GT) e glândula 

lacrimal (GL) de camundongos TRPV1-/- e seus controles C57 tratados com BAC 0,2% 

2 vezes ao dia durante 7 dias no olho direito (OD) revelou similaridade nas estruturas 

teciduais entre os 2 grupos e comparadas aos lados opostos não expostos ao colírio de 

BAC a 0,2 % (Figura 10B, C, E- J). 

Não houve diferença significativa na expressão de IL-1β, IL-6 ou TNFα entre as 

GL tratadas ou não tratadas com BAC a 0,2 % de TRPV1-/- e C57. 
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Figura 10 – Modelo de lesão corneana por colírio BAC 0,2%. (A) Teste fenol vermelho medindo a quantidade de 

secreção lacrimal (mm) entre camundongos C57 e TRPV1-/- machos e fêmeas, após 7 dias de uso 
tópico de BAC a 0,2% (n=5/grupo e p=0,0011).(D) Espessura do epitélio da córnea, os tecidos foram 
colhidos no 7

o
 dia (n=5/grupo, p=0,0284). (B e E) H&E de GL e córnea de camundongos C57.(C e F) 

H&E de GL e córnea de camundongos TRPV1-/-. Aspecto histológico do tecido GT (G) GT esquerdo 
C57, (H) GT direito C57, (I) GT esquerdo TRPV1-/- e (J) GT direito TRPV1-/-. Os lados expostos ao 

tratamento não diferem dos controles contralaterais. 
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Tabela 4 – Expressão relativa de RNAm de IL-1β, IL-6, TNFα e 
TRPV1 na GL de camundongos machos e fêmeas 
tratados com colírio BAC 0,2%, por PCR em tempo real 
(n= 5/grupo). 

 ♂ ♀ 

IL-1β p= 0,1620 p= 0,9876 

IL-6 p= 0,2041 p= 0,4081 

TNFα p= 0,0541 p= 0,4088 

TRPV1 p= 0,3773  p= 0,1145 

 

 
 
 

c) Queimadura de córnea com NaOH 1M 

A queimadura da córnea central com NaOH a 1 M, por 30 segundos, em 

camundongos C57 e TRPV1-/- foi avaliada 7 dias depois. Os olhos que tiveram as 

córneas queimadas tiveram secreção lacrimal média similar a de olhos de animais não 

queimados (2,10±0,60 e 3,20±0,37) de camundongos machos (Figura 12 A).  

A histologia corada com H&E da córnea de camundongos com queimadura de 

NaOH a 1M no olho direito dos grupos TRPV1-/- e C57 (controle). As córneas 

queimadas não tiveram aumento da espessura, porém, tiveram irregularidade estromal 

e epitelial, infiltrado leucocitário e desorganização da câmara anterior. A estrutura 

morfológica do gânglio trigêmeo e da GL exorbital não se alterou na histologia 

comparada aos controles (Figura 12 B, C, E - J). 

A medida da espessura da córnea após a queimadura com NaOH 1M por 30 

segundos, avaliada após os 7 dias de queimadura não apresentou diferença 

significativa entre os olhos queimados do grupo de camundongos TRPV1-/- e C57 

(p=0,1202) (Figura 12 D).  
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Figura 12 – Queimadura da córnea de camundongos com NaOH 1M. (A). Secreção lacrimal realizada através do 

teste fenol vermelho nos OD dos animais dos grupos TRPV1-/- e C57, submetidos a queimadura alcalina 
com NaOH a 1M, por 30 segundos e examinados 7 dias depois (n= 5/grupo, p=0,7634). (B, C, E – J) 
Aspecto histológico da córnea, GL e GT de camundongos TRPV1-/- e C57. (B e E) H&E de GL e córnea 
de camundongo C57, (C e F) GL e córnea do camundongo TRPV1-/-. (Magnificação de 200x (GL) e 400x 
córnea) e (G) GT esquerdo camundongo C57, (I) GT direito camundongo C57. (Magnificação de 400 
x).(D) Espessura da córnea (µm) após queimadura com NaOH 1M comparando entre as córneas do OD 

(queimadas) dos camundongos C57 e TRPV1-/-. (n= 5/grupo, p=0,1202). 
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5. DISCUSSÃO 

O presente estudo demonstrou a presença do receptor TRPV1 em epitélio de 

córnea, revelou também a sua funcionalidade ao demonstrar o influxo de cálcio e o 

aumento de citocinas pró-inflamatórias diante do estímulo com seu agonista, a 

Capsaicina.  

 Ainda que os receptores vanilóides de potencial transitório sejam estudados na 

córnea, e sua expressão seja conhecida em outros tecidos epiteliais, essas 

observações em epitélio em cultura primária esclarece as divergências sobre 

resultados envolvendo o papel de terminações nervosas e células de linhagem 

geneticamente modificadas, e confirma achados em culturas primárias de epitélio e na 

camada basal do epitelio de outras espécies (Sidhaye, Guler et al. 2006, Zhang, Yang 

et al. 2007, Pan, Wang et al. 2011). 

 Esperava-se que a a combinação de CAP e CPZ tivesse um efeito nulo ou 

próximo ao controle em cultura celular. Curiosamente, tal associação resultou no maior 

aumento do TNFα nas amostras de cultura, além de elevação de IL-1β superior ao 

CAP isoladamente, e a maior redução das células viáveis na cultura celular (Figura 5). 

 A explicação para tais eventos pode estar relacionada com a dose das substâncias e 

bloqueio de mecanismo fisiológico de manutenção das atividades celulares, seguida de 

morte celular mediada por esses fatores.  

 O DM, que produz reconhecidas e profundas alterações na córnea e GL levando 

a olho seco e problemas de epitelização e cicatrização atribuidos a cornea neuropática, 

não levou a alteração na expressão do TRPV1 nesses tecidos, dentro do período 

estudado. Por outro lado, o RNAm das citocinas IL-β e IL-6 tiveram a expressão 

diminuída na córnea dos ratos com DM e uma tendência de diminuição do IL-6 também 

na GL desses. Em um estudo prévio, se observou aumento de IL-1β e TNFα na lágrima 

de ratos com DM, após 10 semanas de doença. Esses achados podem representar 

momentos distintos da doença (Boel, Selmer et al. 1995, Alves, Calegari et al. 2005, 

Cousen, Cackett et al. 2007, Ziegler, Papanas et al. 2014). Em fases mais tardias, a 

instalação da córnea neuropática, pode configurar um quadro mais completo de 

alterações da relação neuroimune relacionados à progressão dessa doença e o seu 
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entendimento pode abrir caminhos para alternativas terapêuticas para a ceratite 

neurotrófica do DM, incluindo bloqueadores dessas citocinas.  

 Por outro lado, a ação reconhecidamente neurotóxica do BAC, na forma de 

colírio, principlamente no tratamentodo glaucoma, leva a ceratite, denervação, redução 

da secreção lacrimal e outras complicações (Baffa Ldo, Ricardo et al. 2008, Marques, 

Alves et al. 2015). Nesse modelo de córnea neuropática, o TRPV1 parece ter papel 

relevante e precoce (já com 7 dias), desde que usado em concentração 10 vezes 

superior a presente nos colírios. O nosso estudo revelou a redução do RNAm do 

TRPV1 na GL e uma tendência bem nìtida da redução desse na córnea, além de 

redução TNFα e tendência à redução de IL-1β e, sugerindo que a redução desses 

mediadores inflamatórios acompanhe a redução do TRPV1 e portanto poderia ser em 

parte mediada por esse receptor, que detectas as alterações no ambiente 

 Os camundongos TRPV1-/- propiciaram uma série de observações 

comparativas com os modelos animais que normalmente possuem esse receptor. 

Estudos anteriores revelam que a cicatrização da queimadura alcalina da córnea é 

atenuada e permite melhor recuperação da transparência nos animais TRPV1-/- 

(Okada, Reinach et al. 2011). No presente estudo os animais tiveram fenótipo geral e 

ocular, histologia e secreção lacrimal similar aos camundongos-controles. Eles também 

não tiveram diferença entre os sexos feminino e masculino. O único aspecto fenotípico 

que mais chamou a atenção foi a espessura do epitélio da córnea maior que nos 

animais C57. 

 Em resposta a três níveis de intensidade de agressão à córnea, os 

camundongos demonstraram respostas distintas dos controles.  

 Diversos aspectos comportamentais e reações a estímulos foram avaliados em 

camundongos TRPV1-/- com diferentes respostas dependendo da natureza do 

estímulo e fase da vida (Caterina, Leffler et al. 2000, Toth, Szoke et al. 2011, Wanner, 

Garami et al. 2011). Pela primeira vez a provocação com gota única, tópica ocular de 

CAP foi avaliada. Esse experimento revelou menor sensibilidade corneana nos 

camundongos TRPV1-/-, medida pelo movimento de coçar o olho, do que nos 

controles.  
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 Nos camundongos submetidos a 7 dias de aplicação tópica de BAC, os machos 

TRPV -/- tiveram maior redução na secreção lacrimal e maior redução na espessura do 

epitélio da córnea, comparados aos C57 submetidos ao mesmo tratamento, sugerindo 

uma sucetibilidade ainda maior a esse agente neurotóxico do que as linhagens que 

expressam normalmente o TRPV1 (Marques et al. 2015).  

A queimadura da córnea com NaOH é um problema ocular grave, e como 

mencionado acima, já foi demonstrado que a ausência do TRPV1 reduz o dano 

tecidual, provavelmente por atenuar a resposta inflamatória (Okada, Reinach et al. 

2011). Os nossos experimentos confirmam essa melhor restauração tecidual e 

indicaram que a espessura do epitélio foi maior após 07 dias de queimadura do que 

nos controles. Além disso, a estrutura da GL não foi alterada. O GT do lado queimado 

também não foi alterado, como ocorreu em camundongos normais em um estudo 

recente (Ferrari, Bignami et al. 2014). Isso sugere que a falta do receptor TRPV1 pode 

estar comprometendo a transmissão axonal e repercussões inflamatórias nos tecidos 

anexos.  

 Em resumo, o presente estudo revela as interações do receptor de canal iônico 

TRPV1, presente no epitélio da córnea, com as respostas celulares, teciduais e 

comportamentais a diferentes estímulos nocioceptivos agudos e condições 

neuropáticas como o DM e colírio de BAC.  
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6. CONCLUSÃO  

O estudo concluiu que TRPV1 e CB1 estão expressos nas células epiteliais de 

córnea de ratos e o RNAm de TRPV1 também na de camundongos e ratos e na GL de 

ratos. Os estímulos externos induzem efeitos intra-celulares, parácrinos, 

comportamentais e histológicos mediados pelo TRPV 1.  

 

6.1.Conclusões Específicas 

1. Os receptores CB1, TRPV1 estão presentes em epitélio de córnea em cultura 

primária e a induzem a resposta inflamatória pelos seus agonistas.  

2. A doença da córnea induzida por BAC a 0,2% alterou a expressão do RNAm do 

TRPV1na GL e da citocina TNF-α em córnea de ratos. O DM por 5 semanas diminuiu a 

expressão de citocinas IL-6 e IL-1β na córnea, sem alterar a expressão de TRPV1.  

3. A superfície ocular de camundongos TRPV1-/- bem como os aspectos físicos e 

histológicos oculares são normais, comparados aos controles C57. Estímulos 

nocioceptivos revelaram diminuição da sensibilidade, modulação de citocinas no caso 

do estímulo com BAC e na espessura epiteliais tanto no BAC como na queimadura 

com NaOH.  
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