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RESUMO

DIAS, L.C. Identificacdo e acOes do receptor vanildide de potencial transitorio 1
(TRPV-1) na superficie ocular e glandula lacrimal. 2015. 85 p. Dissertacao
(Mestrado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo,
Sao Paulo, 2015.

Doencas da cornea estdo entre as principais causas de cegueira e 0S mecanismos de
lesdo e reparacdo estdo em grande parte concentrados no epitélio, porém os
mediadores e alvos para possiveis intervencfes terapéuticas sdo pouco conhecidos.
Nas agressdes ao epitélio da cérnea, a ativacdo dos receptores vanildides de potencial
transitorio 1 (TRPV1) leva a sinalizacdo inflamatéria e cicatricial. O objetivo desse
trabalho foi identificar os mecanismos de sinalizacédo e resposta do TRPV1 na cérnea
de animais experimentais. O cultivo de células epiteliais de cérnea de ratos foi usado
para a identificacdo de receptores TRPV1 e canabindide (CB1) por western blot, influxo
de calcio e resposta de citocinas medidas ap6s estimulo com Capsaicina a 1uM (CAP)
por ELISA. Ensaio quantitativo de PCR em tempo real (RNAmM) e a investigacao
histolégica e imunohistoquimica foram usados na cornea e glandula lacrimal (GL) apés
estimulos nocioceptivos ou inflamatérios em modelos animais, sejam ratos com
Diabetes Mellitus (DM) por 8 semanas ou expostos a cloreto de benzalc6nio a 0,2%
(BAC) por 7 dias. Camundongos TRPV1-/- foram comparados aos controles C57 sem
estimulo, ou sob estimulo Unico com Capsacina (CAP) a 1uM, cloreto de banzalcénio a
0,2 % (BAC) por 7 dias ou ap6s queimadura alcalina com NaOH a 1M. Os resultados
mostraram a presenca de TRPV1 em epitélio de cOrnea em cultura primaria, que essas
células respondem com influxo de calcio (p=0,0411) e aumento de TNFa e IL-13 ao
estimulo com o agonista CAP a 1uM (sendo maximo nas combinacbes de CAP com
seu antagonista Capsazepina e CAP com Win, um agonista canabindide, todos a 1uM).
Em ratos com DM ocorreu a reducdo da expressdo do RNAm de IL-1B e IL-6 na cOrnea
(p=0,0159, para ambos),e de TNF-a no grupo BAC (p=0,0159). Os camundongos
TRPV1-/- tem fendtipo fisico e ocular normal, porém reduzida sensibilidade a CAP 1uM.
O tratamento com BAC leva a diminui¢do da secrec¢ao lacrimal (p=0,0011) e na GL dos

camundongos machos e fémeas nao apresentaram diferenca na expressdo do RNAm



dos mediadores inflamatoérios IL-1B e TNF-a (p=0,1620, p=0,9876 e p=0,0541,
p=0,4088, respectivamente. A queimadura alcalina com NaOH 1M resultou em melhor
cicatrizacdo no grupo TRPV1-/-. Em conclusdo, o TRPV1 esta presente na cornea e
atua em resposta a agressoes externas. Situacbes adquiridas como DM e toxicidade
por BAC, reconhecidas como neuropaticas, diminuem a expressao de mediadores
inflamatorios associados a TRPV1. A auséncia genética de TRPV1 ndo altera o
fendtipo, mas resulta em menor sensibilidade a dor e melhor cicatrizacdo da superficie

ocular apds queimadura alcalina.

Palavras-chave: mediadores inflamatoérios, epitélio da cérnea, receptores, vias de

sinalizacao.
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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. Dissertacédo (Mestrado)
- Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Sdo 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 1uM. 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 IJuMCAP, BAC 0.2% for 7 days or after the alkali burn with 1M NaOH.
The results showed the presence of TRPVL1 in cornea epithelium in primary culture, also
that these cells respond to CAP 1 yuM with calcium influx (p=0.0411) and increase of
TNFa and IL-1B (being maximum at the CAP + CPZ combinations and Win + CAP,
respectively). In rats with DM the expression of IL-18 and IL-6 mMRNA was reduced in
the cornea (p=0.0159, for both), and TNF-a on BAC group (p=0.0159). The TRPV1-/-
mice have normal physical and ocular phenotypes but low sensitivity to CAP 1uM.
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-18 and TNF-a (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

11



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. Introducao



1. INTRODUCAO

Doencas da coérnea estdo entre as principais causas de cegueira e 0s
mecanismos de lesdo e reparacdo passam em grande parte pelo epitélio, porém os
mediadores dessas a¢fes sao pouco conhecidos. Mudangas no meio externo proximo
a cornea sao identificadas pela ativacdo dos receptores de potencial transitério (TRPS)
e isso desencadeia respostas inflamatorias e cicatriciais.

Estudos prévios indicam que o TRPV1 modula a liberacdo de mediadores
inflamatérios, interage com o receptor canabindide (CB1) e o receptor do fator de
necrose tumoral-a (TNFaR) e essas intera¢des regulam a resposta inflamatdria frente a
uma agressao ao epitélio da cérnea (Pan, Yang et al. 2011).

Camundongos “knockout” para o TRPV1 foram descritos e tem sido usados em
observacdes de neuropatias e resposta nocioceptiva (Caterina, Leffler et al. 2000). A

relacdo do TRPV1 com doencas da cornea precisa ser melhor compreendida.

1.1. Epitélio dacérnea

A cornea humana é composta de cinco camadas: epitélio corneano, membrana
de Bowman, estroma, membrana de Descemet e endotélio (Figural). Tem como
principal funcdo a protecdo da superficie do olho contra agressdes mecanicas e
invasdo microbiana e serve também para a absorcdo de nutrientes dissolvidos na
lagrima, como o oxigénio e a glicose. Na cérnea, o epitélio exerce uma funcdo mais
especializada, que é a Optica, ou seja, a de proporcionar uma interface lisa,
homogénea e transparente com o0 ambiente externo, necessaria a visao (Montes-Mico,
Cervino et al. 2010). Embora as caracteristicas das células epiteliais e da matriz
extracelular subjacente variem conforme a regido, (conjuntiva, o limbo ou a coérnea), a
mucosa ocular tende a reagir como um todo, em diversas enfermidades. Por isso,
essas doengas foram agrupadas sob o nome de “doengas da superficie ocular’(Nelson
1982).

Perdas na transparéncia estdo associadas com edema, desorganizacdo das
fibras estromais e subsequente opacificacdo. No entanto, sob condicfes fisiologicas
normais, a espessura da cérnea € mantida, apesar da continua absorcéo de liquido.
(Nelson 1982, Reinach and Pokorny 2008).
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O epitélio da cornea desempenha papéis importantes na manutencao da funcéo
e integridade da cornea. Defeitos epiteliais corneais resultantes de uma lesdo da
cornea, tais como uma queimadura quimica podem ser curados de forma inadequada e
levar a opacificacdo da cOrnea, neovascularizacao, infec¢cdo e perda visual (Reinach
and Pokorny 2008).

A renovacao das células epiteliais da cornea é essencial para a manutencdo da
transparéncia do tecido e acuidade visual. Esta funcdo é necessaria para a supressao
da infiltracdo patogénica para o estroma, bem como a manutengéo das propriedades
Opticas da cérnea. Este processo esta sob controle autdcrino e paracrino por uma seérie
de citocinas e fatores de crescimento. Eles interagem com 0s seus receptores na
camada basal para modular a proliferacdo e sincronizar os eventos associados a

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

Membrana Epitélio
Bowman

Membrana
Descement

Estroma

t

Endotélio

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

1.2. Superficie ocular

A superficie ocular (SO) compreende anatomicamente a mucosa margeada
pelas bordas palpebrais, estendo-se da conjuntiva tarsal a superficie anterior do bulbo
ocular, composta pela conjuntiva bulbar, limbo e cornea (Nelson 1982).

Histologicamente, a superficie ocular é composta por epitélio estratificado néo

gueratinizado da conjuntiva e da cOrnea. Essas células encontram-se firmemente
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aderidas umas as outras, apresentam distribuicdo uniforme e caracteristicas proprias e
do tecido de sustentacdo subjacente que variam conforme cada regido (Tseng and
Tsubota 1997, Faria e Souza, Romano et al. 2006).

O entendimento dos conceitos de superficie ocular e filme lacrimal e sua
integracdo como unidade funcional permitem categorizar de maneira mais apropriada a
maioria das doencas oculares externas, tornando a compreensdo de sua
fisiopatogénese mais completa e especifica e o direcionamento de métodos
propedéuticos e condutas terapéuticas mais eficazes (Nelson 1982, Tseng and Tsubota
1997, Pflugfelder, Solomon et al. 2000, Kinoshita, Adachi et al. 2001).

1.3. Glandulalacrimal

A glandula lacrimal (GL) € histologicamente formada por células acinares em
forma de piramide, com o &pice direcionado para o centro do limen e com sua porcao
basal separada da membrana basal por células mioepiteliais, que atuam como células
contrateis participando do processo de secrecdo. O espago entre 0s acinos é
preenchido por tecido conjuntivo que contém numerosos vasos sanguineos, nervos nao
mielinizados e leucocitos.

A lagrima contém diversos agentes atuando na vigilancia imunologica da
superficie ocular tais como, imunoglobulinas, lactoferrinas, lisozimas e fatores de
crescimento responsaveis por estimulos de diferenciacdo e crescimento celular
imprescindiveis a renovacao epitelial e ao reparo de lesdes oculares. As principais
funcbes da GL sdo a sintese e a secrecdo de proteinas para o filme lacrimal que
protege e lubrifica a SO. O fluido lacrimal avalia os tecidos da superficie ocular,
inflamacgéo e funcdes da GL além de doengas como olho seco (Sullivan, Rocha et al.
1998, Zhou, Zhao et al. 2012).

As GLs podem ser acometidas por doencas degenerativas que levam a uma
progressiva perda funcional, com consequente manifestagdo de olho seco e alteragdes
da SO. Tais doencas degenerativas podem ser decorrentes de uma adenite autoimune
como a presente na Sindrome de Sjogren (Sullivan and Edwards 1997, Toda, Sullivan
et al. 1999), por alteracbes de carater indeterminado presentes em doencgas cronicas

como DM (Ramos-Remus, Suarez-Almazor et al. 1994, Seifart and Strempel 1994,
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Goebbels 2000), ou ainda nos processos fisiologicos relacionados ao envelhecimento
(Bromberg and Welch 1985, Schein, Munoz et al. 1997, Schein, Tielsch et al. 1997,
Zoukhri 2006). Esses figuram como o0s principais mecanismos de acometimento das
GLs.

1.4. Diabetes Mellitus

O Diabetes Mellitus (DM) € uma doenca metabdlica caracterizada por um
aumento anormal de glicose no sangue, que afeta cerca de 12% da populacdo no
Brasil (aproximadamente 22 milhdes de pessoas). Atualmente, mais de 250 milhdes de
pessoas convivem com a doenca, mas esse numero deve chegar a 300 milhdes, em
2025.

O DM é classificado como DM tipo 1 no qual ocorre destruigdo das células B das
ilhotas pancreaticas, usualmente levando a deficiéncia completa de insulina, ja que sua
producdo ocorre nesse orgao, podendo ser autoimune ou idiopatica. DM tipo 2: onde
ocorrem graus variados de diminuicao de secrecéo e resisténcia a insulina.

Existem outros tipos baseados em causas menos comuns, relacionados com a
funcdo da célula B, defeitos genéticos da acdo da insulina, doencas do pancreas
exdcrino, endocrinopatias, inducdo por drogas ou produtos quimicos, infeccées, formas
incomuns de diabetes e diabetes gestacional (American Diabetes 2015).

Em ambos os tipos 1 e 2 os fatores genéticos sao importantes, correspondendo
a 20-30% dos casos de DM tipo 1 e de 5-10% dos casos de DM tipo 2. Geralmente
essa predisposicdo genética resulta em disfuncdo do pancreas na producdo de
insulina. Pode ter origem tanto monogénica (um uUnico gene defeituoso em areas
centrais da producdo de insulina) quanto poligénica (varios genes em areas
secundarias) (Reis and Velho 2002, Fernandes, Pace et al. 2005).

O péancreas é o oOrgéo responséavel pela producdo do horménio denominado
insulina, o qual regula a glicemia. Para que as células das diversas partes do corpo
humano possam realizar o0 processo de respiracao aerobica é necessario que a glicose
esteja presente nas células. As células possuem receptores de insulina (tirosina

guinase) que quando acionados abrem a membrana celular para a entrada da glicose
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presente na circulacdo sanguinea. Uma falha na producéo de insulina resulta em altos
niveis de glicose no sangue, pois a glicose nao é dirigida ao interior das células.

A insulina é liberada no sangue pelas células B pancreaticas em resposta aos
niveis crescentes de glicose no sangue. A insulina é também o sinal de controle
principal para a conversao da glicose em glicogénio para armazenamento interno nas
células do figado e musculares. Quando os altos niveis de glicose permanecem por
longos periodos a glicose causa danos ao sistema circulatorio inclusive da retina,
levando a dificuldades de visdo conhecidas como retinopatia diabética. A visao
embacada € a queixa mais comum que leva ao diagnéstico de diabetes; o DM tipo 1
deve ser suspeito em casos de mudancas rapidas na visdo e DM tipo 2 geralmente
causa uma mudanga mais gradual.

A formagédo e acumulo de AGEs (“advanced glycation end products”) em suas
diversas vias moleculares e as alteracdes estruturais e funcionais desencadeadas
pelos processos de estresse oxidativo e ativacdo de mediadores inflamatérios tém sido
relatadas e avaliadas em diversos estudos e ensaios clinicos (Brownlee, Cerami et al.
1988, Baynes 1991, Brownlee 2001).

O DM prejudica a secrec¢do lacrimal e induz mudancas na GL e SO como
observado em estudos experimentais e clinicos (Goebbels 2000, Alves, Calegari et al.
2005, Wakuta, Morishige et al. 2007).

A coérnea diabética sofre disfuncdo celular e mecanismos de reparacao
disfuncional, que incluem erosfes recorrentes, cicatrizacdo de feridas, Ulceras e
edemas. Relacionada com a disfuncéo epitelial, pode ocorrer alteracbées 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 ha evidéncias de que seja uma doenca inflamatoéria. A
neuropatia diabética € um problema global que afeta aproximadamente 50% dos 26
milhdes de americanos e mais de 366 milhdes de pessoas no mundo com diabetes. Ela
€ a complicacdo 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 Ulceras nos
pés e amputacdo (Holman, Young et al. 2012). Na cOrnea, ocorre perda da
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sensibilidade e inervacao (Zhivov, Winter et al. 2013) o que pode estar relacionado com
defeitos epiteliais da cérnea.

As alteracdes na cornea também ocorrem na &rea do limbo, onde existem
células germinativas epiteliais da cérnea na juncdo cérneo-escleral que séo a fonte de
novas células para o epitélio central da cornea.

A hiperglicemia tem profundos efeitos sobre o olho. Na cérnea, causa
ceratopatia diabética, e na retina e corbide, pode matar células vasculares e neuronais.
Uma vez que o olho foi exposto a hiperglicemia a longo prazo, membranas basais
acumulam produtos avancados-finais de glicosilacdo toxicos e morte celular (Lutty
2013).

1.5. Receptor de potencial transitorio vanildide 1 (TRPV1)

Os TRPV1 séo canais de sensores celulares envolvidos na formacgéo da viséo,
audicéo, tato, olfato, paladar, temperatura e sensacao de dor. Estas funcdes se déo
através da ativacdo de vias de sinalizacdo celular e permite que a célula responda a
alteracdes ambientais benignas ou nocivas (O'Neil and Heller 2005, Plant and
Strotmann 2007, Wu, Gao et al. 2007).

Um outro tipo de ativacdo de TRP ocorre através de ligantes especificos.
Inicialmente, tanto compostos organicos sintéticos exdgenos 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 ativacdo do canal de TRP ainda nao esteja claro, o limite de
ativacéo é reduzido pelo influxo Ca®>* e mensageiros secundarios de acidos graxos para
permitir a abertura do canal que conduz a despolarizacdo 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 sobrevivéncia de todos os organismos (Voets 2012). O TRPV1 é ativado
a 43 °C (Tominaga and Caterina 2004).

Outra funcdo importante do TRPV1 é que a sua ativagdo por capsaicina induz
aumentos na proliferacdo e migracdo celular através da ativagdo do receptor do fator
de crescimento epidermal (EGFR trans) (Yang, Wang et al. 2010). Este efeito
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estimulador de TRPV1 na promocéao da proliferacdo e migracao celular esta associado
com aumentos nos niveis de IL-6 (interleucina-6) e expressdo da substancia P, os
guais sao co-ativadores de fator de crescimento induzindo a cicatrizacado de feridas
(Sumioka, Okada et al. 2014).

Estudos in vivo para identificar os mediadores bioquimicos que sinalizam o
trauma ou leséo para a célula mostraram que uma determinada lesdo induz a formacéao
de numerosos metabdlitos que sdo conhecidos como ativadores de receptor de
potencial transitério vanildide 1 (TRPV1) e de outros receptores também expressos na
cérnea, como os receptores canabinoides (CB1) e de TNFa (Saika 2007, Di Marzo and
De Petrocellis 2010).

Esses receptores sao ativados por agentes ambientais, como patégenos,
produtos de degradacdo de tecidos, aumento da temperatura, pH<6 e estresse
hiperosmético, que levando a formacéo de endovanildides e endocanabindides, atuam
como agonistas de TRPV1 e de CB1 (Zhang, Yang et al. 2007, Yang, Wang et al.
2010). Agonistas seletivos foram identificados e sdo usados para determinar in vitro a
resposta na sinalizacdo intracelular a ativacdo desses receptores. Estes agonistas
seletivos incluem: WIN55 212-2 para o CB1, a capsaicina para o TRPV1 ou o TNF-a
para o TNFaR (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) € 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 sensacdo 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
estimulacdo e a despolarizacdo dos neurdnios sensoriais aferentes primarios (Holzer
1991), seqguida pela liberacdo de mediadores pro-inflamatérios (Southall, Li et al. 2003).
Apés administracdo repetida, estas respostas induzidas por capsaicina mostram uma
rapida dessensibilizacdo (Hayes, Hawcock et al. 1984, Green 1989, Dray 1992).
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Estudos bioquimicos e eletrofisiolégicos indicaram que a capsaicina facilita a
excitabilidade e conducéo elétrica em fibras C sensoriais ndo mielinizadas e corpos
celulares neuronais, aumentando a permeabilidade de sédio e de célcio (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 especificos 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 neurdnios bipolares esta envolvido no desenvolvimento de dor cronica.
Os corpos celulares estéo localizados no ganglio da raiz dorsal (DRG) e do géanglio do
trigémeo, a partir de onde eles enviam terminais que formam sinapses com 0s
neurbnios 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 sao 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 analogo de capsaicina, em tecidos de varias
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 vanildide (Szallasi
and Blumberg 1990). Em 1997, o receptor vanildide foi clonado em células de ratos a
partir do ganglio da raiz dorsal (DRG) e demonstrou ser um subtipo de canais
catidnicos nao seletivos relacionados com o receptor de potencial transitorio (TRP) da
familia de canais de ions (Caterina, Schumacher et al. 1997). Este receptor foi
nomeado como "subtipo” receptor vaniléide 1 (VR1). Mais tarde foi renomeado pelo
Comité de Nomenclatura da IUPHAR o "Receptor potencial transitério vanildide 1”
(TRPV1) (Clapham, Julius et al. 2005).

1.5.3. Canais de calcio
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Os receptores de potencial transitério (TRP) sdo uma superfamilia de proteinas
de membrana que é subdividida em sete grupos de acordo com diferencas na
sequéncia de aminoacidos (Pan, Yang et al. 2011).

Tais mudancas em diferentes subtipos de TRP sdo extraidas para a maior parte
através de aumentos transitérios do influxo de Ca®" intracelular como consequéncia da
ativacéo do canal. A magnitude e duracéo do afluxo de Ca* modulam as respostas de
sinalizagdo que induzem uma resposta homeostética ou letal. Portanto, identificar quais
os subtipos de TRP respondem as pressdes fisioldgicas e patogénicas impostas sobre
o tecido da cornea, pode auxiliar na identificacdo de medicamentos alvos novos.

Esta abordagem pode entdo ser utilizada para identificar drogas com subtipos
especificos ou técnicas genéticas para reverter as perdas da funcdo corneana que sao
causados por ma adaptacdo TRP. Neste ponto, é cada vez mais evidente que a termo-
TRP desempenha um papel importante na inducao de tal controle (Okada, Reinach et
al. 2011, Sumioka, Okada et al. 2014).

Apesar de existirem algumas indica¢fes relevantes de papéis de termo-TRP em
células da cornea, had poucas informacdes sobre os mecanismos celulares que
modulam a ativacao e desativacao do canal TRP em tecidos da cornea e células. Essa
percepcdo levou esfor¢cos para preencher essa lacuna de conhecimento, o que é
necessario para desenvolver drogas ou controle de expressdo de genes que possam

modular seletivamente o comportamento TRP sem ter efeitos secundarios.
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Figura 2 — Representacé@o esquemética de TRPV1 (receptor de capsaicina).
O TRPV1 modula forcas motrizes para a entrada de Ca®*" E um
canal ibnico e um receptor polimodal para varios metabdlitos
estimulos inflamatdrios, hipertonia, protons, de calor e de lipidios.
TRPV1 possui ativadores enddgenos, como endocanabinoides
(anandamida, NADA). TRPV1 também pode ser ativado por calor
(> 43 ° C) e é permeavel para monovalentes e divalentes como
outros canais catibnicos ndo especificos. Notavelmente, a
despolarizagdo da membrana (Vm 1) por canais TRPV1 resulta
em uma entrada de Ca®' via ORAL (adaptada de (Mergler,
Valtink et al. 2014))

O TRP sdo capazes de modular as forcas motrizes para a entrada de Ca®".A

despolarizacdo da membrana por PG resulta numa entrada de Ca?* da Orai reduzida.

1.6. Mediadores inflamatorios

As citocinas sdo mediadores da resposta inflamatéria em infecgbes e lesdes,
favorecendo a defesa e a cicatrizagdo de feridas. Diferentes tipos de células secretam
as mesmas citocinas, e cada citocina pode agir em diversos tipos de células. Este
fendmeno recebe o nome de pleiotropia. As citocinas influenciam a atividade,
diferenciacdo, proliferacdo e atracdo das células inflamatdrias podendo aumentar a
atividade de outras citocinas (pro — inflamatérias) ou atenuar a resposta inflamatoria.

O TNFa (fator de necrose turmoral alfa) € o protétipo da citocina pro-inflamatoria
pela capacidade de iniciar a cascata de ativacao de outras citocinas (Gordon, Lagan et

al. 2004). O TNFa pode ser liberado por diversas células, e exercer seus efeitos
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através da interacdo com o receptor do TNF tipo | (STNRF1), que tem sua expressao
aumentada apos a leséo celular (Schafers, Svensson et al. 2003).

O TNFa existe em duas formas: uma transmembrana de 26kDa e outra
secretada de 17kDa, ambas biologicamente ativas. E estruturalmente relacionado a
linfotoxina-a (LTa, também chamada TNF-f), tendo os mesmos receptores, TNFR1 (55
kDa) e TNFR2 (75 kDa). O TNFR1 é expresso em neurbnios e esta associado a
maioria dos efeitos bioldgicos do TNFa, incluindo respostas inflamatérias e apoptose.
Ja o TNFR2 é expresso principalmente em macréfagos e mondcitos no ganglio da raiz
dorsal, estimulando a proliferacdo de linfécitos-T, fibroblastos e células matadoras
naturais (Lin, Calvano et al. 2000, Zhang and An 2007).

De outro modo, a IL-1B (interleucina 1) interage com o receptor para IL-1 B tipo
| (IL1RI), ativando a proteina quinase C (PKC) especifica. Ha também, expressao
desses receptores no ganglio da raiz dorsal, sugerindo a acdo autdcrina e paracrina da
IL-1B no processo sensorial (Sommer and Kress 2004). E possivel que a IL-1B iniba a
habilidade das células glia em remover o glutamato da fenda sinaptica, contribuindo
para alta excitabilidade neuronal.

Em doencas que cursam com processo inflamatério agudo ou crénico, é possivel
gue as citocinas pro-inflamataérias (IL-18, IL-6, IL-8, TNFa) induzam o organismo a criar
uma série de respostas caracterizadas por febre, aumento do sono e da sintese de
proteinas pelo figado, reducdo da ingestdo de agua e de alimentos, aumento da
liberacdo de corticosterdides, alteracdo da atividade cerebral das monoaminas,
diminuicdo da atividade do cotidiano e da interatividade social e hiperalgesia (Watkins,
Maier et al. 1995). A IL-1B produz inflamacdo sistémica através da ativacdo da
ciclooxigenase-2, com a formacédo de PGE2 no hipotalamo anterior, causando febre.
Tem importante funcdo no desenvolvimento e na manutencdo da dor pds-operatéria
(Zhang and An 2007, Wolf, Livshits et al. 2008).

A IL-6 € uma glicoproteina de 22 a 27 KDa, secretada por muitos tipos de
células, como macréfagos, monacitos, eosindfilos, hepatécitos e da glia, sendo TNFa e
IL-1B potentes indutores daquela. Ela € uma mediadora de febre e ativa o eixo
hipotalamo-hipofisario-adrenal, usando os receptores a (IL-6Ra) e a subunidade gp130

(glicoproteina 130, membros da superfamilia de receptor de citocina de classe I). Tem
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relacédo estrutural com IL-4, fator inibidor de leucemia, eritropoietina e fator neurotroéfico
ciliar (Curfs, Meis et al. 1997).

Essa interleucina é um dos mais precoces e importantes mediadores de indugéo
e controle da sintese e liberagdo de proteinas de fase aguda pelos hepatdcitos durante
estimulos dolorosos, como trauma, infeccdo, operacdo e queimadura. Apos lesao,
concentracfes plasmaticas de IL-6 sdo detectaveis em 60 minutos, com pico entre 4 e
6 horas, podendo persistir por 10 dias. E considerado o marcador mais relevante do
grau de lesdo tecidual durante um procedimento cirdrgico, em que 0 aumento
excessivo e prolongado estd associado a uma morbidade pds-operatéria maior
(Gebhard, Pfetsch et al. 2000, Lin, Calvano et al. 2000).

1.7. Receptor Canabindide 1 (CB1)

Canais de TRPVL1 e subtipo de receptor canabindide 1 (CB1) sédo dois alvos de
drogas potenciais para reduzir a inflamacdo da cdérnea e também a perda de
transparéncia provocada por lesdo. A ativacdo de CB1 também poderia aumentar a
inducdo de TRPVL1 na liberacéo de IL-8. Estratégias para bloquear a ativacao induzida
por lesdo de TRPV1 ou promover ativacdo de CB1 pode fornecer novas abordagens
para melhorar a cicatrizacao de feridas da cérnea (Zhang, Yang et al. 2007, Mergler,
Valtink et al. 2010, Pan, Wang et al. 2011).
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Figura 3 — Via de transduc¢éo de sinal ca” ativadas pelo agonista de
CB1. O TRPV1 pode ser seletivamente ativado por
capsaicina (> 43 °C) ou bloqueados por capsazepina. O
receptor CB1 acoplado a proteinas Gi,pode ser ativado
por WIN. O TRPV1 ativado pela capsaicina, bloqueia
WIN, que leva a uma reducdo do ca” intracelular (1
[Ca2+]. Provavelmente, WIN também pode ativar
diretamente TRPV1 por um mecanismo independente
de CBL1. (adaptada de (Mergler, Valtink et al. 2014)).

1.7.1. Win 55,212-2

O Win 55,212-2 é um produto quimico descrito como um derivado
“aminoalkylindole” (AAl), e que produz efeitos semelhantes aos de canabindides, tais
como tetra-hidrocanabinol (THC), mas tem uma estrutura quimica 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 canabindides (Felder, Joyce et al.
1995), sendo um potente analgésico (Meng, Manning et al. 1998), em modelos de ratos
de dor neuropética.(Herzberg, Eliav et al. 1997). Ele ativa a p42 e a p44 MAP guinases

da via de sinalizacdo mediada por receptores (Bouaboula, Poinot-Chazel et al. 1995).
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1.8. Leséo corneana por NaOH e BAC

A coOrnea € um tecido avascular transparente localizado na parte mais exterior do
olho. Ela deve continuar a ser transparente para refratar a luz corretamente para a
visdo normal, apos regenerar de uma agressdo. O trauma ocular resultante de uma
gueimadura alcalina da cornea € um grave problema clinico e pode causar perda visual
permanente através da inflamacdo do tecido, fibrose, e formacdo de cicatrizes, e
subsequente opacificacdo (Brodovsky, McCarty et al. 2000).

A sequéncia da lesdo da cérnea apdés queimadura alcalina inclui inflamacao e
degradacdo da matriz da membrana basal epitelial, estromal (Ishizaki, Zhu et al. 1993,
Saika, Uenoyama et al. 1993) e células inflamatdrias. A ativacdo de fibroblastos
corneos (ceratécitos), formacdo de miofibroblastos, e cicatrizacdo de tecidos estdo
envolvidos na resposta de cicatrizacao de feridas em cornea com queimadura alcalina
(Ishizaki, Zhu et al. 1993, Saika, Kobata et al. 1993).

Nervos sensoriais da coérnea tém origem no ganglio trigémeo (GT) e através do
primeiro ramo do nervo trigémeo (oftdlmico) e um numero limitado de células
trigeminais (até 450) (Morgan, Nadelhaft et al. 1978, LaVail, Johnson et al. 1993) dao
origem a até 630.000 nociceptores da cérnea. (Marfurt, Kingsley et al. 1989).

O fato de o GT ser afetado pela inflamacdo da cornea pode ter implicacdes
clinicas significativas, uma vez que os nervos da cornea podem transmitir e perpetuar
as repercussoes da agressao no SNC (Ferrari, Bignami et al. 2014).

Lesbes envolvendo essas estruturas ndo sao bem compreendidas e estédo
associadas a cOrnea neuropatica e opacidade de cornea. Esse tipo de lesdo tem como
consequéncia uma das principais causas de cegueira no mundo, a cegueira corneana,
afetando 55 milhdes de pessoas a cada ano e deixando 19 milhdes de deficientes
visuais (Whitcher, Srinivasan et al. 2001).

Assim, as doencas da superficie ocular altamente prevalentes, como ceratite
infecciosa e olho seco, podem estar tendo repercussdes nos nervos periféricos. Além
disso, a crescente popularidade dos procedimentos cirdrgicos envolvendo as camadas
superficiais da cornea, onde os nervos estdo localizados, faz com que a lesdo do nervo

seja ainda mais frequente como, por exemplo, na cirurgia refrativa.
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O cloreto de benzalconio (BAC) é o conservante mais comumente usado em
gotas para os olhos e € conhecida pelos seus efeitos toxicos e pré-apoptoticos sobre a
superficie ocular (Debbasch, Brignole et al. 2001, Pauly, Meloni et al. 2009). E um
amonio quaternario que possui propriedades tensoativas que podem desestabilizar a
camada lipidica da pelicula lacrimal, aumentando assim a evaporacao da lagrima 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 &
agora claramente apoiado pela utilizagdo de BAC como um indutor de olho seco em
modelos experimentais. Estes resultados demonstram diretamente as interagdes entre
a pelicula lacrimal, a superficie ocular e BAC, através de possiveis interacdes com o
estresse hiperosmaético e condic¢des inflamatorias.

A fim de conhecer maneiras de modular a inflamacdo que ocorre durante a
cicatrizacdo de feridas na cérnea, nossos esforcos foram focados em determinar o
papel do TRPV1 na inflamacéo induzida sobre o epitélio in vitro e em modelos animais.

Nosso estudo foi concentrado nas observacbes da expressdo desses
mediadores, declinio ou aumento frente a agressdes, expressao de citocinas e

alteracbes comportamentais e histolégicas (Pan, Wang et al. 2011).
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2. OBJETIVOS
O objetivo geral do presente estudo foi identificar os mecanismos de sinalizacao
relacionados ao TRPV1 na resposta inflamatoria e proliferativa em células epiteliais da

cérnea.

2.1. Objetivos Especificos
1. Avaliar a expressao dos receptores CB1, TRPV1 em cultura primaria de epitélio

da cérnea e a resposta inflamatoria e proliferativa aos seus agonistas.

2. Determinar se a toxicidade por BAC a 0,2% ou o DM alteram a expressdo do
RNAmM do TRPV1 e das citocinas IL -183, IL-6 e TNFa em coérnea de ratos.
3. Observar os aspectos da superficie ocular de camundongos TRPV1-/- em

condicdes basais e seguindo estimulos nocioceptivos com CAP a 1uM, BAC a
0,2 % e NaOH a 1M.
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3. MATERIAL E METODOS

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 Ribeirdo Preto. Os animais foram acondicionados em
caixas adequedas, com racao e agua ad libitum.

Todos os protocolos de estudo seguiram os principios de cuidados com animais
de laboratério (NIH publicacdo n° 85-23) e as diretrizes da Association of Research in
Vision and Ophthalmology - ARVO e foram aprovados pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA) da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de S&o 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 leséo e

namero de animais utilizados nos experimentos (Tabela 1).
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Figura 4 — Desenho do estudo: andlises 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
Macho BAC 0,2% 5

C — Ratos Wistar

D — Camundongos TRPV1-/- e C57
E — Camundongos TRPV1-/- e C57
F — Camundongos TRPV1-/- e C57

G — Camundongos TRPV1-/- e C57

Macho e Fémea

Macho

Macho e Fémea

Macho

Controle 20
CAP1uM 10
BAC 0,2% 20
NaOH1M 10
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3.2. Cultura de células epiteliais da cornea

A cornea de ratos Wistar foram coletadas ap0s eutanasia com dose letal de
guetamina (0,15mL/kg) e xilazina (0,15mL/kg), colocadas em placas de Petri com 3,0
ml de solucdo balanceada Hanks-HBSS (GIBCO®, Invitrogen Co., CA, EUA) e sob
condi¢cBes de assepsia, utilizando o microscépio, as corneas foram fragmentadas com
pinca e tesoura cirurgicas delicadas e estéreis para retirada do endotélio, da Descemet,
do estroma e das regides centrais das corneas. A regido periférica da cornea foi
cortada em quatro partes, lavadas com 1,0 ml de Hanks-HBSS e inseridas com a face
voltada para baixo nos pocos de cultura (placa de 24 pocos) com o meio de cultura em
pH 7,4 (DMEM-F12 , gentamicina 50 pg/ml, antibiotic-antimycotic (100X) 1.25 pg/ml
(Invitrogen — GIBCO, BRL, Grand Island, NY, USA), soro fetal bovino (SFB) 10%
(Sigma-Aldrich Co., Mo, EUA), insulina humana 5ug/ml, DMSO 0.5%, hidrocortisona
0.5ug/ml, fator de crescimento epidermal recombinante humano (hrEGF) e toxina da
célera subunidade A 30ng/ml (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) incubadas em estufa
a 37°C com 5% de CO2. A troca do meio de cultura foi feita a cada dois dias e apés
cinco dias os tecidos foram removidos e a cultura foi analisada com microscépio
invertido, para a observacao da proliferacdo das células epitelias até que fosse obtido
um numero satisfatério de células para a realizacdo da modulacdo do meio de cultura

com 0s agentes propostos.

3.3. Modulacdo do meio de cultura

Uma vez estabelecida a cultura, as placas com amostras confluentes de células
epiteliais de cornea foram expostas a 1uM de agentes agonistas, tais como:
Win55,212-2 (Cayman Chemical, Michigan, USA), capsaicina (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA) e a 1uM de agente antagonista, tais como, a capsazepina (Cayman
Chemical, Michigan, USA), com o intuito de induzirem a inflamagé&o bloqueando ou néo
os receptores TRPV1, CB1 ou TNFaR.

Apo6s 1 hora, as amostras do meio de cultura e as células epiteliais da cornea

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

Apos 1 hora de exposicdo com os agentes estudados, o meio de cultura foi
removido e as placas foram lavadas e tripsinizadas com 300 ul de Trypsin-EDTA 0,5%
(Invitrogen — GIBCO, BRL, Grand Island, NY, USA). Apds 5 minutos de incubacéo e a
confirmacédo de que todas as células foram desprendidas dos pocos, adicionou-se 300
pl de meio de cultura e este conteudo foi transferido para tubos eppendorfs, sendo
centrifugados por 5 minutos a 1000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado de células foi ressuspenso com 1ml de meio. Misturou-se 10uL da
suspensao de células com 10 pL da solugao de Trypan Blue Solution 0.4% (Invitrogen -
GIBCO, BRL, Grand Island, NY, USA), constituindo uma solucdo de 1:1 (com fator de
diluicdo 1). Apés homogeneizar, foi transferido 10ul desta solugdo para a céamera
especifica para leitura, no contador de células. A quantificacdo de células coradas ou
nao com o azul de tripan foi entdo realizada, utilizando-se o protocolo especifico do
contador de células Countess™ Automated Cell Counter (Invitrogen Corporation, CA,
EUA).

3.5. ELISA

Com a finalidade de investigar se a ativagao isolada e/ou conjunta dos receptores
mencionados teve repercussdo na producdo e/ou liberacdo das citocinas pro-
inflamatérias e quimiotaxicas, apdés 1 hora, amostras do meio de cultura do epitélio da
cérnea que foram expostas aos estimulos agonista dos receptores TRPV1 e CB1lforam
submetidas a técnica de ELISA, utilizando os kits comerciais da Thermo Scientific
(Carlsbad, CA, USA) para dosagens de TNFa e IL-1[. A leitura foi realizada através da
espectrofotometria de luz, no aparelho SpectraMax M3 (Molecular Devices; Sunnyvale,

CA; USA), utilizando uma curva padréo de acordo com orienta¢des do fabricante do kit.

3.6. Western blotting

Para obter a extracao total de proteina, as amostras de células epiteliais da cérnea
foram solubilizadas com 50ul de tampé&o RIPA contendo: Tris (50mM), NaCl (150mM),
EDTA (1,27mM), detergentes Triton X-100 (1%), deoxicolato de sddio (0,5%), SDS
(0,1%) e Halt™ 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 insoltvel.

A concentracao total de proteinas foi dosada pelo método de Pierce BCA Protein
Assay Kit (Thermo Scientific, USA).

Posteriormente, amostras contendo 10ul de extrato de proteinas foram tratadas
com tampdo Laemmli aquecido e submetidas a eletroforese, usando gel de
acrilamida/bisacrilamida Mini-PROTEAN TGX ™ Gels (Bio-Rad, United States) de 4 a
15% para a separacédo das proteinas (60 ug proteina/poco).

As proteinas 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 especificos de acordo com o tamanho da proteina.

As membranas de nitrocelulose foram bloqueadas com albumina de soro bovino
(BSA) 5% em TBS-T (10 mM Tris HCI [pH 7,4], 150 mM NacCl, 0,1% Tween 20) por 1
hora e incubadas com anticorpos primarios, overnight a 4°C. (Tabela 4).

No dia seguinte, as membranas foram lavadas com tampado TBS-T e incubadas
por 1 hora com o anticorpo secundario conjugado com HRP. Foi utilizada uma proteina
de referéncia como controle endégeno GAPDH (Cell Signaling) para a normalizacdo da
expressdo. A expressao das proteinas foi detectada por quimioluminescéncia Kit ECL
Prime Western blotting Detection Reagente (GE Healthcare, UK), sendo o sinal captado
pela camera 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).

42



Tabela 2 — Anticorpos utilizados nas técnicas de Western blotting e imunofluorescéncia
para cultura celular da cOrnea de ratos.

Peso
Anticorpos Fabricante N°. Cat Molecular Isotipo Concentracéo Diluicéo
(KDa)
Anti - TRPV1 | Santa Cruz | SC 12498 100 Goat 200pg/mi 1:500
Polyclonal
Anti - TRPV1 Novus NBP1- 100 Rabbit 1,30mg/ml 1:40
Biologicals 97417 Polyclonal
Anti - CB1 Abcam Ab-3558 60 Rabbit Img/ml 1:250
Polyclonal
Anti — Abcam Ab-27988 47 Mouse 80ug/mi 1:500
cytokeratin Monoclonal
B —actina Cell 4970 45 Rabbit 100pg/ml 1:250
Signaling Polyclonal
Anti — GAPDH Cell 2118S 37 Rabbit 100ug/ml 1:10000
Signaling Monoclonal

3.7. Ativacdo do TRPV1 monitorado pelo Ca* intracelular

As células epiteliais da cérnea foram plaqueadas, em um total de 2,0x10°/ml,em
placas de cultura de 96 pogcos com borda preta. A solugdo do corante Fura 4F-AM a
4uM (Molecular Probes) foi incubada com as células por 45 min, em estufa a 37°C, 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 - Citbmetro de Fluxo para analisar o influxo de calcio
intracelular através da absorbancia.

O registro das imagens e controle da fluorescéncia foi feita por programa de
computador e os registros digitais das imagens obtidas nas diferentes condigbes
experimentais, enquanto as células em cultura permanecem em perfusdo de meio de
cultura e a injecédo o estimulo com CAP 1uM ocorre de maneira direta.

A ativacdo do TRPV1 e o consequente aumento no influxo de Ca** foram
induzidos pela incubacdo com CAP a 1uyM em placas de cultura de 96 pogos com fundo
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em U e apoOs a obtencdo de padrdes com curvas de dose resposta a Capsaicina e

disponibilidade de Ca*" intracelular, mostrando a ativacédo de TRPV1.

3.8. Diabetes mellitus

Os animais do grupo B foram induzidos ao diabetes mellitus por Streptozotocina
(60mg/kg) e apos 3 dias, foi medida a glicemia para avaliar se os ratos estavam com a
doenca ou nao, com o aparelho Accu Check Active (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany). Foram utilizados 10 animais sendo que houve perda de 2 por morte.

3.9. Lesdes corneanas
As lesdes corneanas se caracterizaram pela agressividade, sendo o colirio de
capsaicina mais branda, depois tratamento com BAC moderada e a queimadura

alcalina como a mais agressiva.

3.9.1. Colirio de Capsaicina 1uM
Os animais do grupo E receberam aplicacdo tépica de 50uL de colirio de
capsaicina 1uM no olho direito e durante 1 min analisamos a quantidade de toque da

pata no olho desses animais através de filmagem.

3.9.2. Colirio BAC 0,2%
Os animais dos grupos C e F foram tratados durante 7 dias, 2 vezes ao dia, com
colirio 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 ap6s a queimadura foi instilado solugdo salina no mesmo olho
durante 1 min.

Apoés 1 hora da aplicacéo do colirio de Capsaicina a 1uM, 7 dias de aplicacéo
com o colirio BAC a 0,2% e 7 dias apos a queimadura alcalina foram realizados os
testes a segquir.
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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) sdo corddes impregnados
com vermelho de fenol, um indicador de pH, que muda de amarelo para vermelho
guando absorve a lagrima que € ligeiramente alcalina, foi utilizado para quantificar em
milimetros (mm) a lagrima dos animais através dos corddes, 0s quais tiveram sua
borda dobrada a 3mm da extremidade superior para facilitar sua fixagdo na borda
palpebral inferior e foram retirados apés 15 segundos (Barabino 2005).

3.11. Avaliacdo da cérnea

Para determinar se houve lesGes na cérnea dos animais dos grupos D, F e G
guando comparados aos seus respectivos controles foram realizados exames oculares
com lampada de fenda (Carl Zeiss, Ltda - Alemanha) e registro fotografico (DSC-W5,
Sony Ltda - Japdo) com o uso de 1 gota de colirio de fluoresceina sédica (Allergan

Produtos Farmacéuticos, Ltda — Brasil) em cada olho.

3.12. Coleta de tecidos
Foram colhidos os tecidos: ganglio trigémeo (GT), glandula lacrimal (GL) e globo
ocular (GO) para realizacdo da coloracdo com hematoxilina de Harris e eosina (H&E),

ensaios de imunofluorescéncia e PCR em tempo real.

3.13. Coloragé&o 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 a 60°C para inclusdo em
blocos. Foram realizados cortes de 6 pum de espessura no microtomo Leica Jung
RM2065 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha). Os cortes foram
desparafinizados em xilol, rehidratados em série decrescente de etanol e lavados em
agua destilada. A seguir, foram corados com solu¢cdo de Hematoxilina por 2 minutos,
lavados em agua corrente, imersos em Eosina por 2 minutos, e novamente lavados em

agua corrente. Posteriormente, as laminas 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. Imunofluorescéncia

Os tecido foram congelados em Tissue-Tek O.C.T. (Optimal Cutting Temperature)
e utilizadas laminas silanizadas com cortes congelados de 10 um de espessura,
colocados em solucdo de formoldeido 4% em PBS por 15 min. Incubado o anticorpo
primario anti-TRPV1 (Novus Biologicals, NBP1-97417, USA) diluido 1:40 em PBS+BSA
por 2 horas e apds as lavagens com PBS, foi incubado o anticorpo secundario anti-
rabbit por 1 hora. A montagem foi feita com ProLong® Gold Antifade Reagent with

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

3.15. Ensaio quantitativo de PCR em tempo real para TRPV1, CB1, IL-6, IL-18 e
TNF-a.

A PCR em tempo real foi usada para identificar a expresséao relativa do RNAm de
TRPV1, CB1, TNFa, IL-6 e IL-1B (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) (Tabela 2)
nas glandulas lacrimais e corneas dos grupos de animais em estudo A, B, C e F
(Tabela 3). Como controle enddégeno usamos a B-actina (Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA) para normalizagao interna.

O RNA total foi extraido utilizando o Kit Pure Link™ RNA Mini kit (Ambion by Life
Technologies, USA). Foi utilizado o Kit DNA-Free DNase Treatment & Removal
(Ambion by Life technologies, USA) para retirar contaminacdo de DNA genémico.

As amostras contendo 250ng de RNA total foram utilizadas para sintese 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 reacdo de amplificacdo foram utilizados: cDNA, sondas de hidrolise
(TagMan), iniciadores e TagMan Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, USA). A reacado de amplificacdo ocorreu de acordo com a seguinte
ciclagem: 1 ciclo a 95°C por 20 seq, 40 ciclos a 95°C por 1 seg e 60°C por 20 seg. Foi
realizado o teste de eficiéncia para todas as sondas de hidrolise. Considerou-se
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aceitavel a eficiéncia na faixa de 90 a 110%. Para o calculo da expressao foi utilizado o
método 2744CT,

Os resultados da quantificagdo da expressao 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).
Numero de catdlogo Numero de Catédlogo

Genes Ratos Camundongos
TRPV1 Rn00583117_m1 MmO01246302_m1
CNB-1 (CB1) Rn00562880_m1 MmO01212171_s1
TNF-a Rn99999017_m1 MmO00443258 m1l
IL-6 Rn00580432_m1 MmO00434228 m1
IL-1B Rn01410330_m1 MmO00446190 m1
B-actina Rn00667869 ml MmO00607939 sl

3.16. Anélises estatisticas

Os dados coletados foram comparados entre os grupos em estudo e seus
respectivos controles pelo teste Mann-WhitneyU para dados continuos e teste de
Fisher para dados categéricos (GraphPad 5.0 software; Prism, San Diego, CA). Valores
densitométricos da sequéncia de RNAmM mencionado e proteinas sado apresentados
como a razéo de B-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 relacdo de
seus valores comparados aos controles. As relacbes obtidas na unidade arbitraria
foram entdo submetidas a analise estatistica 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 cornea e resposta a estimulos ao TRPV1 e
CB1

As culturas primarias de células epiteliais da cornea de ratos demostraram
confluéncia de 80% por volta do 7° dia e concentracéo de células de 8,5x10%/ml + 26,17
e viabilidade de 60,18+10,23 % ap0s a interrupgdo da cultura no 7° dia (Figura 5A).

A confirmacdo da linhagem de células epiteliais se deu pela positividade a
proteina de citoesqueleto, pancitoqueratina, da presenca do receptor para TRPV-1 pela
positividade na reacdo com o anticorpo anti-VR1, da presenca do receptor canabindide
pela positividade com o CB 1 e da possibilidade de normalizar os resultados com a
expressdo da proteina B-actina pela demonstracdo da linearidade da expressao dessa
com a exposicdo de concentracdes crescentes de proteina 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
primaria da cérnea de ratos Wistar machos.

No 7° dia, apds a confluéncia da cultura em cerca de 80%, apds a troca do meio
de cultura, o estimulo por 1 hora, com 0s seguintes agentes nas respectivas
concentragbes CAP (1pM) (agonisa de TRPV1), CPZ (1uM) (antagonista de TRPV1),
Win (1uM) (agonista de CB1), Win + CAP (1uM e 1uM, respectivamente) e CAP+ CPZ
(1uM e 1uM, respectivamente), observou-se queda no numero de células viaveis no
sobrenadante apds a tripsinizacdo dessas células. Os grupos onde as células
receberam estimulo de CAP+CPZ tiveram o numero de células viaveis no
sobrenadante reduzido a zero, indicando toxicidade dessa combinacgao (Figura 5C).

A producédo de TNF-a (barras brancas) e interleucina 1B (IL-1B) (barras pretas)
no sobrenadante da cultura em resposta aos mesmos estimulos foi nula diante da
exposicdo de CPZ a 1uM e maxima com a combinacdo de CAP + CPZ (1uM e 1uM,
respectivamente) (Figura 5D). Esses niveis aumentados de TNFa cujos efeitos pro-
apoptéticos ja sdo conhecidos, podem explicar a auséncia de células epiteliais de

cornea viaveis no sobrenadante das culturas.
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Os niveis IL-1B foram nulos nas amostras controles e tiveram maior aumento
nas condicdes de estimulo por CPZ a 1uM e estimulo combinado de Win+CAP (1uM e
1puM, respectivamente) (Figura 5D). Esses achados indicam que a combinacdo de
CAP+ CPZ teve a capacidade de reduzir o efeito pro-inflamatério da CPZ, mas que a
os estimulos simultdneos de TRPV1 e CB1 com CAP+Win levaram a um estimulo
secretor de IL-1p.

O ensaio de influxo de célcio avaliou a entrada de Ca?* nas células epiteliais de
coérnea de ratos em cultura apés o estimulo direto de CAP 1uM para ativacdo de
TRPV1. Observamos um aumento do influxo de Ca®** mediado pela CAP nessas células
(Figura 5E).
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Figura 5 — Cultura das células epiteliais da cornea e resposta a estimulos ao TRPV1 e CB1. (A) Confluéncia da
cultura celular primaria do epitélio da cornea de ratos wistar machos apds 7 dias com um namero total de
células de 60 e 70%. As imagens foram realizadas no microscépio invertido para cultura celular TCM400
(Labo America, Fremont, CA, USA) (magnificacdo de 200x). (B) Membrana de nitrocelulose com a
marcacao dos receptores Citoqueratina, Anti- CB1, 8 actina e Anti VR-1 como demostrado na intensidade
das bandas. (C) Comparac¢éo entre niUmero de células viaveis no sobrenadante (barras brancas) e aderidas
a placa apés 1 hora com estimulagdo de pogos controle e estimulados com CAP, CPZ, Win, Win+CAP,
CAP+CPZ cada um na concentracdo de 1uM, e nimero de células viaveis que estavam aderidas no fundo
da placa de cultura ap6s o estimulo (barras pretas) (n= 3pogos). (D) Produgéo de TNFa (barras brancas) e
IL1-B (barras pretas) no sobrenadante das células estimuladas ap6s 1 hora com agonistas e antagonistas
dos receptores de CB1 e TRPV1. A dosagem foi realizada através do método de ELISA com os kits TNFa e
IL1-B (Thermo Scientific, Carlsbad, CA, USA). A leitura foi feita no espectrofotbmetro SpectraMax (M3,
Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). (E) Influxo de célcio, marcado com fluorescéncia em células do
epitélio de cornea, pogos estimulados ou ndo com CAP a 1uM.
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4.2. Papel do TRPV1 em cornea e GL de ratos com DM

O ensaio de PCR em tempo real para RNAm de TRPV1, IL-6, IL-1B8 e TNFa,
mostraram expressao relativa similar de TRPV1 em DM e controle, tanto na cornea
como na GL, menor expressao de IL-6 nos dois tecidos do grupo DM, de IL-13 apenas
na cérnea e de TNFa apenas na GL (Figura 6A).

A analise comparativa da expressao da proteina do receptor TRPV1 em
homogeneizados de cérnea de ratos Wistar controle, comparados com diabéticos por
estreptozotocina (DM), apds 8 semanas de doenc¢a normalizado pelo GAPDH, no grupo
de DM resultou em grande variabildiade na expressdo relativa desse receptor e
auséncia de diferenca signifcativa comparada a cérneas de ratos controles saudaveis
(p=0,8857), confirmando os achados observados no qRT-PCR e WB (Figura 6 A-C).

A expressao de TRPV1 em cérnea e GL de ratos com DM induzido por injecdo
Unica de estreptozotocina, confirmou a presenca desse receptor nas camada apical do
epitélio e nas estruturas acinares da GL. As imagens sugerem gque 0s animais com DM,

apresentam maior expressao desse receptor (Figura6 F e I).
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Figura 6 — Papel do TRPV1 em c6rnea e GL de ratos com DM (A e B) Expressdo de RNAm por PCR em tempo real
em coOrnea e GL de ratos controles e DM. A comparagéo foi feita na expresséo de IL-1B, IL-6, TNFa e
TRPV1 entre controles (barras brancas) e DM (barras pretas), em homogenados de cérnea (A) e GL (B).
(C) Quantificagdo de TRPV1 na cérnea dos ratos diabéticos pela técnica de western blotting. Os valores
foram determinados pela relagcdo na densidade relativa de TRPV1/GAPDH (controle endégeno), indicando
um dos controles como 100% e fazendo o calculo relativo dos outros (n=8/grupo). (D — G) Expresséo de
TRPV1 por imunofluorescéncia de cérnea e GL. (D), (E) e (F) grupo DM em cérnea e(G), (H) e (I) grupo

DM na GL. (Magnificagcdo 200x, marcagao nuclear com DAPI).
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4.3. Papel do TRPV1 em coOrnea e GL de ratos tratados com colirio BAC 0,2%

A expressao do RNAm do TRPV1 ficou diminuida nas cérneas que receberam
BAC 0,2% e da mesma forma, as citocinas pré-inflamatorias IL-18 e TNFa tiveram sua
expressdo diminuida, nessas cérneas (Figura 7A). A expressdo do RNAm de IL-1, IL-
6 e TNFa ndo se alteraram na GL, porém o receptor TRPV1 teve uma diferenca

significativa, comparando tratados com BAC 0,2% e controles (Figura 7B).
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Figura 7 — Papel do TRPV1 em cdrnea e GL de ratos tratados com colirio BAC 0,2%. Expressao relativa do
RNAm de TRPV1, IL-1B, IL-6, e TNFa em cérnea (A) e GL (B) de ratos controle (barras brancas) e
tratados com BAC 0,2% (barras pretas).

4.4. A superficie ocular e resposta a agressao a cérnea nos Camundongos
TRPV1-/-

Os camundongos TRPV1-/- tem fendtipo fisico e ocular similar aos seus
congéneres selvagens (C57) (Figura 8 A-D). A medida da secrecéo lacrimal pelo teste
do fenol vermelho foi similar entre machos e fémeas do grupo TRPV1-/- e similar a
secrecdo das fémeas C57, porém inferior & secre¢cdo dos machos C57 (n=5/grupo,
p=0,0410) (Figura 8 E). A estrutura histologica da cornea e da GL também foi similar
entre os TRPV1-/- e os controles e entre machos e fémeas do grupo TRPV1-/- (Figura
8 F, G, | e J). A espessura da cornea foi maior no grupo TRPV1-/- comparado com o

grupo C57 (Figura H).
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Figura 8 — A superficie ocular e resposta a agressdo a cérneanos camundongos TRPV1-/-. (A e B) camundongos
C57 e (C e D) camundongos TRPV1-/-. (E) A medida da secrecao lacrimal pelo teste do fenol vermelho foi
similar entre machos e fémeas do grupo TRPV1-/- (3,20+0,80 e 1,50+0,50p=0,2008) e similar a secre¢éo
das fémeas C57 (1,00+0,57), porém inferior a secre¢do dos machos C57 (3,20+0,37) (n=5/grupo,
p=0,0410 (F e I) H&E de GL e cornea de camundongos C57 e (G e J) H&E de GL e coérnea de
camundongos TRPV1-/-.). (H) A espessura da cérnea 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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Trés formas de diferentes intensidades de agressdo a superficie ocular foram
induzidas nos camundongos TRPV1-/- para comparar as respostas comportamentais,
clinicas, morfologicas e moleculares com os seus controles camundongos C57. Séo
elas:

a) a provocacdo com gota Unica de colirio de Capsaicina a 1uM (CAP 1uM);
b) o tratamento com colirio de cloreto de benzalconio a 0,2% duas vezes por dia, por 7
dias,
¢) queimadura alcalina da cérnea com NaOH a 1M por 30 segundos.
Todas essas intervencbes foram feitas nos olhos direitos de TRPV1-/- e

controles e avaliados nos periodos indicados abaixo pos-agressao.

a) Provocacdo com colirio de CAP a 1uyM

A provocacao da superficie ocular com o colirio de CAP a 1uM induziu incbmodo
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).

N&o houve diferenca na secrecéo lacrimal, entre os OD dos camundongos dos 2
grupos, medida 30 minutos depois do uso de CAP a 1uM (Figura 9B). Também néo
houve alteracdo histolégica da GL ou da cérnea, avaliadas imediatamente apds 0 uso
do colirio de CAP a 1uM (Figura9 C, D, F e G).

A espessura da cOrnea, medida e cortes sagitais da cornea (2 horas) apos a
aplicacdo do colirio de CAP a 1uM foi semelhante entre os OD de TRPV1-/- e controles
C57 (Figura 9E). Esses dados sugerem que o colirio de CAP a 1uM ou 0 movimento
repetido da pata no olho pode ter induzido edema epitelial nos que receberam o colirio.

56



£

E

o

‘% 80+ p=0,0095 A
w*

2 — N

m -

= 60

o

L] ———

T 40-

e

3

T

S

o

L

£ 0 Y T

E 3 ¥

HE )

= < ‘\Q“

- 87
B B
E p=0,7406
= 81 R
E
T
84
°©
o
o 24
-~
-1 —r— —_—
(7}
0 T 1)
oé\ QQ"Y
&
30+
p=0,3930
254 e s—

]

—
o~
1

-
=

RN

Espessura do epitélio da cornea (um)

Figura 9 — Provocacao com colirio CAP a 1uM. (A) .Contagem do movimento de toque de pata no
olho dos camundongos C57 e TRPV1-/- apos a aplicagdo de 50pl de colirio de CAP1uM
durante 1 min foi maior no grupo C57 (controle); (p=0,0095). (B) Teste fenol vermelho na
medida da secrec¢do lacrimal dos OD de camundongos TRPV1-/- e controles C57 1 hora
apos aplicacdo do colirio de CAP1uM néo apresentou diferenca significativa entre os
grupos (p=0,7406). (C e F) GL e cérnea do grupo controle C57 e (D e G) GL e cérnea do
grupo TRPV1-/-. (E) Espessura da cornea também néo teve diferenga significativa entre os
grupos; (p=0,3930).
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b) Modelo de lesdo corneana por colirio BAC a 0,2%

A medida da secrecéo lacrimal apés o tratamento com BAC 0,2% pelo teste do
fenol vermelho foi similar entre machos e fémeas do grupo TRPV1-/- (1,40+0,37 e
1,12+0,35) e similar a secrecdo das fémeas C57 (1,25+0,36), porém inferior a secre¢ao
dos machos C57 (3,20+0,42) (n= 5/grupo; p=0,0011,) (Figura 10 A).

A espessura do epitélio da cérnea 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 nédo receberam colirio (Figura 10 D)

A histologia usando corante H&E da cornea, ganglio trigémeo (GT) e glandula
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 ndo expostos ao colirio de
BAC a 0,2 % (Figura 10B, C, E- J).

N&o houve diferenca significativa na expressédo de IL-1(, IL-6 ou TNFa entre as
GL tratadas ou nao tratadas com BAC a 0,2 % de TRPV1-/- e C57.
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Figura 10 — Modelo de lesdo corneana por colirio BAC 0,2%. (A) Teste fenol vermelho medindo a quantidade de
secrecdo lacrimal (mm) entre camundongos C57 e TRPV1-/- machos e fémeas, apés 7 dias de uso
tépico de BAC a 0,2% (n=5/grupo e p=0,0011).(D) Espessura do epitélio da cdrnea, os tecidos foram
colhidos no 7° dia (n=5/grupo, p=0,0284). (B e E) H&E de GL e cérnea de camundongos C57.(C e F)
H&E de GL e coérnea de camundongos TRPV1-/-. Aspecto histolégico 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 ndo diferem dos controles contralaterais.
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Tabela 4 — Expressao relativa de RNAm de IL-18, IL-6, TNFa e
TRPV1 na GL de camundongos machos e fémeas
tratados com colirio BAC 0,2%, por PCR em tempo real
(n= 5/grupo).

3 ?
IL-1B p=0,1620 p=0,9876
IL-6 p=0,2041 p= 0,4081
TNFa p=0,0541 p= 0,4088
TRPV1 p=0,3773 p=0,1145

c) Queimadura de cérnea com NaOH 1M

A queimadura da cérnea central com NaOH a 1 M, por 30 segundos, em
camundongos C57 e TRPV1-/- foi avaliada 7 dias depois. Os olhos que tiveram as
cérneas queimadas tiveram secrecao lacrimal média similar a de olhos de animais ndo
gueimados (2,10+0,60 e 3,20+0,37) de camundongos machos (Figura 12 A).

A histologia corada com H&E da cérnea de camundongos com queimadura de
NaOH a 1M no olho direito dos grupos TRPV1-/- e C57 (controle). As cérneas
gueimadas nao tiveram aumento da espessura, porém, tiveram irregularidade estromal
e epitelial, infiltrado leucocitario e desorganizacdo da camara anterior. A estrutura
morfolégica do ganglio trigemeo e da GL exorbital ndo se alterou na histologia
comparada aos controles (Figura 12 B, C, E - J).

A medida da espessura da cornea apds a queimadura com NaOH 1M por 30
segundos, avaliada apos os 7 dias de queimadura ndo apresentou diferenca
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 cérnea de camundongos com NaOH 1M. (A). Secrecéo 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 histolégico da cornea, GL e GT de camundongos TRPV1-/- e C57. (B e E) H&E de GL e cornea
de camundongo C57, (C e F) GL e cornea do camundongo TRPV1-/-. (Magnificacdo de 200x (GL) e 400x
cbrnea) e (G) GT esquerdo camundongo C57, (I) GT direito camundongo C57. (Magnificagcdo de 400
x).(D) Espessura da cornea (um) apés queimadura com NaOH 1M comparando entre as cérneas do OD
(queimadas) dos camundongos C57 e TRPV1-/-. (n= 5/grupo, p=0,1202).
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5. Discussao



5. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou a presenca do receptor TRPV1 em epitélio de
cornea, revelou também a sua funcionalidade ao demonstrar o influxo de célcio e o
aumento de citocinas pro-inflamatdrias diante do estimulo com seu agonista, a
Capsaicina.

Ainda que os receptores vanildides de potencial transitorio sejam estudados na
cornea, e sua expressdo seja conhecida em outros tecidos epiteliais, essas
observacBes em epitélio em cultura primaria esclarece as divergéncias sobre
resultados envolvendo o papel de terminacbes nervosas e ceélulas de linhagem
geneticamente modificadas, e confirma achados em culturas primarias 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 combinacdo de CAP e CPZ tivesse um efeito nulo ou
préximo ao controle em cultura celular. Curiosamente, tal associacao resultou no maior
aumento do TNFa nas amostras de cultura, além de elevacdo de IL-13 superior ao
CAP isoladamente, e a maior reducéo das células viaveis na cultura celular (Figura 5).
A explicacdo para tais eventos pode estar relacionada com a dose das substancias e
bloqueio de mecanismo fisiolégico de manutencédo das atividades celulares, seguida de
morte celular mediada por esses fatores.

O DM, que produz reconhecidas e profundas altera¢bes na cérnea e GL levando
a olho seco e problemas de epitelizacéo e cicatrizacao atribuidos a cornea neuropatica,
ndo levou a alteracdo na expressdo do TRPV1 nesses tecidos, dentro do periodo
estudado. Por outro lado, o RNAm das citocinas IL-B e IL-6 tiveram a expresséo
diminuida na cornea dos ratos com DM e uma tendéncia de diminuicdo do IL-6 também
na GL desses. Em um estudo prévio, se observou aumento de IL-13 e TNFa na lagrima
de ratos com DM, ap6s 10 semanas de doenca. Esses achados podem representar
momentos distintos da doenca (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
instalacdo da cornea neuropdtica, pode configurar um quadro mais completo de
alteracbes da relacdo neuroimune relacionados a progressdo dessa doenca e o seu
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entendimento pode abrir caminhos para alternativas terapéuticas para a ceratite
neurotréfica do DM, incluindo bloqueadores dessas citocinas.

Por outro lado, a acdo reconhecidamente neurotdéxica do BAC, na forma de
colirio, principlamente no tratamentodo glaucoma, leva a ceratite, denervacao, reducao
da secrecéo lacrimal e outras complicacdes (Baffa Ldo, Ricardo et al. 2008, Marques,
Alves et al. 2015). Nesse modelo de cornea neuropatica, o TRPV1 parece ter papel
relevante e precoce (ja com 7 dias), desde que usado em concentracdo 10 vezes
superior a presente nos colirios. O nosso estudo revelou a reducdo do RNAm do
TRPV1 na GL e uma tendéncia bem nitida da reducdo desse na cOrnea, além de
reducdo TNFa e tendéncia a reducdo de IL-1B e, sugerindo que a reducdo desses
mediadores inflamatérios acompanhe a reducdo do TRPV1 e portanto poderia ser em
parte mediada por esse receptor, que detectas as alteracbes no ambiente

Os camundongos TRPV1-/- propiciaram uma série de observacdes
comparativas com 0s modelos animais que normalmente possuem esse receptor.
Estudos anteriores revelam que a cicatrizacdo da queimadura alcalina da cornea é
atenuada e permite melhor recuperacdo da transparéncia nos animais TRPV1-/-
(Okada, Reinach et al. 2011). No presente estudo os animais tiveram fenétipo geral e
ocular, histologia e secrec¢ao lacrimal similar aos camundongos-controles. Eles também
nao tiveram diferenca entre os sexos feminino e masculino. O Unico aspecto fenotipico
gue mais chamou a atencdo foi a espessura do epitélio da cérnea maior que nos
animais C57.

Em resposta a trés niveis de intensidade de agressdo a cérnea, 0s
camundongos demonstraram respostas distintas dos controles.

Diversos aspectos comportamentais e reagdes a estimulos foram avaliados em
camundongos TRPV1-/- com diferentes respostas dependendo da natureza do
estimulo e fase da vida (Caterina, Leffler et al. 2000, Toth, Szoke et al. 2011, Wanner,
Garami et al. 2011). Pela primeira vez a provocacdo com gota unica, topica ocular de
CAP foi avaliada. Esse experimento revelou menor sensibilidade corneana nos
camundongos TRPV1-/-, medida pelo movimento de cocar o olho, do que nos

controles.
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Nos camundongos submetidos a 7 dias de aplicacdo topica de BAC, os machos
TRPV -/- tiveram maior reducdo na secrecao lacrimal e maior reducdo na espessura do
epitélio da cérnea, comparados aos C57 submetidos ao mesmo tratamento, sugerindo
uma sucetibilidade ainda maior a esse agente neurotoxico do que as linhagens que
expressam normalmente o TRPV1 (Marques et al. 2015).

A queimadura da cornea com NaOH é um problema ocular grave, e como
mencionado acima, j4 foi demonstrado que a auséncia do TRPV1 reduz o dano
tecidual, provavelmente por atenuar a resposta inflamatéria (Okada, Reinach et al.
2011). Os nossos experimentos confirmam essa melhor restauracdo tecidual e
indicaram que a espessura do epitélio foi maior apds 07 dias de queimadura do que
nos controles. Além disso, a estrutura da GL nao foi alterada. O GT do lado queimado
também ndo 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 transmissdo axonal e repercussfes inflamatérias nos tecidos
anexos.

Em resumo, o presente estudo revela as interacdes do receptor de canal iGnico
TRPV1, presente no epitélio da cornea, com as respostas celulares, teciduais e
comportamentais a diferentes estimulos nocioceptivos agudos e condicdes

neuropaticas como o DM e colirio de BAC.
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6. Conclusao



6. CONCLUSAO

O estudo concluiu que TRPV1 e CB1 estdo expressos nas células epiteliais de
cornea de ratos e 0 RNAm de TRPV1 também na de camundongos e ratos e na GL de
ratos. Os estimulos externos induzem efeitos intra-celulares, paracrinos,

comportamentais e histolégicos mediados pelo TRPV 1.

6.1.Conclusdes Especificas

1. Os receptores CB1, TRPV1 estdo presentes em epitélio de cornea em cultura
primaria e a induzem a resposta inflamatoria pelos seus agonistas.

2. A doenca da coérnea induzida por BAC a 0,2% alterou a expressdo do RNAm do
TRPV1na GL e da citocina TNF-a em cornea de ratos. O DM por 5 semanas diminuiu a
expressao de citocinas IL-6 e IL-1f3 na cOrnea, sem alterar a expressao de TRPV1.

3. A superficie ocular de camundongos TRPV1-/- bem como os aspectos fisicos e
histol6gicos oculares sdo normais, comparados aos controles C57. Estimulos
nocioceptivos revelaram diminuicdo da sensibilidade, modulagéo de citocinas no caso
do estimulo com BAC e na espessura epiteliais tanto no BAC como na queimadura
com NaOH.
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