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RESUMO

LEONELLI, M. Receptores vanildides TRPV1 na retina. 2010. 126 f. Tese
(Doutorado em Fisiologia e Biofisica) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Séo Paulo, S&o Paulo, 2010.

Dentro da enorme diversidade de neuromediadores e neurorreceptores clonados e
sequenciados nos Ultimos anos, destacamos neste estudo o sistema endovaniloide pelas
suas complexas acdes nos processos de multiplicacdo neuronal, maturacdo e modulagéo
sinaptica, resultando em uma série de respostas comportamentais e organicas, como o
desenvolvimento neural e a excitotoxicidade, o controle da dor, o aprendizado, 0
controle do apetite e da temperatura corporal, entre diversas outras fungdes. Nossos
resultados de imunoistoquimica, immunoblotting, RT-PCR em tempo real e DAF-2
geraram resultados a respeito do receptor de potencial receptor transiente, vanildide 1
(TRPV1) tanto na retina integra como em retinas de ratos submetidos a lesdo do nervo
optico. A expressdo do TRPV1 comeca em estagios pré-sinaptogénicos da retina. O
bloqueio farmacoldgico desse receptor nesse periodo diminui a apoptose fisioldgica que
acontece durante esse processo, havendo possivel envolvimento da sinalizacdo de MAP-
quinases. Na retina do animal adulto, observamos que a expressdao de TRPV1 é
amplamente difundida, envolvendo neurdnios, celulas endoteliais e células da microglia.
A ativacdo dos receptores TRPV1 é potencialmente citotdxica, e 0s mecanismos que
podem estar envolvidos incluem a liberacdo de glutamato e a excitotoxicidade, além da
liberacdo excessiva de NO e o estresse nitrosativo, resultando na alteracdo da expressao
de proteinas que indicam dano celular em células gliais de Miller. Pela utilizacdo de um
modelo de axotomia do nervo Optico que mimetiza certas caracteristicas encontradas no
glaucoma, evidenciamos que a lesdo prévia de células ganglionares sensibiliza o tecido
retiniano a citotoxicidade mediada pela estimulagdo de TRPV1. Porém, o blogueio de
TRPV1, tanto in vivo quanto in vitro, ndo inibiu a morte de células ganglionares
axotomizadas. Esses dados sugerem que o receptor TRPV1 parece estar associado com
a atividade sinaptica e a manutencdo da homeostase retiniana, como também pode estar
envolvido indiretamente com a degeneracdo celular que se segue a lesdo de axonios de
celulas ganglionares.

Palavras-Chave: Retina. Receptores vanildides. Desenvolvimento. Axotomia do nervo

optico. Oxido nitrico. Ratos.



ABSTRACT

LEONELLI, M. Vanilloid TRPV1 receptors in the rat retina. 2010. 126 p. Ph. D.
Thesis (Human Physiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo, S&o Paulo, 2010.

Among the large number of neuromediators and neurorreceptors that have been cloned
an sequenced in the past decades, we have chosen in this study the vanilloid system due
to its participation in neuronal division, maturation and synaptic modulation, thus
resulting in the control of several processes, such as neuronal development and
excitotoxicity, pain signaling, learning, feeding and the control of the temperature. We
used immunohistochemistry, immunoblotting, real time RT-PCR and DAF-2 in order to
study the transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1) receptors in the normal and in
the axotomized rat retina. TRPV1 expression in the developing retina begins before
retinal sinaptogenesis. TRPV1 blockade reduced the normal apoptosis in this period,
and MAPK signaling seems to be involved in this process. In the adult retina, TRPV1
are expressed in neuronal, endothelial and microglial cells. The activation of those
receptors is potentially cytotoxic, and glutamate release and further excitotoxicity and
nitrosative stress might be also involved. Axotomized retinal ganglion cells were
sensitized to TRPV1 citotoxicity, but TRPV1 antagonism, both in vitro and in vivo, did
not reduce the loss of ganglion cell after axotomy. Our results suggest that TRPV1
receptors are involved in synaptic function and homeostatic control in the retina.
Moreover, TRPV1 seems to be indirectly involved in cellular degeneration that follows
the section of retinal ganglion cell axons.

Key words: Retina. Vanilloid receptors. Development. Optic nerve axotomy. Nitric

oxide. Rats.



1 INTRODUCAO

1.1 Organizacao celular da retina

A retina é um excelente modelo para o estudo da comunicacdo neuronal, visto
que possui apenas cinco tipos béasicos de neurdnios, que podem ser facilmente
localizados em trés camadas celulares. Os fotorreceptores constituem a camada nuclear
externa (ONL); as células horizontais, as bipolares, e as amacrinas formam a camada
nuclear interna (INL); e uma ultima camada leva o nome das células que a compdem, a
camada das células ganglionares (GCL) (RAMON Y CAJAL, 1952; WASSLE e
BOYCOTT, 1991). Essas células estabelecem uma grande diversidade de sinapses
quimicas e elétricas, utilizando-se de uma enorme quantidade de neuromediadores, que
apesar de concentrados em apenas duas camadas plexiformes, a camada plexiforme
externa (OPL) e a camada plexiforme interna (IPL), geram uma exuberante gama de
relacBes interneuronais (WASSLE e BOYCOTT, 1991).

Essas relacdes estendem-se também aos macrogliocitos presentes na retina, as
chamadas células de Miller (NEWMAN e REICHENBACH, 1996) e os astrocitos
(NORTON et al., 1992). Em estudos recentes de immunoblotting e ensaios funcionais
para medir a producdo de segundos mensageiros (KUBRUSLY et al., 2005), foi
identificada a expressdo de neurorreceptores ativos como os dopaminérgicos D1a e
D1g, e dos nicotinicos de acetilcolina contendo a subunidade B-2, em culturas
purificadas de células de Miiller extraidas da retina de embrides de pintos. Desta forma,
aumentam as evidéncias de que as células de Miller, além das funcGes de sustentacdo
da homeostase no tecido retiniano, sofram regulacdo de sua atividade também na
dependéncia de moléculas classicamente envolvidas nos fenbmenos de
neurotransmissdo. Recentemente, também foi demonstrado que essas células tém o
potencial de adquirir caracteristicas de células progenitoras da retina e, apos lesdo
tecidual, podem servir como fonte de células para a regeneracdo da retina de aves
(FISCHER e REH, 2003). Ja os astrocitos retinianos encontram-se restritos a margem
vitrea, e participam tanto da manutencao da barreira endotelial e do controle vasomotor
da retina (METEA e NEWMAN, 2007), como também da manutencdo de adequada
comunicagéo interneuronal (RIDET et al., 1997).
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Nos mamiferos, as células ganglionares da retina projetam a grande maioria de
seus ax0nios para o nucleo geniculado dorsal e para o coliculo superior (RAMON Y

CAJAL, 1952), responsaveis pelo processamento central inicial da visao.

1.2 TRPV1

O receptor de potencial transiente vanildide-1 (TRPV1) foi clonado em 1997
(CATERINA et al., 1997), sendo previamente conhecido por receptor vanildide tipo 1
(VR1) ou como receptor de capsaicina (SZOLCSANYI, 2004). Atualmente, ele é
agrupado na familia dos receptores de potencial transiente (transient receptor potential —
TRPs) que inclui os receptores vaniloides (TRPVSs), os receptores canénicos (TRPCs),
os receptores de melastatina (TRPMs), os receptores de mucolipinas (TRPMLs), os
receptores de anquirinas (TRPAs), os receptores de policistinas (TRPPs), e o0s
receptores C sem potencial mecanorreceptor (TRPN) (PEDERSEN; OWSIANIK;
NILIUS, 2005).

A familia TRPV consiste de seis membros (TRPV1 a TRPV-6). Os TRPVs
formam tetrdmeros com o poro condutor de ions no centro dessa estrutura (JORDT e
JULIUS, 2002), mas podem ser encontradas combinag¢des homo e heteroméricas de até
oito subunidades (KEDEI et al., 2001). Hellwig e colaboradores (HELLWIG et al.,
2005), baseados em estudos de co-imunoprecipitacdo e ressonancia de transferéncia de
energia fluorescente, observaram que as subunidades TRPV1 a TRPV-4 formam uma
quantidade muito maior de homomultimeros, enquanto que as subunidades TRPV-5 e
TRPV-6 formam preferencialmente heteromultimeros. Estudos conduzidos em
mamiferos indicam que as subunidades TRPV1 e o TRPV2 formam receptores
heteroméricos em pequenas quantidades (HELLWIG et al., 2005; LIAPI e WOOD,
2005), o que pode modular a sensibilidade do multimero formado (CATERINA et al.,
1999).

O TRPV1 foi caracterizado como um receptor ionotrépico excitatorio,
relativamente seletivo a calcio e magnésio (PCa/PNa ~9,6; PMg/PNa ~4,99). O TRPV1
é um canal altamente promiscuo, e uma grande quantidade de ligantes pode ativa-lo. Os
ligantes enddgenos desse receptor séo conhecidos como endovaniloides. Eles s&o acidos
graxos derivados direta ou indiretamente do acido araquiddnico. Entre eles, temos: a

anandamida, que é uma etanol-amida do acido araquidénico (DEVANE et al., 1992); a
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N-araquidonoil-dopamina (NADA), que se acredita ser um conjugado direto entre acido
araquidoénico e a dopamina (HU et al., 2009); e os produtos da oxidagdo do &cido
araquidénico, como o 4&cido 12-(S)-hidroperoxi-eicosatetraendico (12-HPETE) e o
leucotrieno B4 (DE PETROCELLIS e DI MARZO, 2009). Alguns desses compostos,
como a anandamida e 0 NADA, podem ainda ativar o receptor canabindide 1 e, assim,
sdo chamados também de endocanabindides. O receptor TRPV1 também pode ser
ativado por fatores alterados no microambiente neuronal, como o calor (temperatura
maior que 43 °C), pH abaixo de 5,3 (CATERINA et al., 1997), e por estresse mecanico
da membrana celular (LIEDTKE, 2007).

O controle da producdo dos ligantes enddgenos do TRPV1 ainda ndo esta
completamente elucidado. Sabe-se que a anandamida é sintetizada sob demanda,
quando da estimulacdo neuronal. A anandamida é produzida pelas enzimas fosfolipase-
D hidrolizante de N-acil-fosfatidiletanolamidas (N-acyl-phosphatidylethanolamine-
hydrolyzing — NAPE-PLD), sendo degradada pela hidrolase de acido graxo amidado
(fatty acid amide hidrolase — FAAH) (DI MARZO e DEUTSCH, 1998). Por ser um
composto lipossoltvel, pode alcancar o meio extracelular e inclusive sitios sinapticos,
onde pode ser recaptada por um transportador de membrana (anandamide membrane
trasporter — AMT) (DI MARZO e DEUTSCH, 1998). A FAAH tem expressdao ampla
na retina de ratos adultos, localizando-se em bastonetes, células horizontais e células
amacrinas GABAEérgicas, indicando um complexo sistema de liberacédo e degradacédo de
anandamida na retina (YAZULLA et al., 1999). Recentemente, foi relatado que ha
diminuigéo da atividade do AMT e aumento da atividade da FAAH em retinas de ratos
que sofreram lesdo aguda por hipéxia (NUCCI et al., 2007), o que pode ser traduzido
funcionalmente como menor disponibilidade de anandamida nessas condices.

A atividade de TRPV1 tem sido correlacionada com uma pléiade de funcGes
tanto no sistema nervoso central como nos outros sistemas do organismo (DE
PETROCELLIS e DI MARZO, 2009; PEDERSEN; OWSIANIK; NILIUS, 2005). Em
sitios pré-sinapticos, 0 TRPV1 pode modular liberacdo de neurotransmissores, como o
glutamato (MARINELLI et al., 2002). Estudos de imunoistoquimica (TOTH et al.,
2005) e RT-PCR (MEZEY et al., 2000) indicam uma ampla distribuicdo do TRPV1 em
areas como o0 hipocampo, cortex, cerebelo, bulbo olfatério, mesencéfalo e

rombencéfalo, em neur6nios, em pericitos e em astrdcitos, o que pode indicar multiplas
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funcdes deste sistema nos processos sinapticos, como também na regulacdo da
vasculatura cerebral.

As evidéncias iniciais da presenca de receptores TRPV1 no sistema visual
surgiram com os dados de Ritter e colaboradores. Nestes experimentos, foi observado
em ratos neonatos que a aplicacdo intraperitoneal de capsaicina, um componente das
pimentas vermelhas do género Caspicium e agonista exdgeno de TRPV1, provocou a
degeneracdo de células bipolares, ganglionares, de fibras axonais da retina (RITTER e
DINH, 1990), bem como de regides retinorrecipientes como o nicleo supraquiasmatico,
0 nucleo geniculado ventral e o nucleo intergeniculado (RITTER e DINH, 1991). A
presenca do receptor TRPV1 na retina de mamiferos s6 foi evidenciada em 2007
(NUCCI et al., 2007) mas a localizacdo especifica desse receptor s6 foi demonstrada
posteriormente. Hoje, sabe-se que o receptor TRPV1 pode levar a ativacdo de células
senescentes da microglia retiniana (SAPPINGTON e CALKINS, 2008), bem como
pode participar da morte de células ganglionares expostas a alta pressdo hidrostatica
(SAPPINGTON et al., 2009).

1.3 Oxido nitrico e o sistema endovanildide

O oxido nitrico (NO) é um gas de meia vida curta, de apenas alguns segundos
(SNYDER e BREDT, 1992). O interesse sobre a funcao bioldgica do NO cresceu muito
em estudos neurobioldgicos desde a década de 90, quando se descobriu que o NO atua
como neuromodulador (BREDT e SNYDER, 1992). Por todo o sistema nervoso, o0 NO
pode modular diversos processos inerentes ao neurénio, como a transmissdo sinaptica
(BREDT e SNYDER, 1992; DAWSON e SNYDER, 1994), a potenciacdo de longo-
prazo (HALEY; WILCOX; CHAPMAN, 1992), a plasticidade neuronal (HOLSCHER,
1997), e a apoptose (LI e WOGAN, 2005). Ainda, o NO modula a atividade citotdxica
de neutrofilos e macrofagos (SCHROEDER e KUO, 1995), a agregacdo plaquetaria
(STEWART; PHAN; GRIGORIADIS, 1994), e o fluxo sanguineo (FARACI e BRIAN
JR, 1994).

A producdo de NO é mediada pelas suas enzimas de sintese (NOSs). Até o
momento, foram descritas trés diferentes isoformas de NOS, que sdo a NOS neuronal
(nNOS ou NOS-1), a isoforma endotelial (eNOS ou NOS-3), e a isoforma induzivel

(INOS ou NOS-2) (ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001; GHOSH e SALERNO,
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2003). Tanto a atividade da nNOS como da eNOS estdo associadas com a calmodulina
acoplada ao calcio, enquanto que a atividade de iNOS nédo é dependente de calcio. Por
outro lado, as isoformas nNOS e eNOS sdo expressas constitutivamente no sistema
nervoso central, enquanto que a iINOS ndo é expressa normalmente em neurbnios
(HENEKA e FEINSTEIN, 2001).

Todos os tipos de NOS utilizam a arginina para a producdo de NO, e tem a
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) como cofator necessario para a
sintese de NO (ANDREW e MAYER, 1999). Historicamente, este cofator foi muito
utilizado como meio de determinacdo de células que produzem NO, pois o0 NADPH
conjugado a diaforase (NADPH-diaforase) é capaz de gerar sinal observado na
histologia quando da presenca de NOS no tecido (GROZDANOVIC; BAUMGARTEN;
BRUNING, 1992). Recentemente, desenvolveu-se um método em que a presenca de
NO pode ser diretamente detectada pela diaminofluoresceina (DAF-2), que gera sinal
fluorescente quando reage com 0 NO (KOJIMA et al., 1998).

O NO atua influenciando a funcdo de diversas proteinas. Classicamente, a
enzima guanilato ciclase solavel (sGC) é tida como principal alvo de acdo do NO
(KOESLING et al., 2004). A sGC é ativada sob influéncia do NO, e assim a sGC
cataliza a conversdo de trifosfato de guanosina (GTP) em monofosfato de guanosina
ciclico (GMPc) (KRUMENACKER; HANAFY; MURAD, 2004). Por sua vez, o GMPc
atua em diversas vias de sinalizacdo, que inclui a ativacdo da quinase de proteinas do
tipo G (PKG), a ativacdo do influxo de sodio e calcio pelos canais dependentes de
nucleotideo ciclico (CNGs), e a ativacdo de diversas fosfodiesterases que limitam a agdo
da PKG (ESPLUGUES, 2002; KRUMENACKER; HANAFY; MURAD, 2004).

Diversos estudos reportam a presenca de NO e suas enzimas de sintese na retina
de vertebrados, pela utilizacdo de métodos como a NADPH-diaforase (RIOS et al.,
2000; ROUFAIL; STRINGER; REES, 1995) e a DAF-2 (BLUTE; LEE; ELDRED,
2000). Por métodos como a imunoistoquimica (KIM; OH; CHUN, 2000; KIM et al.,
2000; NEUFELD; SHAREEF; PENA, 2000) e hibridagdo in situ (KIM; OH; CHUN,
2000), trés subtipos de células améacrinas foram identificadas que expressam NnNOS na
retina de ratos, incluindo células amacrinas deslocadas, além de marcagdo proeminente
em processos da IPL. eNOS foi encontrada na retina de ratos adultos, por
imunoistoquimica, em células de Mauller e em vasos sanguineos (HAVERKAMP;

KOLB; CUENCA, 1999).
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Na retina, 0 NO pode ser encontrado modulando processos que envolvem a
fototransducdo, a comunicacao sinéptica nos plexos nervosos, ou ainda a relagéo entre
as células nervosas e 0s vasos que suprem a retina, ou o epitélio pigmentar
(GOLDSTEIN; OSTWALD; ROTH, 1996). Por exemplo, 0 NO pode alterar o processo
de fototransdug@o ao modular a atividade da sGC, gerando maior quantidade de GMPc
que pode atuar ressensibilizando os canais de sodio dependentes de GMPc dos
fotorreceptores, restaurando desta forma o influxo de sodio observado nas correntes de
escuro (SCHMIDT; NOLL; YAMAMOTO, 1992; TSUYAMA; NOLL; SCHMIDT,
1993). O NO pode também alterar a atividade dos fotorreceptores, ao modular a
comunicacdo destas células com as células bipolares e horizontais da retina. Neste caso,
0 NO pode modular o acoplamento elétrico de células horizontais (MIYACHI;
MIYAKAWA; MURAKAMI, 1991).

O NO retiniano pode ser produzido também pelas células amécrinas, que por sua
vez estimulam o aumento de GMPc em células ganglionares da retina, onde modulam a
atividade de CNGs (AHMAD et al., 1994). Estudos recentes apontam ainda que o0 NO
pode mobilizar cloreto intracelular em células amacrinas da retina de animais adultos.
Desta forma, h4 aumento momentaneo do potencial de equilibrio do cloreto, o que
converte transitoriamente a sinalizagdo de sinapses GABAGérgicas de inibitorias para
excitatdrias. O mecanismo envolvido para a acdo do NO em células amacrinas ainda
permanece desconhecido (HOFFPAUIR; MCMAINS; GLEASON, 2006).

Estudos recentes indicam uma ligacéo estreita entre o sistema endovanildide e o
NO. Foi demonstrado por microdialise que a anandamida, via ativacdo de TRPV1, foi
capaz de aumentar a producdo de NO e de GMPc em vasos do mesentério de ratos
(POBLETE et al., 2005). Em outro delineamento experimental, a administracdo
sistémica de capsaicina levou ao aumento da expressao de nNOS em células do ganglio
dorsal da medula (DRG) (VIZZARD; ERDMAN; DE GROAT, 1995). Por outro lado, a
inducdo prévia da expressdao de nNOS neste tecido, pela utilizacdo do modelo de
ligadura do nervo ciatico, demonstrou que as células nNOS-positivas diminuem em
namero absoluto no caso de desafio com capsaicina (REN e RUDA, 1995). Ainda
permanece obscuro se houve diminuicdo do contetdo protéico de nNOS nessas células,

ou se elas morreram pela citotoxicidade causada pela capsaicina.
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Desta forma, torna-se evidente a necessidade de estudos sobre a interacéo entre
o sistema endovanildide e o sistema nitrérgico, com a finalidade de compreender 0s

mecanismos de insercdo destes sistemas em processos fisiologicos e neuropatoldgicos.

1.4 Lesé&o do nervo optico

O nervo Optico consiste dos axonios das células ganglionares, de astrocitos, de
células microgliais e de vasos sanguineos. As células ganglionares retinianas formam a
via de saida de informacdo da retina, estendendo seus axénios pelo nervo dptico até seus
alvos em areas distintas do encéfalo. Os ax6nios das células ganglionares ndo sdo
mielinizados até a passagem pela lamina crivosa, na saida do nervo optico do globo
ocular, e em sequéncia tornam-se mielinizados por oligodendrocitos (RAFF;
FFRENCH-CONSTANT; MILLER, 1987).

Doencas que envolvem axénios de células ganglionares sdo comuns, como as
retinopatias diabéticas, os descolamentos de retina, as infeccBes virais como
citomegalovirose e a neuropatia tardia causada pelo HIV, entre outros agentes
causadores de lesdo. Nestes casos, a perda de axdnios das células ganglionares ocorre
sempre em consequéncia de uma les&o prévia do tecido retiniano, ou pela prépria morte
da célula ganglionar (MILLER e NEWMAN, 2004). No caso do glaucoma, entretanto, a
perda neuronal parece ser decorrente da lesdo inicial do axdnio da célula ganglionar, na
regido da lamina crivosa (OSBORNE et al., 2004). A degeneracao retrograda seria a
explicacdo para a perda de células ganglionares neste caso (QUIGLEY, 1999). A causa
da degeneracdo axonal ainda é discutivel, mas ha grandes evidéncias de que o aumento
progressivo da pressdo intraocular pode levar a trauma na regido da cabeca do nervo
optico (QUIGLEY, 1999), ou ainda causar diminuicdo do fluxo sanguineo no local,
culminando na degeneracdo do axénio por hipéxia (FLAMMER et al., 2002;
OSBORNE et al., 2001). Porém, é importante ressaltar que a pressao intraocular elevada
é apenas um fator predisponente para o desenvolvimento da doenca (NEUFELD e LIU,
2003), que é primariamente identificada pela perda de células ganglionares da retina e
consequente trauma na cabeca do nervo optico.

Os axoOnios das células ganglionares ndo possuem grande capacidade de
regeneracdo (OSBORNE et al., 2004), e exatamente por isso sdo estudados os

mecanismos que a regulam em diversos modelos de lesdo do nervo dptico, onde sdo
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abordados aspectos como a reestruturagdo axonal (CHIERZI e FAWCETT, 2001), a
formacéo da cicatriz glial no sitio de lesdo (FRANK e WOLBURG, 1996; OHLSSON;
MATTSSON; SVENSSON, 2004), a resposta da microglia (GARCIA-VALENZUELA,
SHARMA; PINA, 2005), a sobrevivéncia de células ganglionares propriamente ditas
(BERKELAAR et al., 1994; OHLSSON; MATTSSON; SVENSSON, 2004; SELLES-
NAVARRO et al., 2001), e os eventos neuroplasticos observados na retina apds a lesdo
(MIYAHARA et al., 2003). Ainda, ha um grande nimero de evidéncias indicando que a
reacdo das células gliais retinianas pode intensificar e cronificar processos lesivos
primarios, como os causados por traumas mecanicos (BRAY et al., 1991) e os disturbios
vasculares (BRINGMANN et al., 2006) que atinjam o tecido retiniano.

Diversos modelos que geram lesdo do nervo optico direta ou indiretamente sdo
rotineiramente adotados na tentativa de simular a lesdo observada nas células
ganglionares nos casos de glaucoma. Em alguns, é utilizado o aumento da pressao
intraocular pela lesdo de veias que drenam o fluxo sanguineo da retina
(ATTARIWALA,; JENSEN; GLUCKSBERG, 1997). Em outros, opta-se por comprimir
0 nervo Optico mecanicamente (SWANSON et al., 2005). Finalmente, ha os métodos
em que se opta pela transeccdo do nervo O&ptico intracranialmente (FRANK e
WOLBURG, 1996; MOORE e THANOS, 1996; OHLSSON; MATTSSON;
SVENSSON, 2004; SELLES-NAVARRO et al, 2001), ou intraorbitalmente
(BERKELAAR et al., 1994; CHENG et al., 2002; FRANKLIN et al., 2006; GARCIA-
VALENZUELA; SHARMA; PINA, 2005; KERMER et al.,, 2001; MOORE e
THANOS, 1996; PERNET e DI POLO, 2006).

Neste estudo, optamos pelo modelo de lesdo intraorbital do nervo éptico, por
tratar-se de um modelo de simples execucdo e alta reprodutibilidade, e por levar a lesdo
axonal concreta o mais proximo possivel do globo ocular, sem que haja

comprometimento vascular (KERMER et al., 2001).
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5 CONCLUSOES

Nossos resultados com imunoistoquimica, immunoblotting, DAF-2, TUNEL,
fluorogold e Fluoro-Jade B geraram diversos dados a respeito do sistema endovaniloide
na retina de ratos. Foi demonstrada a presenca dos receptores TRPV1 durante o
desenvolvimento retiniano, e que sua funcdo esta correlacionada com o controle da
ativacdo de MAP-quinases, assim controlando a apoptose na retina em
desenvolvimento. Também foi demonstrado que a ativacdo de TRPV1 pode levar a
morte celular, o que parece ser dependente tanto da liberacéo de glutamato e da ativagédo
de receptores NMDA, como também do aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio. Ainda, a ativacdo de TRPV1 pode levar a alteracdo da sintese de
proteinas envolvidas com mecanismos plasticos da retina, como a nNOS e a iNOS.
Além disso, nossos dados iniciais com DAF-2 indicaram uma importante participacao
do receptor TRPV1 na modulagéo da producdo de NO em vasos retinianos. Verificamos
que o receptor TRPV1 parece ndo estar envolvido na morte aguda de células
ganglionares axotomizadas. Entretanto, visto que o bloqueio de TRPV1 reduziu a
nitracdo proteica e a reacdo de células de Muiller, ndo podemos descartar um possivel
papel secundario desse receptor na morte celular de células ganglionares. Finalmente, a
lesdo prévia do nervo Optico parece sensibilizar o receptor TRPV1 nas camadas nuclear
interna e ganglionar da retina, o que, associado com a alta pressdo intraocular observada
em grande parte dos casos de glaucoma, poderia predispor as células que expressam o

receptor TRPV1 a morte celular.
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