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Normatizacao

Esta dissertacdo esta de acordo com:

Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journals Editors

(Vancouver) disponivel no endereco eletrénico http://www.icmje.org.
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Resumo

Introducédo: A proteina Goa, envolvida com a transducdo do sinal do receptor
metabotropico para glutamato, denominado mGIuR6 é encontrada em células
bipolares do tipo ON que séo ativadas pelo estimulo luminoso. Um Gnico estudo
prévio indicou que podem ocorrer mudancas na expressao da proteina Goa em
um modelo experimental de retinose pigmentar, que cursa com uma perda
progressiva de fotorreceptores. Objetivo: 1) O presente estudo visa testar a
hipétese de que a expressdao da proteina Goa pode ser modificada apds o
descolamento de retina como um indicativo de remodelagem sinaptica. 2) Analisar
a eficdcia do modelo experimental de descolamento em induzir proliferacéo intra-
retiniana de células de Miiller. Métodos: Foram estudadas 14 retinas de 7 ratos
Wistar adultos, submetidos a descolamento de retina por 7 dias. As retinas
controle e descoladas foram processadas por imunohistoquimica para
visualizagdo das proteinas Goa e GFAP. A densidade éptica de cada camada
ap6s imunomarcacgao para Goa foi aferida com o software Image J. Resultados:
Observou-se proliferacdo das células de Muller em todas as retinas descoladas,
evidenciando a eficacia do modelo experimental adotado em induzir alteracfes
metabodlicas na retina interna. Nao foi observada diferenga significante na
marcacao da proteina Goa apds o descolamento de retina. Discussédo: A
auséncia de modificagbes na imunoreatividade da proteina Goa na retina apos 7
dias de descolamento sugere que as alteracdes metabdlicas induzidas neste
periodo ndo foram suficientes para alterar a remodelagem sinaptica das células
bipolares ON, envolvidas com a ativacdo do estimulo luminoso. Uma anélise
quantitativa usando técnicas de “Western blotting” sera utilizada para corroborar

0s presentes achados.

Descritores: Retina; Rato; Descolamento da Retina; Goa; Célula bipolar.
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Abstract

Introduction: Goa protein, involved in signal transduction of metabotropic
glutamate receptor, mGIuR6 is found in the type ON bipolar cells that are activated
by light stimulation. One previous study indicated that changes may occur in
protein expression Goa in an experimental model of retinitis pigmentosa, which
leads to a progressive loss of photoreceptors. Purpose: 1) This study aims to test
the hypothesis that Goa expression can be modified after retinal detachment as an
indicator of synaptic remodeling. 2) To analyze if the experimental model of
detachment could induce metabolic reactivity and proliferation of Muller cells.
Methods: 14 retinas where analyzed from 7 adult Wistar rats submitted to retinal
detachment for 7 days. The control and detached retinas were processed by
immunohistochemistry for visualization of Goa and GFAP proteins. The optical
density of each layer after immunostaining for Goa was measured with the
software Image J. Results: There was a proliferation of Muller cells in all detached
retinas, indicating the effectiveness of our experimental conditions to induce
metabolic changes in the inner retina. However, no significant difference in the
protein Goa expression was observed after retinal detachment when compared to
the control condition. Discussion: The absence of changes in immunoreactivity
the pattern of Goa expression after 7 days of retinal detachment suggests that the
metabolic changes induced in this period were not sufficient to alter the synaptic
remodeling of ON bipolar cells, involved in the activation of light stimulus. A
quantitative analysis by using western blotting will be performed in order to
corroborate the present findings.

Keywords: Retina; Rat; Retinal detachment; Goa; Bipolar cell.
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1.1 Apresentacédo do problema

Degeneracao de fotorreceptores retinianos, se causada por descolamento
de retina, doencas hereditarias ou envelhecimento, € geralmente acompanhada
por notavel plasticidade estrutural na forma de prolongamentos aberrantes dos
bastonetes remanescentes e ocasionalmente, de ax6nios de cones com
alteracdes nas conexdes estabelecidas pelas células bipolares nos circuitos da
retina interna e nos fenétipos moleculares de subtipos de células retinianas®.

ApoOs descolamento da retina, outra forma de plasticidade estrutural
sinaptica descrita foi a retracdo de terminais axonais de bastonetes. Em modelos
animais de descolamento seguido de reconexao da retina, foi demonstrado que a
retracdo dos terminais de bastonetes ocorre apds o descolamento enquanto que a
expansao neuritica dos bastonetes foi observada ap6s a reconexao cirargica da
retina®. Assim, tanto a expansdo como a retracdo axonal sdo fenémenos que
ocorrem em varias regides no sistema nervoso central adulto e sdo bem
documentados também na retina®.

A proteina Goa, envolvida com a transdugao do sinal do receptor mGIuR6
é encontrada em células bipolares do tipo ON*°. Células bipolares do tipo OFF,
por outro lado, expressam os receptores glutamatérgicos do tipo AMPA®’. A
expressao de receptores glutamatérgicos do tipo mGIuR6 em células bipolares
do tipo ON é diminuida em camundongos com degeneracao de fotorreceptores
(modelo experimental de retinonse pigmentar)®°. Ndo se sabe até o presente, se
ocorrem mudancas ha expressdo da proteina Goa apds degeneracdo de

fotorreceptores induzida por descolamento de retina.
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Por isto, neste estudo, foi explorada a imunoreatividade desta proteina em

condicBes de injuria apds o descolamento de retina.

1.2 Objetivos

% Testar a hipOtese de que a expressdo da proteina Goa é alterada apds o
descolamento de retina;

% Analisar se o0 modelo de descolamento de retina utilizado é capaz de
induzir imunoreatividade de células de Miller como um marcador de

alteracdo metabdlica.
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2.1 Experimental
2.1.1 Degeneracéao de fotorreceptores da retina

2.1.1.1 Retinose pigmentar

Em retinas de pacientes com retinose pigmentar (RP) foi descrito que
bastonetes enviam um numero abundante de neuritos com varicosidades
contendo vesiculas sinapticas ao longo de sua extensdo dentro da retina até a
membrana limitante interna. A expansado dos prolongamentos dos bastonetes na
RP foi acompanhada pela expansdo dos prolongamentos de neurdnios de
segunda e terceira ordem'®. Tal expansdo é presumivelmente iniciada pelo
crescimento neuritico reativo de fotorreceptores?.

No presente, a expansdo dos prolongamentos de fotorreceptores foi
observada em varios tipos de RP, apds injaria com laser, em degeneracao
macular relacionada com a idade e em retinas reconectadas cirurgicamente apés
descolamento'!. Acredita-se que esta reorganizacdo sinaptica seja responsavel
pelas anormalidades que ocorrem na retina interna, frequentemente observadas
em doencas retinianas*?*°. Alguns modelos animais de degeneracéo da retina
também demostram expans&o neuritica de bastonetes™, no camundongo rd1, foi

observada expans&o neuritica de cones, mas nao de bastonetes®.

2.1.1,2 Descolamento de retina
Descolamento de retina € uma importante doenca retiniana com separagao
do epitélio pigmentar da retina sensorial, podendo resultar em perda visual

significante mesmo depois de tratamento cir(irgico com sucesso®?*. Apesar de
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fazer parte do sistema nervoso central, o tecido retiniano difere do cérebro e da
medula espinhal quanto as reacdes e a recuperacdo ap0s uma agressao
tecidual®™?®. A retina é claramente organizada em camadas alternadas de corpos
celulares de neurdnios e plexos, de modo que mudancas na organizacdo ou
perda de células sdo facilmente reconhecidas®.

A visdo normal depende de uma comunicacdo intacta entre as células
neuronais, gliais, microgliais, vasculares e o epitélio pigmentado da retina. O tipo
de célula glial predominante na retina sdo as células de Miiller, essas células
dispdem-se radialmente atravessando todas as camadas da retina formando suas
membranas limitantes, interna e externa, com suas terminag¢des. O corpo celular
da glia de Miller localiza-se no terco médio da camada nuclear interna, seu
citoplasma se ramifica e estende em processos que envolvem 0s contatos
sinapticos da retina. As interacdes neuroglias sdo fundamentais para a fisiologia e
homeostase do tecido retiniano, visto que a célula de Muller modula a atividade

neuronal da retina®.

2.1.2 Células bipolares

Os eventos que ocorrem ao nivel molecular apos a perda de
fotorreceptores nédo tem sido bem caracterizados. Células bipolares sé&o
classificadas como tipos ON ou OFF, com base em suas respostas fisiologicas
diante da luz. Todas as células bipolares de bastonetes sdo do tipo ON, mas as
de cones podem ser dos tipos ON e OFF*:%2, Células bipolares do tipo ON
expressam receptores de glutamato do tipo metabotropico (MGIUR6) que

hiperpolarizam na presenca de glutamato®’.
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As células bipolares tipo OFF sao hiperpolarizadas na presenca do
estimulo luminoso, através de receptores glutamatérgicos ionotropicos, ocorrendo
reducdo na liberacdo do glutamato. No escuro ocorre liberacdo de glutamato e
despolarizacdo destas células. De modo que na via OFF ndo ocorre mudanca do
sinal do estimulo excitatorio proveniente do fotorreceptor, sendo chamada de
sinapse conservadora de sinal. Nas bipolares do tipo ON a sinapse € inversora do
sinal, no escuro ocorre liberacdo de glutamato dos fotorreceptores e
hiperpolarizacdo destas células. Com a luz ha uma reducdo do glutamato e a

despolarizacdo da bipolar ON*3.

2.1.3 Receptores Glutamatérgico metabotrépicos

Os receptores de glutamato metabotrépicos 6 (MGIuR6), de acédo lenta,
mobilizam vias de segundo-mensageiros, o que se deve a ligacao as enzimas da
membrana plasmatica do neurdnio.

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério do sistema nervoso
central®. Foram relatadas altas concentracées de glutamato em fotorreceptores e
células bipolares. Posteriormente, foi descrita a presenca de receptores
glutamatérgicos em outras células da retina de vertebrados*°.

A resposta hiperpolarizante ao glutamato é incomum e mediada por um
receptor que é expresso apenas na retina. Este receptor foi identificado como o
MGIuR6, um em uma série de oito receptores metabotrépicos glutamatérgicos,
chamados assim devido ao fato da ativacdo destes receptores levar a uma
cascata de sinalizadores intracelulares®. A importancia do estudo destes

receptores em condi¢des de injaria como o descolamento de retina, € justificada
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pela sua relevancia na definicdo do estimulo proveniente dos fotorreceptores, o
gue permite uma maior resolucdo e percepcéao de contraste.

A proteina Goa esta presente em varios tecidos, inclusive sendo a proteina
mais abundante no cérebro. Em animais deficientes nesta proteina ndo foram
observadas alteracdes estruturais da retina, porém observou-se que a resposta
funcional das células bipolares ON diante do estimulo luminoso requer esta
subunidade®’. A proteina Goa n3o é exclusiva das células bipolares, as células
amacrinas também podem expressar esta proteina apesar de possuirem
receptores metabotropicos diferentes do mGIuR6. Nas células bipolares ON,
essa proteina Goa esta presente no receptor mGluR6 com papel fundamental na

resposta funcional ao estimulo luminoso®2.
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3.1 Casuistica e local do estudo

Foram estudadas 14 retinas de sete ratos Wistar, idade 60-90 dias, com
peso variando entre 200 a 300g, submetidos ao descolamento de retina no
periodo de 2010 a 2011. Os experimentos foram realizados no Laboratério de
Neurofisiologia do Departamento de Fisiologia - CCB, com a colaboragdo do

Laboratério de Neurofisiologia do Departamento de Nutricdo da UFPE.

3.2 Delineamento do estudo

Estudo prospectivo, analitico e experimental.

3.3 Procedimentos técnicos

3.3.1 Anestesia

Os animais foram anestesiados com dose inalatéria de Isoflurano
(Isoforine®, Cristélia) inicialmente, seguido por injecéo intraperitoneal de Xilazina
(Rompum®, Bayer) e Ketamina (Vetanarcol®, Koénig) na dose de 12mg/kg e

60mg/kg, respectivamente.

3.3.2 Cirurgia

Foram instiladas gotas de colirio midriatico, tropicamida 1% (Ciclomidrin®,
Latinofarma), além de colirio anestésico oxibuprocaina (Oxinest®, Latinofarma). A
visualizacdo do fundo do olho foi realizada com a magnificacdo de uma lupa
cirrgica (DF Vasconcellos LTDA®) além de uma lente plana de imagem direta
(VFLATSSVD, VOLK®). O espaco entre a cérnea e a superficie da lente foi

preenchido com viscoelastico (Metilcelulose 2%, OPHTHALMOS®) (Figura 1).
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Fig. 1. Lente de imagem direta sobre substancia
viscoelastica em cornea, para visualizagao da retina.

Através de penetracdo no globo ocular via escleral, imediatamente
posterior ao cristalino, com uma agulha calibre 29G (BD Ultra-Fine®), foi realizado
o descolamento de retina com injegao de 10ul de solugcao de 0,2% de hialuronato
de sodio (hialuronato de sodio 2,0% diluido em solugdo salina balanceada,
OPHTHALMOS®) no espago entre a retina sensorial e o epitélio pigmentar,
modelo de descolamento semelhante ao descrito anteriormente®. O
descolamento foi realizado até observacédo do bolsdo com palidez retiniana em

mais de 50% da retina (Figura 2).

Fig. 2. Visualizacdo da retina descolada com bolsédo sub-retiniano. Ao lado imagem
ultrassonografica do descolamento, entre marcadores (+/x).
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O hialuronato de sédio € necessario para manter a retina descolada, apés
7 dias estes animais foram novamente anestesiados conforme descrito acima e
gentilmente enucleados (Figuras 3 e 4). Todos os descolamentos foram
realizados no olho esquerdo e no olho direito (controle) foi realizada a penetracao

com agulha na cavidade vitrea, porém sem a injecao sub-retiniana de hialuronato.

Fig 3. Globo ocular enucleado. Fig 4. Cornea, cristalino e retina aderida a
corbide-esclera (A, B, C — respectivamente)

3.3 Avaliagdo Imunohistoquimica

Apbés a enucleagéo, foi realizada uma abertura na cérnea a fim de que os
globos oculares fossem melhor fixados em paraformaldeido 4% durante 1 hora.
Em seguida, os globos foram lavados em tampao fosfato 0,1%, as retinas
dissecadas da esclera e submetidas a crioprotecdo em solu¢cbes de sacarose
10%, 20% e 30% de forma consecutiva, até que a retina decantasse em cada
uma destas solucdes. Secgdes transversais de 20um da retina, de olhos controle
e olhos submetidos ao descolamento, foram realizadas utilizando-se um criostato
(Leica®) e montadas em laminas previamente gelatinizadas. Anticorpos primarios

contra Goa (Chemicon Iternational®) e GFAP (proteina glial fibrilar 4cida, Sigma®)
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foram utilizados na diluicdo de 1:2000. Anticorpos secundarios biotinilados (1:200)
seguidos do kit avidina-biotina (ABC, Vector) foram sequencialmente usados. A

visualizacéao foi realizada com o uso do cromégeno diaminobenzidina (DAB).

3.4 Captura de imagens

Imagens digitalizadas foram adquiridas utilizando-se um microscopio
Leica®. A intensidade média de marcacéo entre regiées escaneadas verticalmente
através de todas as camadas da retina foi feita usando-se o software Image J
(NIH,USA). A densidade 6ptica, que é definida pelo logaritmo decimal do
quociente entre a intensidade da luz incidente e a intensidade da luz emergente,
foi aferida em cada camada da retina ap6s a marcacdo pelo anti-Goa.
Possibilitando comparar as retinas controle e descoladas, para determinar se a
expressao desta proteina é limitada a camada das células bipolares do tipo ON ou
se estende a outras células.

A camada nuclear externa serviu de fator de correcédo para diferencas de
coloracdo na captura das imagens, de modo que todas as camadas foram

subtraidas da nuclear externa antes da comparacao entre os olhos.

3.5 Andlise estatistica

Foi aplicado o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon. O software estatistico
empregado foi o SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) — verséo
18.0. Diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p <

0,05.
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3.6 Procedimentos éticos

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em Animais do
Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
de acordo com os principios éticos da experimentacdo animal elaborado pelo

Colégio Brasileiro de Experimentacédo Animal (COBEA).
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RESULTADOS

O modelo de descolamento de retina utilizado foi eficaz em separar a retina
sensorial do epitélio pigmentar, tanto por meio da visualizacdo do fluido sub-
retiniano durante o procedimento, mas principalmente, pela observacdo da
proliferacéo das células de Muller nas retinas descoladas (Figura 5). Esse padréo
de proliferagdo de Muller foi visualizado em todas as retinas que sofreram
descolamento.

N&o houve diferenca na densidade éptica das camadas da retina, quando
comparado o olho controle com olho que sofreu descolamento de retina, apos a
marcagao com a anti-Goa (Figura 6, tabela 1).

Foi observado a presenca de membranas epiretinianas vistas
macroscopicamente (Figura 7) e a maior imunoreatividade de células de Miller

ap6s marcacao com GFAP (Figura 8).
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Fig. 5. A - retina controle marcada com GFAP, aumento 20x. B — retina pos 7 dias
de descolamento, marcada com GFAP, aumento 20x, observado a marcagéo nas
células de Miiller indicado pelas setas. F — segmento externo fotorreceptores, NE
— camada nuclear externa, PE — camada plexiforme externa, NI — camada nuclear
interna, Pl — camada plexiforme interna e CCG — camada de células ganglionares.

Fig. 6. A - retina controle marcada com Goa, aumento 20x. B — retina pés 7 dias de
descolamento, marcada com Goa, aumento 20x. F — segmento externo fotorreceptores,
NE — camada nuclear externa, PE — camada plexiforme externa, NI — camada nuclear
interna, Pl — camada plexiforme interna e CCG — camada de células ganglionares.
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Tabela 1. Medidas das densidades oOpticas de cada camada da retina marcada com Goa.

N (7) Média Mediana Desv~io Minimo Maximo p-valor

Padréo

FOTO OD 72.84 78.13 17.55 44.24 90.56
FOTO OE 72.28 77.32 34.95 33.34 112.87 ~0.99
CCG OD 90.56 96.07 22.42 48.24 115.98
CCG OE 92.56 82.27 21.19 71.17 122.90 082
P1 OD 81.55 85.14 20.18 39.01 101.73
Pl OE 83.55 85.94 20.26 58.36 106.79 008
NI OD 53.63 51.67 14.66 27.97 72.71
NI OE 48.83 54.32 22.72 4.08 74.60 0.9
PE OD 80.79 83.55 7.66 72.35 92.71
PE OE 78.27 80.62 21.95 34.53 10.40 2099

OD - Olho direito (controle). OE — Olho esquerdo (descolamento da retina). FOTO — segmento externo
fotorreceptores, CCG — camada de células ganglionares, PI —camada plexiforme interna, NI — camada
nuclear interna e PE — camada plexiforme externa.

Fig7. Retina dissecada ap6s 7 dias de
descolamento, presenca lesdo esbranquicada em
regido central devido a membrana epi e sub-retiniana
extensa (vide seta)
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Fig 8. Retina dissecada apdés 7 dias de descolamento, marcacdo para GFAP.
Observar proliferagdo de células de Miller com formagdo de membranas para
cavidade vitrea (seta). A — aumento de 10x; B — aumento de 20x
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O descolamento da retina da superficie do epitélio pigmentar resulta nao
apenas na separacdo da camada de células fotorreceptoras da superficie apical
do epitélio pigmentar, mas também, na expansao do espaco sub-retiniano e uma
mudanca em sua composi¢cdo molecular, iniciando assim uma complexa série de
mudancas moleculares e celulares na retina e no epitélio pigmentar*®. A
gravidade destas mudancas degenerativas € claramente relacionada com a
duracdo do descolamento, levando a sérias consequiéncias para o olho afetado. A
reconexdao da retina com o epitélio pigmentar pode restaurar pelo menos
parcialmente a visdo, levando a crer que algumas destas alteracbes anormais
sejam evitadas ou até mesmo revertidas apds a retina retornar a posi¢cado de
origem*’. O conhecimento de eventos celulares que ocorrem apés o
descolamento de retina vem de modelos experimentais de descolamento em
animais. Devido a escassez de tecido retiniano humano apropriado para estudo,
apenas recentemente, estudos histopatolégicos em descolamentos de retina em
humanos tém sido descritos***3,

Modelos experimentais tém sido desenvolvidos em uma variedade de
espécies de roedores a primatas, apesar de diferirem quanto ao método do
descolamento eles apresentam resultados similares quanto as alteracdes poés
descolamento®. Foram realizadas pequenas alteracées no procedimento cirlirgico
atual em relacdo a outros estudos, visto que foi utilizada uma agulha de calibre
29G para realizar a penetracdo na retina e promover o descolamento, enquanto
gue ha relatos na literatura da utilizagcdo de uma micropipeta de 100um, acoplada
a um micromanipulador para este procedimento®®. A substituicdo pela agulha de

29G requer um maior treinamento do cirurgido, a fim de reduzir complicacdes
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como, por exemplo, o contato da agulha com o cristalino ou até mesmo a
penetracdo na coroide. A realizacdo da penetracao intra-vitrea da agulha de 29G
no olho controle, sem a injecdo sub-retiniana, foi realizada como controle para
demonstrar que a presenca da reatividade das células de Miiller ocorreu ndo pelo
traumatismo e/ou reacéo inflamatoria do procedimento, mas sim pela separacéo
do epitélio pigmentar e da retina neurosensorial apés o descolamento de retina.

A vantagem desta técnica de descolamento, com infusdo de hialuronato no
espaco sub-retiniano, é a possibilidade de controlar o tempo de permanéncia
deste liquido. A escolha do periodo de sete dias de descolamento ocorreu devido
ao conhecimento de reatividade das células de Miller mesmo em lesbes
retinianas de curta duracao, a partir de 3 dias ja existe resposta metabdlica destas
células**. Como ndo ha relatos da proteina Goa com descolamento de retina, sete
dias foi o periodo de escolha para uma primeira avaliacdo. Existem descricdes de
descolamentos de retina experimentais de 1 até 28 dias de duracdo*“®. No
presente estudo, confirmamos por meio de ultrassom, que 0 presente protocolo
de descolamento utilizado mantém o bolséo sub-retiniano mesmo apos 21 dias, o
que permitirh a complementagcdo dos achados atuais apés um periodo maior de
descolamento. A presenca de imunoreatividade das células de Miiller a proteina
GFAP em toda a extensao da retina, comprova a presenca do descolamento, o
qual, podera acarretar em proliferacdo celular adjacente a area descolada. Com
isso, apesar da analise por meio de ultrassom n&o ser uma rotina em trabalhos
anteriores, sera de grande valia para aferir a area do descolamento, a altura do
bolsdo sub-retiniano e a duracdo deste. @ As mudancas decorrentes do

descolamento de retina sdo geralmente em regides localizadas, principalmente
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quando ocorrem por um periodo curto de tempo. Tais mudancas poderdao
acarretar em uma perda de visdo importante quando acometem a macula, regiao
central da retina, onde mesmo uma pequena lesao da retina resulta em um efeito
deletério profundo. Além disto, a altura do bolsdo macular também pode ser um
indicador da gravidade. A presenca do descolamento macular € conhecido por
produzir distlrbios na acuidade, metamorfopsia e na visdo de cores que persistem
mesmo apds o sucesso anatdmico?. Deste modo, a melhora funcional apds o
descolamento de retina pode ser comprometida devido a alteracdes moleculares
intra-retinianas induzidas pela reorganizacéo sinaptica®*’.

A utilizacdo do rato albino da linhagem Wistar, foi justificada por ser um
mamifero de facil manipulacdo, baixo custo e resistente a infeccbes poés-
operatorias. Tais caracteristicas fazem com que estes animais sejam escolhidos
com frequéncia para protocolos iniciais em pesquisas. Em estudos anteriores
estes animais experimentais ja foram utilizados para avaliar a retina apés lesao do
epitélio pigmentar®®. Foram também descritas alteracdes estruturais e funcionais
semelhantes, apdés o descolamento de retina experimental em gatos e em
amostras da retina descolada de humanos*. O estabelecimento do presente
modelo experimental de descolamento em ratos, representa uma etapa preliminar
a respeito de futuros estudos a serem realizados no nosso laboratério em
primatas do Novo Mundo (sagui Callitrix jacchus jacchus), os quais apresentam
um maior percentual de cones e de tipos de células bipolares. Existem
aproximadamente 9-12 tipos de células bipolares de cones em mamiferos
(primatas, coelhos, gatos e ratos) que vém sendo estudadas. Em contraste com a

via das bipolares de cones, a via de bastonetes possue apenas um tipo de célula
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bipolar, o qual é distinto morfolégico e fisiologicamente podendo ser ativada por
menores niveis de luminosidade. As bipolares de bastonetes sdo numerosas
possuem uma densidade trés vezes maior que qualquer bipolar de cone*®°.

A presenca de extensa membrana epi e sub-retiniana nos olhos de alguns
animais que sofreram o descolamento pode ser observada macroscopicamente
devido a importante proliferacdo de células de Miller em consequéncia da lesao

052 Estudos anteriores vém

neuronal iniciada pelo descolamento de retina
demonstrando a proliferacdo destas para 0 espaco sub-retiniano e mesmo para a
cavidade vitrea, estando esta Ultima relacionada com a proliferacdo vitreo-
retiniana que é um dos principais fatores de redescolamento de retina poés-
cirirgico em humanos*?#??*. No presente estudo, o modelo experimental de
descolamento da retina foi eficaz em induzir a imunorreatividade das células de
Miuller a proteina GFAP, o que além de indicar uma ativacdo metabdlica destas
células sugere proliferacéo intra-retiniana. Tal reatividade das células de Miiller
geralmente vem acompanhada da liberacdo de vérias substancias troficas as
quais podem ser benéficas, com funcdes neuroprotetoras enquanto outras podem
induzir efeitos deletérios ao tecido*.

Um grande numero de mutacbes de fotorreceptores, que acometem a
cascata da fototransducédo, levam a degeneracdo destes em condi¢cdes de
enfermidades como a RP. O defeito frequentemente acomete os bastonetes, mas
eventualmente, cones e bastonetes estdo degenerados, com consequéncias na
organizacdo da retina remanescente. A retina interna requer estimulos dos

fotorreceptores para manter sua estrutura bem organizada. Quando ocorre a

perda do estimulo, os segundos neurdnios, como as células bipolares de
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bastonetes, produzem novos dendritos que se espalham fazendo varios contatos
inapropriados. Uma conseqiéncia desta reorganizacdo neural € a dificuldade de
funcionar de maneira coerente diante dos sinais luminosos®.

Algumas substancias que agem promovendo a sobrevivéncia dos
fotorreceptores, sdo capazes de manter as células em um estado mitético
quiescente, sustentando a diferenciacdo fenotipica dos neurdnios retinianos e
prevenindo eventos secundarios como a fibrose sub-retiniana e a retinopatia
vitreo-proliferativa. Tais substancias ativas podem ter um valor terapéutico
significante no tratamento adjunto a cirurgia do descolamento de retina. Entre
estes fatores poderiamos citar os fatores de crescimento de fibroblastos (FCF-1 e
FCF-2), fator neurotréfico derivado do cérebro (FNDC), fator neurotrofico ciliar
(FNC), fator transformador de crescimento-alfa (FTC-alfa), beta interleucina-1,
neurotrofina-3 e 4°**. Com a definicdo da eficacia do método atual de
descolamento e a presenca destas membranas apds o periodo de 7 dias, surge a
possibilidade de avaliar alguns destes fatores na inibicAo dos achados aqui
descritos.

Em mamiferos a proteina Goa esta presente nos dendritos primarios, no
corpo das células bipolares e nos axénios que cruzam a camada plexiforme
interna, visualiza-se nesta camada uma marcacdo difusa’. Foi observada uma
marcacdo semelhante no presente estudo, porém, alteragcbes no padréo de
imunorreatividade a proteina Goa nao foi encontrado na retina do rato apds 7 dias
de descolamento. Em um estudo prévio utilizando um modelo experimental de RP
em camundongos, foi descrito uma reducdo da imunoreatividade ao receptor

metabotrépico mGIuUR6®. Alem disto, em estudos recentes realizados pelo prof.
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Robert Jardine Clarke em camundongos mutantes com degeneracdo de
fotorreceptores, foi observado um aumento na expressao da proteina Goa tanto
na camada nuclear interna como nas camadas plexiformes interna e externa.
Porém, nestes estudos anteriores, a degeneracdo de fotorreceptores ocorreu
desde o nascimento, com repercussdes sobre o desenvolvimento das células
bipolares. E possivel que alteracdes metabdlicas expressivas, decorrentes da
progressiva degeneracao de fotorreceptores ocorram apds um periodo maior de
descolamento da retina. Neste sentido, alguns experimentos em andamento
visam testar esta hipdtese, analisando as repercussfes apds 21 dias de
descolamento.

Ja foi descrito na literatura que a proteina PKC alfa, presente em corpos
celulares e dendritos de células bipolares de bastonetes, projeta-se em direcéo a
camada nuclear externa ap6s trés dias de descolamento de retina experimental®.
Considerando que as proteinas PKC e Goa co-localizam nas mesmas células
bipolares, os presentes achados sugerem que as duas proteinas podem ter a sua
expressdo modificada por fatores distintos, tornando-se necessario verificar
potenciais efeitos apdés um periodo maior de descolamento da retina.
Experimentos preliminares realizados com seis animais mostraram que o
protocolo de descolamento utilizado é capaz de manter a retina desconectada por
21 dias, o que esta sendo quantificado por ultrassom. Possivelmente uma analise
quantitativa dos niveis de Goa a partir da técnica de “Western blotting” sera

necessaria para corroborar os presentes achados.
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5.1 Aspectos translacionais

Na tentativa de minimizar a perda visual que ocorre apos a lesao dos
fotorreceptores, tém sido estudadas drogas que bloqueiam a retracdo axonal,
apos o descolamento de retina experimental in vitro, reduzindo a lesao sindptica
gue ocorre principalmente entre os fotorreceptores e as células bipolares apds o
descolamento®. Pesquisas em in vivo apontam o surgimento de novos fatores de
prognéstico visual apds o descolamento de retina como a dosagem plasmatica e
no humor vitreo da endotelina (IR-ET-1), em seres humanos®*°’. De modo que os
achados em pesquisas com animais de diferentes linhagens, visam contribuir para
o entendimento destes resultados.

A analise de mecanismos moleculares envolvidos com os fotorreceptores e
as células bipolares que foi desenvolvida no presente estudo visa compreender
melhor os fatores que estdo envolvidos com a formacéo de sinapses aberrantes
entre fotorreceptores e células da retina interna. Tais sinapses aberrantes vém
sendo descritas em modelos de retinose pigmentar bem como apoés transplante
de bastonetes*. Acreditamos que a compreensdo destes mecanismos
moleculares de reatividade celular diante do descolamento da retina possa

contribuir para a busca de alternativas de recuperacéo funcional da viséo.
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De acordo com os resultados do presente estudo, pode-se concluir que:

1. O descolamento da retina por 7 dias ndo induz modificacdo na expressao da
proteina Goa nas camadas nucleares e plexiformes da retina de ratos albinos;

2. O modelo de descolamento de retina utlizado é eficaz em gerar
imunoreatividade de células de Muller, indicando alteracdo metabdlica no

tecido.
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Com o estabelecimento do protocolo de descolamento da retina desenvolvido

no presente estudo, serdo realizadas etapas experimentais futuras que visam:

1. Analisar os efeitos do descolamento da retina por periodos de 21 e 28 dias;

2. Quantificar os niveis protéicos da proteina Goa utilizando a técnica de
“Western blotting” em homogenados de retinas;

3. Avaliar o nivel de proliferacdo das células de Muller utilizando o marcador
de proliferacao celular “Doublecortin”;

4. Avaliar a degeneracdo de fotorreceptores a partir de marcadores
moleculares de apoptose como a presenca da enzima caspase 3;

5. Realizar o protocolo experimental em coelhos e primatas do Novo Mundo
com percepcao cromatica distinta do rato albino, no sentido de investigar
se a distribuicdo diferenciada de cones e bastonetes pode alterar a

remodelagem molecular induzida pelo descolamento da retina.
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