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Resumo 

 O neuropeptídeo Y (NPY) é o peptídeo mais abundante no sistema nervoso central 

e periférico, e está também presente na retina. Porém, a função do NPY na retina está 

ainda por esclarecer. Com esta tese, pretendeu-se aumentar o estado actual do 

conhecimento sobre as funções que o NPY pode desempenhar na retina. 

 Neste estudo começou-se por caracterizar a expressão do NPY nas células da 

retina, tendo-se utilizado diversos modelos experimentais (retina, cultura primária mista de 

células da retina, cultura primária de células de microglia da retina e linhas celulares de 

células de Müller e de células endoteliais de rato). Os resultados obtidos revelaram que o 

NPY está presente na retina de rato e, em particular, em diferentes tipos de células da 

retina: neurónios, macroglia (células de Müller), microglia e células endoteliais. Além disso, 

por RT-PCR, demonstrou-se que as culturas mistas de células da retina expressam o 

ARNm dos receptores Y1, Y2, Y4 e Y5 do NPY. As células endoteliais expressam o ARNm 

dos receptores Y1, Y2 e Y4. 

 Nesta tese, investigou-se, em neurónios da retina de rato em cultura, o papel do 

NPY nas alterações da [Ca2+]i e quais os receptores do NPY envolvidos. O NPY (100 nM) 

inibiu os aumentos da [Ca2+]i induzidos por 30 mM de KCl em cerca de 50% dos neurónios 

analisados. Assim, de acordo com as razões Δ2/Δ1, e considerando que nos neurónios do 

controlo Δ2/Δ1≥0,80, os neurónios foram divididos em dois grupos: grupo A - neurónios que 

não respondem a NPY (Δ2/Δ1≥0,80); grupo B - neurónios que respondem a NPY 

(Δ2/Δ1<0,80). Utilizando ferramentas farmacológicas, pretendeu-se identificar os receptores 

que medeiam o efeito inibitório do NPY nos neurónios da retina. Assim, os agonistas dos 

receptores Y1/Y5 ([Leu31,Pro34]NPY; 100 nM), Y4 (r-PP; 100 nM) e Y5 (NPY19-23(Gly1, Ser3, 

Gln4, Thr6, Ala31, Aib32, Gln34)PP; 100 nM), mas não o agonista do receptor Y2 (NPY13-36; 

300 nM), inibiram o aumento da [Ca2+]i induzida por KCl. Por outro lado, o efeito do NPY 

nas alterações da [Ca2+]i foi inibido na presença dos antagonistas dos receptores Y1 

(BIBP3226; 1 µM) e Y5 (L-152,804; 1 µM). Deste modo, pode concluir-se que, nos 

neurónios da retina, o NPY inibe o aumento da [Ca2+]i induzido por KCl, através da 

activação dos receptores do NPY do subtipo Y1, Y4 e Y5, podendo este efeito ser visto 

como um possível mecanismo neuroprotector em doenças neurodegenerativas da retina, 

de que é exemplo o glaucoma. 
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 Avaliou-se, ainda, o papel do NPY na proliferação de células da retina de rato. O 

NPY (10-1000 nM) estimulou a proliferação celular, através da activação dos receptores do 

NPY do subtipo Y1, Y2 e Y5. O NPY também aumentou o número de células progenitoras 

em proliferação (células positivas para o 5-bromo-2'-deoxiuridina (BrdU) e para a nestina; 

células BrdU+/nestina+). Com base nestes resultados, investigaram-se os mecanismos 

intracelulares, associados à activação dos receptores do NPY, envolvidos no aumento da 

proliferação celular. O efeito estimulatório do NPY na proliferação celular foi reduzido pelo 

L-NAME (500 µM), um inibidor da sintase do monóxido de azoto (NO), pelo ODQ (20 µM), 

um inibidor da isoforma solúvel da guanilil ciclase (sGC), e pelo U0126 (1 µM), um inibidor 

da cinase extracelular induzida por factores mitogénicos (MEK) 1/2. Em conclusão, o NPY 

estimula a proliferação de células da retina, incluindo células progenitoras, sendo este 

efeito mediado através das vias do NO-GMPc e da ERK 1/2. 

 A 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA; “ecstasy”) tem efeitos estimulatórios 

potentes no sistema nervoso central. Apesar de alguns estudos terem demonstrado a 

presença de quantidades apreciáveis de MDMA no humor vítreo e de poderem ocorrer 

consequências visuais graves devido do consumo da MDMA, o efeito tóxico da MDMA na 

retina ainda não está completamente esclarecido. Assim, investigou-se o efeito neurotóxico 

da MDMA nas células da retina e avaliou-se, também, o potencial efeito protector do NPY 

contra a toxicidade induzida pela MDMA. Nas culturas primárias mistas da retina, a MDMA 

induziu a morte em todos os tipos de células presentes na cultura: neurónios, macroglia e 

microglia. A MDMA induziu necrose (avaliada pela marcação com iodeto de propídio, PI) e 

apoptose (avaliada pelo aumento da imunorreactividade da caspase-3 activa), de forma 

dependente da concentração. A toxicidade induzida pela MDMA foi potenciada pelo 

aumento da temperatura (de 37ºC para 40ºC). O efeito tóxico da MDMA nas células da 

retina foi mediado, em parte, pela activação dos receptores 5-HT2A, uma vez que a 

presença do antagonista dos receptores 5-HT2A (quetanserina, 1 µM) inibiu 

significativamente esse efeito. Além disso, o NPY também reduziu significativamente a 

morte celular das células da retina de rato causada pela exposição a MDMA. Assim, os 

resultados obtidos indicam que a MDMA causa um efeito tóxico não específico nas células 

da retina em cultura, que é potenciado pela elevação da temperatura, e que envolve a 

activação dos receptores 5-HT2A. O NPY exerce um potente efeito protector contra a 

neurotoxicidade induzida pela MDMA, pelo que o NPY ou análogos do NPY poderão ser 
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utilizados como agentes protectores contra a degeneração retiniana induzida por drogas de 

abuso ou em doenças oculares. 

 Em resumo, o NPY e os seus receptores estão presentes na retina de rato. O NPY 

é expresso em neurónios, células da macroglia e microglia e também em células 

endoteliais da retina. Esta distribuição do NPY por diferentes tipos de células na retina 

sugere que o mesmo poderá desempenhar múltiplas funções fisiológicas. De facto, o NPY 

modula as alterações da [Ca2+]i e promove a proliferação de células da retina, incluindo 

células progenitoras. Além disso, o NPY tem efeitos neuroprotectores potentes, que 

poderão ser aproveitados para desenvolver estratégias terapêuticas para o tratamento de 

doenças degenerativas da retina, nomeadamente no tratamento do glaucoma. 
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Summary 

Neuropeptide Y (NPY) is the most abundant peptide in the central and peripheral nervous 

systems, and is also present in the retina. However, the function of NPY in the retina has 

remained unknown. Thus, the present study aimed to investigate the role of NPY in the 

retina. 

Firstly, the characterization of the NPY expression in rat retinal cells was analyzed using 

several experimental models [(retina, primary culture of retinal neural cells, microglial cell 

cultures, and rat Müller cell line (TR-MUL) and retina endothelial cell line (TR-iBRB2)] was 

investigated. The results obtained showed that NPY is present in the rat retina, namely in 

different retinal cell types: neurons, macroglial (Müller cells), microglial and endothelial cells. 

Moreover, through RT-PCR, we detected the expression of NPY Y1, Y2, Y4 and Y5 receptors 

in the retinal cells in culture, as well as NPY Y1, Y2, Y4 receptors in retinal endothelial cells. 

Secondly, both the role of NPY on intracellular calcium ([Ca2+]i) changes in retinal neurons 

and the NPY receptors involved in the process were studied. NPY (100 nM) decreased the 

[Ca2+]i amplitudes evoked by 30 mM KCl in nearly 50% of neurons analyzed. Therefore, 

based on the Δ2/Δ1 ratios, and taking into account that control neurons Δ2/Δ1≥0.80, 

neurons were divided into two groups: group A - NPY-non-responsive neurons 

(Δ2/Δ1≥0.80); group B - NPY-responsive neurons (Δ2/Δ1<0.80). Using pharmacological 

tools, the NPY receptors involved in the inhibitory effect induced by NPY in rat retinal 

neurons were also identified. The NPY Y1/Y5 ([Leu31,Pro34]NPY; 100 nM), Y4 (r-PP; 100 nM) 

and Y5 (NPY19-23(Gly1, Ser3, Gln4, Thr6, Ala31, Aib32, Gln34)PP; 100 nM) receptor agonists, 

but not the Y2 receptor agonist (NPY13-36; 300 nM), inhibited the [Ca2+]i increase induced by 

elevated KCl. On the other hand, the inhibitory effect of NPY on the [Ca2+]i changes was 

reduced in the presence of the Y1 (BIBP3226; 1 µM) and Y5 (L-152,804; 1 µM) receptor 

antagonists. In conclusion, NPY inhibits KCl-evoked [Ca2+]i in retinal neurons through the 

activation of NPY Y1, Y4 and Y5 receptors, and this effect may be viewed as a potential 

neuroprotective mechanism of NPY in retinal neurodegenerative diseases, such as 

glaucoma.  

Thirdly, the role of NPY on the proliferation of rat retinal neural cells was evaluated. NPY (10 

– 1000 nM) stimulated cell proliferation through the activation of NPY Y1, Y2 and Y5 

receptors and also increased the proliferation of neuronal progenitor cells (BrdU+/nestin+ 

cells). 
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Based on these results, the intracellular mechanisms coupled to NPY receptors activation 

that mediate the increase in cell proliferation, were also investigated. The stimulatory effect 

of NPY on cell proliferation was reduced by L-NAME (500 µM), a nitric oxide (NO) synthase 

inhibitor, ODQ (20 µM), a soluble guanylyl cyclase (sGC) inhibitor or U0126 (1 µM), a 

mitogen-induced extracellular kinase (MEK) 1/2 inhibitor. In conclusion, NPY stimulates 

retinal neural cell proliferation, including neuronal precursor cells, and this effect is mediated 

through NO-cGMP and ERK 1/2 pathways. 

3,4-Methylenedioxymethamphetamine (MDMA; ecstasy) has potent central nervous system 

stimulant effects. Although some studies have demonstrated that considerable amounts of 

MDMA reach the vitreous humor and that serious visual consequences can result from 

MDMA consumption, the toxic effect of MDMA on the retina is not completely elucidated. 

Indeed, the neurotoxic effect of MDMA on rat retinal neural cells was evaluated, as well as 

the potential neuroprotective role of NPY on MDMA-induced toxicity. In primary cultures of 

rat retinal neural cells, MDMA-induced cell death was evident in all cell types present in the 

culture: neurons, macroglial and microglial cells. MDMA induced necrosis (propidium iodide 

assays) and apoptosis (increase of activated caspase-3 immunoreactivity) in retinal neural 

cells in a concentration-dependent manner. MDMA-induced toxicity was potentiated at 

higher temperatures (40°C, comparing to 37ºC). In retinal cells, the toxic effect of MDMA 

was mediated, at least in part, by the activation of 5HT2A receptors, since the 5HT2A-

receptor antagonist (ketanserin, 1 µM) significantly inhibited that effect. Interestingly, 

necrotic and apoptotic cell death induced by MDMA was potently inhibited by NPY (100 

nM). Therefore, these results suggest that MDMA induces a non-specific toxic effect in 

retinal neural cells, which is potentiated by elevated temperature and involves the activation 

of 5-HT2A-receptor. Moreover, NPY is a potent neuroprotector against the MDMA-induced 

toxicity, suggesting that NPY or NPY analogues might be useful agents against retinal 

degeneration induced by drugs or in eye diseases. 

In summary, NPY and NPY receptors are present in rat retina. NPY is expressed in 

neurons, macroglial and microglial cells, and also in retinal endothelial cells. The NPY 

distribution by different retinal cell types suggests that this peptide could participate in 

multiple physiological functions in the retina. In fact, NPY modulates the [Ca2+]i changes and 

stimulates the proliferation of retinal cells, including progenitor cells. Furthermore, NPY 

demonstrates potent neuroprotective effects that might be useful to develop new therapeutic 

strategies to treat retinal degenerative diseases, such as in glaucoma. 
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1.1  A Retina 

A retina dos vertebrados, tal como outras regiões do sistema nervoso central 

(SNC), é derivada embriologicamente do tubo neural(Yang, 2004). A retina apresenta uma 

complexidade típica e a sua estrutura apresenta uma ordenação e estratificação celular 

únicas. 

 

1.1.1 Anatomia da retina 

A retina é um tecido sensorial que, no homem, tem uma espessura aproximada de 

0,5 mm(Gray, 1999), e que se localiza na parte posterior do olho, sendo constituída por 

diferentes tipos de células que se organizam em várias camadas. As células que 

constituem a retina dos vertebrados podem ser agrupadas em três grupos principais: 

células epiteliais, neurónios e células da glia. As células constituintes da retina estão 

indicadas na tabela 1.1. 

 
Tabela 1.1 – Células constituintes da retina dos vertebrados 

Células da retina 
Células epiteliais Epitélio pigmentado 

Fotorreceptores 
Células bipolares 
Células horizontais 
Células amácrinas 

Neurónios 

Células ganglionares 
Células de Müller 
Astrócitos Células da Glia 
Células da microglia 

 

A camada mais externa da retina é constituída pelo epitélio pigmentado, adjacente 

à coróide. As células do epitélio pigmentado variam em tamanho e forma, consoante a sua 

localização. Na zona central da retina, adoptam uma forma cúbica e, na zona periférica da 

retina, apresentam uma forma mais alongada. Estas células têm como principais funções 

manter a adesão da retina neurosensorial, fagocitar os segmentos externos dos 

fotorreceptores, de modo a haver regeneração dos pigmentos visuais, absorver a luz que 

não é absorvida pelos fotorreceptores, para impedir que haja reflexão da luz, tendo também 

funções de transporte e armazenamento de metabolitos e vitaminas, em especial da 

vitamina A. O epitélio constitui, ainda, uma importante barreira entre a retina e o sistema 
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vascular da coróide, devido à existência de junções oclusivas entre as células epiteliais. 

Esta barreira designa-se barreira hemato-retiniana externa. 

 
 

Figura 1.1 - Desenho esquemático representativo da organização da retina de vertebrados. 
Os sinais gerados nos fotorreceptores (bastonetes e cones) são transmitidos através das células 
bipolares até às células ganglionares que, por sua vez, enviam os sinais fóticos da retina para os 
centros visuais, através do nervo óptico, sendo este constituído pelos axónios das células 
ganglionares. A via de transmissão de informação directa ou vertical é modulada pelas células 
horizontais na camada plexiforme externa e pelas células amácrinas na camada plexiforme interna. O 
glutamato e o GABA são os mais importantes neurotransmissores excitatório e inibitório na retina, 
respectivamente. Os neurónios glutamatérgicos (fotorreceptores, células bipolares e células 
ganglionares) estão identificados a vermelho, enquanto que os neurónios GABAérgicos (células 
horizontais e células amácrinas) estão identificados a azul. Na camada plexiforme externa, as células 
horizontais recebem sinal dos fotorreceptores podendo, de seguida, fornecer um sinal negativo aos 
fotorreceptores. As células bipolares recebem sinal de ambos os fotorreceptores e das células 
horizontais. Na camada plexiforme interna, as células bipolares e amácrinas comunicam entre si, 
através de sinapses recíprocas, e ambas as células enviam sinais para as células ganglionares. As 
células de Müller são as principais células da glia e atravessam todas as camadas da retina. As 
células da microglia não estão representadas (adaptado de Yang et al., 2004(Yang, 2004)). 
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Os fotorreceptores apresentam seis porções subcelulares: o segmento externo, o 

pedículo ciliar, o segmento interno, que engloba o corpo celular e o axónio, e os terminais 

sinápticos. O segmento externo é constituído por camadas de discos derivados da 

membrana celular, impregnados de fotopigmentos responsáveis pela fototransdução. O 

pedículo ciliar consiste num estrangulamento da membrana que separa o segmento 

externo do segmento interno. Nos mamíferos, existem dois tipos de fotorreceptores, os 

bastonetes e os cones, que se distinguem pela forma do segmento externo e dos terminais 

sinápticos. Para além das diferenças anatómicas, os bastonetes e os cones diferem ainda 

nos fotopigmentos. Os bastonetes contêm rodopsina e os cones contêm diferentes opsinas. 

Os cones podem ainda subdividir-se em três tipos, consoante o comprimento de onda dos 

fotões absorvidos maximamente pelo pigmento. Os cones sensíveis a frequências mais 

elevadas, também designados por cones azuis, absorvem maximamente a 419 nm, os 

cones sensíveis a frequências médias, ou cones verdes, absorvem maximamente a 531 

nm, e os cones sensíveis a frequências menos elevadas, ou cones vermelhos, absorvem 

maximamente a 559 nm (Figura 1.2).  

 

 
 
Figura 1.2 - Espectro de absorção dos quatro fotopigmentos na retina humana. 
A absorvância relativa é definida como o logaritmo da razão entre a intensidade de luz incidente e a 
intensidade de luz transmitida. Cada cone expressa apenas uma das três opsinas presentes nos 
cones. O espectro foi obtido por medição da luz absorvida por cada cone num 
microespectrofotómetro (adaptado de Nathans, J., 1989(Nathans, 1989)). 
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Os bastonetes são mais sensíveis à luz e também são sensíveis a uma gama 

maior de comprimentos de onda de luz visível. Por este motivo, são as principais células 

responsáveis pela visão nocturna. No entanto, como não distinguem luz de diferentes 

comprimentos de onda, não permitem a detecção de cor. Esta detecção de cor é feita pelos 

cones, uma vez que os diferentes tipos de cones são sensíveis a gamas mais estreitas de 

comprimento de onda(Purves et al., 2004). 

A camada nuclear interna contém os corpos celulares das células bipolares, das 

células horizontais e das células amácrinas e a camada de células ganglionares contém os 

corpos celulares das células ganglionares e de células amácrinas deslocadas (Figura 1.1). 

As células bipolares são neurónios orientados radialmente, em que uma ou mais 

dendrites fazem sinapse com fotorreceptores ou células horizontais, e os terminais 

nervosos fazem sinapse com células ganglionares ou células amácrinas. 

As células horizontais são, na sua maioria, neurónios inibitórios, cujas dendrites e 

axónios se distribuem na camada plexiforme externa, estabelecendo ligações com 

fotorreceptores e células bipolares(Purves et al., 2004).  

As células amácrinas são interneurónios que estabelecem ligações com as células 

bipolares ou com as células ganglionares. Existe uma grande diversidade de células 

amácrinas, podendo ser classificadas de acordo com o tamanho da árvore dendrítica, a 

localização na camada plexiforme interna e o neurotransmissor que segregam. A nível 

funcional, estas células são importantes na detecção de movimento e de diferenças de 

luminosidade(Purves et al., 2004). 

A dividir as camadas de corpos celulares, encontram-se duas camadas 

intermediárias onde ocorrem as sinapses: as camadas plexiformes externa e interna 

(Figura 1.1). Na camada plexiforme externa, ocorrem as sinapses entre os fotorreceptores 

e as células horizontais e bipolares, enquanto que, na camada plexiforme interna, as 

células amácrinas e bipolares transmitem a informação às células ganglionares (Figura 

1.1). Por último, os axónios das células ganglionares reúnem-se para formar a camada de 

fibras nervosas, culminando na formação do nervo óptico que conduz a informação dos 

neurónios da retina até ao córtex visual no cérebro (Figura 1.1). 

As células ganglionares dividem-se em dois grupos, células P e células M, que se 

projectam nas camadas parvocelulares e magnocelulares do corpo geniculado lateral, 

respectivamente(Gray, 1999). 

As células de Müller (Figura 1.1) dispõem-se ao longo de praticamente toda a 

espessura da retina, formando as membranas limitantes externa e interna. Estas células 
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são as principais células da glia presentes na retina e têm várias funções importantes, 

nomeadamente controlar a homeostase da retina, fornecendo metabolitos aos neurónios 

(principalmente provenientes da degradação de glicogénio), removendo metabolitos 

celulares, tais como dióxido de carbono e amónia, e controlando concentrações iónicas do 

meio extracelular(Gray, 1999). As células de Müller também protegem os neurónios da 

exposição a concentrações elevadas de neurotransmissores, em especial do 

glutamato(Garcia and Vecino, 2003). Adicionalmente, as células de Müller podem fagocitar detritos 

celulares e segregar neurotransmissores e factores tróficos, tais como GABA (ácido γ-

aminobutírico), taurina, dopamina, BDNF (“Brain-Derived Neurotrophic Factor” – Factor 

neurotrófico derivado do cérebro) e GDNF (“Glial Cell line-Derived Neurotrophic Factor” – 

Factor neurotrófico derivado da linha celular de glia)(Reis et al., 2007).  

As células da microglia estão distribuídas ubiquamente, podendo ser encontradas em 

todas as camadas da retina. Quando ocorre um trauma ou processos inflamatórios na 

retina, as células da microglia podem ser estimuladas adquirindo capacidade de fagocitar 

neurónios em degeneração(Forrester et al., 2002). 

 

1.1.2 Vias de transmissão de sinal na retina 

Os fotorreceptores dos vertebrados podem responder à luz, devido à presença de 

pigmentos visuais existentes nos discos membranares lipofílicos que compõem os 

segmentos externos. O pigmento visual consiste no conjunto de uma proteína designada 

opsina e de um cromóforo derivado da vitamina A, designado retinol(Oyster, 1999). 

A absorção de luz pelos fotopigmentos inicia a cascata de fototransdução. A via 

vertical, ou directa, de transmissão de sinal engloba fotorreceptores, células bipolares e 

células ganglionares e resulta da formação de sinapses entre fotorreceptores e células 

bipolares (neurónios de segunda ordem) e entre estas e células ganglionares (neurónios de 

terceira ordem) (Figura 1.1). Apesar de também se estabelecerem extensas ligações 

eléctricas entre os neurónios da retina através de junções em hiato, a transmissão química 

mediada por neurotransmissores predomina no circuito neuronal da retina(Miyachi et al., 1999). O 

principal neurotransmissor utilizado na via directa ou vertical é o glutamato. A libertação de 

glutamato pelos fotorreceptores e pelas células bipolares promove e/ou altera a actividade 

dos neurónios pós-sinápticos (células horizontais e bipolares para os fotorreceptores na 

retina externa; células amácrinas e ganglionares para as células bipolares na retina 

interna), por alteração directa da permeabilidade membranar aos iões ou por activação de 
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sistemas intracelulares, através dos receptores ionotrópicos e metabotrópicos do 

glutamato(Yang, 2004). 

Existem também vias laterais, ou indirectas, em dois níveis da retina. Uma destas 

vias laterais é mediada pelas células horizontais, que estabelecem sinapses entre 

fotorreceptores vizinhos, e também com as células bipolares. Desta forma, o sinal recebido 

pelas células bipolares na via vertical resulta não só da transmissão directa dos 

fotorreceptores, mas também da informação transmitida pelos fotorreceptores vizinhos, 

através das células horizontais. Outra via lateral é mediada pelas células amácrinas. Estas 

células recebem informação de células bipolares, de outras células amácrinas e de células 

ganglionares, e podem transmitir informação a células bipolares, amácrinas e ganglionares. 

Nesta via, o GABA é utilizado por diversas células horizontais e amácrinas, modulando a 

transmissão sináptica em ambas as camadas plexiformes(Yang, 2004).  

A retina contém uma grande variedade de neurotransmissores (acetilcolina, 

dopamina, glicina, serotonina e purinas (ATP e adenosina, embora com predominância do 

glutamato e do GABA).  

 

1.1.3  Principais neurotransmissores na retina 

1.1.3.1 Glutamato 

 O glutamato, tal como referido anteriormente, é o principal neurotransmissor na via 

vertical da retina. Estudos de imunohistoquímica demonstraram que o glutamato é 

detectável na retina de rato durante o desenvolvimento e o nascimento(Martins and Pearson, 2007). O 

conteúdo total de glutamato na retina aumenta durante o período pós-natal, em 

sincronização com a maturação das células glutamatérgicas(Vecino et al., 2004).  

 Os receptores do glutamato agrupam-se em duas classes: os receptores 

ionotrópicos, incluindo-se neste grupo os receptores AMPA (α-amino-3-hidroxi-5metil-

isoxazol-4-proprionato), KA (cainato) e N-metil-D-aspartato (NMDA), e os receptores 

metabotrópicos (mGluRs), que se subdividem em 3 grupos distintos: grupo I (mGluR1 e 

mGluR5), grupo II (mGluR2 e mGluR3) e grupo II (mGluR4 e mGluR6-8)(Conn and Pin, 1997; Ozawa et 

al., 1998; Yang, 2004). Os receptores AMPA e KA caracterizam-se pela permeabilidade ao Na+ e ao 

K+, mas não ao Ca2+, na maioria das situações. A activação destes receptores permite a 

entrada de Na+ nas células, provocando a despolarização da membrana. Os receptores 

NMDA, apesar de serem também permeáveis ao Na+, caracterizam-se pela sua 
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permeabilidade ao Ca2+. A distribuição dos receptores do glutamato está resumida na 

tabela 1.2. 

 

 

    Tabela 1.2 - Localização de receptores do glutamato nos neurónios da retina 

 Receptores do glutamato 

 Ionotrópicos Metabotrópicos 

Tipos de células AMPA KA NMDA GI GII GIII 

Fotorreceptores ? ? ? n.d + + 

Células horizontais + - - + n.d. ? 

Células bipolares + +/ ? -/ ? + ? + 

Células amácrinas + + + + + + 

Células ganglionares + ? + + n.d. ? 
Nota: (+) Forte expressão; (-) Ausência de expressão; (?) Resultados inconclusivos (n.d.) Resultados não 
determinados; (GI) grupo I; (GII) grupo II; (GIII) grupo III (adaptado de Yang  et al., 2004(Yang, 2004)) 

 

 

 

Os receptores do glutamato estão envolvidos na transmissão sináptica, mas a 

activação excessiva de receptores ionotrópicos do glutamato induz neurotoxicidade, 

processo que se designa por excitotoxicidade, que poderá estar envolvida na génese de 

diversas doenças do SNC(Choi, 1988; Choi and Rothman, 1990; Meldrum and Garthwaite, 1990). 

Existem algumas evidências que sugerem que a excitotoxicidade também constitui 

um factor importante na morte celular em determinadas doenças da retina, como, por 

exemplo, na isquémia retiniana e no glaucoma(Ullian et al., 2004). A excitotoxicidade causada 

pelo NMDA tem sido proposta como mediadora da morte celular das células ganglionares 

da retina(Ullian et al., 2004; Inomata et al., 2006; Xin et al., 2006). No entanto, existem outros estudos que 

contrariam estas evidências, sugerindo que as células ganglionares são insensíveis à 

excitotoxicidade induzida pelo glutamato e NMDA, mas apenas as células amácrinas são 

sensíveis à excitotoxicidade(Luo et al., 2004; Ullian et al., 2004). A morte de células amácrinas causada 

pelo glutamato foi demonstrada na retina de murganho(Olney, 1969), de coelho(Osborne and Herrera, 1994; 

Osborne et al., 1994; Osborne et al., 1995; Osborne et al., 1996) e de rato (Lombardi et al., 1994). 
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1.1.3.2 GABA 

O GABA é sintetizado a partir do glutamato pela acção da enzima descarboxilase 

do ácido glutâmico (GAD). Na retina adulta, o GABA é produzido e libertado pelas células 

horizontais e amácrinas que expressam a GAD. A presença deste neurotransmissor na 

retina tem sido detectada durante a fase embrionária da retina de pinto, nas camadas 

nuclear interna e de células ganglionares (ver revisão(Xu and Tian, 2004; Martins and Pearson, 2007)). Um estudo 

alternativo de síntese de GABA demonstra que o GABA está presente durante a fase inicial 

do desenvolvimento, mesmo antes da expressão de GAD nas células horizontais e 

amácrinas(Yamasaki et al., 1999)ver revisão(Xu and Tian, 2004; Martins and Pearson, 2007). Os neurónios GABAérgicos 

incluem as células bipolares e amácrinas. Os receptores de GABA são divididos em dois 

tipos distintos: os receptores ionotrópicos, incluindo-se neste grupo os receptores GABAA e 

GABAC, e os receptores metabotrópicos, onde se incluem os receptores GABAB. A 

activação dos receptores GABAA conduz à hiperpolarização da membrana, em 

consequência do influxo do ião cloreto (Cl-) através dos receptores, enquanto que a 

activação dos receptores GABAB leva a uma inibição da síntese de monofosfato cíclico de 

adenosina (AMPc). A activação deste receptor inibe a actividade de canais de Ca2+ e K+. 

Os receptores GABAC distinguem-se farmacologica e estruturalmente dos receptores 

GABAA e GABAB, embora sejam também canais iónicos, sendo, portanto, receptores 

tipicamente ionotrópicos, tendo sido detectados predominantemente na retina de 

vertebrados(Yang, 2004). 

 Esta vasta distribuição dos receptores GABA confirma a extrema importância do 

GABA na retina, uma vez que este é o principal neurotransmissor inibitório. A tabela 1.3 

resume, sem distinguir diferenças significativas entre espécies, a localização dos diferentes 

tipos de receptores de GABA, nos neurónios e nas células de Müller da retina(Zhang and Yang, 

1999; Biedermann et al., 2004; Yang, 2004). 
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   Tabela 1.3 – Localização de receptores de GABA nas células da retina 

 Receptores de GABA 
 Ionotrópicos Metabotrópicos 

Tipo de células GABAA GABAC GABAB 

Fotorreceptores + + + 

Células horizontais + + - 

Células bipolares + + ? 

Células amácrinas + ? + 

Células ganglionares + ? + 

Células de Müller + ? + 
Nota: (+) Forte expressão; (-) Ausência de expressão; (?) Resultados inconclusivos 
(adaptado de Yang et al., 2004(Yang, 2004)) 

 
 
 

1.1.4 Rede vascular da retina 

 A retina é o tecido com maior consumo de oxigénio por unidade de peso, no 

organismo. Para suportar esta exigência metabólica, o oxigénio é fornecido através do 

sistema vascular da retina e, também, pela circulação da coróide. Os fotorreceptores são 

irrigados pela circulação da coróide, que é exterior à retina, e as camadas mais internas da 

retina são irrigadas pela circulação retiniana. Estes dois sistemas vasculares têm 

características fisiológicas bastante diferentes. A circulação da coróide tem um fluxo 

sanguíneo elevado e taxa de circulação variável, enquanto que a circulação retiniana tem 

um fluxo sanguíneo baixo e taxa de circulação aproximadamente constante(Forrester et al., 2002). 

Os vasos retinianos formam a barreira hemato-retiniana interna. Os capilares da 

retina são formados por uma camada de células endoteliais, que estão envolvidas pela 

lâmina basal, na qual estão inseridos os pericitos (Figura 1.3.). 
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Figura 1.3 – Estrutura de um capilar retiniano e suas interacções com diferentes tipos de 
células. 
Esquema representativo de uma secção transversal de um capilar retiniano. As células endoteliais 
são revestidas pela lâmina basal, onde estão inseridos os pericitos, e pelos pedicelos (terminais 
perivasculares) dos astrócitos. No esquema é ainda possível observar a presença das células da 
microglia (adaptado de Abbott et al., 2006)(Abbott et al., 2006). 

 

 

As células endoteliais dos capilares retinianos formam junções oclusivas entre si, que 

funcionam como barreira à livre passagem de substâncias, permitindo apenas a passagem 

selectiva de algumas substâncias por transporte paracelular. Os pericitos são células 

alongadas que rodeiam, parcialmente, as células endoteliais (Figura 1.3). Os pericitos são 

células contrácteis que regulam o calibre dos capilares e, dessa forma, o fluxo sanguíneo 

na retina. Os pericitos têm também um papel importante na manutenção da homeostase 

microvascular. De facto, a morte ou disfunção de pericitos tem sido considerado um 

importante factor na patogénese de doenças como a retinopatia diabética, aterosclerose e 

angiogénese tumoral(Yamagishi and Imaizumi, 2005). A membrana basal é uma estrutura fibrilhar 

constituída por fibras de colagénio e tem como principal função o suporte estrutural do 

endotélio (Figura 1.3). Os capilares estão ainda envolvidos pelos pedicelos dos astrócitos e 

pelas células de Müller. O sistema vascular da coróide é constituído por capilares com 

muitas fenestrações, apresentando-se como uma rede vascular perfurada, tornando-os, 

assim, muito permeáveis(Forrester et al., 2002). 
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1.1.5 Neurogénese na retina 

A neurogénese consiste na formação de novos neurónios, a partir de células 

estaminais. Em termos gerais, as células estaminais podem definir-se como células 

indiferenciadas de um tecido específico, que apresentam a potencialidade de originar todo 

o tipo de células diferenciadas associadas a um determinado tecido, e que são capazes de 

se auto-renovar, ou seja, estas células têm a propriedade de gerar um vasto número de 

células idênticas ao progenitor multipotente, através de clonagem amplificadora(Ahmad, 2001). 

Existem, ainda, outras propriedades atribuídas às células estaminais, tais como divisão 

assimétrica, proliferação mitótica quiescente e capacidade de regeneração, características 

estas que são partilhadas por muitas, mas não por todas as células estaminais. Deste 

modo, as células progenitoras neuronais com capacidade de auto-renovação e com 

potencialidade de originar os vários tipos de células do tecido nervoso, os neurónios, 

astrócitos e oligodendrócitos, poderão ser consideradas como células estaminais(Wagers and 

Weissman, 2004).  

As células estaminais classificam-se de acordo com a potência que uma célula 

progenitora pode apresentar, relativamente ao tipo de células que é capaz de originar. As 

células mais primitivas são consideradas totipotentes – capazes de formar um organismo 

ou um tecido inteiro; as células dos embriões na fase de oito células (mórula) são 

totipotentes. As células estaminais poderão ainda ser pluripotentes ou multipotentes 

(capazes de originar muitos tipos de células, mas não todos), oligopotentes (originam 

poucos tipos de células), ou unipotentes (originam um de tipo celular) (Figura 1.4)(Temple, 2005). 

 
Figura 1.4 – Tipos de células estaminais. 
As células estaminais são classificadas segundo o seu potencial em termos de diferenciação como 
totipotentes, pluripotentes, multipotentes, oligopotentes e unipotentes. As células totipotentes 
definem-se como sendo células capazes de originar todo o tipo de células encontradas num 
determinado organismo; as células estaminais pluripotentes caracterizam-se pela capacidade de se 
diferenciarem em mais do que um tipo de células, mas não em todos; as células estaminais 
multipotentes, tal como as células pluripotentes, apresentam a propriedade de originar todo o tipo de 
células de um embrião, mas não as membranas extra-embrionárias; as células estaminais 
oligopotentes têm a capacidade para originar um grupo de células mais especializado; as células 
unipotentes apenas apresentam capacidade para originar um único tipo de células diferenciadas 
(adaptado de Wagers et al., 2004(Wagers and Weissman, 2004)). 
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Deste modo, as células estaminais apresentam capacidade de originar tecidos, 

como o tecido nervoso, mas ainda é necessário definir as condições que possibilitem a 

reparação do sistema nervoso. De facto, a aquisição de características de diferenciação de 

tecidos lesados e o aumento da plasticidade das células estaminais poderão contribuir para 

o benefício terapêutico no combate a doenças neurodegenerativas, como a Doença de 

Parkinson, a esclerose múltipla ou o glaucoma(Ahmad, 2001; Temple, 2001). 

 

 

1.1.5.1 Células estaminais no olho 

O desenvolvimento do olho dos vertebrados está intrinsecamente relacionado com a 

formação do SNC(Chow and Lang, 2001). O neuroepitélio que delimita as paredes das vesículas 

ópticas é regionalizado em áreas discretas, sob a influência de determinados genes, 

originando o epitélio pigmentado da retina, a retina, o epitélio ciliar e o epitélio da íris 

(Figura 1.5). Estes genes codificam as famílias de factores de transcrição Otx, Pax, Six, Rx 

e Emx, fornecendo características específicas às células estaminais no desenvolvimento da 

vesícula óptica e dos seus derivados(Ashery-Padan and Gruss, 2001; Chuang and Raymond, 2002). 

Estudos realizados em peixes, anfíbios, aves e em roedores demonstraram que a 

neurogénese da retina não cessa após o estádio embrionário mas, pelo contrário, continua 

a ocorrer ao longo da vida dos animais. Na verdade, a retina continua a crescer, sendo as 

novas células continuamente adicionadas à margem ciliar (CMZ – "ciliary marginal zone”) 

do olho de forma concêntrica (Figura 1.5)(Straznicky and Gaze, 1971; Johns, 1977; Ahmad et al., 2000; Tropepe et al., 2000; 

Reh and Fischer, 2001).  
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Figura 1.5 – Representação de uma secção sagital da região da margem ciliar do olho de 
murganho adulto. 
A área delimitada pela caixa do lado esquerdo foi ampliada no esquema à direita. A zona da margem 
ciliar é constituída por células pigmentadas que se situam sobre o músculo ciliar liso (verde), que está 
adjacente ao cristalino. Apenas as células pigmentadas provenientes da margem ciliar, e não as 
células do epitélio pigmentado, proliferam de forma a originar colónias esféricas de células estaminais 
(adaptado de Tropepe et al., 2000(Tropepe et al., 2000)). 
 

 

1.1.5.2 Células estaminais/progenitoras da retina 

Alguns estudos in vivo têm demonstrado que as células progenitoras da retina são 

multipotentes e possuem a capacidade de originar todos os tipos celulares neuronais da 

retina, incluindo as células de Müller(Cepko et al., 1996). As evidências de que as células 

progenitoras da retina respondem a mitogénicos, tal como o EGF (“Epidermic Growth 

Factor” - Factor de Crescimento Epidérmico) e o FGF2 (“Fibroblast Growth Factor 2” - 

Factor de Crescimento dos Fibroblastos 2), permitiram isolar e caracterizar as células 

progenitoras da retina, na forma de neuroesferas. As neuroesferas, geradas a partir de 

células da retina embrionária na presença de EGF/FGF2, são constituídas 

predominantemente por células em proliferação que expressam o marcador de células 

progenitoras, a nestina. Quando os mitogénicos são removidos e o meio é suplementado 

com 1% de albumina bovina sérica, as células da neuroesfera diminuem a sua expressão 

de nestina e diferenciam-se em neurónios e células da glia(Bhattacharya et al., 2003). Porém, apesar 

da evidente multipotência característica das células progenitoras da retina, ainda é 

controverso se estas células poderão ser definidas como células estaminais, devido ao 
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insucesso na tentativa de clonagem em série, ou seja, não apresentam a capacidade de 

auto-renovação. Contudo, existem estudos in vitro que sugerem que estas células podem 

ser efectivamente células estaminais, mas ainda não foram identificadas as condições que 

promovem a sua auto-renovação in vitro(Ahmad et al., 2004). 

As células da retina são geradas em sequência, ou seja, os diferentes tipos de 

neurónios surgem numa ordem temporal precisa que é característica de cada espécie (Temple, 

2001). A ordem pela qual surgem os diferentes tipos de células é definida pelo dia em que 

estas entram na fase S (fase de síntese). O dia em que células sofrem a sua última fase S 

permite uma previsão acerca do tipo de célula que se irá formar. A razão pela qual este 

evento acontece ainda não está determinada; porém, é uma característica comum no 

desenvolvimento do SNC(Cepko et al., 1996). Na retina, esta informação temporal está bem 

definida e sabe-se a ordem exacta do aparecimento de cada tipo celular da retina. Assim, 

como se pode observar na Figura 1.6, as células ganglionares são as primeiras a aparecer, 

durante o processo de desenvolvimento da retina, embora os cones e as células horizontais 

e amácrinas também possam surgir na mesma altura(Cepko et al., 1996). Assim, de acordo com o 

aparecimento das células retinianas, a histogénese inicial da retina caracteriza-se pelo 

aparecimento das células ganglionares, cones e células horizontais e amácrinas, enquanto 

que a fase tardia da histogénese se define pelo surgimento dos bastonetes, células 

bipolares e células de Müller e ainda de algumas células amácrinas (Figura 1.6). Deste 

modo, tal como no SNC, nas fases mais precoces, as células progenitoras geram 

preferencialmente neurónios e, nas fases tardias da histogénese, as células progenitoras 

originam preferencialmente células da glia, ou seja, a capacidade neurogénica diminui com 

as fases mais tardias do desenvolvimento. Estas alterações na determinação dos diferentes 

tipos celulares reflecte a utilização diferencial da sinalização de diferentes genes pelas 

células progenitoras iniciais e tardias, como é o caso da sinalização do Notch(Ahmad et al., 2004). 

Durante a fase inicial do desenvolvimento, a sinalização do Notch funciona no sentido de 

manter a população de células progenitoras, enquanto que, na fase mais tardia do 

desenvolvimento, quando a neurogénese é menor, o sinal intracelular do Notch é recrutado 

para promover a gliogénese(Furukawa et al., 2000; Vetter and Moore, 2001). 
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Figura 1.6 – Origem sequencial das células da retina de murganho. 
O aparecimento sequencial das células foi determinado através da incorporação de timidina tritiada 
([3H]timidina) durante o desenvolvimento da retina de murganho. As células que estavam em fase S 
durante a adição de [3H]timidina incorporaram o composto. As células que continuaram a dividir-se 
apresentam uma marcação pouco intensa, enquanto que as células que se encontram na última fase 
S retêm um nível de marcação mais intenso. O dia de aparecimento (N) de cada tipo celular é 
determinado através da análise das células da retina cuja marcação para [3H]timidina é mais intensa 
o que indica que se encontram na sua última fase S. A percentagem de células que surge num 
determinado dia para cada tipo de célula é representado nas ordenadas (adaptado de Cepko et al., 
1996)(Cepko et al., 1996). 

 

1.1.5.3 Epitélio ciliar adulto como fonte de células progenitoras neuronais  

Vários estudos têm demonstrado que a retina de mamíferos adultos tem capacidade 

de autoregeneração(Wallace, 2007). De facto, foi demonstrada a existência de células 

progenitoras neuronais na zona marginal da córnea, na conjuntiva e no epitélio ciliar do 

olho de mamíferos adultos(Kenyon and Tseng, 1989; Pellegrini et al., 1999; Ahmad et al., 2000; Tropepe et al., 2000; Dogru and 

Tsubota, 2005; Klassen et al., 2007). A hipótese de que as células progenitoras neuronais estão 

presentes no epitélio ciliar adulto de mamíferos foi baseada no facto de existirem células 

progenitoras neuronais numa região análoga à zona da margem ciliar (CMZ; Figura 1.5) em 

peixes, rãs adultas, pinto e no homem(Straznicky and Gaze, 1971; Johns, 1977; Fischer and Reh, 2000; Perron and Harris, 

2000; Mayer et al., 2003; Mayer et al., 2005). Estudos in vitro, através da análise de incorporação de BrdU, 
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também revelaram a existência de células progenitoras neuronais no epitélio ciliar de ratos 

adultos(Ahmad et al., 2000). Assim, quando estas células são cultivadas na presença de EGF e/ou 

FGF2 proliferam, dando origem a neuroesferas que contêm células positivas para a 

nestina, tal como sucede nas células progenitoras embrionárias. As células presentes no 

epitélio ciliar adulto são multipotentes e podem diferenciar-se em ambas as linhagens, 

neuronais ou gliais. Ao contrário das células progenitoras da retina embrionária, as células 

do epitélio ciliar adulto têm a capacidade de auto-renovação, formando neuroesferas. 

Assim, fica preenchido o requisito básico para a definição de células estaminais. As células 

do epitélio ciliar adulto expressam os marcadores das células progenitoras da retina, 

Chx10, Rx e Pax6, podendo mesmo diferenciar-se em neurónios da retina quando expostas 

a ambientes adequados(Ahmad et al., 2000; Engelhardt et al., 2004). A capacidade de auto-renovação 

destas células, a sua plasticidade e o seu potencial para poderem expressar fenótipos da 

retina sugerem a possibilidade de elas poderem representar uma população residual de 

células estaminais da retina. 

 

1.1.5.4 Células de Müller como células estaminais da retina 

Diversos estudos têm sugerido que as células da glia, ou células que expressam 

características gliais, possuem potencial de diferenciação em neurónios(Goldman, 2003). Outros 

estudos demonstraram que astrócitos localizados na zona subventricular do cérebro 

humano e de roedores apresentam potencial neurogénico(Doetsch et al., 1999; Sanai et al., 2004). Além 

disso, verificou-se que a maioria dos neurónios do SNC são gerados a partir de 

progenitores que expressam GFAP (“Glial fibrillary acidic protein” - proteína acídica fibrilhar 

da glia)(Zhuo et al., 2001). Neste contexto, na retina, as células de Müller poderão também ser 

consideradas precursores neuronais na retina. Este facto foi demonstrado num estudo de 

regeneração dos fotorreceptores, após lesão induzida por laser, no peixe dourado(Braisted et al., 

1994). Neste estudo, foi demonstrado que as células de Müller proliferam em resposta à 

lesão, migram para o espaço anteriormente ocupado pelos fotorreceptores danificados, 

surgindo, assim, a possibilidade de desdiferenciação das células de Müller em 

fotorreceptores, de modo a substituir os fotorreceptores que degeneraram. As células de 

Müller adultas, quando expostas a mitogénicos, proliferam e originam neuroesferas com 

capacidade de auto-renovação e multipotência, gerando neurónios e glias(Hicks and Courtois, 1990; 

Monnin et al., 2007). Demonstrou-se ainda que as células de Müller na retina de pinto(Reh and Fischer, 

2001) e de murganho(Dyer and Cepko, 2000) também proliferam em resposta a uma lesão, indicando a 
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existência de uma fonte de neurogénese regenerativa. Assim, tendo em conta estas 

evidências, as células de Müller, em resposta a um insulto tóxico, possuem a capacidade 

de substituir tipos celulares específicos previamente danificados(Fischer and Reh, 2001). Desta 

forma, estas observações sugerem que as células de Müller, sob determinadas condições, 

podem adquirir propriedades e potencial de células estaminais neuronais e, assim, poderão 

ser utilizadas em estratégias de regeneração terapêutica nas doenças retinianas(Monnin et al., 

2007). 

 

1.1.5.5 Regeneração e terapia celular em doenças oculares 

A identificação e caracterização de células progenitoras neuronais poderá abrir 

novas perspectivas no tratamento de patologias da retina caracterizadas pela degeneração 

neuronal(Gage, 2000; Anderson, 2001; Engelhardt et al., 2004), tais como: retinitis pigmentosa (RP), 

degenerescência macular associada à idade, retinopatia diabética e glaucoma. Assim, as 

células estaminais neuronais poderão ser úteis na recuperação da visão em doentes que 

sofram destas doenças, através da substituição das células danificadas e/ou através da 

protecção dos neurónios sobreviventes de degenerações(Fimbel et al., 2007). O potencial 

tratamento de doenças degenerativas retinianas, com recurso a células progenitoras 

neuronais, poderá ser efectuado utilizando duas estratégias diferentes, embora 

complementares, nomeadamente a terapia de substituição celular e a terapia genética ex 

vivo. Apesar destes procedimentos ainda não terem sido utilizados em doenças 

degenerativas da retina em humanos, os resultados obtidos em diversos estudos com 

modelos animais indicam que estes poderão, de facto, constituir estratégias terapêuticas de 

enorme potencial no tratamento de doenças degenerativas da retina. Além do mais, as 

células progenitoras da retina, em combinação com a tecnologia de microarray de ADN, 

poderão ser utilizadas em estudos in vitro de diferenciação da retina e, assim, ser úteis na 

identificação de genes promotores da diferenciação e sobrevivência celular. Este 

conhecimento poderá ser usado como alvo terapêutico preferencial no tratamento de 

degenerações da retina (Figura 1.7)(Ahmad, 2001; Fimbel et al., 2007). 
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Figura 1.7 – Potencial utilização de células estaminais neuronais no tratamento de doenças 
degenerativas oculares  
As células progenitoras neuronais em cultura poderão ser transplantadas na retina de forma a 
substituir a retina danificada (fotorreceptores com tonalidade mais clara) através da sua diferenciação 
em fotorreceptores (fotorreceptores azuis). Em alternativa, as células progenitoras neuronais 
intrínsecas, tais como as células progenitoras do corpo ciliar, poderão ser estimuladas a proliferar, 
migrar para o local da lesão, e diferenciar-se nos fotorreceptores em falta. Paralelamente, as células 
progenitoras neuronais em cultura poderão também ser geneticamente modificadas no sentido de 
promover a sobrevivência, podendo diferenciar-se em fotorreceptores (fotorreceptores azuis) e 
regenerar a retina degenerada. Para tal, as células geneticamente modificadas sintetizam e libertam 
factores neuroprotectores, protegendo assim os fotorreceptores danificados (fotorreceptores com 
tonalidade mais clara). Adicionalmente, por intermédio da tecnologia de microarray de ADN, as 
células progenitoras em cultura poderão ainda ser utilizadas para monitorizar fármacos e factores 
neuroprotectores que promovam a sobrevivência de células da retina, bem como identificar genes 
envolvidos nos processos de diferenciação e sobrevivência das mesmas. Setas curvas, libertação de 
factores neuroprotectores (adaptado de Ahmad et al., 2001(Ahmad, 2001)). 

 

De facto, neste seguimento, estudos em retina de peixes sugerem que a eliminação 

de fotorreceptores induzida por laser poderá ser recuperada a partir de uma população de 

células progenitoras presentes na retina(Braisted et al., 1994). Adicionalmente, na retina adulta de 

murganho, foi também demonstrado que, após uma lesão na retina, é possível introduzir 
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células progenitoras, observando-se que as células transplantadas se integram e 

diferenciam em bastonetes, formam sinapses e melhoram a acuidade visual(MacLaren et al., 2006). 

1.2 O Neuropeptídeo Y (NPY) 

1.2.1 O peptídeo: estrutura, síntese, localização e metabolização  

 
 Estrutura 

 O neuropeptídeo Y (NPY) é um peptídeo constituído por 36 aminoácidos, 

possuindo um terminal carboxílico amidado e muitos resíduos de tirosina (designada 

também por Y), presentes em ambos os terminais da molécula (Figura 1.8). O NPY foi 

inicialmente isolado a partir de cérebro de porco, em 1982(Tatemoto, 1982). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1.8 – Estrutura do neuropeptídeo Y (NPY) 
 
 
 
 O NPY pertence a uma família de peptídeos, a família do NPY, que inclui o 

peptídeo YY (PYY) e o polipeptídeo pancreático (PP)(Tatemoto, 1982; Schwartz et al., 1990). O NPY é um 

dos neuropeptídeos mais conservados evolutivamente, enquanto que o PP varia 

consideravelmente entre as espécies(Larhammar et al., 1992). 

 

 Síntese 

À semelhança de todos os polipeptídeos e proteínas, o NPY é produzido por clivagem de 

um peptídeo precursor, que foi, por sua vez, sintetizado nos ribossomas e transportado 

para o lúmen do retículo endoplasmático e, deste, para o complexo de Golgi. O precursor 
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do NPY é o propeptídeo de 97 aminoácidos, designado por pré-pro-NPY(Minth et al., 1984). Nos 

grânulos secretores, ocorre uma clivagem com a remoção do peptídeo sinal de 28 

aminoácidos, resultando o pro-NPY, constituído por 69 aminoácidos. O pro-NPY consiste 

no NPY1-39, em que um grupo de três aminoácidos no terminal carboxílico, Gly37-Lys-Arg39, 

está flanqueado por um grupo de 33 aminoácidos (o CPON, “C-terminal Flanking Peptide of 

NPY”, peptídeo flanqueador do NPY, no terminal carboxílico). De seguida, o NPY1-39 é 

sujeito à acção da enzima carboxipeptidase B (CPB), resultando o NPY1-37 que, por sua 

vez, é o substrato da enzima de amidação peptil-glicina-amino-monoxigenase (PAM), 

surgindo o NPY1-36 amidado que é biologicamente activo(Medeiros Mdos and Turner, 1996). Ao NPY1-36, 

designaremos simplesmente por NPY (Figura 1.9).  

 
Figura 1.9 – Esquema da síntese do NPY a partir do precursor pré-pro-NPY. 
O pré-pro-NPY é constituído pelo peptídeo sinal de 28 aminoácidos, pelo NPY1-39, por um grupo de 3 
aminoácidos no terminal carboxílico, Gly37-Lys-Arg39 e pelo CPON. A remoção do peptídeo sinal 
origina o pro-NPY. Este contém 69 resíduos de aminoácidos, sendo constituído pelo NPY1-39 e pelo 
peptídeo CPON. Após clivagem, pelas enzimas de conversão, resulta a formação do NPY1-39. Este 
peptídeo é sujeito à acção da enzima carboxipeptidase B originando o NPY1-37 que por sua vez é o 
substrato da enzima PAM, resultando o peptídeo biologicamente activo NPY1-36, ou simplesmente 
NPY (adaptado de Silva, 2002)(Silva et al., 2002). 
 
 
 

 Localização 
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 O NPY é considerado o neuropeptídeo mais abundante nos mamíferos e está 

largamente distribuído no SNC e no sistema nervoso periférico (SNP)(Michel et al., 1998). Na 

tabela 1.4 descreve-se, resumidamente, a distribuição do NPY no organismo, em vários 

modelos. 
   

   Tabela 1.4 – Distribuição do NPY (adaptado  de Salgado, 2007)(Salgado, 2007) 

Distribuição Referências bibliográficas 

Medula espinal, mesencéfalo, metencéfalo ver revisão Silva et al., 2005a 

Córtex, hipotálamo, gânglio basal, tálamo, septo, 
estriado, amígdala 

Allen et al., 1983; de Quidt and 
Emson, 1986a, ver revisão Silva et 
al., 2005a 

Hipocampo, nomeadamente no giro dentado Caberlotto et al., 2000 

Lóbulo occipital e córtex temporal Adrian et al., 1983; Beal et al., 1987; 
Delalle et al., 1997 

Hipófise ver revisão Grunditz et al., 1984; 
Jones et al., 1989; Silva et al., 2005a 

Glândulas sebáceas e lacrimais Ebara et al., 1992; Kirch et al., 1996; 
Seifert et al., 1996 

Mucosa nasal Zhao et al., 1998; Knipping et al., 
2003 

Baço, pâncreas, ilhéus de Langerhans, coração 
Ahmed et al., 1997; Ponery and 
Adeghate, 2000; Adeghate et al., 
2001; Lambert et al., 2002 

Células endoteliais 
Jackerott and Larsson, 1997; 
Jacques et al., 2003; Silva et al., 
2005b 

Cólon, neurónios entéricos, esfíncter pilórico 
Rettenbacher and Reubi, 2001; Cox 
and Tough, 2002; Lindestrom and 
Ekblad, 2002; Anitha et al., 2006 

Fígado e timo Kranz et al., 1997; Esteban et al., 
2001b 

Glândulas supra-renais 
de Quidt and Emson, 1986b; 
Fernandez-Vivero et al., 1993; Pelto-
Huikko, 1989; Cavadas et al., 2001 

 

 

 

 Metabolização do NPY 

Entre as peptidases que apresentam alta afinidade para o NPY, a principal parece 

ser a dipeptidil-peptidase 4 (DPP-4; DPP-IV). Esta exopeptidase da família das propil-

oligopeptidases é uma protease ligada à membrana plasmática, que cliva uma ligação 

peptídica, quando no peptídeo alvo existe o aminoácido prolina na penúltima posição. 

Assim, actuando no NPY, a DPP-4 cliva a ligação Pro2-Ser3 do terminal amínico, dando 

origem ao NPY3-36. Este peptídeo perde a afinidade para o receptor Y1 e torna-se agonista 
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para os receptores Y2 e/ou Y5
(Medeiros and Turner, 1994; Medeiros Mdos and Turner, 1996). Existem, ainda, outras 

aminopeptidases que podem clivar o NPY. A dipeptidil-peptidase V8 (DPP-8; DPP-VIII) e a 

dipeptidil-peptidase V9 (DPP-9; DPP-IX), encontrando-se ambas localizadas no citoplasma, 

e, tal como a DPP-4, ambas clivam o NPY na ligação peptídica no aminoácido prolina(Abbott et 

al., 2000; Ajami et al., 2004). A aminopeptidase P (AP-P) é outra peptidase que hidrolisa o NPY. A AP-

P hidrolisa a ligação peptídica entre o primeiro e o segundo aminoácido no terminal amínico 

do peptídeo, sendo o segundo aminoácido a prolina(Vanhoof et al., 1997; Venema et al., 1997), resultando 

em NPY2-36. Os peptídeos NPY3-36 e NPY2-36 podem ainda ser degradados pela 

endopeptidase neutra-24-11, sendo os principais locais de clivagem a Tir20-Tir21 e Leu30-

lle31, dando origem aos peptídeos biologicamente inactivos NPY1-20 e NPY31-36
(Yaron and Mlynar, 

1968; Medeiros and Turner, 1994; Medeiros Mdos and Turner, 1996).  

 

1.2.2 Receptores do NPY 

 O NPY exerce a sua actividade biológica através de receptores acoplados a 

proteínas-G, caracterizando-se estes pela existência de 7 domínios transmembranares. A 

família dos receptores do NPY é a mesma família para todos os membros da família do 

NPY, o NPY, o PP e o PYY, e inclui: o receptor Y1, inicialmente caracterizado como um 

receptor pós-sináptico; o receptor Y2, que é considerado um receptor pré-sináptico; o 

receptor Y3, cuja clonagem ainda não foi descrita; o receptor Y4, que foi o primeiro receptor 

identificado para o PP; o receptor Y5, que está envolvido na regulação do apetite; e o 

receptor y6, que, apesar de já ter sido clonado e a sua expressão genética resultar em 

proteínas funcionais em coelhos e murganhos, ainda não tem função conhecida em 

primatas (revisão(Michel et al., 1998)). Aos subtipos Y1, Y2 e Y5 ligam preferencialmente o NPY e o 

PYY, enquanto que ao Y4 liga, preferencialmente, o PP. 

 

1.2.2.1 O receptor Y1  

Para que o receptor do NPY do subtipo Y1 seja activado pelo NPY, é essencial que 

o terminal amínico esteja intacto. De facto, a remoção de aminoácidos deste terminal, 

resultando nos análogos NPY2-36, NPY3-36 e NPY13-36, conduz a uma perda evidente da 

afinidade pelo receptor Y1. As modificações do NPY ao nível do terminal carboxílico 

resultam em análogos igualmente activos(Grundemar et al., 1993; Silva et al., 2002). O receptor Y1 é 

abundantemente expresso no SNC e nos vasos sanguíneos(Grundemar et al., 1992; Wahlestedt et al., 1993). 
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As suas principais funções estão associadas à vasoconstrição(Capurro and Huidobro-Toro, 1999; Wiest et al., 

2006), à proliferação de células do músculo liso(Zukowska-Grojec et al., 1998b), epitélio olfactivo(Hansel, 2001), 

células progenitoras do hipocampo(Howell et al., 2003; Howell et al., 2005; Howell et al., 2007), células β do 

pâncreas(Cho and Kim, 2004), células de Müller(Milenkovic et al., 2004) e células tumorais(Kelley et al., 2001; Reubi et 

al., 2001; Korner et al., 2004). A activação deste receptor está ainda associada à diminuição de 

ansiedade e depressão(Sajdyk et al., 1999; Redrobe et al., 2002), ao aumento de apetite(Corp et al., 2001; Lecklin et al., 

2003) e ao consumo de álcool(Kelley et al., 2001; Thiele et al., 2002). 

 

1.2.2.2 O receptor Y2 

 O receptor Y2 caracteriza-se farmacologicamente pela elevada afinidade pelo NPY 

e pelo PYY, mas, em contraste com o receptor Y1, para ser activado, não requer o terminal 

amínico intacto, mantendo uma afinidade máxima por fragmentos de NPY com alterações 

no terminal amínico, ou seja, o NPY2-36, NPY3-36 e o NPY13-36
(Michel et al., 1998). O receptor Y2 

está localizado, principalmente, a nível pré-sináptico e está implicado na inibição da 

libertação de neurotransmissores(Michel et al., 1998). Este receptor tem atraído particular 

interesse, devido ao seu envolvimento no controlo do apetite(Naveilhan et al., 1999; Batterham et al., 2002; 

Sainsbury et al., 2002), na excitabilidade neuronal e epilepsia(El Bahh et al., 2002; Herzog, 2002; Vezzani and Sperk, 2004) e 

na angiogénese(Zukowska-Grojec et al., 1998b; A. Jonas Ekstrand, 2003; Lee et al., 2003a). 

 

1.2.2.3 O receptor Y3 

 O receptor Y3 distingue-se dos restantes subtipos de receptores do NPY pelo facto 

de apresentar muito mais baixa afinidade para o PYY do que para o NPY e por ainda não 

ter sido clonado(Michel et al., 1998). Farmacologicamente, demonstrou-se que o receptor Y3 está 

presente em tecidos periféricos, como o gânglio cervical de rato(Foucart et al., 1993), cólon de 

rato(Dumont et al., 1994), medula supra-renal bovina(Wahlestedt et al., 1992; Norenberg et al., 1995; Cavadas et al., 2001) e 

nas células cromafins humanas(Cavadas et al., 2001). Funcionalmente, o receptor Y3 está também 

associado à hipotensão, bradicardia e inibição dos efeitos do glutamato(Grundemar and Hakanson, 

1993) e, ainda, como receptor responsável pelo efeito estimulador do NPY, na libertação de 

catecolaminas pelas células cromafins humanas(Cavadas et al., 2001; Cavadas et al., 2006). 
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1.2.2.4 O receptor Y4  

 O receptor Y4 tem maior afinidade para o PP do que para o PYY. O NPY não tem 

afinidade para este receptor(Lundell et al., 1995). No homem, o ARNm do receptor Y4 foi 

encontrado na próstata, cólon, pâncreas, intestino delgado, células do músculo liso e em 

determinadas regiões do cérebro, como é o caso do hipotálamo(Barrios et al., 1999; Berglund et al., 2003a; 

Misra et al., 2004). O PP é conhecido por inibir a libertação exócrina do pâncreas, por induzir o 

relaxamento da vesícula biliar e estimular a libertação da hormona luteinizante (LH)(Horvath et 

al., 2001; Montet et al., 2005; Andersen, 2007).  

 

1.2.2.5 O receptor Y5 

 O receptor Y5 é activado pelo NPY, PYY, [Leu31,Pro34]-NPY, análogos do PYY, e 

fragmentos dos peptídeos, tais como, NPY3-36 e PYY3-36
(Gerald et al., 1996; Hu et al., 1996; Borowsky et al., 1998; 

Michel et al., 1998). Este receptor localiza-se no hipotálamo, estando envolvido na estimulação do 

apetite(Hwa et al., 1999; Cabrele et al., 2000; Lecklin et al., 2003; Beck, 2006). Ao nível periférico, este receptor está 

presente nas glândulas supra-renais humanas e de murganho(Cavadas et al., 2001; Cavadas et al., 2006). 

 

1.2.2.6 O receptor y6 

 O receptor y6 ainda não tem função fisiológica conhecida, mas está presente em 

murganhos, coelhos, primatas e humanos, tendo já sido clonado, estando ausente em 

ratos(Gregor et al., 1996; Matsumoto et al., 1996; Weinberg et al., 1996). O ARNm para este receptor foi detectado no 

hipotálamo, hipocampo, intestino delgado e glândulas supra-renais de coelho, e no 

coração, músculo esquelético e hipotálamo de humanos(Gregor et al., 1996; Matsumoto et al., 1996; Statnick et al., 

1998). 

 

1.2.2.7 Vias de transdução de sinal acopladas aos receptores do NPY 

 Os receptores do NPY, na maioria dos casos, estão associados a proteínas G 

inibidoras (Gi e/ou Go). No entanto, algumas respostas resultantes da activação dos 

receptores de NPY parecem ser independentes das proteínas G inibidoras(Colmers and Pittman, 1989; 

Millar et al., 1991; Lemos and Takeda, 1995). Os principais mecanismos intracelulares resultantes da 

activação dos receptores de NPY consistem na inibição da adenilciclase(Olasmaa and Terenius, 1986; 
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Michel, 1991) e na modulação das variações da concentração intracelular de Ca2+ ([Ca2+]i) (Motulsky 

and Michel, 1988; Perney and Miller, 1989). Adicionalmente, o NPY pode ainda actuar na sinalização de 

Ca2+, pela activação ou bloqueio de canais de Ca2+ sensíveis à voltagem ao nível da 

membrana plasmática(Ewald et al., 1988; Gammon et al., 1990; Michel and Rascher, 1995). Também se demonstrou 

que os canais de potássio (K+) poderão ser activados ou inibidos pelo NPY(Millar et al., 1991; Xiong 

and Cheung, 1995). Existem, ainda, evidências que sugerem que o NPY poderá estar associado à 

activação da fosfolipase A2(Martin and Patterson, 1989) e das MAPK(Keffel et al., 1999). 

 

1.2.3 O NPY e os seus receptores na retina  

 Num estudo realizado na população finlandesa, demonstrou-se que um 

polimorfismo no gene do NPY está associado a uma predisposição para o desenvolvimento 

de retinopatia diabética em pacientes com diabetes tipo 2(Niskanen et al., 2000). Verificou-se que 

uma substituição comum do aminoácido prolina por leucina no codão 7 do gene do NPY 

(Leu7Pro) aumenta o risco de desenvolvimento de retinopatia. No que diz respeito ao tipo 

de receptor do NPY envolvido nesta doença, algumas evidências sugerem que o receptor 

Y2 pode mediar o desenvolvimento de retinopatia diabética, nomeadamente ao nível do 

processo de neovascularização da retina(Koulu et al., 2004). 

 Estas evidências sugerem que o NPY terá funções importantes na retina. Contudo, 

as funções do NPY em processos fisiológicos e patológicos na retina são desconhecidas.  

 A presença de NPY na retina foi detectada pela primeira vez em 1984 por Bruun et 

al.(Bruun et al., 1984), em cobaias. Estudos posteriores demonstraram a existência de 

imunorreactividade para o NPY (NPY-ir), na retina de várias espécies de vertebrados e 

mamíferos, nomeadamente em babuíno, porco, gato, rato, murganhos, pombo, pinto, rã, 

truta, carpa, peixe dourado, dourada e em retinas humanas(Bruun et al., 1986; Tornqvist and Ehinger, 1988; 

Straznicky and Hiscock, 1989; Bruun et al., 1991; Jen et al., 1994; Hutsler and Chalupa, 1995; Ammar et al., 1998; Sinclair and Nirenberg, 2001; Oh et 

al., 2002; Yoon et al., 2002; Pirone et al., 2008). 

 A NPY-ir, em modelos animais, está presente na camada nuclear interna e na 

camada de células ganglionares, tendo sido demonstrado que a NPY-ir está localizada 

predominantemente em células amácrinas e amácrinas deslocadas. Na camada nuclear 

interna a NPY-ir surge nos corpos celulares, enquanto que, na camada plexiforme interna, 

observou-se marcação para o NPY ao longo das dendrites(Sinclair and Nirenberg, 2001; Oh et al., 2002). Em 

retinas humanas, a NPY-ir está preferencialmente nos corpos celulares e nos axónios das 

células ganglionares e amácrinas, localizadas nas camadas de células ganglionares e 
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nuclear interna, respectivamente(Straznicky and Hiscock, 1989; Jen et al., 1994). Este padrão de distribuição 

foi também detectado na retina de gatos(Hutsler and Chalupa, 1994, 1995).  

 Alguns estudos demonstraram a presença de receptores de NPY na retina de 

diversas espécies. No epitélio pigmentado da retina humana, foi detectado o ARNm para os 

receptores Y1, Y2 e Y5, e, no epitélio pigmentado de bovino, foi apenas detectado o ARNm 

para receptores Y1 e Y2
(Ammar et al., 1998). Na retina de rato, o receptor Y1 do NPY foi detectado 

nos corpos celulares das células horizontais e nas suas ramificações na camada plexiforme 

externa(D'Angelo et al., 2002). Este estudo revelou ainda que a imunorreactividade para o receptor 

Y1 está presente nas dendrites de células amácrinas colinérgicas. Na retina de rato, 

atendendo à diferença entre a distribuição do NPY e do receptor Y1, os autores sugerem 

que o NPY poderá actuar de forma parácrina nos receptores Y1, de forma a modular a 

actividade das células amácrinas e horizontais(D'Angelo et al., 2002). Posteriormente, confirmou-se 

por RT-PCR a presença dos receptores do NPY Y1, Y2, Y4 e Y5, na retina de rato(D'Angelo and 

Brecha, 2004). Até ao momento, na retina de murganho, foi apenas identificado o ARNm do 

receptor Y1 e Y2 do NPY(Yoon et al., 2002). Por último, é importante referir que a expressão do 

NPY e dos seus receptores, a nível do SNC, não ocorre apenas em neurónios, podendo 

também ocorrer em células da glia, nomeadamente em astrócitos(Gimpl et al., 1993; Barnea et al., 1998; St-

Pierre et al., 2000).  

 

1.2.4 Efeitos do NPY: da neuromodulação à neuroprotecção 

1.2.4.1 Efeito neuromodulador do NPY 

 Vários estudos têm demonstrado que o NPY é um neuromodulador. O NPY regula 

a excitabilidade neuronal, em diferentes áreas do SNC, e a sua acção pode ser mediada 

por efeitos pré- ou pós-sinápticos. De facto, o NPY modula a libertação de diferentes 

neurotransmissores e hormonas, tais como glutamato, GABA, noradrenalina, dopamina, 

somatostatina, serotonina (5-HT), hormona de crescimento e o factor de libertação da 

corticotrofina, em múltiplas áreas do SNC (ver revisão(Silva et al., 2005a)). Assim, estudos realizados 

em modelos animais indicam que o NPY inibe a libertação de glutamato(Bleakman et al., 1992; Greber et 

al., 1994; Silva et al., 2001; Silva et al., 2003c), aspartato(Rodi et al., 2003), hormona de crescimento(Rettori et al., 1990b), 
noradrenalina(Martire et al., 1995; Tsuda et al., 1995; Bitran et al., 1999; Hastings et al., 2004) e de acetilcolina(Gu et al., 1983; 

Potter, 1987; Schwertfeger et al., 2004), em diversas estruturas cerebrais. Por outro lado, este peptídeo 
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induz um aumento na libertação de somatostatina(Rettori et al., 1990a), dopamina(Ault and Werling, 1999) e 

monóxido de azoto(Bitran et al., 1999) (ver revisão(Silva et al., 2005a)).  
 O NPY está co-localizado com outros neurotransmissores em diversas estruturas 

nervosas, como o neocórtex, hipotálamo, estriado, nucleus accumbens, região ventral do 

nucleus caudate (ver revisão(Silva et al., 2005a)). Já foi demonstrada, em modelos animais, a co-

localização do NPY e do GABA no “arcuate nucleus” do hipotálamo, neocórtex, amígdala 

média, estriado e córtex visual(Hendry et al., 1984; Jones and Hendry, 1986; Papadopoulos et al., 1987; Demeulemeester et al., 

1988; Aoki and Pickel, 1989; Vuillet et al., 1990; Horvath et al., 1997; Gao et al., 2003; Oberto et al., 2003). Várias evidências 

apontam, ainda, para o co-armazenamento de NPY, GABA e somatostatina no córtex 

cerebral, substância branca subcortical, amígdala média e estriado(Smith and Parent, 1986; Aoki and 

Pickel, 1989; Schwartzberg et al., 1990; Oberto et al., 2003). O NPY está co-localizado com os receptores do 

glutamato GluR2/4 ou GluR5/6/7, no córtex temporal e no hipocampo(Gonzalez-Albo et al., 2001). No 

néo-córtex humano, verificou-se co-localização dos neurónios NPY-ir com os neurónios 

positivos para a nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato diaforase (NADPH-d)(Unger and 

Lange, 1992).  

 À semelhança do que acontece noutras áreas do SNC, a presença de NPY nas 

células amácrinas da retinas de mamíferos sugere que este peptídeo pode funcionar como 

um neuromodulador(D'Angelo et al., 2002; Oh et al., 2002). A capacidade do NPY, em concentrações da 

ordem do nanomolar, em alterar a libertação de neurotransmissores na retina foi 

demonstrada há mais de uma década(Bruun and Ehinger, 1993). Aplicado exogenamente, o NPY 

afecta a libertação de [3H]glicina, [3H]dopamina, [3H]5-HT e [3H]cloreto de colina na retina 

de coelho e a libertação de [3H]GABA, [3H]5-HT e [3H]cloreto de colina na retina de pinto. A 

libertação de neurotransmissores induzida pelo NPY é dependente de energia, sendo 

dependente da actividade da Na+-K+ ATPase, e também de Ca2+(Bruun and Ehinger, 1993). Estudos 

realizados em ratos e murganhos demonstraram que as células amácrinas imunorreactivas 

ao NPY também são imunorreactivas ao GABA, à enzima descarboxilase do ácido 

glutâmico (GAD) e aos transportadores de GABA (VGAT), indicando que estes neurónios 

são inibitórios(Aoki and Pickel, 1990). A co-localização de GABA e de NPY também sugere que as 

células amácrinas libertam as duas substâncias(Sinclair and Nirenberg, 2001; Oh et al., 2002). Foi também 

demonstrada a participação do NPY, na modulação do mecanismo de ajustamento espacial 

na retina. O ajustamento espacial é realizado pelas células ganglionares e pensa-se que 

este mecanismo é regulado ao nível da camada plexiforme interna, envolvendo células 

amácrinas. De facto, a remoção de um subtipo destas células, nomeadamente células 
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amácrinas que expressam NPY, provoca a perda de capacidade de ajustamento espacial 

por parte das células ganglionares(Sinclair et al., 2004). 

 

 

 

 

1.2.4.2 Efeito proliferativo do NPY 

 O NPY parece ser um potencial candidato para estimular a proliferação de células 

progenitoras neuronais. A actividade neuroproliferativa do NPY foi demonstrada pela 

primeira vez, in vitro e in vivo, em células neuronais progenitoras do epitélio olfactivo de 

ratos(Hansel, 2001). Este estudo mostrou que o NPY é expresso por uma subpopulação de 

neuroblastos no epitélio olfactivo adulto e actua em células progenitoras neuronais, as 

células basais, induzindo a activação do ciclo celular. O receptor Y1 parece ser responsável 

pela acção proliferativa do NPY nos precursores neuronais, sendo este efeito mediado por 

activação de cascatas de cinases, envolvendo a proteína cinase C e as ERK1/2 

(“Extracellular Signal-Regulated Kinases”), que pertence ao grupo das MAP (“Mitogen-

Activated Protein”) cinases(Hansel, 2001).  
 Mais recentemente, foi evidenciada a actividade neuroproliferativa do NPY em 

neurónios de hipocampo(Howell et al., 2003; Howell et al., 2005; Howell et al., 2007). O NPY estimula a 

proliferação de células positivas para a nestina e de neuroblastos, em culturas de 

hipocampo de ratos recém-nascidos, e a proliferação de precursores neuronais no giro 

dentado do hipocampo de animais recém-nascidos e adultos, sendo esse efeito também 

mediado pelo receptor Y1 via activação da sinalização ERK1/2(Howell et al., 2005; Howell et al., 2007).  
 O NPY também tem actividade proliferativa sobre células da glia. Estudos 

realizados em culturas de células de Müller da retina de cobaias mostraram que o NPY tem 

uma actividade proliferativa bifásica. Para baixas concentrações (0,1 ng/mL e 1 ng/mL), o 

NPY diminui a proliferação celular, enquanto que, na presença de elevadas concentrações 

(100 ng/mL), aumenta a proliferação celular(Milenkovic et al., 2004). A expressão do receptor Y1 foi 

detectada em células da glia de retinas de indivíduos com vitreoretinopatia proliferativa, o 

que sugere que o NPY pode estar envolvido na estimulação da proliferação das células da 

glia em situações patológicas(Soler et al., 2002). 



___________________________________________________________________Introdução geral 

39 

 Tendo em consideração o envolvimento das MAPK na indução e regulação da 

proliferação celular e o efeito anti- e pró-proliferativo do NO, estudámos o efeito proliferativo 

do NPY nas células da retina em cultura, com base nestes pressupostos. Assim, de 

seguida, irá ser descrita a relação das MAPK e do NO com o efeito proliferativo do NPY. 

 

 

 

 

1.2.4.2.1 Proteínas cinases activadas por agentes mitogénicos (MAPK) e o 
efeito proliferativo do NPY 

 As proteínas cinases activadas por agentes mitogénicos (MAPK), encontram-se 

presentes em todos os eucariotas e participam em vias de transdução de sinal, desde as 

membranas até ao núcleo(Herskowitz, 1995; Lewis et al., 1998; Cobb, 1999). Estas cinases são activadas num 

processo designado em cascata, através de fosforilações em resíduos de tirosina e 

treonina(Lopez-Ilasaca, 1998; Cobb, 1999; English et al., 1999). Cada cascata consiste em, pelo menos, três 

enzimas que são activadas em série (Figura 1.10).  
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Figura 1.10 – Activação de diferentes vias de sinalização de MAPK por estímulos 
extracelulares. 
As vias de sinalização de MAPK contêm pelo menos três vias distintas de transdução de sinal que 
actuam em paralelo. Estas incluem as cinases ERK 1/2, c-JUN (também designadas JNK/SAPK) e 
p38. Na via da ERK 1/2, a Raf é a primeira cinase a ser activada após diversas fosforilações. A Raf 
pertence ao grupo das MAPKKK [MAP cinase cinase cinase ou MEK cinase (MEKK)], fosforilando 2 
resíduos, um de serina e outro de treonina, das MEK 1/2 [MAPKK (MAP cinase cinase)] que irão 
activar directamente as ERK 1/2 [MAP cinase (MAPK)]. As vias JNK e p38 são activadas de acordo 
com a mesma organização descrita para as ERK 1/2, embora por diferentes cinases(Lopez-Ilasaca, 1998; 

Cobb, 1999; English et al., 1999).  
 As MAPK são capazes de converter estímulos extracelulares em sinais 

intracelulares que controlam a expressão génica e, eventualmente, a proliferação e 

diferenciação celular(Cano and Mahadevan, 1995; Cohen, 1997). Estas cinases estão divididas em três 

subfamílias: as ERK, que incluem a ERK1 e a ERK2; as SAPK, também designadas 

cinases N-terminal do c-jun (JNK); e as cinases p38(Lopez-Ilasaca, 1998). Estas três famílias de 

cinases podem ser activadas simultaneamente, através de cascatas paralelas, mas as 

respostas ao mesmo estímulo podem ser distintas(Cano and Mahadevan, 1995). 

 No capítulo 5 deste trabalho, foi focada apenas a sinalização envolvendo as ERK 

1/2 ou MAPK, no processo de proliferação de células da retina. Deste modo, descreve-se, 

de seguida, os mecanismos associados a estas cinases. 
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 As cinases ERK 1, 2 e 3 foram as três primeiras MAPK de mamífero a serem 

clonadas, no início da década de 90. As ERK 1 e 2 são consideradas, entre as MAPK, as 

mais comuns nos processos de transdução de sinal, estando associadas à proliferação 

celular(Lewis et al., 1998; Cobb, 1999). 

 Os ligandos dos receptores do tipo tirosina-cinase estimulam a sua actividade, 

aumentando a autofosforilação do receptor, que resulta em alterações de conformação do 

mesmo, criando locais de ligação para outras moléculas envolvidas numa determinada via 

de sinalização. As MAPK podem ser activadas através de vários mecanismos. A activação 

das ERK pode ocorrer através de proteínas G, da proteína cinase C (PKC)(Anderson et al., 1991; 

Howe and Marshall, 1993; Gutkind, 1998), por mecanismos independentes da PKC(Farnsworth et al., 1995; Chen et al., 

1998) ou através do aumento do Ca2+ intracelular livre (Burgering et al., 1993b; Rosen et al., 1994). A activação 

de proteínas G pode induzir um aumento na produção de AMPc que, dependendo do tipo 

de célula, poderá inibir ou activar as ERK. Estudos realizados em fibroblastos e células do 

músculo liso revelaram que, após a sua estimulação por factores de crescimento, o 

aumento de produção de AMPc pode inibir a activação das ERK(Burgering et al., 1993b; Burgering et al., 

1993a; Cook and McCormick, 1993; Wu et al., 1993; Howell et al., 2007). Pelo contrário, em células neuronais e 

células β do pâncreas, o AMPc estimula a activação das ERK(Frodin et al., 1994; Frodin et al., 1995; Khoo and 

Cobb, 1997). A actividade máxima das MAPK está dependente do nível de fosforilação de 

resíduos de treonina e tirosina e, portanto, a remoção do grupo fosfato inibe a sua 

actividade. A desfosforilação de MAPK resulta da acção de MAPK fosfatases (MKP)(Guan and 

Dixon, 1993; Sun et al., 1993; Zheng and Guan, 1993). Estas enzimas desfosforilam selectivamente as MAPK 

mas, embora possam ser desfosforilados ambos os resíduos, o resíduo de fosfotirosina é o 

preferencialmente desfosforilado(Chu et al., 1996b; Groom et al., 1996; Mourey et al., 1996). 

 Os inibidores farmacológicos de componentes das vias das MAPK têm-se revelado 

indispensáveis na determinação das funções destas proteínas(Dudley et al., 1995; Favata et al., 1998; Olsen et 

al., 1998) como, por exemplo, na proliferação celular, diferenciação neuronal e biossíntese de 

citocinas inflamatórias, entre outros. No que diz respeito à proliferação, as ERK são 

activadas por agentes mitogénicos. Inúmeros estudos indicam que as ERK desempenham 

um papel essencial na sinalização mitogénica. De facto, demonstrou-se que a expressão 

constitutiva das formas activas das ERK1/2 leva à transformação de fibroblastos e à 

produção de tumores em murganhos “knock-out”(Mansour et al., 1994). Adicionalmente, uma 

proteína resultante da fusão da ERK2 e da MEK1, quando expressa no núcleo, é suficiente 

para que ocorra transformação dos fibroblastos, o que sugere que a activação da ERK2 é 

suficiente para a transformação de células imortalizadas(Robinson et al., 1998). Existem, também, 
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alguns estudos que demonstram o envolvimento das ERK 1/2 com o efeito proliferativo do 

NPY, nomeadamente em células progenitoras do epitélio olfactivo e do hipocampo, células 

da glia e em células β do pâncreas(Hansel, 2001; Cho and Kim, 2004; Milenkovic et al., 2004; Howell et al., 2005). 

 

1.2.4.2.2 O monóxido de azoto (NO) e o efeito proliferativo do NPY 

 O monóxido de azoto (NO) é uma molécula gasosa inorgânica, que se caracteriza 

como radical livre instável, com um tempo de meia-vida muito curto (2 a 20 

segundos)(Garthwaite and Boulton, 1995; Toda and Nakanishi-Toda, 2007). O NO foi reconhecido como um 

mensageiro, no sistema nervoso central, há, aproximadamente, duas décadas(Garthwaite et al., 

1988). Uma propriedade chave do NO, que se destaca de outras moléculas sinalizadoras do 

SNC, é a sua extrema difusibilidade em ambientes aquosos e lipídicos, o que permite uma 

rápida distribuição do sinal e, também, alcançar tecidos distantes do seu local de 

produção(Garthwaite and Boulton, 1995). 

 

 Síntese e funções do NO 

 As enzimas responsáveis pela síntese do NO designam-se por sintases do 

monóxido de azoto (NOS). Existem três isoformas da NOS: NOS neuronal (ou NOS tipo I, 

nNOS)(Bredt et al., 1991), NOS indutível (NOS II, iNOS)(Nunokawa et al., 1993; Nathan, 1994), e NOS 

endotelial (NOS III, eNOS)(Janssens et al., 1992). A nNOS é constitutivamente expressa no cérebro 

e nervos periféricos e é uma enzima solúvel que, para a sua activação, requer Ca2+, 

calmodulina e cofactores como a tetrahidrobiopterina (BH4), um grupo heme, nicotinamida 

adenina dinucleótido fosfato (NADPH), flavina adenina dinucleótido (FAD) e flavina adenina 

mononucleótido (FMN). A expressão da iNOS pode ser induzida em vários tipos de células 

e tecidos, mediante determinado tipo de estímulos. Por exemplo, a expressão da iNOS é 

induzida nos macrófagos pelo lipopolissacarídeo (LPS) e por citocinas(Hevel et al., 1991; Stuehr et al., 

1991). A eNOS é constitutivamente expressa, principalmente, por células endoteliais(Forstermann et 

al., 1991). 

 O NO é produzido por transformação do substrato L-arginina em N-hidroxi-L-

arginina por hidroxilação e esta em L-citrulina. As reacções catalisadas pelas NOS ocorrem 

na presença de oxigénio (O2) e de vários cofactores (Figura 1.11). 
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Figura 1.11 – Esquema representativo da biossíntese do monóxido de azoto. 
A reacção de síntese do NO inicia-se com a hidroxilação da L-arginina, originando um composto 
intermediário, a N-hidroxil-L-arginina, que por sua vez é oxidado, dando origem à L-citrulina e ao NO. 
 

 As acções biológicas do NO são amplamente conhecidas, tendo-se vindo a 

demonstrar que o NO tem acções benéficas ou citotóxicas, dependendo das concentrações 

de NO e do ambiente celular(Keynes and Garthwaite, 2004). Baixas concentrações de NO têm acções 

benéficas, enquanto que concentrações excessivas ou a combinação de NO com espécies 

reactivas de oxigénio produzem efeitos deletérios(Estrada and Murillo-Carretero, 2005). Assim, considera-

se que as isoformas eNOS e nNOS, que produzem pequenas quantidades de NO, estão 

mais associadas a processos fisiológicos, estando a isoforma iNOS, que produz grandes 

quantidades de NO, mais associada a processos patológicos, incluindo processos 

inflamatórios, lesões de tecidos e morte celular por apoptose(Estrada and Murillo-Carretero, 2005).  

 O NO produzido pela eNOS no endotélio vascular causa vasodilatação, diminuição 

da resistência vascular, redução da pressão sanguínea, inibição da adesão e agregação 

das plaquetas, inibição da adesão de leucócitos e prevenção da aterosclerose (ver revisão(Toda 

and Nakanishi-Toda, 2007)). No SNC, o NO actua como neuromodulador, regulando a actividade 

neuronal. O glutamato, por exemplo, estimula a formação de NO através do aumento da 

[Ca2+]i, podendo a produção excessiva de NO conduzir a processos neurodegenerativos 

agudos ou crónicos (ver revisão(Estrada and Murillo-Carretero, 2005; Toda and Nakanishi-Toda, 2007)). O NO gerado pela 

iNOS modula os processos inflamatórios através de múltiplas vias, desempenhando uma 

função importante na regulação de reacções imunológicas. 
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 Regulação da síntese de NO 

 A activação das isoformas eNOS e nNOS depende da elevação dos níveis de Ca2+ 

citoplasmático, enquanto que a isoforma iNOS é regulada ao nível da transcrição e a sua 

activação é independente de Ca2+(Hayashi et al., 1999; Alderton et al., 2001). Todas as isoformas precisam 

de calmodulina para que ocorra a sua activação(Bredt and Snyder, 1994). A regulação das várias 

isoformas da NOS pode ainda ocorrer por fosforilação, catalisada por diferentes proteínas 

cinases, resultando numa modulação da sua actividade enzimática(Li et al., 2007; Rameau et al., 2007). 

 

 Mecanismos intracelulares activados pelo NO 

 A maioria dos efeitos biológicos do NO são mediados pelo monofosfato cíclico de 

guanosina (GMPc)(Garthwaite, 1991). A enzima solúvel guanilil ciclase (GC) é o primeiro alvo do 

NO, ligando-se a um grupo heme da GC e, desse modo, estimula a enzima a converter 

trifosfato de guanosina (GTP) em GMPc(Bredt and Snyder, 1989). O GMPc pode actuar em canais 

iónicos dependentes de GMPc, activar a proteína cinase G (PKG) e fosfodiesterases 

dependentes de GMPc (PDEs)(Lucas et al., 2000; Lincoln et al., 2001), modulando assim a actividade de 

uma variedade de substratos celulares. O GMPc está também envolvido na regulação do 

conteúdo intracelular de Ca2+(Archer et al., 1994; Alioua et al., 1995). Além dos efeitos mediados através 

do GMPc, o NO pode ainda produzir efeitos através de um mecanismo independente de 

GMPc, ou seja, através da S-nitrosilação de proteínas(Stamler et al., 2001). 

 

 

 

 O NO e o GMPc na regulação da proliferação celular 

 A proliferação celular é um processo que é modulado pelo NO(Villalobo, 2006). A 

estimulação da produção endógena de NO pela iNOS, induzida por factores como o 

interferão-γ (IFNγ), o LPS, o factor de necrose tumoral-α (TNFα) ou interleucina (IL)-1β, 

inibe a proliferação de vários tipos de células, incluindo linfócitos(Nunokawa and Tanaka, 1992; Goureau et 

al., 1993; Hajri et al., 1998), células do músculo liso(Nunokawa and Tanaka, 1992; Stein et al., 1995), células 

hepáticas(Kawada et al., 1998) e células tumorais do pâncreas(Hajri et al., 1998). A produção de NO pela 

eNOS também é capaz de inibir a proliferação celular, inibindo moléculas reguladoras do 

ciclo celular(Sharma et al., 1999). Por exemplo, o NO inibe a via das MAPK e a actividade do 

promotor do factor de transcrição c-fos(Maeda et al., 2000). Por outro lado, apesar de se considerar 
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que o principal efeito do NO na proliferação celular é um efeito inibidor, existem evidências 

que suportam uma acção estimuladora do NO na proliferação celular. Este comportamento 

paradoxal aparente poderá estar relacionado com a existência de diferentes concentrações 

de NO, nas diferentes condições experimentais(Du et al., 1997; Hajri et al., 1998; Krischel et al., 1998; Ulibarri et al., 

1999; Frank et al., 2000; Luczak et al., 2004; Bal-Price et al., 2006). 

 A neurogénese em adultos também é modulada pelo NO. Na ausência de 

patologia, o NO sintetizado pela nNOS no cérebro pode inibir a proliferação de células 

progenitoras neuronais(Estrada and Murillo-Carretero, 2005). Contudo, após uma lesão cerebral, a 

produção excessiva de NO em diferentes tipos celulares está associada a um aumento da 

neurogénese(Estrada and Murillo-Carretero, 2005) (Figura 1.12). 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 1.12 – Controlo da proliferação celular pela NO. 
A interacção de citocinas, como por exemplo o IFNγ, ou de LPS bacteriano, com os seus receptores 
(IFNγR e LPSR) na superfície celular, desencadeiam mecanismos de sinalização (A) que induzem a 
expressão da iNOS e a consequente produção de elevadas quantidades de NO. (B) O NO produzido 
inibe a proliferação de células vizinhas. Por outro lado, a expressão de outras isoformas da NOS (não 
representadas na figura) leva à produção de menores quantidades de NO. Nestes casos, o NO 
estimula a proliferação celular (adaptado de Villalobo et al, 2006)(Villalobo, 2006). 
 

 

O NO também está envolvido na regulação da proliferação celular na retina. Este 

facto será abordado na secção seguinte (1.2.4.4.5). 
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 O GMPc, dependendo do tipo celular, também pode actuar como agente pró-

proliferativo ou anti-proliferativo. O efeito anti-proliferativo do GMPc é maioritariamente 

mediado pela PKG, embora, em determinadas condições, também envolva a proteína 

cinase A(Cornwell et al., 1994; Hutchinson et al., 1997; Hanada et al., 2001; Osinski et al., 2001)..Este efeito correlaciona-se, 

ainda, com a inibição da actividade da ERK 1/2, o aumento da expressão da fosfatase-1 

das proteínas cinases activadas por agentes mitogénicos (MKP-1)(Hutchinson et al., 1997; Yu et al., 1997; 

Suhasini et al., 1998), a modulação da regulação da expressão genética associada ao ciclo celular 

e a redução da síntese de Endotelina-1 (ET-1)(Fujisaki et al., 1995; Mitsutomi et al., 1999). O efeito pró-

proliferativo do GMPc foi observado em células endoteliais, estando associado a um 

aumento da actividade da ERK 1/2, podendo ainda estar relacionado com o aumento da 

produção do factor de crescimento do endotélio vascular (VEGF)(Hood and Granger, 1998; Parenti et al., 

1998; Zhang et al., 2003). 

 

 

 

1.2.4.2.3 O NO na retina: localização das isoformas da NOS e regulação 
fisiológica 

 O NO também contribui para a regulação fisiológica ocular(Toda and Nakanishi-Toda, 2007). Na 

retina, foram identificadas todas as isoformas da NOS, sendo que as isoformas neuronal e 

indutível foram detectadas, principalmente, nas células amácrinas(Lopez-Costa et al., 1997; Gotzes et al., 

1998; Honjo et al., 2002; Leal et al., 2007; Piehl et al., 2007). 

 Na retina, o NO pode também desempenhar funções neuroprotectoras, 

nomeadamente após situações de hipóxia ou isquémia. A isquémia retiniana, causada pela 

oclusão da artéria central da retina, induz alterações no electroretinograma. Estas 

alterações podem ser eliminadas após microinjecções, próximo de uma arteríola constrita 

de um dador externo de NO, possivelmente resultando num fornecimento melhorado de 

oxigénio e de nutrientes ao tecido lesado, o que sugere que o aumento do NO atenua os 

efeitos de uma situação isquémica(Liu et al., 1995; Donati et al., 1998). O aumento de produção de NO 

pela eNOS é também essencial na sobrevivência das células endoteliais na retina de rato, 

após isquémia(Honjo et al., 2002). O NO apresenta também um efeito neuroprotector, após uma 

injecção de NMDA no vítreo. A activação dos receptores NMDA provoca uma redução dos 

níveis de ARNm e de proteína da tirosina hidroxilase (TH), que é atenuada na presença de 

um dador externo de NO (NOC-18). Kitaoka e autores (2003) sugerem que este efeito 

neuroprotector do NO poderá estar associado com a indução da expressão de TH e o 
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aumento dos níveis de dopamina(Kitaoka et al., 2003). O efeito neuroprotector do NO foi 

demonstrado também em neurónios da retina, através da inibição da apoptose por uma via 

dependente de GMPc e da proteína cinase G(Mejia-Garcia and Paes-de-Carvalho, 2007). Adicionalmente, 

na retina, o NO está também associado à modulação da libertação de neurotransmissores. 

De facto, o NO afecta a libertação de acetilcolina(Kraus and Prast, 2001), glutamato(Prast and Philippu, 2001), 

dopamina(Segovia and Mora, 1998; Salum et al., 2006) e serotonina(Ginap and Kilbinger, 1998; Straub et al., 2007). Além 

destes neurotransmissores, na retina de anfíbios, foi demonstrado que o NO estimula a 

libertação de GABA e inibe a libertação de glicina(Ientile et al., 1996; Yu and Eldred, 2005). 

 No entanto, na retina, o NO não participa apenas em efeitos benéficos. De facto, na 

disfunção endotelial, a activação das NOS constitutivas causa desregulação do olho. Esta 

desregulação está associada ao desenvolvimento de diversas doenças, incluindo 

glaucoma, isquémia e retinopatia diabética. A activação da iNOS, por endotoxinas, 

inflamação e citocinas, produz elevadas quantidades de NO, por longos períodos de tempo, 

induzindo acções fisiopatológicas no nervo óptico e na retina. Do mesmo modo, 

quantidades excessivas de NO produzido na retina em consequência da excitotoxicidade e 

isquémia são lesivas para as células ganglionares e outros neurónios presentes no olho(Toda 

and Nakanishi-Toda, 2007). Assim, o conhecimento aprofundado acerca dos efeitos benéficos e 

patológicos do NO é necessário para o desenvolvimento de novas terapias(Toda and Nakanishi-Toda, 

2007).  

 Relativamente à regulação da proliferação celular na retina pelo NO, estudos 

realizados em retina embrionária de pinto demonstraram que dadores externos de NO 

reduzem a proliferação celular de uma forma independente das vias de GMPc e das ERK 

1/2(Magalhaes et al., 2006). Por outro lado, em retinas de ratos recém-nascidos tratadas com L-

arginina, observou-se um aumento da proliferação celular, sugerindo que o NO poderá 

desempenhar um papel importante na maturação da retina pós-natal(Kim et al., 2002). 
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1.2.4.3 Efeito neuroprotector do NPY 

 A neuroprotecção do SNC é um fenómeno fundamental na prevenção da morte 

celular, como se verifica no caso das doenças neurodegenerativas. Os efeitos 

neuroprotectores do NPY, após a estimulação excessiva dos receptores do glutamato 

(excitotoxicidade), estão bem documentados. Em culturas organotípicas de rato e de 

murganho, o NPY diminui a morte celular induzida por agonistas dos receptores do 

glutamato(Silva et al., 2003c; Xapelli et al., 2007).  

 O NPY é também capaz de reduzir a excitotoxicidade noutras áreas do cérebro, 

tais como na amígdala e no córtex(Domin et al., 2006).  

 Fortes evidências sugerem que o NPY pode desempenhar funções 

neuroprotectoras, durante algumas situações patológicas do SNC, como por exemplo, na 

epilepsia, isquémia ou doenças neurodegenerativas. Cérebros de indivíduos que sofriam de 

epilepsia evidenciam uma sobre-expressão de NPY nos interneurónios(Mathern et al., 1995; Furtinger et 

al., 2001). Do mesmo modo, em modelos animais de epilepsia, detectou-se um aumento do 

ARNm do NPY no hipocampo, amígdala, estriado, córtex e em áreas extralímbicas(Marksteiner et 

al., 1989; Marksteiner et al., 1990c; Marksteiner et al., 1990a; Bellmann et al., 1991; Vezzani et al., 1996). Assim, a sobre-expressão 

do NPY em ambos os casos, humanos e modelos animais, poderá representar uma 

resposta compensatória endógena à actividade epiléptica. De facto, fármacos anti-

convulsivantes previnem a frequência das convulsões e o aumento dos níveis de 

NPY(Marksteiner et al., 1989; Marksteiner et al., 1990b; Marksteiner et al., 1990a). Além disso, a administração de 

injecções intracerebroventriculares (ICV) de NPY inibe a actividade epiléptica(Woldbye et al., 1996; 
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Klemp and Woldbye, 2001). Adicionalmente, murganhos “knock-out” para o NPY são incapazes de 

terminar a actividade convulsiva espontânea e a administração de NPY, antes da indução 

de convulsões, previne a morte destes animais(Erickson et al., 1996; Baraban et al., 1997). A modulação da 

actividade epiléptica parece envolver os receptores do NPY Y1, Y2 e Y5
(Kofler et al., 1997; Husum et al., 

2004). 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1.3 A Neurotoxicidade na retina 

1.3.1 Mecanismos de morte celular: necrose e apoptose 

 Não obstante nem sempre ser fácil a distinção entre morte celular por apoptose ou 

necrose, apoptose e necrose apresentam características bioquímicas e morfológicas 

particulares. A necrose, normalmente, resulta de uma lesão severa, como por exemplo uma 

exposição a agentes tóxicos ou uma situação de stresse aguda. Caracteriza-se por um 

esgotamento rápido de ATP, uma expansão da célula e ruptura da membrana plasmática. 

A necrose é, frequentemente, seguida de uma resposta inflamatória no local da lesão, 

devido a um derramamento do conteúdo das células para o meio intercelular. A apoptose, 

ou morte celular programada, representa o mecanismo mais comum na regulação da 

homeostase relativa ao número de células de um determinado tecido no organismo, 

extremamente importante durante o desenvolvimento, bem como em inúmeras doenças 

degenerativas(Cellerino et al., 2000). A apoptose é considerada um evento activo, no qual as células 

em degeneração activam um programa de auto-destruição, envolvendo a síntese de novo 

de proteínas e, assim, o consumo de energia(Cellerino et al., 2000) (Figura 1.13). Caracteriza-se 

pela ruptura da membrana nuclear, fragmentação de DNA, condensação de cromatina, 

exposição de fosfatidilserina no folheto externo da membrana plasmática e evaginações da 

membrana(Kerr et al., 1972; Wyllie et al., 1980). 
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1.3.1.1 Caspases 

A família de proteínas, denominadas caspases, é uma família de proteases 

cisteínicas, que clivam resíduos de aspartato, sendo essenciais em determinados 

processos apoptóticos. A apoptose pode ser desencadeada por sinais provenientes da 

activação de receptores localizados na membrana plasmática, sendo designada via 

extrínsica, ou pela libertação de moléculas mitocondriais para o citoplasma, designando-se 

esta via por via intrínseca ou mitocondrial(Liu et al., 1998; Liu et al., 1999). 

 As caspases estão presentes nas células como precursores inactivos que 

necessitam de ser clivados por outras caspases, um mecanismo comum a todas as 

caspases, de forma a tornarem-se activas, num processo que ocorre em cascata. 

 

 
 
Figura 1.13 – Esquema representativo das características morfológicas do processo 
apoptótico  
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A- Célula intacta; B- O processo de apoptose inicia-se pela condensação do núcleo, contracção da 
célula e pelas evaginações da membrana plasmática; C- Na fase tardia da morte celular por 
apoptose, observa-se a fragmentação do núcleo, a formação de corpos apoptóticos e, finalmente, a 
fagocitose dos corpos apoptóticos por células fagocíticas. 
 

A clivagem proteolítica ocorre pela remoção do pró-domínio da caspase e, dessa 

forma, a caspase adquire actividade catalítica(Chan and Mattson, 1999; Leist and Jaattela, 2001). As caspases 

podem ser divididas em caspases iniciais (caspases 2, 8, 9 e 10) e caspases efectoras 

(caspases 3, 4, 5, 6, 7, 11, 12 e 13). As caspases iniciais são activadas em resposta a um 

insulto celular e são responsáveis pela clivagem e activação das caspases efectoras, que 

são responsáveis pelos eventos proteolíticos associados à morte celular por apoptose(Chan 

and Mattson, 1999; Leist and Jaattela, 2001). A existência de caspases iniciais previne a activação directa 

das caspases efectoras, existindo assim uma regulação mais rigorosa da cascata 

apoptótica. 

A caspase-3 é considerada a principal caspase efectora e pode ser activada por 

ambas as vias de apoptose, extrínseca e intrínseca. Na via extrínseca, a caspase-8 

activada cliva e activa a caspase-3, bem como outras caspases. Na via mitocondrial, ocorre 

a libertação de citocromo c da mitocôndria para o citosol, que se vai ligar à pró-caspase-9 e 

ao factor activador de proteases apoptóticas 1 (“apoptosis protease activating factor-1”; 

Apaf-1), formando um complexo designado de apoptossoma e resultando na activação da 

caspase-9(Li et al., 1997; Zou et al., 1999). A caspase-9 actua, de seguida, na pró-caspase-3, 

activando-a. A caspase-3 activa é capaz de clivar diversos substratos intracelulares, tais 

como proteínas do citoesqueleto, enzimas de reparação do ADN, proteínas cinases e 

proteínas anti-apoptóticas, causando morte celular(Chan and Mattson, 1999).  

 

1.3.2 Cálcio: o mensageiro secundário intracelular na retina 

 O ião cálcio pode funcionar como um sinal intracelular, sendo responsável pelo 

controlo de inúmeros processos celulares, tais como, crescimento e diferenciação celular, 

exocitose e excitabilidade neuronal. Devido a isto, os neurónios deverão regular de forma 

rigorosa a [Ca2+]i, de forma a estabelecerem um equilíbrio eficiente para que a sinalização 

de Ca2+ ocorra adequadamente. A [Ca2+]i, numa célula em repouso, deve permanecer em 

níveis muito baixos (cerca de 100 nM). Elevações relativamente pequenas ou localizadas 

da [Ca2+]i são suficientes para induzir a activação de enzimas ou de canais iónicos. Assim, 

os neurónios deverão desenvolver mecanismos homeostáticos, de modo a regular a [Ca2+]i 
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e a localização de iões Ca2+, no interior da célula(Graham et al., 1990; Rahn et al., 1991; Zhou and Neher, 1993; 

Bindokas and Miller, 1995).  

 A acumulação de Ca2+ no citosol ou em compartimentos celulares poderá activar 

processos dependentes de Ca2+, que se encontram latentes ou que operam, normalmente, 

a níveis baixos. A activação excessiva destes processos, que incluem, por exemplo, 

processos enzimáticos com o envolvimento de proteases, lipases ou endonucleases, 

poderão conduzir a lesões celulares ou promover a formação de produtos de reacção 

tóxicos que, em última instância, causam morte celular (ver revisão(Sattler and Tymianski, 2000)). 

1.4 A MDMA 

1.4.1 A história da MDMA – MDMA: sinónimo de “ecstasy”? 

  A 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA; “ecstasy”, “Adam”, “X”, “e”) é um 

derivado da anfetamina (Figura 1.14).  

 

 
 
Figura 1.14 – Estruturas químicas de MDMA e de anfetaminas relacionadas. 
As anfetaminas são derivadas da feniletilamina, quimicamente relacionada com o composto 
alucinogénico natural, a mescalina (adaptado de Green et al., 2003(Green et al., 2003)).   
 
 Originalmente, a MDMA foi sintetizada em 1912, mas apenas nos anos 50 foi 

considerada como uma droga psicoactiva(Shulgin and Nichols, 1978; Bernschneider-Reif et al., 2006). Desde 1985 

que a MDMA é considerada uma droga ilícita, visto que pode apresentar um elevado 

potencial de abuso, tem potencial neurotóxico e é desprovida de aplicação 

clínica(www.usdoj.gov/dea). 

A “ecstasy” é ilicitamente comercializada sob diversas cores, formas e tamanhos ou 

em pastilhas que são decoradas com as mais variadas imagens ou símbolos(www.ecstasy.org). 
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Contudo, atendendo a que se trata de uma droga ilícita, é necessário ter presente o grau de 

pureza das pastilhas de ecstasy utilizadas, uma vez que estas não apresentam 

exclusivamente MDMA na sua composição (80 a 150 mg de MDMA), contendo também, 

por vezes, outras substâncias psicoactivas, tais como, cafeína, cetamina e outros 

compostos relacionados com as anfetaminas(Green et al., 2003). Não obstante estes factos, a 

ecstasy é uma droga recreativa altamente consumida, maioritariamente, por jovens 

adultos(Parrott, 2005) em festas. Estas festas incluem, principalmente, música “techno” (som 

gerado electronicamente), vídeos gerados por computador e espectáculos com luzes laser, 

onde os participantes dançam durante toda a noite. 

1.4.2 A farmacologia da MDMA 

1.4.2.1 MDMA – Agonista monoaminérgico indirecto 

Os primeiros estudos sobre a “ecstasy” sugeriram que esta droga causa toxicidade 

selectiva nos neurónios serotoninérgicos(Stone et al., 1986). Estudos posteriores demonstraram 

ainda que, no cérebro de rato, a MDMA actua ao nível do sistema monoaminérgico, 

estimulando o efluxo de serotonina (5-HT) e de dopamina (DA), embora esta em menor 

extensão(Johnson et al., 1986; Schmidt et al., 1987; Amato et al., 2007). Na figura 1.15, está representado o 

mecanismo de acção da MDMA, no terminal nervoso serotoninérgico. No entanto, é 

importante referir que, no homem, ainda não está completamente esclarecido o efeito do 

consumo de MDMA na libertação de monoaminas. 
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Figura 1.15 – Mecanismo de acção da MDMA ao nível do terminal serotoninérgico.  
A MDMA usa os transportadores de serotonina (SERT) para entrar no terminal nervoso, apesar de, 
em elevadas concentrações, conseguir entrar por difusão (A). Uma vez no interior do terminal 
nervoso pré-sináptico, a MDMA entra nas vesículas sinápticas através do transportador 
monoaminérgico (VMAT), induzindo de forma rápida a libertação de serotonina (5-HT) das vesículas 
para o citosol, possivelmente através de um mecanismo de inversão do transportador (B). Por outro 
lado, a enzima MAO-A, localizada na membrana mitocondrial externa, é responsável pela degradação 
da 5-HT, sendo a sua actividade parcialmente inibida pela MDMA (C). Consequentemente, ocorre um 
aumento do conteúdo citosólico de 5-HT e a MDMA provoca uma rápida libertação de 5-HT para a 
fenda sináptica através da inversão do transportador SERT (D). Paralelamente, a MDMA liga-se aos 
receptores 5-HT2A pós-sinápticos (E). Adicionalmente, a MDMA também inibe a enzima hidroxilase do 
triptofano (TPH), o passo limitante na síntese de 5-HT (F), facto este que terá relevância na reposição 
dos níveis de 5-HT com o consumo crónico de MDMA (adaptado de(http://learn.genetics.utah.edu)).  

No cérebro, a MDMA interage com transportadores vesiculares e 

membranares(Berger et al., 1992; Crespi et al., 1997). Possivelmente, a MDMA entra nas vesículas através 

de VMAT, provocando a saída do conteúdo das mesmas (5-HT, DA ou NA), através da 

inversão do transportador vesicular(Partilla et al., 2006). No que diz respeito aos transportadores 

membranares de serotonina (SERT), tem sido demonstrado que a activação destes pela 

MDMA tem um papel crucial na toxicidade que ocorre ao nível dos terminais dos neurónios 

serotoninérgicos, levando à depleção de 5-HT dos terminais. A administração de inibidores 

dos SERT confirma este facto, na medida em que a toxicidade serotoninérgica causada 

pela MDMA é completamente prevenida em áreas como o córtex, o hipocampo e o estriado 

de rato(Sanchez et al., 2001). 

Para além do descrito anteriormente, estudos in vitro e in vivo demonstraram ainda 

que a actividade da monoaminaoxidase A (MAO-A) é parcialmente inibida pela MDMA, 
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causando, desta maneira, um aumento nos níveis extracelulares das monoaminas(Yamamoto and 

Spanos, 1988; Leonardi and Azmitia, 1994; Baumann et al., 2005). Estudos realizados em cérebro de ratos confirmam 

que a inibição da MAO-A potencia a libertação de 5-HT induzida pela MDMA(Hewton et al., 2007). 

Por outro lado, foi sugerido recentemente que a oxidação das monoaminas pela MAO-B 

poderá também contribuir para a neurotoxicidade induzida pela MDMA(Alves et al., 2007). A 

administração de MDMA a ratos também diminui a actividade da triptofano hidroxilase 

(TPH), a enzima responsável e limitante na síntese de 5-HT, em várias áreas do cérebro, 

tais como, neo-estriado, hipotálamo, hipocampo e córtex(Stone et al., 1986; Schmidt and Taylor, 1987; Molliver et 

al., 1990; O'Shea et al., 2006). 

 

1.4.2.2 MDMA – Agonista dos receptores da serotonina tipo 2A 

A MDMA é um agonista dos receptores 5-HT2A
(Sadzot et al., 1989) e, relativamente à sua 

afinidade para estes receptores, apresenta um valor da constante Ki entre 1 e 10 µM(Battaglia et 

al., 1988). 

 

1.4.2.3 MDMA – Farmacocinética 

A MDMA é uma base fraca, de baixo peso molecular, com grupos hidrofóbicos(de la 

Torre et al., 2004). Estas propriedades permitem-lhe difundir com alguma facilidade, através de 

membranas celulares. Estudos realizados em humanos sugerem que a concentração 

máxima (Cmax) da droga no plasma surge 1,5 a 3 h, após a sua ingestão(de la Torre et al., 2000). O 

tempo de meia-vida da MDMA no organismo é de 6 a 12 horas e a sua eliminação ocorre, 

essencialmente, a nível hepático e renal. O metabolismo hepático é a principal via de 

metabolização da droga, apesar de uma percentagem significativa da mesma permanecer 

inalterada(de la Torre et al., 2004). Na realidade, a metabolização da MDMA depende da 

idiossincrasia dos indivíduos, não se baseando numa farmacocinética linear(de la Torre et al., 2000). 

É também importante salientar que, em casos de consumo repetido de MDMA, as 

concentrações disponíveis da droga aumentam de forma desproporcional, tendo-se 

verificado que a MDMA tem capacidade de inibir o seu próprio metabolismo(Farre et al., 2004).  

Estas evidências foram também observadas em modelos animais, nomeadamente 

em ratos. As diferenças na farmacocinética da MDMA entre animais de diferentes estirpes, 

que estarão, em parte, relacionadas com diferenças nas enzimas hepáticas responsáveis 

pela metabolização da MDMA nos animais, também permite justificar as diferenças 
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observadas entre indivíduos, onde existem vários polimorfismos nas enzimas hepáticas, 

que poderão reflectir-se em termos de actividade enzimática(Chu et al., 1996a). 

Apesar das diferenças entre indivíduos, sexos e estirpes, o metabolismo da MDMA, 

quer em humanos, quer em ratos, segue um padrão semelhante para ambas as espécies. 

Na figura 1.16, de forma resumida, estão indicadas as principais vias de metabolização da 

MDMA. 
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Figura 1.16 – Principais vias metabólicas da MDMA.  
A MDMA sofre uma N-desmetilação, dando origem ao composto 3,4-metilenedioxianfetamina (MDA), 
e também uma O-desmetilação, originando a N-metil-α-metildopamina (N-Me-α-MeDA). Em ratos, a 
MDA formada através de N-desmetilação é principal via metabólica, enquanto que em humanos a O-
desmetilação predomina. A MDA é O-desmetilada originando α-metildopamina (α-MeDA). Ambos os 
compostos, N-Me-α-MeDA e α-MeDA sofrem O-metilação originando 4-hidroxi-3-
metoximetanfetamina (HMMA) e 4-hidroxi-3-metoxianfetamina (HMA), respectivamente. Estas 
reacções são reguladas pela enzima catecol-O-metiltransferase (COMT - “cathecol-O-
methyltransferase”). N-Me-α-MeDA, α-MeDA, HMMA e HMA poderão sofrer sulfação e 
glucuronidação por acção da sulfotransferase (SULT) e da uridina-difosfato-glucuronil transferase 
(UDPGT), respectivamente. Por outro lado, a N-Me-α-MeDA e a α-MeDA poderão sofrer uma 
oxidação e formar quinonas, que por sua vez se poderão conjugar com a glutationa. Reacções 
metabólicas posteriores poderão ainda levar à produção de derivados de N-Acetil-Cisteína (adaptado 
de de la Torre et al., 2004(de la Torre and Farre, 2004)). 

1.4.2.4 Efeitos agudos da MDMA em modelos animais e no homem  

 Os efeitos agudos causados pela MDMA em modelos animais, nomeadamente em 

ratos, murganhos e macacos, inclui, fundamentalmente, hipertermia, hiperactividade e o 

síndroma serotoninérgico. Este síndroma engloba alterações comportamentais, que 
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resultam da depleção de 5-HT nos terminais nervosos, entre as quais se destacam o 

aumento da actividade locomotora, movimentos da cabeça em “zig-zag”, abdução dos 

membros anteriores e proptoma(Yamamoto and Spanos, 1988; McNamara et al., 1995; De Souza et al., 1997; Shankaran and 

Gudelsky, 1999). Na realidade, o aumento de temperatura de forma aguda devido à MDMA em 

modelos animais é um dos poucos efeitos que pode ser directamente comparado com os 

efeitos observados no homem. Na tabela 1.5, encontram-se descritos, de forma resumida, 

os principais efeitos agudos detectados em diversos modelos animais e os sintomas 

clínicos observados no homem, após consumo de “ecstasy”. O consumo excessivo de 

“ecstasy” poderá conduzir ao colapso cardíaco, falência hepática e renal e mesmo à morte. 

Casos de morte relacionados com o consumo de “ecstasy” são raros, sobretudo mortes 

envolvendo somente o consumo exclusivo de MDMA. Contudo, na Europa, no ano de 2005, 

foram registadas 77 mortes relacionadas com o consumo de “ecstasy”(Addition, 2006). 
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Tabela 1.5 – Efeitos agudos e sintomas causados pela administração e/ou consumo de MDMA 
 

Efeitos agudos Modelos de estudo Referências 

Homem 
Cohen and Cocores, 1997; 
Vollenweider et al., 1998; Liechti and 
Vollenweider, 2000 

Ratos Broening et al., 1995; Malberg and 
Seiden, 1998; Green et al., 2005 

Murganhos 
Miller and O'Callaghan, 1995; 
Johnson et al., 2000; Colado et al., 
2001 

Coelhos Blessing and Seaman, 2003; 
Blessing et al., 2003 

Cobaia Saadat et al., 2004 

Hipertermia 

Porco Fiege et al., 2003 

Homem 
Cohen and Cocores, 1997; 
Vollenweider et al., 1998; Liechti and 
Vollenweider, 2000  

Macacos Taffe et al., 2006 Alteração da actividade 
locomotora 

Ratos 
Yamamoto and Spanos, 1988; 
McNamara et al., 1995; De Souza et 
al., 1997; Shankaran and Gudelsky, 
1999 

Síndroma serotoninérgico Ratos 
Yamamoto and Spanos, 1988; 
McNamara et al., 1995; De Souza et 
al., 1997; Shankaran and Gudelsky, 
1999 

Homem 
Cohen and Cocores, 1997; 
Vollenweider et al., 1998; Liechti and 
Vollenweider, 2000  Taquicardia e arritmia 

Ratos Gordon et al., 1991; O'Cain et al., 
2000 

Homem 
Cohen and Cocores, 1997; 
Vollenweider et al., 1998; Liechti and 
Vollenweider, 2000 Vasoconstrição 

Ratos e coelhos Fitzgerald and Reid, 1994 

Alterações psicológicas humor, 
interacção social, euforia, 
tremores 

Homem 
Cohen and Cocores, 1997; 
Vollenweider et al., 1998; Liechti and 
Vollenweider, 2000 

Naúseas, suores e espasmos Homem 
Cohen and Cocores, 1997; 
Vollenweider et al., 1998; Liechti and 
Vollenweider, 2000 

Alterações neuroendócrinas Homem Henry et al., 1998; de la Torre et al., 
2000 
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1.4.3 Efeitos crónicos da MDMA – Neurotoxicidade 

1.4.3.1 Neurotoxicidade induzida por MDMA – evidências em modelos animais 
e humanos 

A toxicidade da MDMA e dos seus metabolitos em neurónios serotoninérgicos foi 

demonstrada há mais de duas décadas(Ricaurte et al., 1985; Schmidt et al., 1986). O consumo crónico da 

MDMA diminui os níveis intracelulares de 5-HT e do seu principal metabolito, o ácido 5-

hidroxiindolacético (5-HIIA), e diminui o número de SERT(Schmidt and Taylor, 1987; Itzhak et al., 2003; O'Shea et 

al., 2006). Outros estudos têm demonstrado que o sistema dopaminérgico também é 

afectado(Stone et al., 1987; O'Callaghan and Miller, 1994; Colado et al., 2001; Colado et al., 2004). 

 A Tabela 1.6 resume os efeitos neurotóxicos da MDMA, detectados em diferentes 

modelos experimentais animais e em humanos. 
 
 

 

1.4.3.2 Neurotoxicidade induzida por MDMA – mecanismos de neurotoxicidade 

1.4.3.2.1 Hipertermia 

As anfetaminas, incluindo a MDMA, são conhecidas por causar hipertermia(Gordon et al., 

1991; Dafters, 1995; Dafters and Lynch, 1998). Na realidade, uma das principais causas da toxicidade em 

humanos provocada pela MDMA é a elevação da temperatura corporal, podendo atingir-se 

temperaturas de 43ºC(Green et al., 2003; Capela et al., 2006b). Este facto é de uma grande importância, 

uma vez que a MDMA é, normalmente, consumida em locais onde a temperatura ambiente 

é geralmente elevada, o que poderá exacerbar o efeito de toxicidade da MDMA. 

 Malberg e Seiden(Malberg and Seiden, 1998) demonstraram a importância da temperatura 

ambiente na depleção crónica de 5-HT e 5-HIIA, após a administração de MDMA. 

Diminuições do conteúdo de 5-HT e do seu principal metabolito (5-HIIA) não foram 

observadas em nenhuma área cerebral, em ambientes cujas temperaturas variaram entre 

os 20-24ºC. Todavia, para temperaturas ambientes de 26ºC ou superiores, a depleção de 

5-HT e 5-HIIA é significativa. Assim, pode afirmar-se que pequenos aumentos na 

temperatura ambiente são suficientes para causar efeitos tóxicos significativamente 

maiores no sistema serotoninérgico(Malberg and Seiden, 1998). A hipertermia tem sido ainda 

associada ao aumento do efluxo de DA e 5-HT no estriado e núcleo accumbens de 

rato(O'Shea et al., 2005). 

Existem evidências de que a MDMA também provoca uma disfunção na regulação 
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da temperatura, uma vez que ratos expostos a MDMA a temperaturas ambientais acima de 

24ºC apresentam hipertermia, enquanto que ratos em ambientes com temperatura de 10ºC 

apresentam hipotermia(Gordon et al., 1991).  

 

 

Tabela 1.6 – Efeitos neurotóxicos da MDMA em diferentes modelos experimentais animais e em 
humanos 

 
 Espécie Marcador de neurodegeneração e/ou áreas do cérebro 

afectadas 

Rato 

• Apoptose em culturas de neurónios neo-corticais(Stumm et al., 1999) e 
corticais(Capela et al., 2006b; Cunha-Oliveira et al., 2006; Warren et al., 2006); culturas de 
células granulares de cerebelo(Jimenez et al., 2004), hepatócitos(Montiel-

Duarte et al., 2002); e em células PC12(Milhazes et al., 2006). In
 V

itr
o 

Cultura de células  • Apoptose em neurónios serotoninérgicos(Simantov and Tauber, 1997). 

Murganhos 
• Redução do conteúdo de 5-HT no estriado e hipocampo, de DAT 

no estriado e de SERT no córtex(Itzhak et al., 2003). 
• Activação de microglia(Thomas et al., 2004). 
• Redução dos níveis de 5-HT, 5-HIAA e SERT no neo-córtex, 

estriado e hipocampo; e da actividade da TPH no estriado, 
hipocampo, hipotálamo e córtex(Stone et al., 1986; Schmidt and Taylor, 1987; 

Molliver et al., 1990; O'Shea et al., 2006). 
• Redução na marcação para 5-HT, SERT e TPH no neo-córtex, 

estriado, tálamo, hipocampo, septo e amígdala(O'Hearn et al., 1988; Xie et al., 

2006). 
• Redução da densidade de receptores 5-HT2A no córtex(Reneman et al., 

2002). 
• Degeneração neuronal no córtex parietal, córtex insular/”perirhinal”, 

tálamo ventromediano/ventrolateral, tenia tecta e sistema 
límbico(Commins et al., 1987; Schmued, 2003; Armstrong and Noguchi, 2004; Meyer et al., 2004; 

Tamburini et al., 2006) . 
• Imunorreactividade para a caspase-3 em áreas do córtex”(Meyer et al., 

2004). 
• Activação de células da macro- e da microglia na região CA1 do 

hipocampo(Adori et al., 2006); hipotálamo e córtex(Orio et al., 2004). 
• Diminuição da actividade da glutationa peroxidase (GPx) e do 

conteúdo de glutationa (GSH) na retina(Miranda et al., 2007). 

Ratos 

• Risco de efeitos prejudiciais na aprendizagem e memória quando 
ocorre exposição pré-natal a MDMA (Broening et al., 1994; Koprich et al., 2003; 

Galineau et al., 2005). 

Estudos 
comportamentais 

• Disfunções crónicas ao nível da memória e aprendizagem, 
alucinações visuais, ataques de pânico, depressão, 
impulsividade(Creighton et al., 1991; McCann et al., 1996; Quednow et al., 2006). 

• Risco de defeitos congénitos para os fetos com exposição a MDMA 
(McElhatton et al., 1999; Ho et al., 2001). 

In
 v

iv
o/

 E
x 

vi
vo

 

Estudos post 
mortem 

• Redução de 5-HT no estriado e de 5-HIAA no cérebro(Kish et al., 2000). 
• Redução da densidade e actividade de SERT em cérebro(McCann et 

al., 1998; Buchert et al., 2003; Buchert et al., 2004; McCann et al., 2005). 
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1.4.3.2.2 A importância do metabolismo da MDMA na sua toxicidade 

 No sentido de tentar esclarecer se é a presença de MDMA ou dos seus metabolitos 

que desencadeiam o processo de toxicidade no cérebro, realizaram-se estudos nos quais 

se administrou MDMA, MDA, N-Me-α-MeDA e α-MeDA directamente no cérebro, tendo-se 

demonstrado que, apesar de ocorrer um aumento de libertação de 5-HT, não se detecta 

toxicidade serotoninérgica(Paris and Cunningham, 1992; Esteban et al., 2001a). Estes resultados sugerem que o 

metabolismo sistémico é necessário para produzir compostos intermediários 

sucessivamente mais reactivos que os compostos originais que, por sua vez, induzem a 

formação de radicais livres e, em consequência, neurotoxicidade no cérebro(Esteban et al., 2001a; de 

la Torre and Farre, 2004). Resultados semelhantes foram obtidos com os metabolitos N-Me-α-MeDA 

e α-MeDA. Caso sejam administrados directamente no cérebro, não causam toxicidade. 

Contudo, se os metabolitos forem administrados perifericamente, ocorre 

neurotoxicidade(Miller et al., 1996). Assim, os metabolitos da MDMA e MDA, que incluem orto-

quinonas, conjugados de glutationa e derivados de N-Acetil-Cisteína (NAC), que são 

potencialmente neurotóxicos(Monks and Lau, 1997; Jones et al., 2005), poderão ter um papel importante na 

toxicidade causada pela MDMA . A tabela 1.7 resume alguns dos estudos realizados em 

modelos animais com metabolitos da MDMA. 

 
   Tabela 1.7 – Efeito dos metabolitos da MDMA em modelos animais. 
 

Injecções ICV de 5-(NAC)-α-MeDA e 5-(GSH)-α-MeDA causam 
alterações de comportamento e aumentam os níveis de 5-HT e DA(Miller et 

al., 1996); 
Injecções de 5-(NAC)-α-MeDA e 5-(GSH)-α-MeDA no estriado, córtex e 
hipocampo causam alterações comportamentais e uma diminuição 
prolongada de 5-HT(Bai et al., 1999); 
A administração de 2,5-(GSH)-α-MeDA reduz os níveis de 5-HT no 
estriado, hipocampo e córtex(Miller et al., 1997); 

Estudos In vivo 

A aplicação de 5-(NAC)-N-Me-α-MeDA produz alterações agudas de 
comportamento e outros conjugados de tio-éster da α-MeDA diminuem as 
concentrações de 5-HT e 5-HIIA no estriado e córtex(Jones et al., 2005);  

Estudos In vitro Os metabolitos da MDMA causam morte celular em culturas de células 
PC12(Milhazes et al., 2006), neurónios corticais(Capela et al., 2006a) e de 
hipocampo(Capela et al., 2006b), células cardíacas(Carvalho et al., 2004) e 
hepatócitos(Hiramatsu et al., 1990). 
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1.4.4 A MDMA na retina 

Pouco se conhece acerca do efeito da MDMA no olho e, mais em particular, na 

retina. Uma vez que a retina é um tecido nervoso, será de prever que os danos causados 

em consequência de uma exposição a MDMA serão semelhantes aos registados em outras 

áreas do cérebro. 

Existem alguns estudos post mortem que demonstram a presença de MDMA e 

MDA em estruturas oculares, nomeadamente nas paredes do globo ocular e no humor 

vítreo que está em contacto com a retina(De Letter et al., 2002a). As concentrações de MDMA 

detectadas no humor vítreo são próximas dos níveis detectados no sangue ante-mortem. 

As concentrações de fármacos no humor vítreo são muito mais estáveis do que no sangue, 

tornando-se, assim, mais representativas dos níveis presentes no sangue ante-mortem(De 

Letter et al., 2000). No entanto, existe apenas um trabalho, muito recente, que demonstra que a 

administração de MDMA a ratos induz stresse oxidativo na retina(Miranda et al., 2007). A MDMA 

diminuiu a concentração de glutationa (GSH) e reduziu a actividade da glutationa 

peroxidase (GPx), na retina. Além disso, aumentou o número de células apoptóticas na 

camada nuclear interna e na camada de células ganglionares. Assim, uma vez que os 

efeitos da MDMA na retina são largamente desconhecidos, será extremamente importante 

avaliar os danos potenciais desta droga de abuso na retina. 

 

 

1.4.4.1 Evidências de toxicidade da MDMA na retina - casos clínicos 

Existem poucos relatos sobre o efeito da MDMA no sistema visual. Contudo, são 

frequentes as descrições, por parte dos consumidores de “ecstasy”, de disfunções da 

percepção visual e visões persistentes(Creighton et al., 1991; Passie et al., 2002). Existem evidências 

clínicas que demonstram que o consumo de MDMA poderá ter consequências graves a 

nível visual, apesar de alguns autores sugerirem que essas ocorrências poderão não estar 

relacionadas com drogas de abuso(Firth, 2006). Existe um caso em que foi relatada a ocorrência 

de uma hemorragia retiniana, na zona da mácula, no olho esquerdo de uma mulher de 22 

anos, após a ingestão de “ecstasy”(Jacks and Hykin, 1998). Outro estudo relata sintomas de visão 

central pouco nítida, no olho direito, num homem de 30 anos, após consumo de várias 

doses de “ecstasy”(Michael et al., 2003).  
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1.4.4.2 A Serotonina e os Receptores Serotoninérgicos na retina 

Os níveis de 5-HT na retina de mamíferos são muito baixos. No entanto, existem 

evidências que indicam que a 5-HT pode actuar na retina como neurotransmissor e 

neuromodulador(Pootanakit and Brunken, 2001). De facto, alguns subtipos de receptores da 5-HT estão 

presentes na retina de alguns modelos experimentais. O receptor 5-HT1A é expresso na 

retina de peixe dourado(Lima et al., 1994), coelho(Chidlow et al., 1998) e rato(Pootanakit and Brunken, 2000). O ARNm 

dos receptores 5-HT2A foi detectado na retina de coelho, nos fotorreceptores e nas células 

bipolares(Pootanakit et al., 1999). Mais recentemente, detectou-se ARNm dos receptores 5-HT2C, 

nos corpos celulares de neurónios presentes na camada nuclear interna e na camada de 

células ganglionares(Perez-Leon et al., 2004). Os receptores 5-HT3 foram detectados na retina 

humana e, também, nas retinas de rato e coelho. As isoformas A e B destes receptores 

foram detectadas nos terminais dos fotorreceptores(Pootanakit and Brunken, 2001). O ARNm dos 

receptores 5-HT7 foi detectado em retinas de coelho e rato(Chidlow et al., 1998).  

A acrescentar a estes factos, existem alguns estudos que demonstram que a 

activação dos receptores de serotonina modula a libertação de neurotransmissores na 

retina. O receptor 5-HT2A modula a libertação de dopamina e GABA, na retina de coelho(Neal 

et al., 2001). Também se demonstrou que os receptores 5HT2 e 5HT3 modulam a transmissão 

de sinal nas células bipolares(Brunken and Jin, 1993). 



___________________________________________________________________Introdução geral 

65 

1.5 Objectivos do trabalho 

 Na retina, o NPY foi detectado em diferentes tipos de células, nomeadamente em 

células amácrinas e ganglionares(Straznicky and Hiscock, 1989; Jen et al., 1994; Sinclair and Nirenberg, 2001; Oh et al., 

2002). As funções do NPY na retina ainda estão muito pouco esclarecidas. Todavia, alguns 

estudos indicam que o NPY é libertado da retina, após estimulação com luz de elevada 

frequência, ou por despolarização, participa em múltiplos circuitos do processo de 

informação visual e modula a libertação de neurotransmissores(Bruun et al., 1991; Sinclair et al., 2004). A 

acrescentar, foi identificado um polimorfismo no gene do NPY que confere uma 

predisposição para o desenvolvimento de retinopatia diabética. Assim, os objectivos desta 

tese foram os seguintes: 

 

1) Identificar a presença de NPY e dos receptores do NPY na retina de rato e, em 

particular, em diferentes tipos de células da retina de rato em cultura. Para tal, utilizaram-se 

retinas, culturas primárias mistas de retina de rato e culturas de células de microglia e 

linhas celulares de células de Müller e de células endoteliais. 

2) Uma vez que o NPY é um neuromodulador e a regulação da [Ca2+]i tem um papel 

central na fisiologia celular, investigou-se o papel do NPY e dos seus receptores na 

regulação das alterações da [Ca2+]i em neurónios da retina.  

3) Várias evidências demonstram que o NPY regula a proliferação de diversos tipos de 

células. Neste contexto, investigou-se o papel do NPY e dos seus receptores na 

proliferação de células da retina e procurou-se esclarecer os mecanismos de sinalização 

intracelular acoplados à activação dos receptores do NPY envolvidos na proliferação 

celular, mais particularmente as vias de sinalização que envolvem o NO e as ERK 1/2. 

4) Por último, considerando que o NPY exerce efeitos neuroprotectores significativos no 

SNC e que a MDMA causa neurotoxicidade, investigou-se o efeito neurotóxico da MDMA 

em células da retina e o potencial papel neuroprotector do NPY, avaliando-se o tipo de 

células da retina mais susceptíveis ao efeito neurotóxico da MDMA e o tipo de morte 

celular.  
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2.1 Materiais 

 O Meio Essencial Mínimo de Eagle (MEM), o Meio Essencial Mínimo de Eagle 

Modificado (DMEM)/F-12 HAM, DMEM 31600, 5-bromo-2'-deoxiuridina (BrdU), éster 

metílico de L-nitroarginina (L-NAME), inibidor da MEK 1/2 (U0126), reagente de Trizol 

(Trizol), dietilpirocarbonato (DEPC), brometo de 2,5-difeniltetrazólio-3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 

(MTT), iodeto de propídeo (PI), azul de tripano, fluoreto de fenilmetilsufonilo (PMSF), 

quimostatina, leupetina, antiparina, pepstatina A (CLAP), ditiotreitol (DTT), brometo de 

etídio e os anticorpos primários anti-murganho, anti-GFAP e anti-MAP-2 (proteína-2 

associada aos microtúbulos) foram adquiridos à Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA. A 

tripsina, a penicilina, a estreptomicina e kit de amplificação de ELISA (Immunoselect Kit), 

foram obtidas da GIBCO BRL, Life Technologies, Escócia. O 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-

a]quinoxalina-1-ona (ODQ) e o antagonista do receptor Y5 do NPY, L-152,804, foram 

adquiridos à Tocris, Bristol, Reino Unido. As membranas de polivinildieno (PVD), a solução 

de quimiofluorescência melhorada (ECF) e a Taq® da ADN polimerase foram obtidos da 

Amersham Pharmacia Biotec, Buckinghamshire, Inglaterra. Outros reagentes utilizados em 

Western Blot foram adquiridos à BioRad, Hercules, EUA. As sequências de nucleótidos 

(primers) utilizados foram fornecidas pela MWG-Biotech AG, Ebersberg, Alemanha. O kit de 

síntese de ADNc (1st Strand cDNA Synthesis kit for RT-PCR) foi adquirido à Roche 

Diagnostics Corporation, Indianapolis, EUA. O Neuropeptídeo Y e os agonistas dos 

receptores do NPY utilizados, NPY13-36, [Leu31,Pro36]NPY, NPY (19-23)-

(Gly1,Ser3,Gln4,Thr6,Ala31,Aib32,Gln34)-PP e r-PP foram adquiridos à Bachem, Bubendorf, 

Suiça. Os antagonistas dos receptores do NPY, BIBP 3226 e BIIE 0246 foram obtidos dos 

Laboratórios Peninsula, Belmont, CA, EUA e da Boehringer Ingelheim Pharma, Alemanha, 

respectivamente. O soro fetal bovino (FBS) foi adquirido à Biochrom, Berlim, Alemanha. O 

anticorpo primário anti-BrdU foi adquirido à Oxford Biotechnology, Raleigh, NC, EUA. O 

anticorpo primário anti–caspase-3 foi obtido da Cell Signalling, Danvers, MA, EUA. Os 

anticorpos primários, anti-antigénio CD 68 (ED1) e o anti-antigénio-1 do macrófago (Mac-1) 

foram fornecidos pela Serotec, Raleigh, NC, EUA. O meio de montagem e o anticorpo 

primário GFAP anti-coelho foram obtidos da Dako Cytomation, DK-2600 Glostrup, 

Dinamarca. O anticorpo anti-MAP-2 anti-coelho foi obtido na Chemicon International, 

Hampshire, Reino Unido. O anticorpo anti-nestina foi adquirido à BD Biosciences 

Pharmingen, San Jose, CA, EUA. O anticorpo anti-TUJ 1 (β-3-tubulina) foi obtido da 

Covance Research Products Inc, Berkeley, CA, EUA. Os anticorpos primários anti-NPY05 e 
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anti-NPY02 foram gentilmente cedidos pelo Dr. Eric Grouzmann do Centro Hospitalar 

Universitário Vaudois, Lausanne, Suíça. Os anticorpos primários, na forma fosforilada (ERK 

1/2-fosf) e na forma total ERK 1/2, foram obtidos à Promega Corporation, Madison, WI, 

EUA O Fura-2/AM, o Pluronic F-127, o Hoescht 33342 e os anticorpos secundários 

(Imunoglobulina G; IgG), produzidos em cabra, anti-murganho conjugado com o fluoróforo 

Alexa-Fluor 488 ou com Alexa-Fluor 594, anti-rato conjugado com Alexa-Fluor 594, anti-

coelho conjugado com Alexa-Fluor 488 ou com Alexa-Fluor 594, foram adquiridos à 

Molecular Probes, Leiden, Holanda. A albumina de soro bovino (BSA) foi obtida da 

Calbiochem-Boehrinher, San Diego, CA, EUA. A 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA; 

ecstasy) foi gentilmente cedida pelo Dr. Félix Carvalho do Departamento de Toxicologia da 

Faculdade de Farmácia da Universidade do Porto. 

 Todos os restantes reagentes foram obtidos da Sigma Chemical, St. Louis, MO, 

EUA. 

 As soluções de Fura-2/AM e de Pluronic F-127 foram preparadas em dimetil 

sulfóxido (DMSO). A solução do antagonista do receptor Y1 do NPY, BIBP 3226, foi 

preparada em metanol, e a solução de BIIE 0246, antagonista do receptor Y2 do NPY, em 

30% de DMSO. As soluções dos restantes reagentes foram preparadas em água ultra-pura. 

 

2.2 Animais 

 Todo o trabalho que envolveu animais foi realizado de forma a minimizar a dor e o 

sofrimento dos mesmos, de acordo com as normas estabelecidas pelas comissões de ética 

para o uso de animais de laboratório pela Associação para a Investigação em Visão e 

Oftalmologia (Association for Research in Vision and Ophtalmology; ARVO). Os ratos da 

estirpe Wistar foram mantidos no biotério em ciclo claro – escuro, de 12 em 12 horas, com 

comida e água ad libitum. 

 

2.3 Modelos celulares 

2.3.1 Cultura primária de células da retina de rato 

 As células da retina foram isoladas de ratos Wistar com 3 a 5 dias de idade. Os 

animais foram sacrificados por decapitação, os olhos foram enucleados e colocados numa 

caixa de cultura, contendo uma solução sem Ca2+ e Mg2+ (solução CMF-calcium and 
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magnesium free)1. Com o auxílio de uma lupa binocular e de uma fonte de luz, as retinas 

foram dissecadas em condições estéreis. Posteriormente, as retinas foram transferidas 

para uma solução CMF contendo tripsina 0,1% (m/v) e incubadas, durante 15 minutos, a 

37ºC. No fim desse período, o tecido foi centrifugado a 130 x g, durante um minuto 

(Centrífuga Sorval RT 6000B). Depois de se eliminar o sobrenadante, adicionou-se MEM 

suplementado com penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 µg/mL) e FBS inactivado 

pelo calor (10% v/v), tamponizado com 25 mM de HEPES e 26 mM de NaHCO3, pH 7,4, e 

as células da retina foram dissociadas mecanicamente, pipetando o sedimento 10 a 14 

vezes, com uma pipeta de 5 mL. Em seguida, contaram-se as células viáveis num 

hemocitómetro, através do teste de Azul de Tripano (0,4%), que permite identificar as 

células não viáveis. Após uma diluição apropriada, as células foram cultivadas com uma 

densidade de 2x106 células/cm2 em lamelas de vidro de 16 mm de diâmetro, previamente 

colocadas em caixas de cultura com 12 ou 24 poços, ou em caixas de cultura de 35 mm ou 

60 mm de diâmetro, dependendo da finalidade das experiências a realizar. Em todos os 

casos, as lamelas e as caixas de cultura foram previamente revestidas com poli-D-lisina 

(0,1 mg/mL). As culturas foram mantidas, durante 9 dias, a 37ºC, sob atmosfera 

humidificada com 95% de ar e 5% de CO2. 

 

2.3.2  Cultura primária de microglia da retina de rato 

As culturas primárias de microglia da retina de rato foram isoladas a partir de ratos 

Wistar, com 3 a 5 dias de idade, como descrito anteriormente por Wang et. al. (2005)(Wang et 

al., 2005), com algumas alterações. Tal como descrito no ponto 2.3.1, para a preparação de 

culturas primárias da retina de rato, as retinas foram dissecadas em CMF, sob condições 

estéreis, com o auxílio de uma lupa. De seguida, procedeu-se à digestão enzimática das 

retinas, numa solução de CMF suplementada com tripsina 0,1% (m/v) e DNase 0,001% 

(m/v), durante 15 minutos, a 37ºC. Após a dissociação mecânica das células da retina com 

uma pipeta de 5 mL, a tripsina foi inactivada com 10% (v/v) de FBS, previamente inactivado 

pelo calor, e as células foram sedimentadas por centrifugação a 130 x g, durante um 

minuto. As células foram ressuspensas em meio de cultura DMEM/F-12 HAM, 

suplementado com penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 µg/mL) e FBS inactivado 

pelo calor (10% v/v), tamponizado com 25 mM de HEPES e 26 mM de NaHCO3, pH 7,4. De 

seguida, após contagem das células viáveis, através do teste de Azul de Tripano (0,4%), as 
                                                        
1 CMF: 137 mM de  NaCl; 5,4 mM de KCl; 0,45 mM de KH2PO4; 0,34 mM de Na2HPO4; 4 mM de NaHCO3; 5 mM 
de glicose, pH 7,4. 
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células foram cultivadas em frascos de cultura de plástico de 75 cm2 de superfície, 

previamente revestidos com poli-D-lisina (0,1 mg/mL), com uma densidade de 1,5x106 

células/cm2. As células da retina de rato foram mantidas em cultura a 37ºC, sob atmosfera 

humidificada com 95% de ar e 5% de CO2, e o meio foi substituído de 3 em 3 dias. Após 

duas semanas, as microglias foram destacadas, por agitação, dos frascos de cultura a 150 

r.p.m., durante 30 min, utilizando um meio de cultura novo, contendo soro, após lavagem 

das células. As células da microglia em suspensão foram cultivadas em lamelas de vidro de 

16 mm revestidas com poli-D-lisina (0,1 mg/mL), com uma densidade de 2,5x105 

células/cm2. 

 

2.3.3 Cultura de células endoteliais da retina de rato (linha celular TR-iBRB2) 

 A linha celular TR-iBRB2, de células endoteliais da retina de rato, é uma linha 

celular condicionalmente imortalizada, obtida de células endoteliais de capilares retinianos 

de ratos transgénicos ts SV 40 (Conditionally Immortalized Retinal Capillary Endothelial Cell 

Line” - TR-iBRB - Transgenic Rat-inner Blood-Retinal Barrier). Esta linha celular expressa 

um gene do antigénio da proteína T do vírus SV 40 sensível à temperatura (Temperature-

sensitive SV 40 large T-antigen gene), cujo peso molecular é de 94 kDa, que se torna 

inactivo a 37ºC(Hosoya et al., 2001) e, assim, a temperatura óptima de proliferação é de 33ºC. Esta 

linha celular apresenta uma taxa de crescimento estável, sendo o seu tempo de duplicação 

celular de 19 h a 21h. 

 As células foram cultivadas em DMEM (DMEM 31600), suplementado com 4 mM 

de glutamina, 17,9 mM de bicarbonato de sódio, 111,65 unidades/mL de benzilpenicilina de 

potássio, 0,1 mg/mL de estreptomicina de sulfato e 10% FBS (v/v) inactivado pelo calor, em 

frascos de cultura de 75 cm2 revestidos com colagénio (0,5 mg/mL). A cultura foi mantida a 

33ºC, sob uma atmosfera de 95% ar/5%CO2, durante 2-4 dias, até alcançar uma 

confluência de 80-90%. Após esta fase, as células foram destacadas e dissociadas, através 

de um processo de tripsinização suave. A acção da tripsina foi inibida através da adição de 
DMEM com 10% (v/v) de FBS. As células viáveis foram contadas, utilizando o método de 

exclusão de Azul de Tripano e, posteriormente, foram colocadas em caixas de cultura com 

6 poços, com uma densidade de 250 células/cm2, e mantidas a 33ºC, durante 7 dias. 
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2.3.4 Cultura de células de Müller da retina de rato (linha celular TR-MUL) 

As células de Müller foram obtidas a partir da linha celular condicionalmente 

imortalizada de células de Müller da retina de ratos transgénicos ts A58 Tg. Esta linha 

celular, tal como descrito no ponto 2.3.3, expressa um gene do antigénio da proteína T do 

vírus SV e, portanto, as condições de cultura destas células são semelhantes às condições 

de cultura utilizadas para as células endoteliais TR-iBRB2, com excepção do meio de 

cultura utilizado, DMEM com elevada glicose (4500 mg/mL). Por outro lado, em contraste 

com a taxa de crescimento das TR-iBRB, esta linha celular apresenta um tempo de 

duplicação celular de 30h(Masatoshi Tomi, 2003). 

 

2.4  Experiências de libertação de NPY em culturas primárias de retina 

As experiências de libertação de NPY de células da retina em cultura foram 

realizadas utilizando células cultivadas em caixas de cultura de 60 mm de diâmetro, com 3 

milhões de células/cm2. Determinou-se a quantidade de NPY libertado durante 10 minutos, 

na ausência ou na presença do agente despolarizante cloreto de potássio (KCl, 50 mM). 

 Após 9 dias em cultura, o meio de cultura foi removido, as células foram lavadas 2 

vezes com tampão de Krebs1 e colocadas durante 20 minutos com o mesmo tampão e, 

posteriormente, incubadas na presença de 50 mM de KCl. Após 10 minutos, o meio foi 

recolhido e transferido para tubos Eppendorf mantidos em gelo e, posteriormente, 

centrifugado (1000 x g; 7 minutos; 4 ºC; Eppendorf 5415R), para eliminar células ou 

resíduos celulares que tenham sido recuperadas juntamente com o meio de incubação. 

Para o doseamento de NPY, o meio de incubação foi colocado em tubos Polysorp (Nunc®), 

contendo 5% de Tween 20 (v/v) e 0,03 M de EDTA. No final da experiência, para se dosear 

o conteúdo intracelular de NPY, as células de cada poço foram raspadas, utilizando tampão 

Krebs, contendo 0,08% de Tween 20 e 50 mM de EDTA. A suspensão celular foi congelada 

a -20 ºC. Antes de se realizar o doseamento de NPY, as amostras foram descongeladas, 

sonicadas (6 pulsos de amplitude 50, durante 2 segundos cada pulso; Sonics e Materials, 

Dambury, EUA) e centrifugadas a 16 000 x g, durante 8 minutos, a 4 ºC. 

 

                                                        
1 Tampão de Krebs: 132 mM de NaCl; 4 mM de KCl; 1,4 mM de MgCl2; 1 mM de CaCl2; 10 mM de glicose; 10 mM 
de Hepes, suplementado com 0,001% de Tween 20, pH 7,4. 
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2.4.1  Doseamento do NPY 

Para determinar a concentração de NPY, utilizou-se um método de ELISA 

(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay; ensaio imunoenzimático), com dois anticorpos 

(NPY02 e NPY05), como descrito por Grouzmann et al. (1992), com algumas 

modificações(Grouzmann et al., 1992). Cada poço de microplaca de 96 poços (Polysorp, Nunc®) foi 

revestido com 130 ng (100 µl) do anticorpo monoclonal NPY02, diluído em 50 mM de 

tampão Tris, pH 7,5, durante 16 h a 4 ºC. Após este período, os poços foram lavados 3 

vezes com tampão Tris-Tween (50 mM de Tris, 0,08% de Tween 20, pH 7,5) e, 

posteriormente, foram revestidos com 200 µl de uma solução 5% de leite desnatado em 

tampão Tris-Tween. Após 4 lavagens com o tampão Tris-Tween, foram adicionados 100 µl 

das soluções padrão de NPY (curva de calibração) e as respectivas amostras a analisar, 

seguindo-se um período de incubação de 16 horas, à temperatura ambiente, sob agitação 

suave. Após 4 lavagens com tampão Tris-Tween, adicionou-se o segundo anticorpo, 

NPY05 (100 µl, 6 µg/mL), ligado à fosfatase alcalina, e procedeu-se a uma incubação, 

durante 7 horas, à temperatura ambiente. Após 2 lavagens com tampão Tris com 0,25% de 

Tween 20 e 2 lavagens com tampão Tris com 0,88% de NaCl, adicionaram-se 50 µl de 

substrato (solução de NADPH do kit de amplificação de ELISA) a cada poço. Após 45 

minutos de incubação, adicionaram-se 50 µl do amplificador (mistura de desidrogenase do 

etanol e diaforase; kit de amplificação de ELISA) e a leitura de densidade óptica foi 

determinada a 492 nm (SLT spectra II). O limite de detecção foi de 0,5 pM. 

 

2.5  Imunocitoquímica 

 As células foram lavadas três vezes num tampão salino de fosfato (PBS – 

phosphate buffered saline)1 a 37º C, depois do meio de cultura ser aspirado. Em seguida, 

as células foram fixadas em paraformaldeído (4% paraformaldeído, 4% sacarose, em PBS), 

durante 20 minutos, à temperatura ambiente. Após a fixação, as células foram lavadas três 

vezes, à temperatura ambiente, com PBS. No caso das experiências de avaliação da 

proliferação celular, as células foram sujeitas, nesta fase da experiência, a um processo de 

desnaturação do ADN, utilizando HCl 1 M durante 30 minutos, a 37ºC, seguindo-se 3 

lavagens com PBS. De seguida, procedeu-se à permeabilização das células, utilizando 

uma solução de Triton X-100 (0,2%) em PBS, durante 5 minutos, também à temperatura 

ambiente, assim como todos os passos seguintes. Para bloquear ligações inespecíficas do 
                                                        
1PBS: 137 mM de NaCl; 2,7 mM de KCl; 10 mM de Na2HPO4; 1,8 mM de KH2PO4, pH 7,4. 
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anticorpo primário, as células foram incubadas com 3% de BSA e 0,2% de Tween em PBS 

(PBS-TB), durante 60 minutos. Em seguida, as células foram incubadas com uma solução 

de anticorpo primário diluído em PBS-TB, durante 90 minutos. Todos os anticorpos 

primários utilizados nas diversas experiências de imunocitoquímica estão indicados na 

tabela 2.1. 

 

 

Tabela 2.1. Lista de anticorpos primários utilizados nas experiências de 
imunocitoquímica.  

Anticorpo Origem animal Diluição 

Anti-BrdU Rato 1:50 

Anti-Caspase-3 activa (Asp 175) Coelho 1: 500 

Anti-antigénio CD 28 (ED1) Murganho 1:200 

Murganho 1:500 
Anti-GFAP 

Coelho 1:400 

Anti-antigénio-1 do macrófago 
(Mac-1) Rato 1:500 

Murganho 1:500 
Anti-MAP-2 

Coelho 1:500 

Anti-Nestina Murganho 1:300 

Anti-NPY 05 Murganho 1:1000 

Anti-NPY 02 Murganho 1:1000 

Anti-β-3-tubulina (TUJ 1) Murganho 1:500 

 

 

 Após a incubação com o anticorpo primário, as células foram lavadas três vezes, 

durante 5 minutos de cada vez, e incubadas, durante 60 minutos, com uma solução de 

anticorpo secundário, também diluído em PBS-TB (os anticorpos secundários utilizados são 

policlonais, com especificidade para o animal no qual o anticorpo primário é produzido), 

conjugado a um fluoróforo [cabra anti-murganho, conjugado com o fluoróforo Alexa-Fluor 

488 (1:200) ou Alexa-Fluor 594 (1:200); cabra anti-rato conjugado com Alexa-Fluor 594 

(1:150); cabra anti-coelho conjugado com Alexa-Fluor 488 (1:200) ou com Alexa-Fluor 594 
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(1:200)], que permitiu a posterior visualização da marcação (imunorreactividade) por 

microscopia de fluorescência. Por último, após lavagem de 5 minutos em PBS, os núcleos 

foram marcados com Hoechst 33342 (1 µg/mL em PBS), durante 5 minutos e, após duas 

lavagens em PBS, as lamelas foram montadas em lâminas de vidro, utilizando meio de 

montagem. As células foram visualizadas com um microscópio de fluorescência Zeiss 

Axioshop 2 Plus (Carl Zeiss, Inc.), adquiridas com uma câmara digital Cool Snap HQ 

(Roper Scientific, Tucson), e as imagens foram guardadas em formato “.zvi” com uma 

resolução de 1388x1040 pixeis. Depois das imagens terem sido convertidas para formato 

“.jpg”, com uma resolução de 1388x1040 pixeis, foram analisadas usando o Adobe 

Photoshop CS 8.0 (Adobe Systems Inc.). 

 
 

2.5.1  Avaliação da proliferação celular por incorporação de BrdU 

 A proliferação celular foi avaliada pela incorporação do composto BrdU no ácido 

desoxirribonucleico (ADN) das células em cultura em divisão, uma vez que este composto é 

um análogo da timidina. Ao sétimo dia de cultura (48 horas antes de se fixarem as células), 

adicionou-se NPY (1-1000 nM), agonistas e/ou antagonistas dos receptores do NPY ao 

meio de cultura (Tabela 2.2). 

 

 
 Tabela 2.2 Agonistas e antagonistas de receptores do neuropeptídeo Y 

Fármaco Concentração 

Agonista do receptor Y2 
(NPY13-36; ) 

100 nM 

Agonista do receptor Y4 
(r-PP) 100 nM 

Agonista do receptor Y5  
(NPY19-23(Gly1,Ser3,Gln4,Thr6,Ala31,Aib32 Gln34)PP)  100 nM 

Antagonista do receptor Y1 
(BIBP 3226) 1000 nM 

Antagonista do receptor Y2 
(BIIE 0246) 1000 nM 

Antagonista do receptor Y5  
(L-152,804 ) 1000 nM 
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 O efeito do inibidor da sintase do monóxido de azoto (NOS), L-NAME (éster 

metílico de L-nitroarginina), do inibidor da guanilil ciclase, ODQ (1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-

a]quinoxalina-1-ona) e do inibidor MEK 1/2, U0126 (1 µM), também foi estudado. Em todas 

as condições testadas, a proliferação celular foi avaliada pela adição de BrdU (10 µM) ao 

meio de cultura, 16 horas antes de se fixarem as células. Durante este período, as células 

que sofrerem mitose irão incorporar o BrdU, que será detectado por imunocitoquímica, 

através da utilização do anticorpo anti-BrdU (tabela 2.1). Após a imunocitoquímica 

(detalhes referidos na secção anterior), as células foram visualizadas com um microscópio 

de fluorescência Zeiss Axioshop 2 Plus (Carl Zeiss, Inc.), adquiridas com uma câmara 

digital Cool Snap HQ (Roper Scientific, Tucson), e as imagens foram guardadas em formato 

“.zvi”, com uma resolução de 1388x1040 pixeis. Depois das imagens terem sido 

convertidas para formato “.jpg”, com uma resolução de 1388x1040 pixeis, foram analisadas 

usando o Adobe Photoshop CS 8.0 (Adobe Systems Inc.). 

 

 

2.6 Extracção de ARN e Reacção de Polimerização em Cadeia com 

Transcrição Reversa “Reverse-Transcriptase Polymerase Chain 

Reaction” (RT-PCR) 

 O ácido ribonucleico (ARN) total foi extraído a partir de culturas celulares ou 

amostras de tecido, usando o reagente Trizol, de acordo com o protocolo fornecido pela 

empresa. 

 

2.6.1  Extracção de ARN total de culturas celulares 

As células da retina de rato, cultivadas em caixas de 35 mm de diâmetro, foram 

lisadas com 1 mL de reagente de Trizol. De seguida, preparou-se um homogeneizado de 

cada condição em estudo, fazendo-se passar o lisado celular diversas vezes pela ponta da 

pipeta, que foi guardado em tubos eppendorf. Após 5 minutos à temperatura ambiente, 

adicionaram-se 0,2 mL de clorofórmio, por cada mL de reagente de Trizol utilizado 

inicialmente. Os tubos foram agitados, vigorosamente, durante 15 segundos e deixados em 

repouso, à temperatura ambiente, durante 2 a 3 minutos. Após este passo, as amostras 

foram centrifugadas a 12000 x g, durante 15 minutos, a 4ºC (Eppendorf 5415R) e, em 

seguida, recolheu-se a fase aquosa e transferiu-se para um novo tubo. O ARN, que se 
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encontra disperso na fase aquosa, foi precipitado pela adição de isopropanol (0,5 mL por 

cada mL de reagente de Trizol), durante 10 minutos, seguindo-se uma centrifugação a 

12000 x g, durante 10 minutos, a 4ºC. Após a remoção do sobrenadante, o ARN 

precipitado foi lavado uma vez com etanol a 75% (pelo menos 1 mL por cada mL de 

reagente de Trizol utilizado inicialmente). Para isso, agitaram-se vigorosamente os tubos e 

centrifugaram-se as amostras a 7500 x g, durante 5 minutos, a 4ºC. Por fim, deixou-se 

evaporar o etanol residual e o ARN foi dissolvido em 20 µl de água previamente tratada 

com dietilpirocarbonato (DEPC), finalizando-se o processo com uma incubação a 60ºC, 

durante 10 minutos. As amostras foram armazenadas a -80ºC. 

 

2.6.2  Extracção de ARN total de amostras de tecido 

A homogeneização de cada duas retinas extraídas de ratos Wistar decorreu num 

homogeneizador de vidro, contendo 1 mL de reagente de Trizol, a 4 ºC. O homogeneizado 

de retina foi centrifugado a 12000 x g, durante 10 minutos, a 4ºC, de forma a remover o 

material insolúvel. O sobrenadante resultante, que contém o ARN e proteínas, foi 

transferido para um novo tubo e deixado à temperatura ambiente, durante 5 minutos. Após 

a adição de 0,2 mL de clorofórmio (por cada mL de TRIzol adicionado inicialmente) a cada 

amostra, os tubos foram vigorosamente agitados, durante 15 segundos, e mantidos à 

temperatura ambiente, durante 15 minutos. Após centrifugação a 12000 x g, durante 15 

minutos, a 4ºC (eppendorf 5415R), a fase aquosa, que contém o ARN, foi transferida para 

um novo tubo, tendo-se acrescentado 0,5 mL de isopropanol por cada mL de TRIzol 

utilizado inicialmente. As amostras mantiveram-se, durante 10 minutos, à temperatura 

ambiente, ao que se seguiu uma centrifugação a 12000 g x durante 10 minutos a 4ºC. Após 

a transferência do sobrenadante para um novo tubo, adicionou-se 0,45 mL de isopropanol, 

permanecendo as amostras à temperatura ambiente, durante 15 minutos, seguindo-se uma 

nova centrifugação a 12000 x g, durante 10 minutos, de modo a conseguir uma 

precipitação adequada do ARN. O sobrenadante foi removido e o ARN foi lavado com 

etanol a 75% (utilizando pelo menos 1 mL por cada mL de reagente de TRIzol), através de 

agitação vigorosa dos tubos, seguida de uma centrifugação a 7500 x g, durante 5 minutos, 

a 4ºC. O tubo, contendo o ARN da amostra, foi deixado à temperatura ambiente em 

contacto com o ar, de forma a permitir a evaporação do etanol, durante 5 a 10 minutos. Por 

fim, adicionaram-se 20 µL de água previamente tratada com DEPC e homogeneizou-se o 
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ARN, finalizando-se o processo com uma incubação a 60ºC, durante 10 minutos. As 

amostras foram armazenadas a - 80ºC. 

 

2.6.3  Quantificação de ARN 

O ARN total extraído de culturas celulares ou de retina foi diluído previamente 100 

x em água livre de RNases. A quantificação realizou-se por medição da densidade óptica 

(DO) para o comprimento de onda a 260 nm (amostras de ADN puras podem ler-se apenas 

no comprimento de onda de 260 nm) e 280 nm (detecta a presença de ARN). A pureza do 

ARN foi determinada pela razão da DO obtida a 260 e 280 nm (A260nm/A280nm) (RNA/DNA 

calculator GeneQuantII, Pharmacia Biotech Amersham Biosciences AB, Uppsala, Sweden). 

Preparações de ARN puras apresentam uma razão A260nm/A280nm de 2. A concentração de 

ARN (µg/mL) foi calculada com base na DO, no coeficiente de extinção molar para o ARN e 

no factor de diluição. 
 

2.6.4  RT-PC 

2.6.4.1 Transcrição Reversa  

A cadeia simples de ADN complementar (ADNc) foi sintetizada, usando um kit de 

síntese da cadeia de ADNc. A reacção iniciou-se, após a incubação de 2 µg de ARN total 

de todos os modelos em estudo (retina intacta, cultura primária mista da retina de rato, e 

cultura de células endoteliais da retina de rato - linha cellular TR-iBRB2), com 

oligonucleótidos aleatórios (oligo (dT) primers), inibidor da enzima do ARN, e enzima de 

transcrição reversa (RT) produzida no vírus mieloblastose de aves (AMV RT), fornecidos 

pelo “kit”, durante 1 hora, a 42ºC.  

 

2.6.4.2  Reacção de Polimerização em Cadeia 

 A reacção de polimerização em cadeia (PCR) foi realizada, utilizando pares de 

sequências de nucleótidos (primers) específicos para os genes do NPY, receptores do NPY 

e actina de rato. Os pares de sequências de nucleótidos utilizados e os respectivos 

tamanhos de produto estão indicados na tabela 2.3. 



Capítulo 2_________________________________________ _______________________________ 

82 

 

 Tabela 2.3 Sequências de nucleótidos utilizados na RT-PCR 
 Sequência de nucleótidos Tamanho do 

produto (bp) 

NPY 5’ – AGAGATCCAGCCCTGAGACA - 3’ 
5’ – AACGACAACAAGGGAAATGG - 3 236 

Y1 5’ – AACCTCTCCTTCTCAGACTTGC - 3 
5’ – CACAGTGTTGAAGATGGTAAGG - 3 616 

Y2 5’ – CTCCAAGCAAATCAGCTTCC - 3 
5’ – GTTTTGTGCCTTCGCTGATGG - 3 318 

Y4 5’ – AACCTACTCATTGCCAACCTG - 3 
5’ – ATGTAGCAGACCAGGATGAAG - 3 476 

Y5 5’ – GTGTTCCCGAGGTGCTTCTA - 3 
5’ – ATTCCGAGCAGCAGCTGTAT - 3 248 

actina 5’ – GACTACCTCATGAAGATCCT - 3 
5’ – ATCTTGATCTTCATGGTGCTG - 3 427 

 bp – pares de bases 

 

 

 Como controlos positivos, para o NPY e receptor Y4 do NPY utilizou-se ADNc de 

cérebro de rato e para os receptores Y1, Y2 e Y5 do NPY utilizaram-se plasmídeos 

específicos. Como controlo de quantidade do ADNc amplificado, também se realizaram 

reacções de amplificação com as amostras em estudo na presença das sequências 

específicas para o gene da actina. Os ensaios realizados na ausência de amostras de 

ARN, que foram substituídas por água, constituíram os controlos negativos.  

Todas as amplificações ocorreram na presença de um tampão de PCR, contendo 1,5 

mM de MgCl2, 200 µM de sequências aleatórias de nucleótidos (oligo dT), 0,2 µM do par de 

cada sequência específica de nucleótidos (NPY e receptores do NPY), e 2,5 unidades/mL 

de Taq® da ADN polimerase.  

As reacções de polimerização decorreram da seguinte forma: 1 min a 95 ºC 

(desnaturação), 35 ciclos de 1 min a 95 ºC (desnaturação), 55 ºC durante 1 min 

(emparelhamento dos primers) e uma extensão durante 1 min a 72 ºC. No final dos 35 

ciclos, procedeu-se a uma extensão final das cadeias durante 10 min a 72 ºC. Os produtos 

de PCR obtidos foram analisados por electroforese em gel de agarose a 2%, contendo 

brometo de etídio. A análise densitométrica das bandas foi realizada num sistema de 

análise de imagem Versa-Doc (Modelo 3000, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). 
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2.7 Ensaios de Viabilidade celular 

2.7.1 Ensaio da redução do MTT  

  Este ensaio colorimétrico avalia a viabilidade celular, uma vez que o sal de 

tetrazólio (MTT) é reduzido pelas redutases mitocondriais de células vivas, passando de 

uma solução de coloração amarela para um precipitado violeta (cristais de formazan)(Mosmann, 

1983) . A viabilidade das células da retina de rato em cultura foi avaliada na presença e na 

ausência dos fármacos em estudo, indicados na secção de Resultados e nas Figuras. Ao 

fim de 9 dias em cultura, em placas de cultura de 24 poços, as células da retina de rato 

foram lavadas com tampão de Krebs1 e, posteriormente, foram incubadas com 300 µL de 

MTT, 0,5 mg/mL) em tampão de Krebs, durante uma hora, a 37ºC. Após este período, 

removeu-se o meio e os cristais de formazan formados foram dissolvidos em 0,04 M de HCl 

em isopropanol. Por fim, transferiu-se 200 µL de cada poço para uma placa de 96 poços e 

a absorvância foi lida a 570 nm no leitor de ELISA (SLT spectra II), usando um filtro de 

referência de 620 nm. Todas as experiências foram efectuadas em triplicado e a extensão 

da redução do MTT foi expressa como percentagem da absorvância obtida nas condições 

controlo (sem fármacos). 

 

2.7.2 Ensaio de Iodeto de Propídio 

 O iodeto de propídio (PI) é uma substância polar, que entra apenas nas células 

cujas membranas celulares se encontram danificadas e que, por isso, já não formam uma 

barreira semi-permeável efectiva, ligando-se ao ADN celular. O PI ligado ao ADN emite 

fluorescência vermelha intensa e brilhante (630 nm), quando excitado com luz na gama 

azul-verde (493 nm). Esta sonda fluorescente tem sido considerada uma sonda não tóxica 

para os neurónios(Pozzo Miller et al., 1994), sendo, por isso, largamente utilizada como um indicador 

da integridade da membrana neuronal(Vitale et al., 1993) e de morte celular(Pozzo Miller et al., 1994; Pringle et al., 

1997). As células da retina cultivadas em lamelas de vidro de 16 mm de diâmetro, com uma 

densidade de 2x106 células/cm2, foram incubadas com os fármacos em estudo, conforme 

indicado na secção de Resultados e nas Figuras. Após 9 dias em cultura, as células 

controlo e as células expostas aos fármacos foram incubadas com PI (0,04 mg/mL) diluído 

                                                        
1 Tampão de Krebs: 132 mM de NaCl; 4 mM de KCl; 1,4 mM de MgCl2; 1 mM de CaCl2; 6 mM de glicose; 10 mM 
de HEPES, pH 7.4.  
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em tampão de Krebs1, durante 4 a 5 minutos. Depois deste período, as células foram 

observadas ao microscópio de fluorescência (Zeiss Axioshop 2 Plus), acoplado a uma 

câmara digital (Axiocam HRc), e contaram-se as células marcadas com PI. 

 

 

2.8 SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 

e “Western e Blot” 

 

2.8.1 Preparação de extractos celulares 

As células cultivadas em placas de cultura de 35 mm de diâmetro foram lavadas 2 

vezes com PBS frio e lisadas a 4 ºC com um meio de lise2 suplementado com 100 µM de 

fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 1 mM de ditiotreitol (DTT), 1 µg/mL de quimostatina, 

1 µg/mL de leupeptina, 1 µg/mL de antiparina, 5 µg/mL de pepstatina A (CLAP), 1 mM de 

ortovanadato, pH 7,4. Os inibidores de proteases (PMSF, DTT e CLAP) impediram a 

degradação proteica, enquanto que a fosforilação foi prevenida pela presença do 

ortovanadato. A concentração de proteína foi determinada pelo método de Bradford 

(Biorad). Adicionou-se, a cada uma das amostras, uma solução desnaturante3 6x 

concentrada e as mesmas foram aquecidas a 95 ºC, durante 5 minutos. A BSA foi usada 

como padrão para a determinação da curva-padrão. 

 

2.8.2 SDS-PAGE e “Western Blot” 

 Os extractos celulares (60 µg de proteína total) foram aplicados num gel de 

poliacrilamida descontínuo, cuja parte superior continha 4% de poliacrilamida e o gel 

inferior com 10% de poliacrilamida (gel de corrida). A electroforese4 decorreu em condições 

desnaturantes, permitindo a separação das proteínas aplicadas, na presença de SDS 

(SDS-PAGE), no sistema de electroforese Mini Protean III (Biorad, Hercules, EUA). 

Posteriormente, as proteínas foram transferidas do gel de poliacrilamida para membranas 

                                                        
1 Tampão de Krebs: 140 mM de NaCl; 5 mM de KCl; 1 mM de CaCl2; 1 mM de MgCl2; 5,5 mM de glicose; 20 mM 
de Hepes, 1 mM de NaH2PO4, pH=7,4.  
2 Meio de lise: 50 mM de KCl; 50 mM de PIPES; 10 mM de EGTA; 2 mM de MgCl2; 0,5% de Triton X-100. 
3 Solução desnaturante: 0,5 M deTris; 30% de glicerol; 10% de SDS; 0,6 M de DTT; 0,0012% de azul de 
bromofenol.  
4 Solução de electroforese: 0,2 M de Tris; 1 M de Bicina; 0,017 M de SDS, pH=8,3. 
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de difluoreto de polivinilideno (PVDF), previamente activadas com metanol, por 

electrotransferência1, durante 90 minutos a 500 mA, a 4 ºC. As membranas foram depois 

bloqueadas, durante 1 hora, com 5% (m/v) de leite desnatado, com 0,1% Tween 20 em 

PBS (TBS-T) e incubadas, durante 90 minutos, à temperatura ambiente, ou durante a noite 

a 4 ºC, com o anticorpo primário diluído em 1% (m/v) de leite desnatado em TBS-T. As 

membranas foram depois lavadas, durante 30 minutos, com uma solução de 0,5% (m/v) de 

leite desnatado em TBS-T, e incubadas, durante 30 minutos à temperatura ambiente, com 

o anticorpo secundário marcado com a fosfatase alcalina, diluído em 1% (m/v) de leite 

desnatado em TBS-T. De seguida, as membranas foram lavadas com TBS-T, durante 30 

minutos, e reveladas utilizando o método ECF (“Enhanced Chemifluorescence”, 

Quimiofluorescência melhorada). A análise e quantificação da imunorreactividade das 

bandas de interesse foram efectuadas por densitometria, usando o sistema Quantity One 

(Biorad). 

 

 

2.9 Imagiologia de cálcio intracelular em células individuais com a sonda 

Fura-2/AM 

Para analisar as variações da concentração de cálcio intracelular ([Ca2+]i) em 

células individuais, utilizou-se a sonda fluorescente Fura-2/AM(Grynkiewicz et al., 1985). Esta sonda 

pertence à família de compostos derivados da molécula de EGTA, à qual foram 

adicionados diferentes grupos cromóforos(Grynkiewicz et al., 1985). O composto Fura-2/AM é um 

éster acetoximetílico da sonda Fura-2 que, após incorporação nas células, é rapidamente 

hidrolisado por esterases não-específicas, formando ácido acético e formaldeído, libertando 

assim a sonda Fura-2, que é sensível ao Ca2+ livre. 

As células da retina de rato, cultivadas sobre lamelas de vidro, foram lavadas três 

vezes com tampão de Krebs2, suplementado com 0,1% BSA livre de ácidos gordos, e 

depois incubadas com a sonda Fura-2/AM (5 µM), em tampão de Krebs suplementado com 

0,1% de BSA livre de ácidos gordos e 0,02% de Pluronic F-127, numa incubadora a 37ºC, 

sob uma atmosfera humidificada de 95% ar/5% CO2, durante 45 minutos. Após a 

incubação, as células foram lavadas duas vezes com tampão de Krebs suplementado com 

0,1% de BSA. 
                                                        
1 Solução de electrotransferência: 2 M de NaOH; 0,5% de metanol 10%, pH=11. 
2 Tampão de Krebs: 132 mM de NaCl; 4 mM de KCl; 1,4 mM de MgCl2; 1 mM de CaCl2; 6 mM de glicose; 10 mM 
de Hepes; 10 mM de NaHCO3, pH=7,4. 
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As lamelas contendo as células foram montadas rapidamente numa câmara de 

perfusão (modelo P5, série 20, Warner Instruments) e, de imediato, adicionaram-se 150 µL 

de tampão de Krebs aquecido (37ºC) sobre a face da lamela com as células. A câmara de 

perfusão foi instalada num microscópio Axiovert 200 (Zeiss) e ligada a um sistema de 

perfusão, com um fluxo de aproximadamente 2,5 mL/min. A experiência foi controlada e 

seguida através de um computador acoplado a uma câmara digital (Axiocam), sendo todos 

os dados registados no computador, através do software Metafluor, versão 5.0 (Axiovision).  

O registo das respostas celulares só se iniciou após a estabilização do fluxo do 

tampão de Krebs e as células foram continuamente perfundidas durante o período das 

experiências (20 minutos), a 37ºC. As células foram visualizadas no modo de fluorescência 

(λemissão: 510 nm; λexcitação: 340/380 nm) e o software foi registando as imagens de 

fluorescência do campo de visualização, resultantes da exposição alternada a feixes de 

excitação com 340 nm e 380 nm (Figura 2.1 C, D e E). 

Na figura 2.1 A, onde está apresentado um registo das alterações de cálcio numa 

célula da retina, também está indicado o protocolo experimental utilizado e o método da 

análise da [Ca2+]i em cada célula. Após a estabilização do fluxo, iniciou-se o registo. As 

células continuaram a ser perfundidas com tampão de Krebs, durante 5 minutos e, 

exactamente aos 5 minutos, as células passaram a ser perfundidas com um tampão salino 

com uma concentração de KCl elevada (30 mM)1, durante 30 segundos.  

Este período foi considerado como o primeiro período de estimulação das células, 

uma vez que as células são despolarizadas pelo KCl, ocorrendo por isso um aumento da 

[Ca2+]i, visualizando-se uma diminuição de fluorescência a 380 nm, no corpo celular de 

cada neurónio (Figura 2.1 D). Após este período, as células voltaram a ser perfundidas por 

tampão de Krebs, regressando aos valores basais da [Ca2+]i, até aos 15 minutos (Figura 

2.1 B). Nesta altura, o tampão de Krebs foi novamente substituído por meio despolarizante 

de KCl, durante 30 segundos. Nos 4 minutos e 30 segundos restantes, as células voltaram 

a ser perfundidas com o tampão de Krebs. 

                                                        
1 Tampão Krebs com 30 mM de KCl : 106 mM de NaCl; 30 mM de KCl; 1,4 mM de MgCl2; 1 mM de CaCl2; 6 mM 
de glicose; 10 mM de Hepes; 10 mM de NaHCO3, pH=7,4. 
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Figura. 2.1 – Representação esquemática do protocolo experimental usado nas experiências 
de imagiologia de Ca2+ em células da retina em cultura  
(A) As experiências de avaliação das variações de [Ca2+]i nas células da retina em cultura decorreram 
durante 20 minutos. As células foram estimuladas aos 5 e 15 minutos com o tampão de Krebs, com 
30 mM de KCl. O efeito dos fármacos testados foi avaliado perfundindo as células após o primeiro 
estímulo com meio de Krebs com fármaco, sendo o segundo estímulo efectuado também na 
presença de fármaco. Os resultados obtidos foram expressos através da razão Δ2/Δ1; (B) Imagem 
representativa de uma cultura de células da retina obtida no modo de transmissão (sem 
fluorescência); (C) A mesma imagem que em (B), mas iluminada com fluorescência a 380 nm, 
visualizando-se os corpos celulares de cada neurónio da retina, apresentando tonalidades de amarelo 
(menos saturado) a vermelho (mais saturado), consoante a concentração da sonda Fura-2-AM. Nesta 
fase da experiência consideramos a situação basal, ou seja, ainda não ocorreu estimulação das 
células; (D) Ampliação da zona demarcada na imagem (B) após a estimulação da cultura com 30 mM 
de KCl aos 5 min, ocorrendo um aumento da [Ca2+]i detectada pela diminuição de fluorescência nos 
corpos celulares dos neurónios, comparativamente à tonalidade na situação basal (B); (E) Ampliação 
da zona demarcada na imagem (B) após a estimulação da cultura com 30 mM de KCl + 100 nM de 
NPY aos 15 min, ocorrendo um aumento da [Ca2+]i detectada pela diminuição de fluorescência nos 
corpos celulares dos neurónios, comparativamente à tonalidade na situação basal (B), mas menor 
que na situação (D). 

A. 
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 Para avaliar o efeito de fármacos na [Ca2+]i, as células foram sujeitas a uma 

perfusão com tampão de Krebs com os fármacos em estudo, entre os 5 min e 30 segundos 

e os 15 minutos; aos 15 minutos, as células voltaram a ser despolarizadas pela solução de 

KCl contendo também o fármaco em estudo (Figura 2.1 E). 

 Os fármacos utilizados nestas experiências, bem como as respectivas 

concentrações, estão enumerados na Tabela 2.3. 

 

 
Tabela 2.3 Fármacos utilizados nas experiências de imagiologia de cálcio em 
células da retina de rato. 

Fármaco Concentração 

NPY 100 nM 

Agonista dos receptores Y1/Y5 
([Leu31,Pro34]NPY) 100 nM 

Agonista do receptor Y2 
(NPY13-36) 

300 nM 

Agonista do receptor Y4 
(r-PP) 100 nM 

Agonista do receptor Y5  
(NPY19-23(Gly1,Ser3,Gln4,Thr6,Ala31,Aib32 Gln34)PP)  100 nM 

Antagonista do receptor Y1 
(BIBP 3226) 1000 nM 

Antagonista do receptor Y5  
(L-152,804 ) 1000 nM 

 
 
 

Para a análise dos resultados, utilizou-se o software Metafluor 2 (Axiovision). 

Resumidamente, após a selecção e demarcação dos corpos celulares de neurónios 

existentes na lamela em estudo, o software permitiu a obtenção do registo das variações da 

[Ca2+]i em cada um dos corpos celulares seleccionados (Figura 2.1 C). Através da análise 

de cada registo, determinaram-se as duas amplitudes de resposta em cada célula, 

resultantes dos estímulos com o meio despolarizante de KCl aos 5 (Δ1) e aos 15 minutos 

(Δ2), e calculou-se a razão Δ2/Δ1. Para a análise dos resultados, uma vez que se observou 

a existência de populações de neurónios com respostas farmacológicas diferentes, foram 

considerados dois grupos de células, que correspondem a dois intervalos de variação da 

razão Δ2/Δ1, que serão designados por grupo A – células que apresentam a razão Δ2/Δ1 

superior ou igual a 0,80 (Δ2/Δ1≥ 0,80) – e grupo B – células cuja razão Δ2/Δ1 é inferior a 

0,80 (Δ2/Δ1<0,80). 
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2.10  Análise Estatística 

 Os resultados apresentados são expressos como média ± erro padrão da média. A 

significância estatística foi determinada através de uma análise de variância (ANOVA), 

seguida de testes à posteriori, nomeadamente de Dunnet e Bonferroni, como indicado nas 

legendas das figuras. 





 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 





 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3           Capítulo 3 

 
O Neuropeptídeo Y e os seus receptores 

 na retina de rato 
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3.1 Introdução 

  Tal como descrito na Introdução Geral (Capítulo 1), a retina é uma estrutura do 

tecido nervoso muito organizada, que contém duas classes principais de células: neurónios 

e células da glia, que se encontram estrategicamente localizadas ao longo de várias 

camadas de células(Yang, 2004).  

 O NPY é um peptídeo presente em várias áreas do SNC(Silva et al., 2005a), existindo 

igualmente na retina de diferentes espécies animais(Bruun et al., 1986; Jen et al., 1994; Hutsler and Chalupa, 1995; 

Oh et al., 2002). Relativamente aos receptores do NPY, o ARNm para os receptores Y1, Y2, Y4 e 

Y5 foi detectado em retina de rato (D'Angelo and Brecha, 2004). No entanto, ainda não está esclarecida 

a função do sistema do NPY na retina. Algumas observações indicam que as células que 

expressam NPY podem participar em múltiplos circuitos do processo de informação visual 

na retina interna de murganho(Sinclair et al., 2004). Adicionalmente, demonstrou-se que o NPY 

modula a libertação de neurotransmissores na retina de coelho e de pinto(Bruun and Ehinger, 1993). 

Contudo, a libertação de NPY, estimulada por luz de frequência elevada ou por 

despolarização, foi demonstrada apenas na retina de rã(Bruun et al., 1991) e, por isso, é 

necessário um estudo mais aprofundado das condições necessárias para a libertação de 

NPY. 

 Várias evidências indicam que o NPY estimula a proliferação e a migração de 

células endoteliais(Zukowska-Grojec et al., 1998a; Zukowska-Grojec et al., 1998b; Marion-Audibert et al., 2000; Ghersi et al., 2001; 

A. Jonas Ekstrand, 2003). Recentemente, demonstrou-se que o receptor do NPY do subtipo Y2 está 

envolvido na patogénese da retinopatia diabética(Koulu et al., 2004).  

 Alguns estudos sugerem que a expressão do NPY e dos seus receptores no SNC 

poderá não estar confinada aos neurónios e poderá ocorrer também nas células da glia, 

nomeadamente nos astrócitos(Gimpl et al., 1993; Barnea et al., 1998; St-Pierre et al., 2000). No entanto, na retina, 

não existem evidências da presença de NPY nas células da glia, nomeadamente nas 

células de Müller, nos astrócitos ou nas células da microglia. 

 Assim, neste estudo, pretendeu-se: 1) identificar o tipo de células da retina que 

expressam NPY. Para tal, utilizaram-se retinas intactas de rato, culturas primárias mistas 

da retina de rato e de células de microglia da retina de rato e linhas celulares de células de 

Müller e de células endoteliais da retina de rato; 2) investigar a presença dos receptores do 

NPY nas células da retina; 3) avaliar a libertação de NPY nas culturas primárias da retina 

de rato. 
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3.2  Resultados 

3.2.1 Determinação do conteúdo de NPY na retina de rato e em culturas de células 

da retina 

 As retinas isoladas a partir de ratos machos Wistar, com nove semanas de idade, 

continham 15,1 ± 1,4 fmol de NPY/µg de proteína (n=4). O conteúdo intracelular de NPY, 

nas culturas primárias da retina de rato, foi de 1,4 ± 0,1 fmol de NPY/µg de proteína (n=3, 

em duplicado de três culturas independentes). Nas células endoteliais da retina de rato 

(linha celular TR-iBRB2), os níveis de NPY encontravam-se abaixo do limite de detecção do 

ensaio de doseamento de NPY (< 0,5 pM). 

 

3.2.2 A expressão de NPY em diferentes tipos de células da retina 

A detecção de NPY e pró-NPY nas culturas primárias de retina foi realizada por 

imunocitoquímica, utilizando um anticorpo monoclonal, o NPY02(Grouzmann et al., 1992) (Figura 

3.1). Algumas das células positivas para o NPY foram identificadas como sendo neurónios 

(marcação com um anticorpo anti-MAP-2), uma vez que se observou uma co-localização 

das marcações para NPY e MAP-2. O NPY foi detectado nos corpos celulares dos 

neurónios, bem como em alguns prolongamentos (Figura 3.1, A-C). A imunorreactividade 

de NPY também foi detectada em células positivas para GFAP, um marcador de astrócitos 

e células de Müller (Figura 3.1, D-F), e em células da microglia, que foram identificadas 

utilizando um anticorpo anti-Mac-1 (Figura 3.1, G-I). Quando se utilizou o anticorpo 

NPY05(Grouzmann et al., 1992), que também é um anticorpo monoclonal que se liga ao terminal 

carboxílico amidado do NPY, observou-se um padrão de marcação semelhante.  
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Figura 3.1 – O Neuropeptídeo Y está presente em diferentes tipos de células da retina. 
O NPY foi detectado (verde) com o anticorpo NPY02, (1:1500) (A, D, G). As células da retina de rato 
em cultura foram duplamente marcadas com o anticorpo anti-NPY e com os anticorpos marcadores 
de neurónios, macroglias e microglias. Assim, os neurónios (vermelho) foram identificados pelo 
anticorpo anti-MAP-2 (1:500) (B e C); os astrócitos e células de Müller foram detectados (vermelho) 
com o anticorpo anti-GFAP (1:500) (E e F); as células da microglia foram marcadas (vermelho) com o 
anticorpo anti-Mac-1 (H e I). As imagens são representativas de três culturas independentes. 
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 De forma a confirmar a presença de NPY nas células da microglia, utilizou-se uma 

cultura primária de células de microglia, onde foi também possível detectar a presença de 

imunorreactividade para o NPY (Figura 3.2). 

 

 

 

 

 
 
Figura 3.2 – O NPY está presente nas células da microglia da retina de rato. 
O NPY foi detectado (verde) com o anticorpo monoclonal anti-NPY (NPY02, 1:1500) (A) e as células 
da microglia foram marcadas com o anticorpo anti-Mac 1 (B). (C) Co-localização de NPY e Mac-1. As 
imagens são representativas de três culturas independentes. 
 
 

 

 A presença de NPY nas células endoteliais da retina de rato foi também detectada 

por imunocitoquímica com o anticorpo anti-NPY02. Observou-se uma marcação ponteada 

ao longo de toda a célula, embora maioritariamente no citoplasma e na região perinuclear 

(Figura 3.3 A). 
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A presença de NPY nas células de Müller foi confirmada pela marcação de NPY na 

linha celular de células de Müller de rato (TR-MUL) (Figura 3.3 B).  

 
 

 
 
 
 
Figura 3.3 – O NPY está presente nas células endoteliais e nas células de Müller da retina de 
rato.  
A presença de NPY foi detectada em células endoteliais da retina de rato (A) e em células de Müller 
da retina de rato (B). A marcação de NPY (anticorpo NPY02, 1:1500) foi detectada nas linhas 
celulares de células endoteliais (TR-iBRB2) e de células de Müller (TR-MUL) da retina de rato. As 
imagens são representativas de três culturas independentes. Ampliação de 600x. 
 
 

3.2.3  Presença do ARNm do NPY e dos receptores do NPY por RT-PCR nas células 

da retina de rato 

O ARNm do NPY e dos receptores do NPY foi detectado nas retinas intactas de 

rato, nas culturas primárias da retina de rato e na linha celular de células endoteliais da 

retina de rato (Figura 3.4). Relativamente aos receptores do NPY, o ARNm para os 

receptores Y1, Y2, Y4 e Y5 foi detectado quer na retina, quer nas células da retina em cultura 

(Figura 3.4, A e B). Nas células endoteliais da retina de rato, também foi detectado o ARNm 

para os mesmos receptores, com excepção do receptor Y5 (Figura 3.4 C). 
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Figura 3.4 – Expressão de ARNm do NPY e dos receptores do NPY nas células da retina.  
O ARNm do NPY e dos seus receptores foi detectado na retina de rato (A), nas células da retina em 
cultura (B) e nas células endoteliais (C). A expressão do ARNm do NPY e dos seus receptores foi 
investigada através da reacção de polimerização em cadeia com transcrição reversa (RT-PCR), 
seguida de electroforese em gel de agarose. Os produtos de PCR resultantes foram: NPY, 236 bp; 
Receptor Y1, 616 bp; Receptor Y2, 318 bp; Receptor Y4, 476 bp; Receptor Y5, 248 bp; actina, 427 bp. 
Cada imagem é representativa de três retinas de diferentes animais e de três culturas independentes. 
 

3.2.4  Libertação de NPY das células da retina em cultura 

 A quantidade de NPY libertado constitutivamente (libertação basal) estava abaixo 

do limite de detecção do ensaio de doseamento de NPY. A incubação das células durante 

10 minutos com 50 mM de KCl induziu uma libertação de NPY de 7,8 ± 4,2% do conteúdo 

intracelular total de NPY (n=3). A quantidade de NPY libertada foi entre 0,5-3,0 pM.  
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3.3 Discussão  

 Apesar do NPY estar presente na retina de diversas espécies(Bruun et al., 1986; Tornqvist and 

Ehinger, 1988; Jen et al., 1994; Hutsler and Chalupa, 1995; Oh et al., 2002), a função deste peptídeo na retina não está 

esclarecida, devido, em parte, à falta de informação acerca dos tipos de células da retina, 

que expressam e libertam NPY, e sobre a expressão e localização dos seus receptores. O 

objectivo do presente estudo, utilizando diferentes modelos celulares, consistiu em 

identificar o tipo de células da retina que expressam o NPY e identificar o tipo de receptores 

do NPY que são expressos pelas células da retina. 

 O NPY biologicamente activo, o NPY amidado, foi quantificado por um ensaio de 

ELISA, através do qual se verificou que o peptídeo está presente na retina intacta e nas 

células da retina em cultura. A presença do NPY nas células da retina foi confirmada por 

imunocitoquímica e por RT-PCR. Estudos anteriores já tinham demonstrado que o NPY 

está presente em retinas de rato(Ferriero and Sagar, 1989; Oh et al., 2002) e de outras espécies de 

mamíferos, incluindo murganhos(Sinclair and Nirenberg, 2001), macacos(Marshak, 1989) e o homem(Tornqvist and 

Ehinger, 1988; Jen et al., 1994). 

 Nas células da retina em cultura, recorrendo a imunocitoquímica de dupla 

marcação, verificou-se que o NPY está presente nos neurónios da retina. Esta observação 

está de acordo com outros estudos que descrevem que a imunorreactividade do NPY se 

localiza maioritariamente em neurónios, especialmente nas células amácrinas e 

ganglionares(Hutsler et al., 1993; Ammar et al., 1998; Sinclair and Nirenberg, 2001). Na retina de rato, demonstrou-se 

que a imunorreactividade ao NPY está presente em duas populações de células amácrinas, 

uma localizada na camada nuclear interna e a outra na camada de células ganglionares(Oh et 

al., 2002). Estas evidências sugerem que, na retina, e principalmente na retina interna, o NPY 

poderá participar em múltiplos circuitos, mediando o processamento da informação visual. 

 Outras evidências sugerem que a expressão do NPY e dos seus receptores, no 

sistema nervoso central, poderá não se encontrar apenas nos neurónios, podendo ocorrer 

também nas células da glia, nomeadamente nos astrócitos(Gimpl et al., 1993; Barnea et al., 1998; St-Pierre et al., 

2000). De facto, no presente trabalho, verificou-se que a imunorreactividade do NPY também 

foi detectada nas células da macroglia e da microglia. Estes resultados demonstram, pela 

primeira vez, que na retina o NPY não é expresso somente nos neurónios, mas que está 

também presente nas células da glia. Alguns estudos sugerem, de forma inequívoca, que 

tanto as células da macroglia como as da microglia estão associadas a disfunções 

retinianas, tais como a vítreoretinopatia, retinopatia diabética, retinitis pigmentosa e 
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degenerescência macular relacionada com a idade(McGillem and Dacheux, 1998; Rungger-Brandle et al., 2000; Soler 

et al., 2002; Gupta et al., 2003). Por conseguinte, a presença de NPY nas células da macro- e da 

microglia sugere um possível papel do peptídeo nos processos inflamatórios detectados 

nas patologias referidas anteriormente, o qual deveria ser objecto de estudo, no futuro(Leal et 

al., 2005; Meleth et al., 2005; Zhou et al., 2005).  

 Neste estudo, o NPY foi também detectado nas células endoteliais da retina (linha 

celular TR-iBRB), por imunocitoquímica e pela expressão do ARNm. A marcação ponteada 

foi particularmente evidente no citoplasma e à volta do núcleo. Anteriormente, já tinha sido 

detectada a presença de NPY noutras células endoteliais, tais como células endoteliais do 

cordão umbilical humano(Cai et al., 1993; Silva et al., 2005b) e nas células endoteliais cardíacas 

humanas(Cai et al., 1993). Além do NPY, detectou-se também ARNm para os receptores Y1, Y2 e 

Y4 do NPY, mas não para o receptor Y5, nas células endoteliais da retina. A presença dos 

receptores Y1 e Y2 em células endoteliais é consistente com estudos prévios realizados em 

células endotelias do cordão umbilical humano (HUVECs)(Zukowska-Grojec et al., 1998b; Silva et al., 2003b). 

Pelo contrário, o ARNm para o receptor Y4 do NPY não foi detectado nas HUVECs e o 

receptor Y5 apenas foi detectado após tratamento com citocinas(Silva et al., 2003b). Estas 

diferenças entre os dois tipos de células endoteliais na expressão do ARNm dos receptores 

do NPY poderá influenciar a fisiologia celular(Rymaszewski et al., 1992). 

 No presente trabalho, demonstrou-se que o ARNm dos receptores Y1, Y2, Y4 e Y5 

está presente nas células da retina, tendo em consideração que foi detectado, quer na 

retina, quer nas células da retina em cultura. Estes resultados estão de acordo com estudos 

anteriores realizados com retina de rato(D'Angelo and Brecha, 2004). Na retina de murganho, também 

foi detectado o ARNm dos receptores Y1 e Y2 do NPY(Yoon et al., 2002). Estudos de 

imunohistoquímica, realizados em retina de rato, mostraram que o receptor Y1 está 

presente nas células amácrinas localizadas na camada nuclear interna e também nos 

corpos celulares e nas dendrites das células horizontais localizadas na camada plexiforme 

externa(D'Angelo et al., 2002). Além disso, na retina de rato, existe uma diferença na localização da 

imunorreactividade para o NPY e para o seu receptor Y1, o que sugere que o NPY poderá 

actuar de forma parácrina em células localizadas distantes do seu local de libertação(D'Angelo 

et al., 2002). Por outro lado, a localização dos receptores Y4 e Y5 permanece por esclarecer. 

Relativamente aos receptores Y2, foi descrito anteriormente que tanto o NPY como 

agonistas dos receptores Y2 inibem o influxo de Ca2+, induzido por despolarização, para os 

axónios das células bipolares(D'Angelo and Brecha, 2004). 
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 Neste estudo, quantificou-se, pela primeira vez, a libertação das formas 

biologicamente activas do NPY (NPY1-36, NPY2-36 e NPY3-36), induzida por concentrações de 

potássio elevadas, nas células da retina de rato em cultura. Estudos prévios já tinham 

demonstrado a libertação de NPY na retina de rã, de forma dependente de cálcio, induzida 

por concentrações elevadas de potássio ou por luz de frequência elevada(Bruun et al., 1991).  

 Em conclusão, no presente trabalho, utilizando diversos modelos (retina de rato, 

culturas primárias mistas e de células de microglia da retina de rato, e linhas celulares de 

células de Müller e de células endoteliais da retina de rato), demonstrou-se que o NPY é 

sintetizado e expresso por diferentes populações de células presentes na retina de rato. A 

principal inferência deste estudo é, na verdade, o facto da marcação de NPY ter sido 

detectada nas células da macroglia (células de Müller) e da microglia. Assim, o 

desenvolvimento e caracterização de novos modelos de células da retina, associados a um  

estudo mais aprofundado do papel do NPY nas células da glia, poderão permitir esclarecer 

o papel do NPY na fisiopatologia da retina. 
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4.1 Introdução 

 A distribuição do NPY está identificada em várias áreas do SNC, sendo associada 

com inúmeras condições fisiopatológicas(Wettstein et al., 1995; Silva et al., 2005a). Na retina, a 

imunorreactividade para o NPY foi detectada em diferentes espécies, nomeadamente em 

murganhos, ratos, cobaias, gatos, macacos e humanos(Bruun et al., 1986; Straznicky and Hiscock, 1989; Jen et al., 

1994; Hutsler and Chalupa, 1995; Oh et al., 2002; Álvaro et al., 2007b). A presença de NPY encontra-se, 

principalmente, nas células amácrinas e nas células ganglionares(Hutsler and Chalupa, 1994; Ammar et al., 

1998; Sinclair and Nirenberg, 2001). No caso da retina de rato, o NPY localiza-se em duas populações de 

células amácrinas: uma localizada na camada nuclear interna e a outra na camada de 

células ganglionares, designando-se, neste caso, células amácrinas deslocadas(Sinclair and 

Nirenberg, 2001).  

 O efeito do NPY é mediado através da activação de seis subtipos de receptores 

acoplados a proteínas G, designadamente os receptores Y1, Y2, Y3, Y4, Y5 e y6. Até ao 

momento, todos os receptores se encontram clonados, à excepção do receptor y6
(Larhammar et 

al., 1992; Lundell et al., 1995; Rose et al., 1995; Gerald et al., 1996; Weinberg et al., 1996). Na retina de rato(D'Angelo and Brecha, 2004; 

Álvaro et al., 2007b) e nas células da retina de rato(Álvaro et al., 2007b) em cultura, foi detectada a 

expressão do ARNm dos receptores do NPY do subtipo Y1, Y2, Y4 e Y5. 

 No entanto, conforme descrito na Introdução geral (Capítulo 1), a função do NPY 

na retina é ainda pouco conhecida. Todavia, diversos estudos têm indicado que o NPY 

modula a excitabilidade neuronal em várias regiões do SNC(revisão(Silva et al., 2005a). Por exemplo, 

na retina de coelho e de pinto, o NPY afecta a libertação de vários neurotransmissores, tais 

como, glutamato, GABA, glicina, adrenalina, dopamina e somatostatina(Bruun and Ehinger, 1993). 

A função do Ca2+ nas vias de sinalização intracelular é largamente conhecida. 

Também está bem documentado que a alteração da homeostase do Ca2+ poderá conduzir 

à morte celular(Sattler and Tymianski, 2000). Vários estudos têm demonstrado que o NPY inibe o 

influxo de Ca2+ em neurónios de hipocampo, tálamo e “arcuate nucleus”(Sun and Miller, 1999; Silva et 

al., 2001; Sun et al., 2001), assim como nos terminais nervosos das células bipolares da retina(D'Angelo 

and Brecha, 2004). 

 Deste modo, os objectivos deste capítulo foram: 1) investigar o papel do NPY nas 

variações da [Ca2+]i nos neurónios da retina e 2) identificar os receptores do NPY 

envolvidos na modulação das alterações da [Ca2+]i. 
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4.2 Resultados 

4.2.1 O NPY inibe as alterações da [Ca2+]i evocadas por KCl em neurónios da retina 

em cultura 

 As variações da [Ca2+]i foram analisadas exclusivamente nos corpos celulares dos 

neurónios da retina em cultura, após despolarização dos mesmos com 30 mM de KCl. As 

variações da [Ca2+]i reflectem as diferenças da razão de fluorescência a 340 nm e 380 nm 

(F340/F380) entre o valor basal (antes do estímulo) e o pico (o valor mais elevado, após o 

estímulo). As células foram estimuladas duas vezes, aos 5 e aos 15 min (Figura 4.1 B e C) 

e, em todas as experiências, o primeiro estímulo foi utilizado como controlo interno. Os 

resultados serão apresentados como a razão entre as amplitudes do segundo e do primeiro 

estímulo (Δ2/Δ1). Nas experiências controlo, os neurónios da retina foram estimulados na 

ausência de fármacos. Em todas as restantes condições, os fármacos estavam presentes, 

após o primeiro estímulo até ao final do segundo estímulo (durante 10 min; ver Figura 2.1 

no Capítulo 2).  

 As células controlo apresentaram uma razão Δ2/Δ1 de 0,91 ± 0,1 (89 células 

analisadas), tendo o valor das razões variado entre 0,80 e 1,13 (Figura 4.1). Na presença 

de 100 nM de NPY, os valores da razão Δ2/Δ1 situaram-se entre 0,53 e 0,95 (121 células 

analisadas) e o valor médio obtido foi de 0,77 ± 0,2 (média ± SEM). Comparando os valores 

médios da razão Δ2/Δ1 entre as células controlo e as células expostas a NPY, verifica-se 

que não existem diferenças significativas entre ambos. Contudo, apesar das diferenças não 

serem significativas, analisando com atenção a Figura 4.1, pode observar-se que o NPY 

reduz as alterações de cálcio em várias células. Assim sendo, os resultados sugerem que 

existem dois grupos distintos de neurónios: neurónios que não respondem a NPY (Δ2/Δ1 ≥ 

0,80; grupo A) e neurónios que respondem ao NPY (Δ2/Δ1 < 0,80; grupo B). De facto, pode 

observar-se que existe um número significativo de células cujas respostas apresentam 

valores de Δ2/Δ1 inferiores a 0,80, quando são expostas a NPY, o que nunca se verifica 

nas células controlo. As Figuras 4.1 B e C apresentam registos representativos de uma 

célula controlo (Figura 4.1 B) e de uma célula exposta a NPY (Figura 4.1 C), onde se 

evidencia que o NPY inibe significativamente as alterações da [Ca2+]i, pelo menos em 

determinados neurónios. Tendo em consideração o que foi referido anteriormente, nas 

Figuras 4.1 D, 4.2 e 4.3, os resultados são apresentados em percentagem de células nos 

grupos A e B relativamente ao total de células analisadas, para cada situação experimental. 
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Figura 4.1 – Efeito do NPY nas alterações da [Ca2+]i induzidas por KCl nos neurónios da retina. 
(A) Representação da distribuição dos valores da razão Δ2/Δ1 relativamente aos neurónios da retina 
analisados. As culturas de retina foram estimuladas na ausência (controlo) ou na presença de NPY 
(100 nM). (B,C) Registos representativos das variações da [Ca2+]i de neurónios da retina obtidos na 
ausência (B) ou na presença de NPY (C). (D) Quantificação dos neurónios da retina pertencentes ao 
grupo A (Δ2/Δ1 ≥ 0,80) e ao grupo B (Δ2/Δ1 < 0,80) na situação controlo e quando as células foram 
expostas a NPY (100 nM). Os resultados são expressos em percentagem do número total de células 
analisadas em cada situação experimental (controlo e na presença de NPY), e representam a média 
± SEM de 74 a 138 células de 3 a 5 culturas independentes. *** p<0,001 comparativamente ao 
controlo; ANOVA de duas vias com teste de Bonferroni à posteriori. 
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 Na presença de NPY (100 nM), a percentagem de neurónios no grupo A (49,1 ± 

4,8%) diminuiu significativamente comparativamente ao controlo (100,0 ± 0,0%) e, 

consequentemente, aumentou a percentagem de neurónios no grupo B (50,9 ± 4,8%; 

Figura 4.1 D). 

 

4.2.2 Efeito dos agonistas e antagonistas dos receptores do NPY nas variações da 

[Ca2+]i induzidas por KCl nos neurónios da retina 

 Na medida em que o efeito inibitório do NPY nas alterações da [Ca2+]i induzidas por 

KCl poderá ser devido à activação de diferentes tipos de receptores do NPY, analisou-se o 

efeito de vários agonistas (Figura 4.2) e antagonistas (Figura 4.3) dos receptores do NPY. 

Todos os agonistas dos receptores do NPY utilizados, excepto o agonista do receptor Y2 

(NPY13-36; 300 nM), diminuíram significativamente a percentagem de células no grupo A e, 

consequentemente, aumentaram a percentagem de células no grupo B (Figura 4.2). O 

agonista dos receptores Y1/Y5 ([Leu31,Pro34]NPY; 100 nM) diminuiu a percentagem de 

células no grupo A para 38,7 ± 6,3% comparativamente ao controlo (93,9 ± 3,1%), 

aumentando a percentagem de células no grupo B (61,3 ± 6,3%) relativamente à situação 

controlo (6,1 ± 3,1%; Figura 4.2 A). Pelo contrário, o agonista do receptor Y2 (NPY13-36; 300 

nM) não induziu qualquer alteração significativa na distribuição dos neurónios da retina, 

quer no grupo A (98,4 ± 1,6% no controlo e 94,4 ± 1,7% com NPY13-36), quer no grupo B 

(1,6 ± 1,6% no controlo e 5,6 ± 1,7% com NPY13-36) (Figura 4.2 B). O agonista do receptor 

Y4 (r-PP; 100 nM) reduziu a percentagem de células no grupo A de 95,9 ± 0,4% no controlo 

para 57,6 ± 5,5% e, consequentemente, aumentou a percentagem de células no grupo B de 

4,1 ± 0,4% no controlo para 42,4 ± 5,5% com o agonista o r-PP (Figura 4.2 C). O agonista 

do receptor Y5 [(NPY19-23(Gly1, Ser3, Gln4, Thr6, Ala31, Aib32 ,Gln34)PP; 100 nM)] também 

diminuiu significativamente a percentagem de células no grupo A (93,5 ± 3,6% no controlo 

e 66,6 ± 3,0% com o agonista do receptor Y5) e aumentou a percentagem de células no 

grupo B (6,5 ±3,6% no controlo e 33,4 ± 3,0% com o agonista do receptor Y5) (Figura 4.2 

D). Estes resultados, globalmente, sugerem que o efeito inibitório do NPY nas variações da 

[Ca2+]i é mediado pela activação dos receptores do NPY do subtipo Y1, Y4 e Y5. 
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Figura 4.2 – Efeito dos agonistas dos receptores do NPY nas variações da [Ca2+]i induzidas por 
KCl nos neurónios da retina. 
As células da retina foram expostas aos agonistas dos receptores do NPY, nomeadamente (A) 
[Leu31Pro34]NPY (agonista dos receptores Y1/Y5; 100 nM), (B) NPY13-36 (agonista do receptor Y2; 300 
nM), (C) r-PP (agonista do receptor Y4; 100 nM) e (D) NPY19-23(Gly1, Ser3, Gln4, Thr6, Ala31, Aib32 
,Gln34)PP (agonista do receptor Y5; 100 nM). Os resultados são expressos como a percentagem de 
neurónios da retina no grupo A (Δ2/Δ1 ≥ 0,80) e no grupo B (Δ2/Δ1 < 0,80) relativamente ao número 
total de células analisado, nas células controlo e nas células expostas a NPY, e representam a média 
± SEM de 53 a 240 células de 3 a 5 culturas independentes. n.s p>0,05, *** p<0,001 
comparativamente ao controlo; ANOVA de duas vias com teste de Bonferroni à posteriori. 
 
 

 De forma a confirmar os resultados anteriores, as células da retina foram expostas 

ao NPY (100 nM) em combinação com os antagonistas dos receptores Y1 ou Y5 (Figura 4.3 

A e B). Na presença do antagonista do receptor Y1 (BIBP3226; 1 µM), o efeito inibitório do 

NPY foi parcialmente abolido, dado que ocorreu um aumento na percentagem de células do 

grupo A (70,1 ± 7,2%) e um decréscimo na percentagem de células no grupo B (29,9 ± 

7,2%), comparativamente à percentagem de células em ambos os grupos, quando estas 

são expostas apenas ao NPY (49,1 ± 4,8% no grupo A e 50,9 ± 4,8% no grupo B; Figura 

4.3 A). Do mesmo modo, o antagonista do receptor Y5 (L-152,804; 1 µM) também reduziu o 

efeito inibitório do NPY nas variações da [Ca2+]i (Figura 4.3 B), visto que a diminuição, 
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induzida pelo NPY, da percentagem de células no grupo A (49,1 ± 4,8%) relativamente ao 

controlo (97, 2 ± 1,4%) foi parcialmente prevenida pelo L-152,804 (76,3 ± 1,9%). Por outro 

lado, o aumento da percentagem de células no grupo B induzido pelo NPY (50,9 ± 4,8%), 

comparativamente ao controlo (2,8 ±1,4% das células analisadas), foi inibido na presença 

do antagonista do receptor Y5 (23,7 ± 1,9% das células analisadas) (Figura 4.3 B). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.3 – Efeito dos antagonistas dos receptores do NPY nas alterações da [Ca2+]i evocadas 
por KCl e moduladas pelo NPY.  
As células da retina em cultura foram incubadas com NPY (100 nM) na ausência ou na presença (A) 
do antagonista do receptor Y1 (BIBP3226; 1 µM) ou (B) do antagonista do receptor Y5 (L-152,804; 1 
µM). Os resultados são expressos em percentagem de neurónios da retina presentes no grupo A 
(Δ2/Δ1 ≥ 0,80) e no grupo B (Δ2/Δ1 < 0,80) relativamente ao número total de células analisadas em 
cada situação experimental (controlo, células incubadas com NPY, ou células co-incubadas com NPY 
e os antagonistas dos receptores do NPY), e representam a média ± SEM de 73 a 168 células de 3 a 
5 culturas independentes. ** p<0,01, *** p<0,001 comparativamente ao controlo; + p<0,01, +++ p<0,001 
comparativamente ao NPY. ANOVA de duas vias com teste de Bonferroni à posteriori. 
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4.3 Discussão 

 Sabe-se que o NPY e os seus receptores, nomeadamente os receptores Y1, Y2, Y4 

e Y5, estão presentes na retina de diferentes espécies(Bruun et al., 1986; Jen et al., 1994; Oh et al., 2002; Yoon et 

al., 2002; D'Angelo and Brecha, 2004). Por outro lado, existem estudos que sugerem que este peptídeo é 

provavelmente libertado da retina em resposta a determinados estímulos visuais, 

nomeadamente estimulação com luz de elevada frequência ou por despolarização(Bruun et al., 

1991). Estas evidências indicam que o NPY poderá mediar o processamento da informação 

visual na retina(Sinclair et al., 2004).  

 No SNC, o NPY modula a excitabilidade neuronal através de múltiplos mecanismos 

pré- e pós-sinápticos, que estão associados à modulação da libertação de 

neurotransmissores, hormonas e neuromoduladores, tais como o glutamato, GABA, 

adrenalina, dopamina, 5-HT, hormona do crescimento e somatostatina, entre outros(Silva et al., 

2005a). Relativamente à retina, aplicações exógenas de NPY também afectam a libertação de 

alguns neurotransmissores, tais como a glicina, dopamina, 5-HT e GABA na retina de 

coelho e de pinto(Bruun and Ehinger, 1993; Ortrud Uckermann, 2006). Além disso, o NPY inibe também a 

actividade da adenilciclase, na retina de coelho(Bruun et al., 1994). 

 O Ca2+ é um sinal intracelular ubíquo responsável pelo controlo de inúmeras 

respostas celulares(Berridge et al., 2000) e, por isso, os neurónios necessitam de regular 

rigorosamente a [Ca2+]i, de forma a evitar uma ineficiente sinalização de Ca2+ que, em 

última instância, poderá resultar em morte celular(Sattler and Tymianski, 2000). Em neurónios e 

sinaptossomas de hipocampo, os sinais de Ca2+ são inibidos pela aplicação de NPY(Bleakman 

et al., 1992; Silva et al., 2001, 2003a). De igual forma, na região CA1 do hipocampo, a transmissão 

sináptica excitatória é inibida pelo NPY, através da redução do influxo de Ca2+(Colmers et al., 1988). 

Mais ainda, em neurónios talâmicos e células ganglionares, a presença de NPY reduz as 

correntes de Ca2+(Bleakman et al., 1991; Sun et al., 2001). Outros estudos demonstraram ainda que o NPY 

inibe correntes de Ca2+ e de K+ nos neurónios do “arcuate nucleus”(Sun and Miller, 1999). 

 No que diz respeito ao presente estudo, verificou-se que o NPY inibe as variações 

da [Ca2+]i em neurónios da retina de rato despolarizados com KCl. No entanto, o efeito 

inibitório do NPY não é evidente em todos os neurónios da retina e, por este motivo, 

considerou-se a existência de dois grupos distintos de neurónios: um grupo de células que 

não responde ao NPY e outro grupo de células que responde ao peptídeo. De facto, é 

provável que alguns neurónios da retina não expressem receptores do NPY, ou então 

possam expressar estes receptores, mas que não estejam acoplados à regulação da 

[Ca2+]i. Assim, nos neurónios que respondem a NPY, o efeito inibitório induzido pelo NPY 
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foi mediado pela activação dos receptores do NPY do subtipo Y1, Y4 e Y5, mas não pelo 

subtipo Y2. 

 Até ao momento, conhece-se apenas um trabalho que demonstra que o influxo de 

Ca2+ em células bipolares da retina é inibido pelo NPY, através da activação do receptor 

Y2
(D'Angelo and Brecha, 2004). No córtex de rato, o receptor do NPY do subtipo Y1 é responsável pela 

redução da entrada de Ca2+ e consequente inibição da libertação de glutamato(Wang, 2005). A 

modulação da [Ca2+]i em neurónios do hipocampo de rato deve-se também à activação do 

receptor Y1. Contudo, estudos realizados em sinaptossomas e neurónios de hipocampo 

demonstraram que, paralelamente à activação do receptor Y1, o receptor do NPY do 

subtipo Y2 também modula a [Ca2+]i induzida por KCl(Silva et al., 2001, 2003a). Mais recentemente, 

foi revelado que, em culturas organotípicas de hipocampo de rato, a activação dos 

receptores Y1 e Y2 promove a activação de mecanismos neuroprotectores contra a 

excitotoxicidade celular(Xapelli et al., 2007). Em neurónios talâmicos, a inibição do influxo de Ca2+ 

induzida pelo NPY é mediada pela activação do receptor Y2
(Sun et al., 2001). No caso dos 

neurónios do “arcuate nucleus”, múltiplos receptores do NPY (Y1, Y2, Y4 e Y5) regulam as 

condutâncias de Ca2+ e de K+, promovendo a redução da excitabilidade neuronal e da 

libertação de neurotransmissores(Sun and Miller, 1999). Deste modo, estas evidências, 

conjuntamente com os resultados apresentados neste capítulo, indicam que diferentes 

subtipos de receptores do NPY poderão mediar o mesmo efeito deste peptídeo. De facto, 

no presente trabalho, a modulação da [Ca2+]i nos neurónios da retina envolveu a activação 

dos receptores Y1, Y4 e Y5. O envolvimento destes receptores foi demonstrado através de 

estudos farmacológicos, com recurso a agonistas e antagonistas selectivos para os 

diferentes subtipos de receptores do NPY, verificando-se que o bloqueio dos receptores do 

subtipo Y1 e Y5 foi capaz de reduzir o efeito inibitório produzido pelo NPY. Apesar de tudo, 

esta inibição não foi completa, devido ao facto de mais do que um receptor poder estar 

envolvido na mesma função. Além disso, é provável que tais receptores se encontrem 

distribuídos heterogeneamente nos neurónios da retina e, em alguns neurónios, poderá 

haver um receptor com um papel predominante.  

 Está estabelecido que a alteração da homeostase do Ca2+ pode conduzir à morte 

neuronal(Sattler and Tymianski, 2000). Por exemplo, a activação excessiva dos receptores ionotrópicos 

do glutamato causa um aumento na [Ca2+]i que poderá desencadear processos que 

resultam em morte celular. Este evento descreve a excitotoxicidade e pensa-se que seja 

um dos principais mecanismos que contribuem para a neurodegeneração do SNC, em 

situações de isquémia, trauma ou outras doenças neurodegenerativas(Sattler and Tymianski, 2000). 
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 De facto, a neurotoxicidade induzida pelo glutamato foi demonstrada na retina de 

murganho, rato, coelho e pinto(Olney, 1969; Olney et al., 1986; Osborne et al., 1996; D'Angelo and Brecha, 2004), sendo a 

mesma fortemente dependente da concentração extracelular de Ca2+(Choi, 1988). Em células 

ganglionares da retina, que expressam receptores ionotrópicos do glutamato, também se 

verificou a ocorrência de apoptose em consequência do aumento da [Ca2+]i(Colombaioni et al., 1998). 

Adicionalmente às propriedades moduladoras do NPY, este peptídeo também exerce 

efeitos neuroprotectores, os quais poderão estar associados com o seu efeito inibitório na 

libertação de glutamato, tal como foi descrito no hipocampo de rato(Silva et al., 2003c; Silva et al., 2005c; 

Silva et al., 2007). De facto, nas células da retina em cultura, verificámos que o NPY previne a 

morte celular induzida por glutamato(Álvaro et al., 2007a). Assim, o potencial efeito protector do 

NPY pode dever-se quer à redução da [Ca2+]i, quer à diminuição da libertação de 

glutamato.  

 Em conclusão, neste trabalho, demonstrou-se que o NPY inibe o aumento da 

[Ca2+]i em neurónios da retina, através da activação dos receptores do NPY do subtipo Y1, 

Y4 e Y5. Além disso, o efeito inibitório do NPY nos aumentos da [Ca2+]i poderá constituir um 

potencial mecanismo neuroprotector do NPY na retina, nomeadamente na prevenção da 

morte das células ganglionares, característica do glaucoma. A redução dos níveis de Ca2+ 

também poderá contribuir para reduzir a libertação de glutamato nas células da retina e, 

desse modo, prevenir a activação excessiva dos receptores ionotrópicos do glutamato, 

principalmente nas células ganglionares, onde estes receptores são abundantemente 

expressos. 
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O Neuropeptídeo Y estimula a proliferação das 

células da retina em cultura:  

envolvimento do monóxido de azoto 
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5.1 Introdução 

 Várias evidências sugerem que o NPY modula a proliferação celular. O NPY inibe a 

proliferação de células do epitélio pigmentado da retina humana(Troger et al., 2003) mas, por outro 

lado, estimula a proliferação de células de Müller(Milenkovic et al., 2004), neuroblastos do epitélio 

olfactivo(Hansel, 2001), células endoteliais(Movafagh et al., 2006) e células precursoras do hipocampo de 

rato(Howell et al., 2003; Howell et al., 2005; Howell et al., 2007). A retina contém células precursoras, detectadas 

por marcação para a nestina, que continuam a dividir-se e a produzir novos neurónios, 

durante o desenvolvimento pós-natal e na vida adulta (Johns, 1977; Turner and Cepko, 1987; Perron and Harris, 

2000; Mayer et al., 2005). Contudo, o papel do NPY na proliferação de células da retina de rato não é 

conhecido. 

 O NO desempenha um papel estimulador ou inibidor da proliferação celular, 

dependendo da concentração(Matarredona et al., 2005; Meini et al., 2006). O NO activa a GCs, promovendo 

o aumento dos níveis intracelulares de GMPc(Southam and Garthwaite, 1993). Na retina interna, a GCs 

está presente em níveis elevados, sugerindo que a via do NO-GMPc está implicada na 

modulação do processamento da informação visual(Gotzes et al., 1998; Ding and Weinberg, 2007). 

 Por outro lado, a ERK 1/2 é capaz de converter estímulos extracelulares em sinais 

intracelulares, que controlam a expressão de genes reguladores da proliferação e da 

diferenciação celulares, os quais actuam ao nível do bloqueio do ciclo celular entre as fases 

G1 e S(Cano and Mahadevan, 1995; Sherr, 1996; English et al., 1999). Na retina, a proliferação e migração celulares 

são também reguladas pela ERK 1/2(Grant et al., 2001; Hecquet et al., 2002). Outros estudos 

demonstraram que a activação dos receptores do NPY induz a fosforilação da ERK 

1/2(Hansel, 2001; Milenkovic et al., 2004; Howell et al., 2005). 

 A proliferação e diferenciação de células progenitoras na retina podem constituir 

uma possível estratégia para a regeneração da retina em situações fisiopatológicas. Deste 

modo, os objectivos deste capítulo foram: 1) investigar o papel do NPY e dos seus 

receptores, na proliferação das células da retina de rato; 2) investigar o envolvimento das 

vias de sinalização do NO-GMPc e da ERK 1/2, no efeito proliferativo induzido pelo NPY 

nas células da retina de rato. 
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5.2 Resultados 

5.2.1 O NPY estimula a proliferação de células da retina de rato em cultura   

 A proliferação de células da retina de rato foi avaliada pela incorporação de BrdU. 

Na situação controlo, detectaram-se 21 ± 1 células positivas para o BrdU (células BrdU+) 

por campo (Figuras 5.1 A e B). 

 
 

 
Figura 5.1 – O NPY aumenta a proliferação de células da retina. 
A proliferação celular foi quantificada através da incorporação de BrdU ao longo de 16 h. (A) 
Quantificação de células BrdU+ por campo. As células da retina foram expostas a NPY (1 nM, 10 nM, 
100 nM e 1000 nM) durante 48 h. Os resultados representam a média ± SEM de pelo menos 4 
experiências independentes. (B-D) Imagens representativas de células em cultura na situação 
controlo e incubadas com NPY, onde se pode observar as células BrdU+ (marcação a vermelho). 
**p<0,01, ***p<0,001, comparativamente ao controlo; ANOVA de uma via e teste à posteriori de 
Dunnet; ++p<0,01, +++p<0,001 comparativamente ao NPY (10 nM); ANOVA de uma via com teste de 
Bonferroni à posteriori. Escala: 50 µm. 
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 No entanto, a incubação com NPY, durante 48 h, provocou um aumento do número 

de células BrdU+ de um modo dependente da concentração. A concentração mais baixa de 

NPY (1 nM) testada não induziu qualquer alteração no número de células BrdU+ por campo 

(Figuras 5.1 A e C), comparativamente ao controlo. Contudo, quando as células foram 

expostas a 10 nM de NPY, o número de células BrdU+ por campo (29 ± 2 células BrdU+) 

aumentou 40,5%, em comparação com o controlo, e concentrações mais elevadas de NPY 

(100 e 1000 nM) duplicaram o número de células BrdU+ (39 ± 1 e 40 ± 3 células BrdU+, 

respectivamente), em comparação com a situação controlo (Figuras 5.1 A, D, E e F). O 

NPY não causou morte celular, conforme verificado pelo ensaio de incorporação de PI (ver 

Figura 6.4). 

 

5.2.2 O NPY promove a proliferação das células da retina através da activação dos 

receptores do NPY do subtipo Y1, Y2 e Y5 

 No sentido de se determinar quais os receptores do NPY que poderiam estar 

envolvidos no efeito estimulador da proliferação celular induzido pelo NPY, recorreu-se a 

ferramentas farmacológicas, designadamente a agonistas e antagonistas dos receptores do 

NPY (Figura 5.2). 

 
Figura 5.2 – O efeito proliferativo do NPY nas células da retina é mediado pelos receptores Y1, 
Y2 e Y5. 
Quantificação das células BrdU+ por campo em culturas da retina tratadas com agonistas e 
antagonistas dos receptores do NPY, durante 48 h, indicados por baixo de cada barra: agonista do 
receptor Y2 (Y2 ag., NPY13-36, 100 nM), agonista do receptor Y4 (Y4 ag., r-PP, 100 nM), agonista do 
receptor Y5 (Y5 ag., NPY19-23(Gly1, Ser3, Gln4, Thr6, Ala31, Aib32 ,Gln34), 300 nM), antagonista do 
receptor Y1 (Y1 ant., BIBP3226, 1 µM), antagonista do receptor Y2 (Y2 ant., BIIE0246, 1 µM) e 
antagonista do receptor Y5 (Y5 ant., L-152,804, 1 µM). Os resultados representam a média ± SEM de 
pelo menos 3 experiências independentes. **p<0,01, ***p<0,001, comparativamente ao controlo; 
ANOVA de uma via com teste de Dunnet à posteriori; ++p<0,01, +++p<0,001, comparativamente ao 
NPY, ANOVA de uma via com teste de Bonferroni à posteriori. 
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 O agonista do receptor Y2 (NPY13-36 100 nM, 48 h) induziu um efeito semelhante ao 

observado com o NPY (100 nM), uma vez que aumentou duas vezes o número de células 

BrdU+ por campo (38 ± 1 células BrdU+). O antagonista do receptor Y2, BIIE0246 (1 µM) 

inibiu completamente o efeito proliferativo do NPY (21 ± 3 células BrdU+). O agonista do 

receptor Y5 [(NPY19-23(Gli1, Ser3, Gln4, Thr6, Ala31, Aib32, Gln34)PP, 300 nM] aumentou 36% 

o número das células BrdU+, em comparação com a situação controlo, e o antagonista do 

receptor Y5, L-152,804, inibiu por completo a proliferação celular promovida pelo NPY (18 ± 

3 células BrdU+), comparativamente à situação controlo. O agonista do receptor Y4 (r-PP, 

100 nM) não alterou o número de células BrdU+ por campo. Além disso, o antagonista do 

receptor Y1, BIBP3226 (1 µM) também inibiu a proliferação celular induzida pelo NPY. Os 

antagonistas dos receptores do NPY, por si só, não causaram efeito na proliferação celular. 

 

5.2.3 O NPY aumenta a proliferação de células precursoras da retina 

 O efeito do NPY, na proliferação das células progenitoras da retina presentes na 

cultura, também foi avaliado. A nestina é um filamento intermédio marcador de células 

progenitoras neuronais(Mayer et al., 2003). Nesta cultura, detectaram-se diversas células, por 

imunocitoquímica, que expressavam nestina, e que também eram positivas para BrdU 

(células BrdU+/nestina+) (Figura 5.3). Na situação controlo, o número de células 

BrdU+/nestina+ por campo foi de 14 ± 2. No entanto, quando as células foram expostas a 

NPY (100 nM), durante 48 h, observou-se um aumento de 65% no número de células 

BrdU+/nestina+ (24 ± 3 células BrdU+/nestina+). 
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Figura 5.3 – O NPY aumenta a proliferação das células progenitoras da retina. 
(A) Quantificação do número de células positivas para BrdU e nestina (BrdU+/nestina+) por campo. As 
culturas de células da retina foram expostas a NPY (100 nM) durante 48 h. Os resultados 
representam a média ± SEM de pelo menos 4 experiências independentes. **p<0,01, 
comparativamente ao controlo, teste t de Student; (B, C) Imagens representativas de culturas de 
células da retina mostrando células positivas para nestina (verde) e BrdU (vermelho). A co-
localização (amarelo) de nestina e BrdU na situação controlo (B) e nas células incubadas com NPY 
(C) está indicada por setas. Escala: 50 µm. (D) Imagem de maior ampliação da co-localização de 
nestina e BrdU nas células em proliferação (projecção ortogonal utilizando secções óptica com 0,2 
µm de espessura). Escala: 20 µm. 
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5.2.4 O efeito proliferativo do NPY é mediado pela via do NO-GMPc 

 
 A função do NO na proliferação das células da retina induzida pelo NPY foi 

investigada. Para tal, as células da retina em cultura foram incubadas simultaneamente 

com NPY e com um inibidor da NOS (L-NAME, 500 µM), durante 48 h. Este inibidor reduziu 

significativamente o efeito estimulador do NPY na proliferação celular, como se pode 

verificar pelo decréscimo do número de células BrdU+ por campo (27 ± 5 células BrdU+) 

(Figura 5.4). Na presença do inibidor da GCs (ODQ, 50 µM), ocorreu uma inibição completa 

da proliferação celular induzida pelo NPY (23 ± 3 células BrdU+). De forma a confirmar o 

envolvimento do GMPc na proliferação celular, as células da retina foram incubadas com 

um composto análogo do GMPc, o 8-Br-GMPc (20 µM, 48 h), tendo ocorrido uma 

duplicação no número de células BrdU+ por campo (41 ± 1 células BrdU+), em comparação 

com a situação controlo (21 ± 1 células BrdU+). O efeito do 8-Br-GMPc foi semelhante ao 

efeito do NPY (39 ± 1 células BrdU+). Os compostos L-NAME e ODQ não alteraram o 

número de células BrdU+ comparativamente ao controlo. 

 

 
 
 
Figura 5.4 – A via do NO-GMPc medeia a proliferação das células da retina induzida pelo NPY. 
Quantificação das células BrdU+ por campo. As células foram incubadas com NPY (100 nM), ou co-
incubadas com NPY e com o inibidor da NOS (L-NAME, 500 µM, 48 h) ou com o inibidor da GCs 
(ODQ, 50 µM, 48 h). As células foram também incubadas com o composto análogo do GMPc (8-Br-
GMPc, 20 µM, 48 h). Os resultados representam a média ± SEM de pelo menos 3 experiências 
independentes. n.s - p>0,05; ***p<0,001 comparativamente ao controlo; +++p<0,001 
comparativamente ao NPY 100 nM; ANOVA de uma via com teste de Bonferroni à posteriori. 
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5.2.5  O efeito proliferativo do NPY é mediado pela activação da ERK 1/2 

 No sentido de esclarecer melhor os mecanismos intracelulares envolvidos no efeito 

proliferativo do NPY, investigou-se também o envolvimento da ERK 1/2. O inibidor da MEK 

1/2 (U0126, 1 µM) inibiu o efeito estimulador do NPY e do 8-Br-GMPc (análogo activo do 

GMPc) (Figura 5.5 A).  

 Além disso, por “western blot”, o NPY causou um aumento de 62,3 ± 13,0% na 

razão entre a imunorreactividade da ERK 1/2 fosforilada e a da ERK 1/2 total (ERK 1/2-fosf 

/ ERK 1/2-total), após uma incubação com NPY, durante 10 minutos, em comparação com 

a situação controlo (Figura 5.5 B). Do mesmo modo, demonstrou-se que o inibidor da MEK 

1/2, U0126, aboliu o aumento na fosforilação da ERK 1/2 induzida pelo NPY. Por si só, o 

inibidor U0126 não causou qualquer efeito na fosforilação da ERK 1/2 (Figura 5.5 B) e 

também não alterou a proliferação ou a viabilidade celular, avaliadas pelo ensaio do MTT. 
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   B. 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.5 – A activação da via de sinalização da ERK 1/2 medeia o efeito proliferativo do NPY 
nas células da retina. 
(A) Quantificação das células BrdU+ por campo. As culturas da retina foram expostas a NPY (100 nM) 
ou a 8-Br-GMPc (20 µM) durante 48 h, na ausência ou na presença do inibidor da ERK 1/2 (U0126, 1 
µM, 48 h). Os resultados representam a média ± SEM de pelo menos 3 experiências independentes. 
(B) Efeito do NPY nos níveis de fosforilação da ERK 1/2. As culturas foram incubadas com NPY 
durante 10 minutos, na ausência ou na presença do inibidor da ERK 1/2 (U0126). Os níveis de 
fosforilação da ERK 1/2 foram detectados por “western blot”. Os valores estão expressos como 
percentagem da razão entre a imunorreactividade da ERK 1/2 fosforilada (ERK 1/2-fosf) e a 
imunorreactividade da ERK 1/2 total (ERK 1/2-total-IR) na situação controlo. As imagens 
representativas dos “western blot” relativos à ERK 1/2 fosforilada e à ERK 1/2 total encontram-se por 
cima das respectivas barras do gráfico. **p<0,01, ***p<0,001, comparativamente ao controlo, ANOVA 
de uma via com teste de Dunnet à posteriori; ++p<0,01 comparativamente ao NPY; +++p<0,001 
comparativamente ao NPY ou 8-Br-GMPc, ANOVA de uma via com teste de Bonferroni à posteriori. 
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5.3 Discussão 

 Alguns estudos têm demonstrado que a expressão do NPY ocorre em fases 

precoces do desenvolvimento da retina, sugerindo que o NPY poderá ter uma função na 

modulação do desenvolvimento dos circuitos retinianos(Ferriero and Sagar, 1989; Jen et al., 1994; Jotwani et al., 

1994; Bagnoli et al., 2003). 

 No presente capítulo, demonstra-se que o NPY duplicou a proliferação das células 

da retina. Além disso, o NPY estimulou a proliferação de células progenitoras neuronais 

(células BrdU+/nestina+) da retina. Estes resultados sugerem que o NPY promove a 

proliferação de células diferenciadas e de células imaturas neuronais da retina. Estudos 

anteriores demonstraram que o NPY está também envolvido na proliferação de 

neuroblastos do epitélio olfactivo, células precursoras do hipocampo e neurónios entéricos 

de rato(Hansel, 2001; Howell et al., 2003; Howell et al., 2005; Anitha et al., 2006; Howell et al., 2007). 

Farmacologicamente, demonstrou-se que o aumento da proliferação celular 

promovido pelo NPY ocorreu por intermédio da activação dos receptores do NPY do 

subtipo Y1, Y2 e Y5. No entanto, o subtipo de receptores do NPY envolvidos no efeito 

proliferativo induzido pelo NPY noutro tipo de células é, ainda, um assunto controverso. Na 

maioria dos estudos, o receptor Y1 parece ser aquele que desempenha um papel principal 

no efeito proliferativo do NPY(Hansel, 2001; Howell et al., 2003; Cho and Kim, 2004; Milenkovic et al., 2004; Howell et al., 2005; 

Anitha et al., 2006; Howell et al., 2007). Por outro lado, nas células do músculo liso vasculares e nas 

células endoteliais, o efeito mitogénico do NPY é mediado pelos receptores do NPY do 

subtipo Y1, Y2 e Y5
(Zukowska-Grojec et al., 1998a; Lee et al., 2003b; Kitlinska et al., 2005; Movafagh et al., 2006). O 

envolvimento de mais do que um receptor para o mesmo efeito ou função poderá sugerir a 

formação de dímeros(Gomes et al., 2000; Overton and Blumer, 2000; Dean et al., 2001; Devi, 2001; Angers et al., 2002). De facto, 

a dimerização é um mecanismo adicional, na modulação da função de receptores, e uma 

forma de comunicação recíproca entre receptores acoplados a proteínas G(Gomes et al., 2001). 

Em relação aos receptores do NPY, alguns estudos funcionais e moleculares sugerem ou 

demonstram que os homo- e heterodímeros são funcionais(Berglund et al., 2003b; Dinger et al., 2003; Silva et al., 

2003a; Movafagh et al., 2006). 

 No sentido de compreender melhor os mecanismos intracelulares subjacentes à 

estimulação da proliferação das células da retina pelo NPY, investigou-se também o 

envolvimento do NO e das proteínas MAPK. Sabe-se que todas as isoformas da NOS estão 

presentes na retina(Lopez-Costa et al., 1997; Leal et al., 2007; Piehl et al., 2007). A nNOS foi detectada, 

maioritariamente, nas células amácrinas da camada nuclear interna e nos prolongamentos 

celulares existentes nas camadas plexiformes interna e externa, enquanto que a iNOS está 
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presente nos corpos celulares localizados na camada nuclear interna e na camada de 

células ganglionares e, também, nos prolongamentos das células de Müller localizados nas 

camadas plexiforme interna e de células ganglionares(Lopez-Costa et al., 1997). 

 Tem sido demonstrado que o NO tem acções quer anti-, quer pró-proliferativas, 

dependendo do tipo celular e da concentração de NO(Du et al., 1997; Hajri et al., 1998; Krischel et al., 1998; Ulibarri 

et al., 1999; Frank et al., 2000; Kim et al., 2002; Packer et al., 2003; Luczak et al., 2004; Cayre et al., 2005; Matarredona et al., 2005; Bal-Price et al., 

2006; Magalhaes et al., 2006; Tao et al., 2006; Villalobo, 2006; Zhu et al., 2006; Mejia-Garcia and Paes-de-Carvalho, 2007). Neste trabalho, 

demonstrou-se que o aumento da proliferação das células da retina induzido pelo NPY foi 

abolido na presença do inibidor da NOS, L-NAME, e também pelo inibidor da GCs, ODQ, 

sugerindo que a via NO-GC medeia a proliferação das células da retina estimulada pelo 

NPY. O efeito proliferativo do NO já tinha sido previamente demonstrado em retinas de 

ratos recém-nascidos, tratados com um substrato da NOS, a L-arginina(Kim et al., 2002). Não 

obstante, recentemente, outro estudo refere que um dador externo de NO, o SNAP (“S-

nitroso-acetyl-d-l-penicillamine”), inibe a proliferação celular em retinas embrionárias de 

pinto(Mejia-Garcia and Paes-de-Carvalho, 2007). A intercomunicação entre o NPY e o NO também foi 

detectada em outros sistemas, onde a produção de NO é estimulada pela activação do 

receptor do NPY do subtipo Y1, nomeadamente em culturas de granulócitos de rato e nas 

células cromafins de murganhos(Dimitrijevic et al., 2006; Rosmaninho-Salgado et al., 2007). 

 Como foi referido anteriormente, o efeito proliferativo do NPY envolve a activação 

da GCs, uma vez que o ODQ inibiu o efeito proliferativo do NPY. Além disso, o análogo do 

GMPc, o 8-Br-GMPc, produziu um efeito idêntico ao NPY. Em neurónios motores e em 

células endoteliais humanas, o GMPc está também envolvido no aumento da proliferação 

celular(Hood and Granger, 1998; Zhang et al., 2003). Deste modo, os resultados obtidos sugerem, 

consistentemente, que o efeito do NPY na proliferação celular das células da retina de rato 

em cultura está relacionado com a activação da via NO-GMPc. 

 O possível envolvimento da ERK 1/2 na proliferação de células da retina induzida 

pelo NPY foi, também, investigado. O inibidor da MEK 1/2, U0126, bloqueou o efeito 

proliferativo do NPY e o aumento de fosforilação da ERK 1/2 induzida pelo NPY. Estes 

resultados indicam que o efeito pró-proliferativo do NPY nas células da retina de rato é 

mediado pela activação da ERK 1/2. O efeito proliferativo do NPY mediado pela via da ERK 

1/2 foi também encontrado nas células precursoras do hipocampo de rato e da retina de 

pinto e em neurónios entéricos de rato, células de Müller de cobaias e células do epitélio 

pigmentado da retina (Cobb, 1999; Milenkovic et al., 2004; Howell et al., 2005; Anitha et al., 2006; Hashimoto et al., 2006; Spence et al., 

2007). Além disso, tem vindo a ser demonstrado que a activação dos receptores do NPY do 
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subtipo Y1, Y2, Y4 e Y5 pode desencadear a fosforilação da ERK 1/2(Mullins et al., 2002), embora a 

maioria dos estudos proponha que o efeito proliferativo do NPY esteja relacionado com a 

activação do receptor do NPY do subtipo Y1 acoplado à fosforilação da ERK 1/2(Hansel, 2001; Cho 

and Kim, 2004; Milenkovic et al., 2004; Howell et al., 2005). Neste estudo, o efeito proliferativo do NPY foi mediado 

pela activação dos receptores do NPY do subtipo Y1, Y2 e Y5 e, provavelmente, com base 

em estudos anteriores, todos estes receptores activam a ERK 1/2. 

 Em conclusão, O NPY pode actuar como agente proliferativo nas células da retina, 

incluindo as células progenitoras, através da activação dos receptores do NPY do subtipo 

Y1, Y2 e Y5. O efeito do NPY é mediado pela activação da via da NOS-GCs que, por sua 

vez, activa a via de sinalização da ERK 1/2 (Figura 5.6). A capacidade do NPY para 

estimular a proliferação de células progenitoras da retina e a compreensão dos 

mecanismos intracelulares neste processo poderão permitir desenvolver novas estratégias 

para o tratamento de doenças degenerativas da retina, tais como glaucoma e retinopatia 

diabética. 

 
Figura 5.6 – Esquema descritivo dos mecanismos intracelulares envolvidos na proliferação de 
células da retina em cultura estimulada pelo NPY. 
O NPY activa os receptores Y1, Y2 e Y5 do NPY (NPY-R) que, por sua vez, vão estimular a sintase do 
monóxido de azoto (NOS). O monóxido de azoto (NO) produzido activa a guanilil ciclase solúvel 
(GCs) e, consequentemente, a síntese de GMPc a partir de GTP, que irá induzir a proliferação celular 
através da activação da cinase reguladora do sinal extracelular (ERK) 1/2. A activação dos NPY-R 
também poderá estimular a fosforilação da ERK 1/2, através de outras vias e, consequentemente, 
estimular a proliferação celular. Os inibidores da NOS (L-NAME), GCs (ODQ) e ERK 1/2 (U0126) 
previnem o efeito do NPY. 





 

 

 
 
 
 
 
 





 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

6          Capítulo 6 

 

O efeito protector do NPY na toxicidade induzida pela 

MDMA nas células da retina em cultura 
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6.1 Introdução 

 A MDMA é um derivado da anfetamina, que é usualmente consumida em bares e 

discotecas, e cujos efeitos são, em parte, mediados pela libertação de 5-HT e, 

consequentemente, pela estimulação excessiva dos seus receptores(Ricaurte et al., 2000; Parrott, 2005; 

Cadet et al., 2007), o que poderá levar à degeneração dos terminais serotoninérgicos(Stone et al., 1986; 

Schmidt, 1987; Ricaurte et al., 1988b). Neste contexto, existem estudos em animais, nos quais se 

utilizaram diversos marcadores serotoninérgicos, que demonstram a ocorrência desta 

degeneração (Commins et al., 1987; Ricaurte et al., 1988a; Ricaurte et al., 1988b; Ricaurte et al., 1992; Green et al., 2003; Xie et al., 2006). 

Outros estudos relatam o envolvimento dos receptores pós-sinápticos 5-HT2A, no 

mecanismo de toxicidade induzida pela MDMA(Schmidt et al., 1990; Johnson et al., 1993; Malberg et al., 1996; Capela et 

al., 2006b; Capela et al., 2007). A morte celular ocorre principalmente por apoptose, através da 

activação da caspase-3(Montiel-Duarte et al., 2002; Jimenez et al., 2004; Meyer et al., 2004; Cunha-Oliveira et al., 2006; Tamburini et al., 

2006; Warren et al., 2007). 

 Além do envolvimento da 5-HT, e principalmente do receptor 5-HT2A, na toxicidade 

causada pela MDMA em células neuronais, sabe-se ainda que existe uma forte correlação 

entre a toxicidade da MDMA e a hipertermia(Henry, 1992; Malberg and Seiden, 1998; Carvalho et al., 2002; Green et al., 

2003). Após o consumo de MDMA, a temperatura corporal pode atingir os 43 ºC, podendo, 

nestas circunstâncias, ser fatal(Henry, 1992; Green et al., 2003). Esta evidência é importante, na medida 

em que a MDMA é consumida em festas cujos ambientes atingem temperaturas elevadas, 

o que poderá intensificar o efeito da MDMA na termorregulação. O efeito da hipertermia foi 

analisado também em estudos animais, verificando-se que a administração de MDMA em 

ratos provoca um aumento da temperatura corporal e, consequentemente, um aumento da 

neurotoxicidade(Malberg and Seiden, 1998; Carvalho et al., 2002). 

 Apesar de já terem sido detectadas quantidades significativas de MDMA no globo 

ocular e, mais particularmente, no humor vítreo(Clauwaert et al., 2000; De Letter et al., 2000; De Letter et al., 2002b), e 

de terem sido descritas algumas consequências visuais sérias em consumidores de 

MDMA(Jacks and Hykin, 1998; Michael et al., 2003; Firth, 2006), apenas existe um estudo, muito recente, relativo 

ao efeito da MDMA na retina(Miranda et al., 2007). 

 O NPY é um dos neuropeptídeos mais abundantes e amplamente distribuídos no 

SNC dos mamíferos, estando envolvido em várias funções fisiológicas(Wettstein et al., 1995; Silva et al., 

2005a), sendo também um agente neuroprotector(Silva et al., 2003a; Silva et al., 2003c; Silva et al., 2005c). De facto, 

foi recentemente descrito que o NPY inibe a apoptose neuronal, induzida por 

metanfetaminas (METH), no estriado de murganhos(Thiriet et al., 2005). Considerando que o NPY 
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e os seus receptores estão presentes na retina de diversas espécies(Bruun et al., 1986; Jen et al., 1994; 

Hutsler and Chalupa, 1995; Oh et al., 2002; D'Angelo and Brecha, 2004; Álvaro et al., 2007b) e, particularmente, no nosso 

modelo de estudo(Bruun et al., 1986; Jen et al., 1994; Hutsler and Chalupa, 1995; Oh et al., 2002; D'Angelo and Brecha, 2004; Álvaro et al., 

2007b), os objectivos deste trabalho foram: 1) avaliar a toxicidade induzida pela exposição a 

MDMA durante 48 h, em condições de normotermia (37ºC) e hipertermia (40ºC), nas 

células da retina de rato em cultura; 2) identificar o tipo de morte celular (necrose/apoptose) 

associada à exposição a MDMA e o tipo de células da retina que são afectadas pela 

MDMA; 3) estudar o possível papel protector do NPY, na toxicidade induzida pela MDMA a 

37ºC. 
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6.2 Resultados 

6.2.1 A MDMA induz morte celular nas células da retina em cultura: efeito 

dependente da concentração e da temperatura 

 O efeito da MDMA na viabilidade das células da retina de rato em cultura foi 

avaliado pelo ensaio de redução do MTT. As células foram expostas a MDMA (100 µM a 

1600 µM), durante 48 h, em condições de normotermia (37ºC) e hipertermia (40ºC) (Figuras 

6.1 A, B). A 37ºC e 40ºC, ocorreu uma diminuição significativa na viabilidade celular, 

quando as células da retina foram expostas a 400 µM, 800 µM e 1600 µM de MDMA. A 

concentração mais elevada de MDMA utilizada (1600 µM) causou uma diminuição mais 

pronunciada da viabilidade celular em condições de hipertermia (40ºC) (26,8 ± 5,4% do 

controlo; p<0,01) comparativamente à situação de normotermia (37 ºC) (51,2 ± 2,8% do 

controlo; Figura 6.1 A e B). 

 A incorporação de iodeto de propídio (PI) - indicador de morte celular - pelas 

células da retina foi também utilizada, para investigar o efeito da MDMA na viabilidade 

celular (Figura 6.2). Concentrações crescentes de MDMA (400 µM, 800 µM e 1600 µM) 

aumentaram o número de células positivas para o PI (318,7 ± 67,0%, 348,5 ± 30,7%, 796,5 

± 100,0% comparativamente ao controlo, respectivamente). 
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Figura 6.1 - A MDMA diminui a viabilidade das células da retina de forma dependente da 
concentração e da temperatura.  
As células da retina em cultura foram expostas a diferentes concentrações de MDMA (100, 200, 400, 
800 e 1600 µM) durante 48 h, a 37ºC (A) e a 40ºC (B). (A,B) Os resultados são expressos como 
percentagem da redução de MTT na situação controlo (sem droga) e representam a média ± SEM de 
pelo menos 3 experiências independentes realizadas em triplicado. *p<0,05, **p<0,01, 
comparativamente ao controlo; ANOVA de uma via com teste de Dunnet à posteriori. 
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6.2.2 Efeito protector do antagonista selectivo do receptor 5-HT2A na toxicidade 

causada pela MDMA 

 O potencial efeito protector resultante do bloqueio dos receptores 5-HT2A 

relativamente à toxicidade induzida pela MDMA foi investigado, pré-incubando as células 

da retina em cultura com quetanserina (1 µM), um antagonista selectivo dos receptores 5-

HT2A, 1 h antes e durante a incubação com MDMA. O aumento do número de células 

positivas para o PI provocado pela MDMA foi significativamente inibido, na presença de 

quetanserina (Figura 6.2). Este composto, quando incubado sozinho, não provocou 

qualquer alteração na incorporação de PI em comparação com a situação controlo (Figura 

6.2). 

 
 
 

 
 
 
Figura 6.2 – A inibição dos receptores 5-HT2A protege as células da retina contra a morte 
celular induzida pela MDMA. 
Os receptores 5-HT2A foram inibidos pela quetanserina (1 µM), tendo esta sido adicionada às culturas 
1 h antes da incubação com MDMA. A morte celular foi avaliada pela incorporação de PI, tal como 
descrito na secção de Materiais e Métodos, tendo sido comparada com a situação controlo (sem 
droga). Os resultados são expressos como percentagem das células positivas para o PI, na situação 
controlo e representam a média ± SEM de pelo menos 3 experiências independentes. **p<0,01, 
comparativamente ao controlo, ANOVA de uma via com teste à posteriori de Dunnet; +p<0,05, 
++p<0,01, +++p<0,001 comparativamente à MDMA, ANOVA de uma via com teste de Bonferroni à 
posteriori. 
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6.2.3 Efeito tóxico da MDMA nos diferentes tipos de células da retina: neurónios, 

células da macroglia e da microglia 

 O efeito tóxico da MDMA nos diferentes tipos de células da retina foi avaliado 

através de experiências de imunocitoquímica que permitiram avaliar alterações na 

morfologia e no número de cada tipo de células. Na Figura 6.3, pode observar-se o efeito 

tóxico da MDMA nos neurónios (células positivas para TUJ1), nas células da macroglia 

(células positivas para GFAP) e da microglia (células positivas para ED1). Na presença de 

MDMA (800 µM e 1600 µM, 48 h, 37ºC), detectou-se uma redução do número de núcleos 

celulares (marcação para Hoechst 33342; Figuras 6.3 A, B e C). O número de neurónios 

(células positivas para TUJ1) também diminuiu, observando-se também uma redução dos 

prolongamentos celulares (Figuras 6.3 D, E e F). Além disso, registou-se, também, uma 

redução do número de células positivas para GFAP (células de Müller e astrócitos; Figuras 

6.3 G, H e I), que foi particularmente evidente, quando as células foram expostas à 

concentração mais elevada de MDMA utilizada (1600 µM). O número de células da 

microglia também diminuiu na presença de MDMA, comparativamente à situação controlo 

(células positivas para ED1; Figuras 6.3 J, K e L). 
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Figura 6.3 – Efeito tóxico da MDMA nos diferentes tipos de células da retina.  
Os neurónios, as células da macroglia (astrócitos e células de Müller) e as células da microglia foram 
identificados por imunocitoquímica, através da utilização de anticorpos específicos contra TUJ1 (D, E, 
F), GFAP (G, H, I) e ED1 (J, K, L), respectivamente. As culturas de células da retina foram expostas a 
MDMA (800 e 1600 µM) durante 48 h. Os núcleos das células foram identificados pela marcação com 
Hoechst 33342. As imagens são representativas de 3 culturas independentes. Escala: 20 µm. 
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6.2.4 Efeito protector do NPY na toxicidade induzida pela MDMA nas células da 

retina em cultura 

 Neste estudo, investigou-se o potencial efeito protector do NPY contra a toxicidade 

induzida pela MDMA. A presença de NPY (100 nM) inibiu o aumento do número de células 

da retina positivas para o PI causado pela exposição a MDMA (Figura 6.4). Além disso, 

também se detectou um aumento do número de células positivas para PI, quando as 

células da retina foram expostas a glutamato (500 µM) durante 48 h (279,9 ± 31,0% 

comparativamente ao controlo), e uma inibição deste efeito na presença de NPY (121,1 ± 

13,3% comparativamente ao controlo; p<0,001 comparativamente ao glutamato, n=6). A 

exposição a NPY, por si só, não provocou nenhuma alteração na incorporação de PI 

comparativamente ao controlo (Figuras 6.4 A, B e C). 

 Para avaliar o efeito protector do NPY (100 nM) contra a morte por apoptose das 

células da retina em cultura, causada pela exposição a MDMA, analisou-se a 

imunorreactividade da caspase-3 activa, como marcador de apoptose. O anticorpo utilizado 

detecta o fragmento maior (17/19 kDa) da caspase-3 activa, resultante da clivagem da pró-

caspase-3 no resíduo de Asp175. O anticorpo não reconhece a pró-caspase-3 ou outras 

caspases activas. Na situação controlo, e também quando as células da retina em cultura 

foram expostas a NPY, o número de células positivas para a caspase-3 activa foi muito 

reduzido (Figuras 6.5 B e C). Quando as células foram expostas a MDMA (400, 800 e 1600 

µM), o número de células positivas para a caspase-3 activa aumentou significativamente 

(Figura 6.5). No entanto, quando as células foram expostas a MDMA na presença de NPY 

(100 nM), ocorreu uma inibição significativa do aumento do número de células positivas 

para a caspase-3 activa induzido pela MDMA (Figura 6.5). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



___________________________________________________O efeito protector do NPY na retina 

147 

 
 

 
Figura 6.4 – O NPY protege as células da retina contra a morte celular induzida pela MDMA. 
O NPY (100 nM) foi adicionado às culturas 1 h antes da incubação com MDMA (400, 800, 1600 µM, 
48 h, 37ºC). Os resultados são expressos como percentagem de células positivas para PI 
comparativamente à situação controlo (sem droga), e representam a média ± SEM de pelo menos 3 
experiências independentes. *p<0,05, **p<0,01; comparativamente ao controlo, ANOVA de uma via 
com teste de Dunnet à posteriori. +p<0,05, +++p<0,001; comparativamente à MDMA, ANOVA de uma 
via com teste de Bonferroni à posteriori. 
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Figura 6.5 – O NPY inibe o aumento da activação da caspase-3 induzido pela MDMA. 
O NPY (100 nM) foi adicionado às culturas 1 h antes das incubações com MDMA (400, 800 e 1600 
µM, 48 h, 37ºC). Os resultados são expressos em percentagem de células positivas para a caspase-3 
activa (verde) comparativamente à situação controlo (sem droga), e representam a média ± SEM de 
pelo menos 3 experiências independentes. *p<0,05, **p<0,01; comparativamente ao controlo, ANOVA 
de uma via com teste à posteriori de Dunnet; +p<0,05, ++p<0,01, +++p<0,001; comparativamente à 
MDMA, ANOVA de uma via com teste de Bonferroni à posteriori. 
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6.3 Discussão 

 Os efeitos nocivos da MDMA em diversas áreas do cérebro, incluindo o córtex, 

estriado e tálamo, estão bem documentados(Commins et al., 1987; Schmued, 2003). A neurotoxicidade 

causada pela MDMA foi também demonstrada em culturas de neurónios corticais de 

rato(Capela et al., 2006b; Warren et al., 2006), células hepáticas(Montiel-Duarte et al., 2002), células do cerebelo(Jimenez 

et al., 2004) e células PC12(Milhazes et al., 2006). Apesar de existirem evidências da presença de 

quantidades relativamente elevadas de MDMA no globo ocular e no humor vítreo em 

consumidores de ecstasy(Clauwaert et al., 2000; De Letter et al., 2000; De Letter et al., 2002b), os efeitos tóxicos da 

MDMA na retina estão muito pouco elucidados. No entanto, sabe-se que o consumo de 

MDMA pode causar hemorragia retiniana(Jacks and Hykin, 1998), desregulação da função da 

retina(Firth, 2006) e corioretinopatia central(Michael et al., 2003). 

 No presente trabalho, demonstrou-se que a MDMA causa toxicidade nas células da 

retina de rato em cultura, de forma dependente da concentração e da temperatura. Estes 

resultados poder-se-ão correlacionar com resultados obtidos em estudos in vivo, publicados 

recentemente, onde se detectou um efeito neurotóxico causado pela MDMA na retina de 

rato(Miranda et al., 2007). Nesse estudo, demonstrou-se que a administração de MDMA induz um 

aumento na produção de espécies reactivas de oxigénio e de azoto e, consequentemente, 

conduz à degeneração celular da retina. 

 A hipertermia causada pela MDMA em humanos e ratos é outro factor fulcral para o 

efeito neurotóxico desta droga, podendo mesmo ser fatal(Henry, 1992; Green et al., 2003). Estudos 

prévios demonstraram que a hipertermia associada ao consumo de MDMA potencia a 

morte neuronal(Broening et al., 1995; Farfel and Seiden, 1995). Nas células da retina de rato, o modelo 

experimental utilizado neste trabalho, o efeito tóxico da MDMA foi potenciado quando a 

temperatura de incubação foi elevada para 40ºC. Resultados semelhantes foram obtidos 

por outros autores, utilizando culturas de neurónios corticais de rato(Capela et al., 2006b). Contudo, 

apesar da neurodegeneração induzida por MDMA ocorrer também em animais mantidos 

sob condições de normotermia(Broening et al., 1995; Farfel and Seiden, 1995), os efeitos neurotóxicos, a 

longo prazo após a administração de MDMA, estão também relacionados com a 

hipertermia produzida pela droga(Broening et al., 1995). A reforçar estes argumentos, tem sido 

revelado que a prevenção da hipertermia induzida pela MDMA reduz a neurotoxicidade. 

Além disso, verificou-se que alguns fármacos que reduzem a neurotoxicidade causada pela 

MDMA também diminuem a temperatura corporal dos animais(Farfel and Seiden, 1995; Malberg et al., 1996). 

Adicionalmente, apesar das vias patológicas envolvidas no agravamento, associado à 

hipertermia, da toxicidade causada pela MDMA não estarem completamente esclarecidas, 
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algumas evidências sugerem que o stresse oxidativo(Carvalho et al., 2001; Carvalho et al., 2002) e a 

activação de processos inflamatórios(Roth et al., 2006) parecem desempenhar um papel 

importante nesta interacção. 

 O modelo utilizado, cultura primária de células da retina, é constituído por 

diferentes tipos de células(Álvaro et al., 2007b). Neste sentido, verificou-se que a MDMA é tóxica 

para os neurónios, astrócitos e células de Müller (células positivas para GFAP) e células da 

microglia. Além disso, verificou-se que os neurónios e as células da microglia são menos 

resistentes à exposição a MDMA do que as células positivas para GFAP, uma vez que o 

efeito tóxico da MDMA nos neurónios e nas células da microglia é mais evidente para as 

concentrações mais baixas de MDMA utilizadas. Estudos in vitro anteriores não referem, no 

entanto, o efeito tóxico da MDMA nas células da glia. Contudo, nestes estudos in vitro, 

apesar das células da glia também poderem ter sido afectadas, os métodos utilizados para 

avaliar a toxicidade da MDMA não permitem distinguir a morte celular entre neurónios e 

astrócitos(Stumm et al., 1999; Capela et al., 2006b; Cunha-Oliveira et al., 2006). Por outro lado, na retina, a morte das 

células da glia induzida por MDMA poderá sugerir uma maior susceptibilidade deste tipo de 

células, comparativamente às células da glia do cérebro. Além disso, no cérebro, os 

estudos in vivo têm avaliado a reactividade das células da glia e não a sua degeneração. 

Na verdade, existem alguns resultados contraditórios, demonstrando que a administração 

de MDMA no cérebro de rato não altera a expressão de GFAP(Wang et al., 2004) ou aumenta a 

expressão de GFAP e a activação das microglias(Orio et al., 2004). Assim, é necessário realizar 

estudos adicionais, no sentido de clarificar se a MDMA apenas provoca reactividade das 

células da glia ou se poderá ocorrer morte das células da glia em paralelo com a morte 

neuronal. 

Neste estudo, observou-se que a exposição a MDMA causou, além da diminuição 

no número de neurónios, uma redução no comprimento dos prolongamentos 

citoplasmásticos dos neurónios, em comparação com as condições controlo. Existem 

evidências, obtidas em estudos in vivo, de que a MDMA causa danos crónicos em 

diferentes terminais nervosos, nomeadamente em terminais nervosos de neurónios 

dopaminérgicos e serotoninérgicos(Quinton and Yamamoto, 2006). O conjunto destes resultados sugere 

que a morte neuronal pode ser precedida de processos de toxicidade sináptica e de 

regressão dendrítica. 

 Sabendo-se que a toxicidade da MDMA poderá estar associada com a activação 

dos receptores 5-HT2A
(Schmidt et al., 1990; Johnson et al., 1993; Malberg et al., 1996; Capela et al., 2006b; Capela et al., 2007), e 

uma vez que estes receptores estão presentes na retina(Pootanakit et al., 1999), investigou-se o seu 
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envolvimento na toxicidade causada pela MDMA nas células da retina em cultura. De facto, 

os resultados indicam que a toxicidade causada pela MDMA nas células da retina é, em 

parte, dependente da activação dos receptores 5-HT2A, uma vez que a incubação das 

células com quetanserina reduziu significativamente a morte celular induzida pela MDMA. 

Neste contexto, foram obtidos resultados equivalentes em neurónios corticais de rato(Capela et 

al., 2006b; Capela et al., 2007). Estudos in vivo realizados em ratos demonstraram que a quetanserina 

e outros antagonistas dos receptores 5-HT2A são eficazes na prevenção das lesões 

neuronais(Schmidt et al., 1990; Johnson et al., 1993; Malberg et al., 1996). Contudo, este efeito foi correlacionado 

com a diminuição de temperatura induzida pelos antagonistas(Schmidt et al., 1990; Johnson et al., 1993; 

Malberg et al., 1996). Além disso, estudos em humanos e em ratos também demonstraram que 

administrações agudas e crónicas de MDMA diminuem a densidade dos receptores 5-

HT2A
(Reneman et al., 2002). 

 No presente estudo, e pela primeira vez, descreve-se o efeito protector do NPY 

contra a toxicidade da MDMA na retina. A função neuroprotectora do NPY no SNC está 

bem documentada. O NPY protege os neurónios do hipocampo e do córtex, quando estes 

são expostos a condições de excitotoxicidade(Silva et al., 2003c; Silva et al., 2005a; Wu and Li, 2005; Domin et al., 2006; 

Xapelli et al., 2007), e tem também um papel protector na apoptose neuronal induzida por METH 

em estriado de murganhos(Thiriet et al., 2005). Assim, os resultados obtidos neste estudo 

demonstram o envolvimento dos receptores 5-HT2A na toxicidade causada pela MDMA e o 

papel protector do NPY na morte das células da retina. 

A activação dos receptores 5-HT2A promove a excitação neuronal, em 

consequência do aumento da sensibilidade dos receptores do glutamato do tipo AMPA e 

também devido ao aumento da [Ca2+]i(Azmitia, 2001). De facto, tem sido sugerido que o 

glutamato poderá estar envolvido na toxicidade causada pela MDMA, uma vez que o 

antagonista dos receptores NMDA, MK-801, protege contra a toxicidade causada por 

MDMA(Battaglia et al., 2002; Capela et al., 2006b). Assim, tal como previamente descrito no hipocampo de 

rato, a neuroprotecção conferida pelo NPY poderá estar associada com o seu efeito 

inibitório na libertação de glutamato(Silva et al., 2003a; Silva et al., 2005c). Neste estudo, demonstrou-se 

que o NPY previne a morte celular induzida por glutamato. Também se verificou que o NPY 

inibe o aumento da [Ca2+]i (ver Capítulo 4) e a libertação de glutamato (dados preliminares 

não incluídos nesta tese). Assim, o possível mecanismo da toxicidade causada pela MDMA 

poderá implicar uma libertação excessiva de glutamato induzida pela activação dos 

receptores 5-HT2A e, consequentemente, um aumento da [Ca2+]i, que está normalmente 
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associado a processos de degeneração celular, e que poderá ser prevenido ou inibido na 

presença de NPY. 

 Além da morte por necrose, existem evidências que sugerem que a apoptose, que 

é um tipo de morte celular frequentemente associada à activação de caspases, também 

poderá ocorrer no processo de neurotoxicidade causado por drogas de abuso. Na 

realidade, os resultados apresentados neste Capítulo revelam que as células da retina, 

quando expostas a MDMA, também morrem por uma via apoptótica dependente de 

caspases, o que está de acordo com estudos in vivo e in vitro, onde se demonstrou que a 

morte celular por apoptose, devido à MDMA, ocorre através da activação de caspase-3 em 

neurónios corticais e cerebrocorticais de rato(Stumm et al., 1999; Meyer et al., 2004; Capela et al., 2006b; Cunha-Oliveira 

et al., 2006; Capela et al., 2007), células PC12(Milhazes et al., 2006), células serotoninérgicas humanas(Simantov and 

Tauber, 1997) e no sistema límbico de ratos(Tamburini et al., 2006). A aplicação exógena de NPY 

diminuiu a imunorreactividade para a caspase-3 activa nas células da retina. O NPY 

também inibiu a activação de caspase-3, induzida por cainato, em culturas primárias de 

células do neocórtex e do hipocampo(Domin et al., 2006). 

 Em conclusão, neste trabalho, demonstrou-se que a MDMA causa morte celular 

por necrose e apoptose nas células da retina, de forma dependente da concentração, 

sendo este efeito potenciado pela elevação da temperatura. A toxicidade causada pela 

MDMA é, parcialmente, dependente da activação dos receptores 5-HT2A e é 

significativamente reduzida pelo NPY. 
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 O NPY está presente na retina de diversas espécies, incluindo a espécie humana, 

tendo sido detectado, principalmente, em células amácrinas e células ganglionares(Sinclair and 

Nirenberg, 2001; Oh et al., 2002). Os receptores do NPY do subtipo Y1, Y2, Y4 e Y5 estão também 

expressos na retina de diferentes espécies. Apesar de estar descrito que o NPY poderá 

modular alguns circuitos visuais(Oh et al., 2002), as funções do NPY na retina ainda são muito 

pouco conhecidas. De facto, foi demonstrado que, após determinados estímulos, 

nomeadamente após despolarização ou estimulação com luz de alta frequência, a retina de 

rã liberta NPY(Bruun et al., 1991). Além disso, o NPY também poderá modular a libertação de 

vários neurotransmissores na retina(Bruun and Ehinger, 1993; Sinclair and Nirenberg, 2001; Oh et al., 2002).  

 Atendendo à vasta distribuição do NPY no sistema nervoso central e no sistema 

nervoso periférico e às inúmeras funções associadas a este peptídeo, neste trabalho 

pretendeu-se investigar e aprofundar o conhecimento sobre o papel do NPY, na retina. 

Para tal, como modelo experimental, utilizaram-se retinas de rato, culturas primárias de 

células da retina de rato, culturas primárias de células da microglia da retina de rato, e 

linhas celulares de células de Müller e de células endoteliais da retina de rato. Nas culturas 

primárias de retina, quantificou-se o conteúdo intracelular de NPY, bem como a quantidade 

de NPY libertado após despolarização das células da retina. A cultura de células utilizada 

contém diferentes tipos de células, nomeadamente neurónios, células da macroglia 

(astrócitos e células de Müller) e células da microglia, e o NPY está presente nos diferentes 

tipos de células. De facto, por imunocitoquímica, observou-se uma co-localização na 

imunorreactividade para o NPY e para vários marcadores dos diferentes tipos de células 

referidos anteriormente. Além disso, verificou-se que o NPY se localiza também em células 

endoteliais da retina. Anteriormente, tinha sido demonstrada a expressão de NPY em 

células endoteliais da veia do cordão umbilical humano(Cai et al., 1993; Silva et al., 2005b) e em células 

endoteliais cardíacas humanas(Cai et al., 1993). Relativamente aos receptores do NPY, detectou-

se o ARN mensageiro dos receptores do NPY do subtipo Y1, Y2, Y4 e Y5, quer na retina, 

quer na cultura primária de células da retina. Nas células endoteliais da retina, detectou-se 

o ARN mensageiro dos receptores Y1, Y2 e Y4, mas não do receptor Y5. Em alguns estudos 

anteriores, sugere-se que a expressão do NPY e dos seus receptores poderá não estar 

confinada aos neurónios, podendo ocorrer também nas células da glia, nomeadamente nos 

astrócitos(Gimpl et al., 1993; Barnea et al., 1998; St-Pierre et al., 2000). Neste estudo demonstrou-se, pela primeira 

vez, que o NPY não se localiza apenas nos neurónios, mas que está também presente nas 

células da glia da retina, nomeadamente nas células de Müller e/ou astrócitos e nas células 
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da microglia. A detecção do NPY nas células da microglia poderá ainda sugerir um possível 

papel do NPY em processos inflamatórios que ocorrem em diversas patologias da retina, 

tais como a retinopatia diabética, retinitis pigmentosa e degenerescência macular 

relacionada com a idade(Leal et al., 2005; Meleth et al., 2005; Zhou et al., 2005). Além disso, a presença do NPY 

nos astrócitos da retina sugere que o mesmo poderá modular as propriedades da barreira 

hemato-retiniana. 

 No seguimento dos resultados obtidos, pretendeu-se estudar a função dos 

receptores do NPY presentes na cultura primária de células da retina. Sabendo-se que o 

Ca2+ é um mediador de inúmeros processos celulares, investigou-se o efeito do NPY nas 

alterações da [Ca2+]i por imagiologia de Ca2+, utilizando a sonda Fura-2. As variações da 

[Ca2+]i nos neurónios da retina induzidas por 30 mM de KCl foram inibidas na presença de 

NPY (100 nM), mas apenas em aproximadamente 50% de neurónios. A inibição do 

aumento da [Ca2+]i pelo NPY já foi demonstrada noutros sistemas, designadamente em 

culturas de neurónios e sinaptossomas de hipocampo(Bleakman et al., 1992; Silva et al., 2001, 2003a) e em 

neurónios do córtex cerebral de rato(Wang, 2005). Além disso, recorrendo a agonistas e 

antagonistas dos receptores do NPY, foi possível demonstrar que o efeito inibitório do NPY 

nas variações da [Ca2+]i nos neurónios da retina em cultura é mediado pela activação dos 

receptores do NPY do subtipo Y1, Y4 e Y5 (Figura 7.1). No córtex cerebral, foi demonstrado 

que o efeito do NPY na inibição da [Ca2+]i é mediado pelo receptor do NPY do subtipo 

Y1
(Wang, 2005), enquanto que outros estudos efectuados em neurónios, sinaptossomas e fatias 

de hipocampo, revelaram que, além do receptor Y1, o receptor Y2 participa também na 

modulação da [Ca2+]i(Silva et al., 2001, 2003a; Xapelli et al., 2007). No caso dos neurónios do “arcuate 

nucleus”, a modulação das condutâncias de Ca2+ e de K+ é mediada pela activação de 

múltiplos receptores do NPY, nomeadamente Y1, Y2, Y4 e Y5. Deste modo, várias 

evidências sugerem que diferentes receptores do NPY podem modular a [Ca2+]i e que os 

receptores envolvidos dependerão do tipo de células. A desregulação da homeostase do 

Ca2+ pode causar morte celular(Sattler and Tymianski, 2000) e, assim, o NPY poderá ter uma acção 

neuroprotectora, particularmente na inibição da excitotoxicidade. Este processo de 

excitotoxicidade compreende a activação excessiva dos receptores ionotrópicos do 

glutamato, que poderá promover um aumento excessivo da [Ca2+]i, causando danos 

celulares. De facto, nas células da retina, a morte celular induzida pela exposição a uma 

concentração elevada de glutamato foi inibida pelo NPY (100 nM). Do mesmo modo, em 

estudos anteriores realizados em hipocampo e córtex de rato, o NPY inibe a morte celular 

de neurónios induzida por excitotoxicidade e inibe a libertação de glutamato(Silva et al., 2003c; Silva 
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et al., 2005c; Wu and Li, 2005; Domin et al., 2006; Xapelli et al., 2007). Assim, na retina de rato, o NPY poderá exercer 

um papel neuroprotector, diminuindo a libertação de glutamato e inibindo o aumento da 

[Ca2+]i, através da activação dos receptores Y1, Y4 e Y5. 

 No âmbito do nosso objectivo, pretendeu-se, ainda, estudar o papel do NPY na 

proliferação de células da retina de rato. A exposição a NPY, durante 48 h, aumentou 

significativamente a proliferação de células da retina, avaliada pelo número de células 

positivas para BrdU. No que diz respeito aos receptores do NPY envolvidos neste 

processo, verificou-se que o efeito proliferativo do NPY foi mediado pelos receptores Y1, Y2 

e Y5. Além disso, o NPY também estimulou a proliferação de células progenitoras da retina 

de rato (células nestina+). Seguidamente, pretendeu-se identificar a(s) via(s) intracelular(es) 

associada(s) ao efeito proliferativo do NPY, dando-se uma atenção particular ao potencial 

envolvimento do monóxido de azoto e das proteínas cinases Erk 1 e 2. De facto, verificou-

se que a proliferação das células da retina induzida pelo NPY é mediada pela activação de 

ambas as vias, ou seja, o NPY activa os receptores Y1, Y2 e Y5 que, por sua vez, 

promovem a formação de NO, o qual activa a enzima GCs, aumentando dessa forma a 

síntese de GMPc que, por sua vez, promove a estimulação da Erk 1/2 e, 

consequentemente, a proliferação celular (Figura 7.1). 

 Neste trabalho, verificou-se que, quer o efeito modulador nas alterações da [Ca2+]i, 

quer o efeito proliferativo do NPY, nas células da retina em cultura, são mediados pela 

activação de múltiplos receptores do NPY. Interessantemente, é de realçar que, em ambos 

os estudos, a activação de diferentes subtipos de receptores do NPY resulta no mesmo 

efeito. Este facto poderá ser devido à expressão heterogénea de cada tipo de receptor em 

diferentes tipos de células presentes no modelo celular usado. Outros estudos revelaram 

também que o mesmo efeito pode ser mediado por vários subtipos do NPY. Por exemplo, a 

[Ca2+]i é regulada pela activação dos receptores Y1 e/ou Y2
(Silva et al., 2001; Sun et al., 2001; Silva et al., 2003a; 

Wang, 2005; Xapelli et al., 2007) enquanto que, nos neurónios do “arcuate nucleus” este mesmo efeito é 

também regulado pelos receptores Y4 e Y5
(Sun and Miller, 1999). Do mesmo modo, apesar da 

maioria dos estudos realizados mostrar que é o receptor Y1 que está envolvido na 

proliferação celular(Hansel, 2001; Howell et al., 2003; Cho and Kim, 2004; Milenkovic et al., 2004; Howell et al., 2005; Anitha et al., 2006; 

Howell et al., 2007), a presente tese e outros trabalhos(Zukowska-Grojec et al., 1998a; Lee et al., 2003b; Kitlinska et al., 2005; 

Movafagh et al., 2006) demonstram que a proliferação celular estimulada pelo NPY é mediada pela 

activação de múltiplos receptores do NPY, nomeadamente os subtipos Y1, Y2 e Y5. Este 

facto poderá ser explicado pela possível formação de oligómeros funcionais entre os 

receptores do NPY(Berglund et al., 2003b; Dinger et al., 2003; Movafagh et al., 2006). Por este motivo, quando 
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incubamos as células da retina com cada um dos antagonistas dos receptores do NPY, o 

efeito proliferativo mediado pelo NPY neste oligómero é completamente bloqueado. Por 

outro lado, devido à provável distribuição heterogénea dos receptores do NPY nas células 

da retina em cultura, o efeito proliferativo menos significativo mediado pelo receptor Y5 

poderá ser entendido com base na menor presença de células da retina que expressem 

exclusivamente receptores do Y5 ou, ainda, porque a proliferação celular apenas poderá 

ocorrer após a formação do oligómero com os receptores Y1 e/ou Y2. 

 Resumindo, os receptores do NPY presentes nas células da retina são funcionais, 

inibem os aumentos da [Ca2+]i e estimulam a proliferação celular. A capacidade proliferativa 

do NPY e o seu envolvimento na neurogénese poderá constituir um papel importante do 

NPY na regeneração da retina em situações patológicas, como é o caso do glaucoma ou 

da degenerescência macular associada à idade (Figura 7.1). 

 O papel protector do NPY na retina foi avaliado num modelo de toxicidade induzida 

pela MDMA. Assim, foram avaliados os efeitos tóxicos da MDMA nas células da retina em 

cultura e também o potencial papel neuroprotector do NPY. Os resultados demonstram que 

a MDMA causa toxicidade nas células da retina e que o aumento da temperatura (de 37ºC 

para 40ºC) potencia o efeito tóxico da MDMA. Este efeito potenciador da temperatura na 

toxicidade da MDMA já tinha sido detectado noutros modelos celulares(Henry, 1992; Green et al., 2003). 

Por outro lado, como o modelo experimental utilizado na presente tese é constituído por 

diferentes tipos de células, avaliou-se o efeito tóxico da MDMA nos neurónios, células de 

Müller e astrócitos, e células da microglia e concluiu-se que os neurónios e as células da 

microglia são mais susceptíveis à acção tóxica da MDMA. Pelo contrário, as células de 

Müller e os astrócitos parecem ser mais resistentes à toxicidade causada pela MDMA, 

embora se observem igualmente alterações de morfologia e uma diminuição do número de 

células presentes na cultura. Em suma, neste trabalho demonstrou-se, pela primeira vez, 

que a toxicidade da MDMA não afecta exclusivamente os neurónios, afectando também 

células de Müller, astrócitos e células da microglia. No entanto, estudos anteriores 

realizados no cérebro não demonstraram efeitos da MDMA nas células da glia(Stumm et al., 1999; 

Capela et al., 2006b; Cunha-Oliveira et al., 2006). Esta aparente contradição com os resultados desta tese 

poderá ser explicada pelo facto das células da retina poderem ter uma maior sensibilidade 

comparativamente às do cérebro. Além disso, a ausência de referência ao efeito da MDMA 

nas células da glia também pode ser devido ao facto de os autores não terem distinguido o 

tipo de células que são afectadas pela MDMA (Stumm et al., 1999; Capela et al., 2006b; Cunha-Oliveira et al., 2006), 

embora as células da glia possam ser igualmente afectadas.  
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 Estudos anteriores demonstraram que a morte celular por apoptose, através da 

activação da caspase-3, é característica da toxicidade causada pela MDMA(Montiel-Duarte et al., 

2002; Jimenez et al., 2004; Meyer et al., 2004; Cunha-Oliveira et al., 2006; Tamburini et al., 2006; Warren et al., 2007). No modelo 

experimental utilizado, a morte das células da retina também ocorreu por apoptose, através 

da activação da caspase-3, mas também por necrose. A morte celular induzida pela MDMA 

foi significativamente diminuída pelo NPY, embora não se conheçam, até ao momento, 

quais os receptores do NPY envolvidos neste processo. Sabendo-se que a MDMA provoca 

um aumento da [Ca2+]i
(Tiangco et al., 2005), poder-se-á relacionar este facto com um possível 

mecanismo de activação de apoptose dependente de caspases. Por outro lado, sabe-se 

que o efeito da MDMA é, em parte, devido à activação dos receptores 5-HT2A, e a activação 

destes receptores induz um aumento da libertação de glutamato(Azmitia et al., 1990), que, numa 

concentração elevada, poderá induzir excitotoxicidade. Tendo em consideração todos este 

factos, poder-se-á sugerir que as células da retina em cultura, após uma exposição a 

MDMA, estarão sujeitas a concentrações excessivas de glutamato que irão induzir um 

aumento da [Ca2+]i e, consequentemente, activar processos apoptóticos dependentes de 

caspases. No entanto, a morte celular induzida pela MDMA é inibida na presença de NPY. 

Assim, o efeito neuroprotector do NPY poderá ser devido, pelo menos em parte, aos efeitos 

inibitórios do NPY na libertação de glutamato e nas alterações da [Ca2+]i nas células da 

retina, prevenindo a activação de caspases e, consequentemente, a morte celular por 

apoptose. Por outro lado, sabe-se que a toxicidade da MDMA também se deve ao stresse 

oxidativo causado pela formação de espécies reactivas de oxigénio em resultado do 

metabolismo da MDMA(de la Torre and Farre, 2004; Jones et al., 2005). Um estudo recente demonstrou que, 

após a administração de um agente antioxidante, ocorre um aumento dos níveis de NPY na 

artéria mesentérica de ratos(Macarthur et al., 2008), o que sugere que o NPY poderá também 

exercer protecção nas células da retina em condições de stresse oxidativo. O efeito 

neuroprotector do NPY já tinha sido demonstrado na morte neuronal por apoptose induzida 

por metanfetamina no estriado de murganho(Thiriet et al., 2005), bem como contra a 

excitotoxicidade no hipocampo(Silva et al., 2003a; Silva et al., 2003c; Silva et al., 2005c). 

 Em conclusão, neste trabalho, demonstrou-se que o NPY e os receptores Y1, Y2, Y4 

e Y5 estão presentes nas células da retina, nomeadamente em neurónios, astrócitos e 

células de Müller, e células da microglia. Os resultados obtidos sugerem que os receptores 

do NPY se distribuem, de forma heterogénea, nas células da retina. De facto, o NPY inibe 

de uma forma heterogénea as variações da [Ca2+]i nos neurónios da retina, através da 

activação dos receptores Y1, Y4 e Y5. Por outro lado, a estimulação da proliferação de 
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células da retina, incluindo células progenitoras, induzida pelo NPY, ocorre através da 

activação dos receptores Y1, Y2 e Y5, e, neste caso em particular, o efeito do NPY é 

mediado pela activação da via da NOS-GCs que, por sua vez, activa a via de sinalização 

da ERK 1/2. Os resultados também permitem concluir que o NPY pode actuar como 

neuroprotector nas células da retina. Na verdade, o NPY diminuiu a morte celular induzida 

pelo glutamato e pela MDMA. Na Figura 7.1 esquematizam-se as principais acções do 

NPY, nas células da retina de rato, investigadas neste trabalho, e os respectivos receptores 

envolvidos, podendo-se concluir que o NPY participa na modulação da [Ca2+]i, estimula a 

proliferação celular e protege as células da retina da morte causada pela MDMA. 

 Por último, os resultados apresentados nesta tese contribuem para elucidar o papel 

do NPY na retina e, fundamentalmente, para esclarecer o porquê do NPY estar presente na 

retina. Contudo, apesar de haver ainda muito por conhecer e esclarecer, este trabalho abriu 

novas perspectivas sobre a importância do NPY na retina e, particularmente no potencial 

terapêutico do NPY, ou de agonistas dos seus receptores, em doenças neurodegenerativas 

da retina. 
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Figura 7.1 – Representação esquemática das funções do NPY nas células da retina. 
A - O NPY inibe o aumento da [Ca2+]i através da activação dos receptores do NPY do subtipo Y1, Y2 e 
Y4. B - Por outro lado, o NPY estimula a proliferação de células da retina. Este efeito é mediado 
através da activação dos receptores Y1, Y2 e Y5, que, por sua vez, irão desencadear processos de 
sinalização intracelular. A activação destes receptores induz um aumento da produção de NO e, 
consequentemente, um aumento da síntese de GMPc, ocorrendo posteriormente a estimulação da 
ERK 1/2 e, desta forma, um aumento da proliferação celular. C - Na retina, a MDMA activa os 
receptores 5-HT2A, induzindo desta forma a activação da caspase-3 e a morte celular por apoptose. 
Paralelamente, o NPY é capaz de inibir a activação da caspase-3 inibindo a morte das células da 
retina, embora, até ao momento, não estejam identificados os receptores do NPY que participam 
neste processo. Em suma, nas células da retina, o NPY pode exercer efeitos neuroprotectores, que, 
em parte, poderão ser devidos à inibição das alterações da [Ca2+]i.e da redução da libertação de 
glutamato. Além disso, o NPY estimula a proliferação de células da retina, num mecanismo 
dependente do NO e da ERK 1/2. Esta propriedade do NPY poderá ser eventualmente utilizada no 
desenvolvimento de estratégias para promover a regeneração celular em doenças degenerativas da 
retina. 
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