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			APRESENTAÇÃO


			A ciência da nutrição pode ser considerada com relação às seguintes questões: Quais substâncias são requeridas pelo animal para crescimento, manutenção e reprodução, e em qual quantidade? Quais as consequências do não atendimento dessas necessidades, e quais os resultados da ingestão excessiva das substâncias? Qual o papel biológico de cada um dos nutrientes? Como a falta dessa função biológica leva às manifestações visíveis da deficiência? Que alimentos permitem ao animal satisfazer suas necessidades e em que quantidades devem esses alimentos ser ingeridos?


			Fizemos um resumo das respostas encontradas até agora para as perguntas acima. O presente livro limitar-se-á aos nutrientes “essenciais”.


			As exigências nutricionais do homem incluem água, íons inorgânicos e vários compostos orgânicos. A necessidade de água é importante, assim como, aníons e cátions dos fluidos extra e intracelulares e esqueleto, bem como outros elementos necessários em menores quantidades. Carboidratos e lipídios são essenciais como combustível e como precursores da síntese de diversas substâncias estruturais. Os aminoácidos são necessários à síntese de proteínas e outros compostos nitrogenados. Fatores alimentícios adicionais, denominados vitaminas, são amiúde empregados como componentes estruturais de coenzimas.


			O nosso livro procura abordar textos que são importantes para o entendimento da nutrição da retina.


			Nossos agradecimentos aos técnicos de laboratórios Carlos Bastos e Luciano Cavalcanti Ferreira.


			A sra. Tulia Eboli pela pesquisa bibliográfica e digitação deste livro.
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			CAPÍTULO 1


			DESENVOLVIMENTO DA RETINA


			1.1 Introdução


			Uma das questões mais fascinantes no estudo da biologia do desenvolvimento é compreender como uma única célula – o zigoto – origina um organismo multicelular com células morfológicas e fisiologicamente diferenciadas no cumprimento de suas funções. Embora essas células compartilhem o mesmo código genético – o DNA –, a atividade de seus genes é regulada de forma diferencial. Em algumas células, determinados genes estarão ativos, ao passo que em outros, esses mesmos genes podem estar desligados (Garcia; Fernándes, 2012).


			A genética molecular bioquímica tem-nos ensinado muito sobre a estrutura dos genes e o controle genético das enzimas e das proteínas funcionais. No entanto, os conhecimentos a respeito da base genética do desenvolvimento embrionário humano ainda deixam a desejar (Borges-Osório; Robinson, 2001).


			Com o passar dos dias e semanas as diferentes velocidades das divisões celulares nas diversas partes do embrião conferem padrões complexos aos seus estudos. Em um processo denominado “indução embrionária’, a especialização de um grupo de células leva as células adjacentes a se especializarem. Gradualmente tais mudanças modelam os tais folhetos germinatórios primários em órgãos e sistemas orgânicos. A “organogênese” descreve a transformação dos três folhetos simples do embrião em diferentes órgãos. Durante esse período o desenvolvimento do embrião é particularmente sensível a influências ambientais tais como drogas e vírus.


			Um dos organismos mais bem estudado quanto à sua genética dp desenvolvimento é a pequena mosca-das-frutas do gênero Drosophila. Nesse organismo, o processo do desenvolvimento inicia antes mesmo da fecundação do ovo.


			As informações sobre fatores genéticos que atuam no início, direção e manutenção da embriogênese são limitadas. Contudo, por meio de estudos genéticos realizado com a mosca-das-frutas (Drosophila melanogaster) foram identificados vários genes ou famílias de genes que desempenham papel importante no processo de desenvolvimento. A maioria desses genes produz proteínas chamadas “fatores de transcrição”, que controlam a transcrição do RNA a partir de um molde de DNA pela ligação a sequências regulatórias específicas de DNA, formando complexos que iniciam a transcrição feita pela RNA-polimerase.  


			Os fatores de transcrição podem ligar ou desligar genes, ativando ou reprimindo a expressão gênica. É provável que importantes fatores de transcrição controlem muitos outros genes, em cascata “sequencial coordenada”, envolvendo a regulação de processos embrionários fundamentais como: “segmentação”, “indução, “imigração”, “diferenciação” e “morte celular programada” ou “apoptose”. Acredita-se que tais processos mediados por “fatores de crescimento”, “receptores celulares” e “substâncias morfogênicas”.


			Em insetos, foram descobertos genes que determinam a segmentação do corpo em pequenos segmentos que se diferenciam em certas estruturas, conforme sua localização. Tais genes de segmentação foram classificados em três grupos principais: (1) “mutantes gap” que detectam grupos de segmentos adjacentes; (2) “mutantes pair-rule” que detectam segmentos alternados; (3) “mutantes de polaridade segmentar” que levam porções de cada segmento a ser deletados em um dos lados duplicados no outro.


			Os genes de polaridade segmentar produzem dois tios principais de morfógenos (substâncias químicas ou similares que determinam um processo de desenvolvimento) conhecidos como “hedgehog” e “winglers”, que foram conservados ao longo de toda a evolução. Em mamíferos, foram identificados três morfógenos homólogos do hedgehog: “Sonic Hedgehog”, “Desert Hedgehog” e “Indian Hedgehog”. O Sonic Hedgehog (SHH) desempenha um papel importante no desenvolvimento do tubo neural ventral, com mutações com perda de função resultando em uma grave malformação, frequentemente lateral, conhecida como holoprosencéfalo. O defeito primário nessa malformação está na clivagem incompleta do prosencéfalo em desenvolvimento em hemisfério e ventrículos separados.


			Em Drosophila, uma classe de genes conhecidas como “genes homeóticos” determina identidade segmentar. Estes genes contêm uma sequência de 180 pares de bases, denominados “homeobox”, que parece característica dos genes envolvidos no controle e desenvolvimento do padrão espacial.


			


			As proteínas determinadas por genes que contêm tal sequência (também denominada Hox) são, portanto, fatores de transcrição e estabelecem um eixo regional.


			Os “genes paired-box” constituem uma sequência de DNA altamente conservada que codifica aproximadamente 130 aminoácidos. Esses genes são conhecidos como genes PAX, tendo sido identificados primeiramente na Drosophila. Codificam proteínas de ligação do DNA que são quase sempre fatores de controle da transcrição e desempenham um importante papel no desenvolvimento de todos os animais.


			Já foram identificados novos genes PAX em camundongos e humanos.


			O gene SRY está localizado no cromossoma Y e desempenha um importante papel na determinação do sexo masculino.


			O gene T, em camundongo, desempenha importante papel na formação do mesoderma e na diferenciação da notocórdio.


			Genes dedos de zinco, esta expressão refere-se à projeção de uma alça em forma de dedos, formado por uma série de quatro aminoácidos, constituindo um completo íon de zinco. Os genes que contêm um motivo com dedos de zinco atuam como fatores de transcrição através da ligação do DNA a esses dedos.


			Genes de transdução de sinal. A transdução de sinal é o processo pelo qual os fatores de crescimento extracelulares regulam o crescimento e a diferenciação celular, em um conjunto complexo de passos intermediários geneticamente determinados.


			Em relação ao eixo anteroposterior do embrião da Drosophila, este começa a ser definido pelo posicionamento das proteínas Bicoid (na porção anterior do embrião) codificadas por genes de efeito materno. Essas proteínas têm a função de ativar ou inibir a expressão de um grupo de genes zigóticos iniciais – os genes gap – que definem grandes domínios ao longo do eixo anteroposterior. Esses genes controlam, então, a expressão de outros genes que, por sua vez, definem elementos repetitivos no embrião correspondentes a módulos de dois segmentos. Por isso, esses genes receberam o nome de “genes da regra-dos-pares”. Os genes regra-dos-pares estabelecem o padrão segmentar do corpo e, em combinação com os produtos dos genes “gap”, informam cada segmento sobre a sua posição relativa ao longo do eixo anteroposterior do embrião (Figura 1).


			Figura 1 – A hierarquia dos genes envolvidos no estabelecimento do plano segmentar do corpo da Drosophila. Os produtos de genes maternos regulam a expressão dos três primeiros grupos de genes zigóticos (gap, pair-rule e polaridade segmentar, conjuntamente chamados genes de segmentação), os quais por sua vez, controlam a expressão dos genes homeóticos (Kug, W. S. et al. Conceitos de genética. 9. ed. Porto Alegre: Artmed, 2010. p. 488)
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			A identidade dos segmentos da mosca é especificada por uma classe de genes reguladores-mestres, denominados “genes Hox”. Esses genes estabelecem a rota futura de cada segmento, permitindo que expressem adequadamente suas características.


			


			Da mesma forma ocorre para o eixo anteroposterior, o início da padronização do eixo dorsoventral começa no desenvolvimento da Drosophila, desencadeado por uma bateria de genes de efeito materno. Gradientes intranucleares da proteína Dorsal com concentrações mais elevadas na porção ventral dividem o eixo dorsal ventral em regiões bem definidas como consequência da repressão e atuação diferencial de genes zigóticos. Alto nível de dorsal na região ventral são requeridas para a diferenciação do tecido mesodérmico e para a gastrulação. Níveis mais baixos de dorsal na região lateral direcionam a formação do ectoderma neural. Na região dorsal, na qual virtualmente não existe dorsal nos núcleos, a ausência dessa proteína ativa a expressão de genes que são requeridos para a formação do ectoderma dorsal.


			Durante a terceira semana de desenvolvimento pré-natal aparece, ao longo do dorso do embrião, uma faixa de células denominadas “linha primitiva”, a qual gradativamente se alonga para formar um eixo ao redor do qual outras estruturas se organizam à medida que se desenvolvem. A linha primitiva, finalmente, dá origem a células percussoras do tecido conjuntivo é a “notocorda”, uma estrutura que forma a base do esqueleto. A notocorda induz o ectoderma que a cobre a especializar-se em um “tubo neural oco”, que se desenvolverá em cérebro e medula espinhal (sistema nervoso central).


			A formação do tubo neural é o evento-chave no desenvolvimento, porque marca o início da organogênese. Surge uma protuberância avermelhada contendo o coração, que começa a bater em torno do 28º dia, imediatamente o sistema nervoso central começa a se formar.


			Três dilatações, as vesículas cerebrais primárias, aparecem até o final da quarta semana, são denominadas: o rombencéfalo, mesencéfalo e prosencéfalo (Figura 2). As vesículas primárias caudal e rostral se subdividem em duas dilatações durante a quinta semana, e assim têm-se cinco vesículas cerebrais secundárias que são chamadas mielencéfalo, metencéfalo, mesencéfalo, diencéfalo e telencéfalo (Figura 2).


			Figura 2 – Estágio no desenvolvimento do cérebro humano. A. Embrião de 3 mm; B. Embrião de 4 mm; C. Embrião de 8 mm; D. Embrião com sete semanas; E. Feto com 3 meses; F. Embrião com sete meses (Kollman, A. E. P. F.; Shumway, W. Vertebrate embriology. New York: J. Willey, 1942)
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			Na região do diencéfalo formam-se as vesículas ópticas primárias que vão dar origem ao olho.


			Forma-se a vesícula óptica primária, depois o cálice óptico e finalmente a retina e todo o olho se desenvolve.


			A vesícula óptica se forma devido a “indução do cristalino”. A vesícula óptica é fruto da indução primária, pois ela ocorre sob a influência do mesoderma subjacente da placa neural.  Caso não se forme esse mesoderma não se formarão as vesículas ópticas, ou se formará, um único olho ventral e medial. 


			


			No estágio de nêurula, ocorre uma evaginação lateral do diencéfalo nos vertebrados, produzindo duas protuberâncias denominadas vesículas ópticas. Tais protuberâncias aumentam consideravelmente com o fechamento no neuróporo, região anterior ao túbulo neural, talvez devido à pressão exercida pelo líquido das vesículas cerebrais, combinada com a ação dos microfilamentos e, talvez, devido também mitose diferencial. Essas vesículas ópticas vão se invaginar, formando o cálice óptico com uma dupla camada. A mais externa constituirá a camada pigmentada, e a outra mais interna formará a retina.


			Quando a vesícula óptica influencia, não necessariamente pelo contato, o ectoderma supra adjacente, esse se espessa, formando uma placa que terminará por invaginar-se, originando uma vesícula que constituirá o cristalino. A indicação do cristalino pela vesícula óptica, é, assim, uma indução secundária.


			A neurorretina é uma unidade funcional do sistema nervoso central assegurando a conversão de um sinal luminoso em influxo nervoso. A retina madura do mamífero é composta de dois tecidos: a retinal neural e o epitélio pigmentado da retina. A neurorretina é um tecido de origem neuroectodérmica, derivado do diencéfalo, estratificado e composto de seis tipos de células neuronais (dois tipos de fotorreceptores: cones e bastonetes, células horizontais, bipolares, amácrinas e ganglionares) e de três tipos de células gliais (células gliais e Müller, astrócitos e células microgliais). A existência de barreiras hematorretinianas interna e externa e de junção intra-retinianas levam a regulação das trocas da retina com a circulação e ao seio da mesma. Dados anatômicos da retina humana são ainda imperfeitamente descritos. Estudos estruturais são indispensáveis para completar as análises moleculares e funcionais.


			1.2 Desenvolvimento da retina


			Ao curso do desenvolvimento embrionário. As diferentes estruturas oculares envolvem três tecidos: o neuroectoderma, o ectoderma e o mesênquima, este último deriva as cristas neurais que se interpõem entre os dois primeiros (Mann, 1950; Barber, 1955; Hollenberg eSpira, 1972).


			A retina é um derivado puramente ectoblástico, de origem neuroectodérmica. Aos 22 dias de desenvolvimento, quando o embrião apresenta oito pares de somitos, e que mede 2 mm, duas evaginações laterais do diencéfalo, pré-determinados na gastrulação vão dar origem as vesículas ópticas, que se colocam em contato o neuroepitélio encefálico e o ectoderma da cabeça. Das interações entre estes dois tecidos nasce um espessamento do ectoderma, o placode cristaliniano, que invagina na vesícula cristaliniana. Ao mesmo tempo, as vesículas óptica invaginam-se em dedo de luva para formar as cúpulas ópticas constituídas de dois folhetos (Figuras 3, 4 e 5).


			Figura 3 – Desenvolvimento ontogenético do olho do vertebrado. a. A aparência das cavidades ópticas (fovéola óptica, f) no ectoderma dorsal da placa (medular) cefálica (pm). b. Invaginação da superfície do ectoderma com a área óptica para formar o tubo neural primitivo. c. Evaginação da vesícula óptica primária. d. O início da invaginação secundária do epitélio neural com espessamento da superfície do epitélio. e. Invaginação da superfície do epitélio. f. Deslocamento do cristalino da superfície do epitélio. (Ovio, J. Anatomie et Physiologie de L’Oeil dans la Serie Animale. Paris, Libraire Felix Alcan, 1927. p. 115. Duke-Elder, S.; Cook, C. Normal and abnormal development. V.3, Part I. Embryology. In: Duke-Elder, S. System of Ophthalmology. London: Henry Kimpton, 1963. p. 20)
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			Figura 4 – Esboço ocular humano. Embrião ao redor de 33 dias (Auroux, M.; Haegel, P. Embriología. Cuadernos Prácticos. Barcelona: Toray-Masson, 1970. p. 99)
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			Figura 5 – Fotomicrografia de uma secção do pedúnculo óptico em formação, do cálice óptico e do cristalino em embrião humano de 10 mm (Hamilton, W. J.; Boyd, J. D.; Mossman, H. W. Embriología Humana. Buenos Aires: Inter-Médica Editorial, 1968. p. 396)


			[image: fig]


			Três fases, levam as transições dos diferentes tipos celulares responsáveis pela arquitetura da retina: (1) Etapa de proliferação dos precursores neuroectodérmicos: as células precursoras, em divisão sistemática e depois de progressão assistemática, estão localizadas na região mais externa da retina, a zona ventricular, adjacente ao futuro epitélio pigmentado da retina. Após sua mitose terminal, os precursores migram em direção a face interna (lado vítreo) para colocar-se em posição definitiva e se diferenciar em neurônios; (2) Etapa da migração das células em diferenciação: Nesta etapa, as diferentes camadas celulares aparecem. A primeira camada a se individualizar é aquela das células ganglionares, onde os precursores são os primeiros a parar de dividir. Em seguida vem as células horizontais e amácrinas, seguidas pelas células bipolares e células gliais de Müller; (3) Etapa de diferenciação terminal: Ela compreende a formação das sinapses, dos segmentos internos e depois externos dos fotorreceptores. As primeiras células que aparecem são as células ganglionares, depois células horizontais e os cones, em seguida os bastonetes e células bipolares. As células gliais de Müller são as últimas a aparecerem (Hatakeyana e Kageyama, 2004) (Figuras 6, 7 e 8) (Quadro 1).


			


			Figura 6 – Desenvolvimento da retina. Aparecimento dos sete tipos celulares retinianos no rato. Eles diferenciam segundo uma ordem conservada entre as diferentes espécies: de início as células ganglionares, seguidas pelas células horizontais, os cones, as células amácrinas, os bastonetes, as células bipolares e as células de Müller. E: idade embrionária (em dias); B: nascimento; P: idade após o nascimento (em dias). (Hatakeyama, J.; Kageyama, R. Retinal cell fatedetermination and bHLH factors. Semin. Cell Dev. Biol., v. 15, p. 83-89, 2004)
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			Figura 7 – Desenvolvimento macular. Diagrama mostrando o desenvolvimento da mácula. As camadas da retina são indicadas na seguinte ordem: A. membrana limitante interna; B. camada de fibras nervosas; C. camada de célula ganglionar; D. camada plexiforme interna; E. camada nuclear interna; F. camada plexiforme externa; G. camada nuclear externa; H. membrana limitante externa; I. camada de bastonetes e cones (na mácula, apenas cones); J. camada do epitélio pigmentado (Barber, A. N. Embryology of the Human Eye. St. Louis: C.V. Mosby, 1955. p. 212)
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			Figura 8 – Estrutura da fóvea ao nascimento (Pfeifer apud Wolfrum Last, R. J. Eugene Wolff’s Anatomy of the Eye and Orbit. Philadelphia: W. B. Saunders, 1961. p. 405)
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			Quadro 1 – Desenvolvimento da retina
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			(Mann I. The development of the human eye. New York: Grunne & Stretton, 1950. p. 106; Offret H. Embryologie de l’oeil et ses annéxes. Encycl. Méd. Chir. Ophtalmologie,21, 080 A10, 1988. p. 43).


			Após seis semanas de desenvolvimento, o folheto externo das cúpulas ópticas evoluem na retina pigmentária, o folheto interno fornecerá as diferentes camadas da neurorretina ou retina sensorial.


			É importante entender que durante a evolução da retina temos a combinação de diferentes fatores de transcrição intrínsecas limitando as capacidades de diferenciação das células. Os reguladores intrínsecos da diferenciação celular retiniana são os genes basic Helix-loop-helix (bHLH), que são separadas de um ponto de vista funcional em dois grupos: os repressores e os ativadores. Os bHLH repressores tal que Hes1 e Hes5 são expressos por progenitores comuns e inibem a diferenciação neuronal. Eles mantêm os progenitores na retina embrionária e a diferenciação glial na retina pós-natal. Quando os bHLH repressores estão diminuídos, os bHLH ativadores, tais como Math1 e Math5, favorecem a diferenciação neuronal.


			Em relação a neogêneses, são os genes bHLH ativadores que intervêm, mas eles necessitam igualmente a intervenção de genes homeodomínios. A título de exemplo, a diferenciação das células bipolares necessita a intervenção do gene homedomínio Ch x 10, que dirige as células em direção à camada nuclear interna, e dos fatores de transcrição bHLH, Mash1 e Mash3, que confere as características das células bipolares. Para cada tipo celular retiniano, há uma combinação dos genes bHLH e homeodomínio específico (Hollyfield, 1973) (Figura 9).


			


			Figura 9 – Cooperação dos genes bHLH e do homeodomínio para a diferenciação dos tipos celulares retinianos. Hes1 inibe a diferenciação neuronal e mantém os progenitores. Os neurônios em diferenciação param de exprimir Hes1. Os fatores de homeodomínio (Pax6, Six3, Crx, Otx2, Chx10...) regulam a especificidade de cada camada celular na retina e os fatores bHLH (Mash1, Mash3, NeuroD...) determinam o destino neuronal. As células que continuam a exprimir durante as fases de neurogênese adotam um estado diferenciado de células gliais de Müller (Hatakeyama, J.; Kageyama, R. Retinal cell fatedetermination and bHLH factors. Semin. Cell Dev. Biol.., v. 15, p. 83-89. 2004)
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			Assim a formação do sistema visual durante etapas iniciais da embriogênese segue basicamente as mesmas etapas entre os animais vertebrados, que envolvem interações entre o neuroepitélio, a superfície do ectoderma e o mesênquima extraocular. Em estágios finais da formação do tubo neural, o domínio ocular começa a ser formado na linha média da placa neural anterior. Dois processos bilaterais de evaginação do neuroepitélio têm início na região ventral do mesencéfalo, dando origem a um par de vesículas ópticas, uma em cada lado da linha média da placa neural. A especificação desse domínio é determinada por um grupo conservado de fatores de transcrição do campo visual (do inglês, eye field transcription factors), como Pax 6, que induzem o direcionamento a esta identidade fenotípica (Bazin-Lopez et al., 2015). Dados obtidos em peixes sugerem que há uma migração de células progenitoras da retina para a região que dará origem ao domínio visual e que tal migração é crucial para a evaginação das vesículas ópticas. Após a formação do domínio tem início um programa morfogênico diferente a outros domínios da placa neural (Martinez-Morales, Ramon e Wittbrodt, 2009). 


			Sinais intrínsecos, como fatores de transcrição, e fatores extracelulares, como fatores de crescimento (Yang, 2004), direcionarão etapas seguintes da organogênese e diferenciação celular (revisado por Fuhrmann, 2010) ainda não totalmente elucidados. Na região mais distal da vesícula óptica, onde há contato com a superfície do ectoderma, inicia-se um processo de invaginação formando a placode cristalino, e com seu prosseguimento há a formação de um cálice óptico, estrutura bilaminada de origem neuroepitelial. No início, as duas camadas tem a espessura de uma única célula. A camada anterior do neuroepitélio é formada por neuroblastos com potencial proliferativo e dá origem a retina neural, com todos os seus tipos celulares e a camada não pigmentada do epitélio ciliar; enquanto na camada posterior do neuroepitélio será formado o epitélio pigmentado da retina (EPR) e a camada pigmentada do epitélio ciliado (Lamba, Karl e Reh, 2008). A vesícula de formação da lente se separa da superfície do ectoderma e tem prosseguimento seu processo de diferenciação e amadurecimento (Marquardt e Gruss, 2002). 


			O sistema visual permite a análise sensorial de informações luminosas que integram o indivíduo ao ambiente. A retina é o tecido localizado na região posterior do globo ocular responsável pelo processamento do sinal luminoso e conversão em sinal químico e elétrico, necessário para sua integração com o córtex visual. 


			


			Como descrito anteriormente, a retina neural tem origem no neuroepitélio. A histogênese na retina segue um gradiente centro-periferia, de modo que as células encontradas na margem da retina formam geradas mais tardiamente em comparação às localizadas no centro da retina (Marquardt Gruss, 2002). Todos os tipos de células da retina são derivados de células progenitoras da retina (CPRs). Há uma ordem temporal na gênese das células da retina que é conservada (Cepko et al., 1996), porém variável de uma espécie de vertebrado para outra (Gomes et al., 2011).


			Livesey e Cepko (2001) propuseram um modelo de competência, baseado em dados anteriores de outros grupos (Young, 1985; Cepko et al., 1996). Neste, as CPRs passariam por estágios de competência controlados intrinsecamente, nos quais seriam capazes de gerar um subgrupo limitados de tipos celulares, em função da influência de sinais extrínsecos. Estudos posteriores que realizaram ensaios clonais de CPRs identificaram grande variedade quanto a tamanho e composição dos clones (Cayouette, Barres e Raff, 2003). O que poderia ter duas explicações: a existência de uma programação intrínseca das CPRs em estágios iniciais do desenvolvimento que por si só garantiria a geração de linhagens específicas e distintas; ou que as CPRs seguiriam uma série de decisões estocásticas quanto a proliferação e saída do ciclo celular (Cayouette, Poggi, e Harris, 2006). 


			Os estudos de linhagem mais recentes apresentam evidências de que além do importante papel de mecanismos intrínsecos, como fatores de transcrição, no tipo celular que será gerado (Basset e Wallace, 2012, Cepko, 2014), mecanismos estocásticos também estão envolvidos nos padrões mitóticos e de diversificação dos tipos celulares (Gomes et al., 2011; Boije, Macdonald e Harris, 2014). 


			No período de retinogênese, progenitores da retina podem ser isolados e cultivados in vitro como neuroesferas e dar origem, posteriormente, a neurônios e células de Müller. Sua resposta a mitógenos é variável de acordo com o período da histogênese retiniana em que são isolados. Os chamados progenitores retinianos iniciais são mais responsivos ao fator de crescimento FGF-2 do que ao EGF no que diz respeito ao aumento da proliferação. Por outro lado, progenitores tardios são mais responsivos a EGF (Ahmad et al, 1999). Apesar de serem multipotentes não está definido se estas células podem ser classificadas como células-tronco uma vez que ao serem submetidas a ensaios clonais, apresentaram uma capacidade de autorrenovação limitada. No entanto, é possível que isso se deva a ausência de estímulos que promovam esta autorrenovação, nas condições de cultura utilizadas (Ahmad et al, 2004). 


			As células-tronco (SC, do inglês stem cells) são células indiferenciadas, autorrenováveis, capazes de se diferenciar dando origem a progenitores, bem como células efetoras completamente diferenciadas e que apresentam a capacidade intrínseca de se dividir por toda a vida o organismo (Gage et al., 1995; Schwindt et al., 2005). 


			Uma célula-tronco pode dar origem a duas células filhas idênticas (por divisão simétrica) ou duas células filhas não-idênticas (por divisão assimétrica), sendo uma célula-filha para manutenção de sua identidade e uma célula progenitora comprometida a se diferenciar (Moore e Lemischka, 2006). Geralmente, entre as células-tronco e as células somáticas geradas a partir desta, existem populações de progenitores comprometidos, com capacidade proliferativa e potencial de diferenciação limitados, conhecidas como células de amplificação transitória (Watt e Hogan, 2000). Em regiões com alta taxa de renovação celular, sua principal função é aumentar o número de células diferenciadas, pois quando necessário, as células de amplificação transitória receberão o estímulo para divisão e diferenciação. Ou seja, apesar da grande capacidade de autorrenovação, é comum que as células-tronco se dividam em baixa frequência. 


			As células-tronco neurais (NSC, do inglês Neural stem cells) são caracterizadas como células multipotentes que possuem a capacidade de se diferenciar nos três principais fenótipos de células residentes do sistema nervoso central (SNC): neurônios, astrócitos e oligodendrócitos (Weiss et al., 1996; Kanemura et al., 2009). Em 1992, foi desenvolvida uma técnica que tornou possível o isolamento e cultivo in vitro. Tal técnica consiste no cultivo em suspensão de células em meio sem soro, na presença de EGF. Neste sistema as células diferenciadas morrem e as células responsivas ao fator de crescimento se mantêm indiferenciadas e proliferam gerando agregados chamados neuroesferas (Reynalds e Weiss, 1992). Com este estudo e outros que o seguiram, características básicas foram definidas para a confirmação de seu caráter multipotente de uma cultura de NSC: as neuroesferas geradas devem ser capazes de quando dissociadas, dar origem a neuroesferas secundárias e quando induzidas à diferenciação devem dar origem a neurônios, astrócitos e oligodendrócitos, os principais fenótipos neurais (Ewiss et al., 1996; Kanemura et al. 2002; Bez et al., 2003).


			


			As células progenitoras ser capazes de, quando dissociadas, dar origem a neuroesferas secundárias; e quando induzidas a diferenciação devem dar origem a neurônios, astrócitos e oligodendrócitos, os principais fenótipos neurais (Weiss et al., 1996; Kanemura et al., 2002; Bez et al., 2003). 


			As células progenitoras da retina são similares aos demais progenitores do sistema nervoso central. Respondem a alguns importantes fatores de crescimento, como o fator de crescimento epidermal (EGF, do inglês, epidermal growth factor) e o fator de crescimento de fibroblasto básico (bFGF, do inglês, basic fibroblast growth factor), fundamentais na regulação da proliferação celular (Reynalds e Weiss, 1996) e manutenção in vivo de progenitores neurais em seu estado indiferenciado (Anderson et al, 2007). Logo, a mais clássica estratégia de cultivo de progenitores do sistema nervoso central – o ensaio de neuroesferas – também é usada para cultivar e expandir progenitores retinianos (De Melo Reis et al., 2011). Os progenitores retinianos também expressam genes e fatores de transcrição importantes para a definição da identidade neuronal como Ascl1, Neurog2, NeuroD1 e Math5, que também estão associados a outros progenitores do sistema nervoso central (Akagi, 2004). 


			A retina vem sido amplamente estudada e utilizada como modelo experimental para investigar a geração de diferentes tipos neuronais assim como a processos de sinalização entre eles estabelecidos através de neurotransmissores. O sistema dopaminérgico, dentre os diferentes sistemas de neurotransmissores atuantes na retina, tem sido extensivamente estudado pelo nosso grupo ao longo dos anos (De Mello, 1978; De Mello et al., 1982; Reis et al., 2007). 
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			CAPÍTULO 2


			FATORES DE CRESCIMENTO DA RETINA


			Os fatores de crescimento se tornaram muito importantes em vários aspectos diferenciados de fisiologia. Eles são polipeptídeos e proteínas que são convenientemente divididos em três grupos. Um grupo é constituído de agentes que promovem a multiplicação ou desenvolvimento de vários tipos de células; o fator de crescimento do nervo, o fator de crescimento similar à insulina I (IGF-I) activinas e inibinas, e o fator de crescimento epidérmico (Epidermal Growth Factor – EGF) são exemplos, e mais de 20 já foram descritos. As citocinas são o segundo grupo. Esses fatores são produzidos por macrófagos e linfócitos e são importantes na regulação do sistema imune. Também mais de 20 foram descritos. O terceiro grupo é formado por fatores estimulantes de colônias, que regulam a proliferação e a maturação das células brancas e vermelhas do sangue (Ganong, 2003).


			Os receptores para o EGF, o fator de crescimento derivado da plaqueta (Platlet-derived Growrh Factor – PDGF) e muitos outros fatores que promovem a multiplicação e o crescimento celular possuem um único domínio que engloba a membrana com o domínio intracelular a tirosina cinase. Quando o ligante se une ao receptor, o domínio da tirosina cinase se autofosforiliza. Alguns receptores são dimerizados quando eles se unem e os domínio intracelulares da tirosina cinase são cruzados e fosforilados. Uma das vias ativadas pela fosforilação conduz, através do produto da ras proto-oncogene e várias cinases mitogênicas (Mitogen Activated Protein Kinases – MAP), diretamente à produção de fatores de transcrição no núcleo que alteram a expressão genética. Essa importante via direta da superfície celular para o núcleo é mostrada no diagrama da figura 1. Observe que Ras é uma das pequenas proteínas G que requer a ligação com guanosina trifosfato (GTP) para a ativação.


			Figura 1 – Uma das vias diretas pela qual os fatores de crescimento alteram a atividade genética. Domínio tirosina cinase (TH); Grb 2, controlador proteínas G citossólica (Ras); Sos (son-of-sevenless), ativador Ras; Ras, produto do gene Ras; proteína cinase ativada por mitogem (MAPK); MAP kKK, MAP cinase, TF, fatores de transcrição. Há um intercâmbio entre esta via e a via cAMP, e também com a via IP3-DAG (Takeda, K.; Kishimoto, T.; Akira, S. STAT6: its role in interleukin 4-mediated biological functions. J. Mol. Méd., v. 75, n. 317, 1997)
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			Os receptores para as citocinas e os fatores estimulantes da colônia diferem dos outros fatores de crescimento, pois a maioria deles não possui domínios de tirosina cinase em suas porções citoplasmáticas e alguns apresentam pouco filamento citoplasmático ou nenhum. Entretanto, eles começam a atividade tirosina cinase no citoplasma. Em alguns casos, isso envolve a ligação na proteína transmembrana associada gp130. Particularmente, eles ativam a chamada janus cinase (Janus Activating Kinases – JAK) no citoplasma (Figura 2). Estas, por sua vez, fosforilizam o transdutor de sinal e o ativador de transcrição (Signal Transducers and Activators of Transcription – STAT) de proteínas. Os STATS fosforilados formam homo e heterodímeros e se movem para o núcleo, onde atuam como fatores de transcrição. Existem quatro JAKs de mamíferos e sete STATs conhecidos. A via JAK-STAT também é ativada pelo hormônio do crescimento e é outra importante via direta da superfície celular para o núcleo. Entretanto, deve ser enfatizado que os dois Ras e as vias JAK-STAT são complexas e existe um intercâmbio entre elas e a fosfolipase C e as vias Adenosina-3’-5’-monofosfato (Cyclic Adenosine-3’-5’-monophosphate – cAMP).


			Figura 2 – Operação de sinal através da via JAK-STAT; A. a união do ligante leva à dimerização do receptor; B. ativação e fosforilação da tirosina de JAKs; C. JAKs fosforolizam STATs; D. STATs dimerizam e se movem para o núcleo onde se unem a elementos de resposta do DNA (Takeda, K.; Kishimoto, T.; Akira, S. STAT6: its role in interleukin 4-mediated biological functions. J. Mol. Méd., v. 75, n. 317, 1997)
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			Outra família de receptores liga o transformador do fator de crescimento β (Transforming Growth Factor β – TGFβ) e os respectivos polipeptídeos. Esses receptores possuem atividade cinase serina-treonina e seus efeitos são mediados por SMADs, proteína intracelulares que quando fosforiladas, movem-se para o núcleo e se unem ao DNA, e, com outros fatores, iniciam a transcrição de vários genes.


			Conforme observados acima, as integrinas também iniciam a fosforilação de proteínas que penetram no núcleo e alteram a transcrição genética.


			Observe que o tema comum é a ativação dos fatores de transcrição, que sem ativação, são “fechados” no citoplasma. Uma vez ativado, o fator de transcrição move-se para o núcleo e altera a transcrição genética (Quadro 1, 2 e 3).


			Quadro 1 – Fatores de crescimento dos vertebrados


			

				

					

					

				

				

					

							

							Fatora


						

							

							Tipos de células afetadas


						

					


					

							

							Fator de crescimento epidérmico (EGF)b


							Fator de crescimento de tumor-α (TGF-α)


							Fator de crescimento similar à insulina-1 (IGF-1)


							Fator de crescimento similar à insulina-2 (IGF-2)


							Fator de crescimento de fibroblastos (FGF)c


							Fator de crescimento de plaqueta (PDGF)b


							Fator de crescimento do nervo (NGF)d


							Eritropoietina


							Fator estimulante de colônia de macrófago (M-CSF ou CSF-1)b


							Fator estimulante de colônia de granulócito (G-CSF)


							Fator estimulante de colônia de granulócito-macrófago (GM-CSF)


							Fator estimulante de multicolônia (multi-CSF) ou Interleucina-3 (IL-3)


							Interleucina-2 (IL-2)d


						

							

							Células epiteliais e mesodérmicas


							Idem


							Idem


							Idem


							Idem


							Idem


							Neurônios sensoriais e simpáticos


							Precursores da célula eritróide


							Precursores de macrófago


							Precursores de granulócito


							Precursores de granulócito e macrófago


							Precursores da maioria das células hematopoiéticas


							Linfócitos T


						

					


				

			


			a Os genes para maioria desses fatores de crescimento e muitos de seus receptores foram clonados.


			b O receptor do EGF é homólogo às oncogenes erbB e neu, e o receptor de M-CSF é homólogo ao oncogene fms.


			   PDGF é homólogo ao oncogênese sís.


			d Existem vários membros do FGF, NGF, e famílias de Interleucinas dos fatores de crescimento.


			(Zubay, G. L. Biochemistry. 4. ed. Wm. C. Brown Publishers, 1998. p. 691).


			Quadro 2 – Fatores de crescimento identificados no epitélio pigmentado


			

				

					

					

					

					

				

				

					

							

							Fatores de crescimento


						

							

							Síntese pelo E.P.


						

							

							Efeitos pelo E.P.


						

							

							Referências


						

					


					

							

							Co AGF


						

							

							+/-


						

							

							Proliferação


							Proliferação


						

							

							Hicks et al.


							Schweigerer et al., 1987


							Plouet et al., 1988


						

					


					

							

							 b FGF


						

							

							+


						

							

							Proliferação


							Síntese de DNA


						

							

							Schweigerer et al., 1987


							Sternfeld et al., 1989


							Burke, 1989


						

					


					

							

							PDGF


						

							

							?


						

							

							Síntese de DNA


						

							

							Campochiaro et al., 1990


							Leschey et al., 1990


							Burke, 1989


						

					


					

							

							EGF


						

							

							?


						

							

							Síntese de DNA


						

							

							Burke, 1989


							Leschey et al., 1990


						

					


					

							

							IGF-1


						

							

							?


						

							

							Síntese de DNA


							Migração ativador do plasminogênio


						

							

							Leschey et al., 1990


							Grant et al., 1990


						

					


					

							

							TGF α


						

							

							?


						

							

							Síntese de DNA


						

							

							Burke, 1989


						

					


					

							

							TGF β


						

							

							+/?


						

							

							Síntese de DNA


						

							

							Burke, 1989


						

					


					

							

							Insulina


						

							

							?


						

							

							Síntese de DNA


						

							

							Leschey et al., 1990


						

					


					

							

							NGF


						

							

							?


						

							

							Não sintetiza DNA


						

							

							Burke, 1989


						

					


					

							

							IL-1


						

							

							?


						

							

							Não sintetiza DNA


						

							

							Burke, 1989


						

					


				

			


			(Hicks, D.; Malecase, F. Physiologie de l’épithelium pigmentaire. Encycl. Méd. Chir. Ophtalmologie, 21010 D30, 1992, p. 3).


			


			Quadro 3 – Fatores de crescimento não identificados no epitélio pigmentado


			

				

					

					

					

					

				

				

					

							

							Fatores de crescimento


						

							

							Síntese pelo E.P.


						

							

							Efeitos pelo E.P.


						

							

							Referências


						

					


					

							

							Fator não identificado no E.P.


						

							

							+


						

							

							Diferenciação das células neuronais


						

							

							Tombran Tink et al., 1989


						

					


					

							

							Fator não identificado pelas células normais do E.P.


						

							

							+


						

							

							Sobrevivência do fotorreceptor


						

							

							Li et al., 1988


						

					


					

							

							Extrato retiniano não identificado


						

							

							-


						

							

							Síntese de DNA pelo E.P.


						

							

							Campochiaro et al., 1986


						

					


					

							

							Extrato retiniano não identificado 


						

							

							-


						

							

							Efeitos sobre a estrutura e atividade do E.P.


						

							

							Pautler et al., 1990


						

					


					

							

							Fator não identificado no E.P.


						

							

							+


						

							

							Proliferação de células endoteliais


						

							

							Glaser et al., 1985


							Boulton et al., 1987


						

					


					

							

							Fator não identificado presente no E.P.


						

							

							+


						

							

							Inibidor do ativador do plasminogênio


						

							

							Glaser et al., 1987


						

					


				

			


			(Hicks, D.; Malecase, F. Physiologie de l’épithelium pigmentaire. Encycl. Méd. Chir. Ophtalmologie, 21010 D30, 1992, p. 3).
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			CAPÍTULO 3


			CITOARQUITETURA DA RETINA


			3.1 Introdução


			O conceito mais antigo da citoarquitetura do aparelho transmissor da retina foi ilustrado em sua forma mais simples por Golgi em 1878.


			Mais ou menos na mesma época Ramón y Cajal (1892) publicou seu trabalho sobre a retina dos vertebrados.


			Em 1941, Polyak publicou seu maravilhoso trabalho com o título “A Retina”.


			3.2 Anatomia macroscópica


			O tecido retiniano pode ser dividido em três regiões: (1) o polo posterior; (2) a região equatorial e (3) ora serrata (Figura 1).


			Figura 1 – Divisão clássica da retina. Correspondência com as zonas expostas no conceito de retina periférica (Bustamante AP. La retina periférica. Prevención del desprendimiento. Barcelona: Scriba, 1983. p. 18)
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			3.2.1 Polo posterior


			Ele tem de 5 a 6 mm de diâmetro. Estende-se entre a artéria temporal superior e a artéria temporal inferior. Tem no centro a fóvea e a fovéola, cercada pela peri e a parafovea (Figura 2).


			


			Figura 2 – Limites de a região macular (Spitznas, M. Der normale ophthalmoskopische uns histologische Befund der Maculozone und seine Varianten. Deutsche Ophthalmologischen Gesellschaft, v. 73, n. 26, 1973)
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			─ A fóvea (mácula dos clínicos) é limitada pela terminação dos vasos retinianos. Ela é formada pela fovéola no centro circundada pelo clivus. Tem um diâmetro de 1,5 mm.


			Os capilares são interrompidos a 300 µm do centro, e assim determinam uma zona avascular.


			─ A fovéola, no centro, forma uma depressão de 200 a 300 µm de diâmetro, circundada por uma zona bastante espessa; o clivus. No nível de fovéola só se encontram cones orientados perpendicularmente ao tecido retiniano, sendo perfeitamente verticais suas partes externas, apertadas umas contra as outras. Assim, eles formam o buquê macular.


			Seus núcleos são agrupados em 3 ou 4 camadas; a expansão interna é dirigida obliquamente para o clivus, sendo sua junção sináptica lançada lateralmente em relação ao núcleo. Portanto, nesse nível não há sinapse, nem interneurônio nem célula nervosa. Apenas as células de Müller têm a mesma orientação dos cones.


			O clivus, com espessura de 0,41 mm, é formado pela cadeia das células retinianas mais o conjunto das células em relação aos cones foveolares.


			3.2.2 Região equatorial


			Ela se estende por cerca de 15 mm atrás da junção corneoescleral. No equador, o tecido retiniano tem um diâmetro vertical de 24,08 mm +/- 0,94 e um diâmetro horizontal de 24,06 mm +/- 0,6. A distância até a borda do disco óptico é de 14,7 mm +/- 1,08 sobre o meridiano posterior. Esta região segue adiante pela ora serrata.


			3.2.3 Ora serrata


			É a borda mais periférica da retina. Ela marca a junção entre um tecido de muitas camadas celulares e uma única camada, o epitélio ciliar.


			Esta região se caracteriza por sua espessura, pela diminuição de sua vascularização, e por relações estreitas com a base do vítreo e as fibras zonulares.


			A retina penetra o epitélio ciliar formando dentes orlados, de cada lado, pelos vãos do epitélio ciliar (as baias da ora); estas são muito mais profundas no lado temporal (2,1 mm) que no lado nasal (0,7 a 0,8 mm).


			A repartição das baias e dos dentes da ora é muito desigual. Elas são mais salientes no quadrante inferonasal, depois diminuem progressivamente em torno da retina, do quadrante superonasal ao quadrante inferotemporal.


			


			3.3 Anatomia microscópica 


			3.3.1 Camadas da retina


			A estrutura histológica da retina varia conforme esteja próxima ora serrata ou na região macular. Fora essas zonas específicas, a anatomia microscópica da retina varia pouco, a não ser do ponto de vista do número de camadas de núcleos de fotorreceptores.


			Na literatura, distinguem-se dez camadas do exterior para o interior do olho (Cajal, 1893; Sjöstrand, 1949; Dowling, 1970; Young, 1976; Wassle e Boycott, 1991) (Figura 3, 4 e 5).


			Figura 3 – Corte histológico da retina
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			Figura 4 – Corte histológico da mácula
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			Figura 5 – Diagrama dos contatos na retina. B. bastonete; C. cone; BA. Bipolar anã; BB. Bipolar de bastonete; BA. Bipolar achatada; H. célula horizontal; A. célula amácrina; G. ganglionar anã; GD. ganglionar difusa (Dowling, J. E.; Boycott, B. B. Organization of the primate retina: electron microscopy. Proc. Roy. Soc., v. 1002, n. 166, p. 1064, 1986)
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			3.3.1.1 Camada do epitélio pigmentado


			A monocamada de epitélio pigmentado da retina é um elemento importante na retina, não apenas em razão de suas propriedades físicas de barreira hematorretiniana, de suas propriedades ópticas, mas sobretudo por causa de suas numerosas atividades metabólicas. Ela ocupa uma situação estratégica entre os fotorreceptores e a coriocapilar, e sua integridade é fundamental para o funcionamento normal da retina, particularmente dos fotorreceptores. Se o epitélio pigmentado da retina é destruído mecânica ou quimicamente, fotorreceptores e coriocapilares se atrofiam.


			Ela é responsável pela adesão da retina neural pela interdigitação de suas vilosidades com os fotorreceptores, mas ainda mais pela existência de uma bomba iônica. É diretamente implicada no sistema visual por sua atividade metabólica no nível da transdução visual, mas também pela fagocitose dos segmentos externos “usados” dos fotorreceptores (Figura 6).


			


			Figura 6 – Eletromicrografia do epitélio pigmentado da retina de camundongo, mostrando sua relação com os segmentos externos dos bastonetes. SE. Segmentos externos dos fotorreceptores; PM. Pré-melanossomo; M. mitocôndria; ZO. Zônula de oclusão e N. núcleo (x 28.500)
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			Ela é o lugar de síntese ou de estocagem de numerosos fatores de crescimento [Fibroblasto growth factor (FGF), Vascular endothelium growth factor (VEGF) e Transforming growth factor (TGFβ)] e interage com os tipos celulares próximos, particularmente os fotorreceptores (Ohta; Ito; Tanaka, 2008).


			A monocamada de epitélio pigmentado da retina é constituída de células de forma hexagonal (4 a 6 milhões, mas com número variável segundo a idade e sua localização periférica ou macular; 5.000 células/mm2 na fóvea, 2.000 células/mm2 na periferia). No polo posterior, as células são altas (14 µm) e longas (10-14 µm). Na ora serrata elas são mais chatas e mais largas (60 µm). Algumas são binucleadas. A ligação das células entre si opera-se por zônulas de oclusão (Berhar-Cohen et al., 2009). 


			A membrana celular da célula epitelial pigmentada apresenta numerosas vilosidades nos polos apical e basal, que permitem um aumento da superfície de troca, trocas metabólicas entre epitélio pigmentado da retina e coriocapilar; e um transporte iônico ativo através do epitélio pigmentado da retina.


			A face lateral da membrana celular é regular. Ela é provida de zônulas de oclusão e zônulas de adesão (espaço intercelular 200 Å) para constituir uma barra terminal na extremidade superior da célula. Ela impede a passagem passiva das macromoléculas entre a coroide e os fotorreceptores. Existem também, às vezes, desmossomos basais (material intercelular associado a tonofilamentos). Na face interna há um contato interno das células do epitélio pigmentado da retina com os segmentos externos dos fotorreceptores. 


			Uma célula do epitélio pigmentado da retina fica em contato com 30 a 45 segmentos externos de fotorreceptores. Dois tipos de vilosidades estão implicados na fagocitose: longos (5 a 7 µm, extensão entre os segmentos externos) e curtos (3 a 4 µm, arco em torno da extremidade dos segmentos externos). Os segmentos externos dos cones atingem, não a superfície apical do epitélio pigmentado da retina, mas os microvilos. Percebe-se também a presença de fagossomos na porção apical da célula do epitélio pigmentado da retina, estes contendo inclusões lamelares de membranas dos fotorreceptores, em diferentes estágios de sua degradação. Finalmente, diferentes tipos de grânulos de pigmentos são presentes nas células epiteliais. Os dois principais são a melanina e a lipofuscina. A melanina está localizada no ápice da célula. Ela permite a absorção do excesso de fótons. Os melanossomas constituem os diferentes estágios da melanização para resultar na formação dos grânulos da melanina. Esses grânulos são de tamanho grande e de forma elíptica ou circular (diâmetro: 1 a 3 µm). A lipofuscina fica na porção central e basal da célula. Ela aparece sob forma de grânulos, que se acumulam com a idade e são menos densos nos elétrons que os grânulos da melanina. Eles são constituídos de lipídios não digeridos e de resíduos proteicos envolvidos por uma membrana. Grânulos que contêm ao mesmo tempo melanina e lipofuscina (grânulos de melanolipofuscina) são também constituídos progressivamente e situados na zona perinuclear da célula epitelial pigmentada (Behar-Cohen et al., 2009) (Quadro 1).


			


			Quadro 1 – Funções selecionadas do epitélio pigmentado da retina


			

				

					

				

				

					

							

							•Síntese da melanina para proteger os fotorreceptores da luz excessiva, otimizar a resolução, limitando a dispersão e impedindo que a luz alcance a retina através da esclera.


							•Manutenção da barreira hematorretiniana externa para impedir a exposição da retina a resíduos sanguíneos tóxicos, e separando-os do sistema imune.


							•Síntese e secreção polarizada dos componentes da matriz extracelular para a matriz interfotorreceptora e a membrana basal ou de Bruch, ex.: proteoglicanas, glicosaminoglicanas e colágenos.


							•Recaptação e processamento dos retinoides para uso no ciclo visual.


							•Fagocitose e subsequente digestão dos segmentos externos do fotorreceptor.


							•Sistemas de transporte de íon e líquido, para manter o microambiente correto para os segmentos externos do fotorreceptor e modular o volume da célula do epitélio pigmentado da retina.


							•Promover a aderência retiniana, entre outras ações, pelo movimento do líquido do espaço subretiniano na esclera para permitir a restrita aposição do epitélio pigmentado da retina e fotorreceptores.


							•Sistemas de transporte de soluto para produzir células visuais com nutrientes essenciais, ex.: glicose e taurina, e remover resíduos.


							•Síntese e secreção de fatores tróficos para a sobrevivência do fotorreceptor.


							•Síntese de enzimas antioxidantes, ex.: catalase e superóxido dismutase, e recaptação de vários neutralizadores de radicais livres, ex.: ascorbato e vitamina E.


						

					


				

			


			(Nash, M. S.; Osborne, N. N. Cell Surface Receptors Associated with the Retinal Pigment Epithelium: The adenylate Ciclase and Phospholipase C Signal Transduction Pathways. In: Osborne, N. N.; Chader, G. J. Progress in Retinal and Eye Research. v. 15, n. 2. Elsevier Science Ltd., 1996, p.


			Cada célula do epitélio pigmentado da retina participa da renovação dos artículos externos de 30 a 40 fotorreceptores. Esta renovação é permanente e rápida. Cada dia, 30 a 100 discos são sintetizados, e um número idêntico de discos utilizados são fagocitados. A fagocitose é importante para a sobrevivência dos fotorreceptores. Em um período de 80 anos, cada célula do epitélio pigmentado da retina degrada quase 100 milhões de discos membranáceos. Cada dia, uma célula do epitélio pigmentado da retina ingere e degrada um volume de segmentos externos equivalente a 7% de seu próprio volume.


			De 10 a 30 discos são digeridos simultaneamente. A digestão corresponde a 25/30.000 discos por dia. Eles são isolados e circundados pelas membranas celulares dos fotorreceptores e das células epiteliais, que não se fundem. Os discos isolados no vacúolo de endocitose são veículos do polo apical da célula do epitélio pigmentado da retina para a metade basal em que eles se fundem com os lisossomas primários. Essas organelas comportam um arsenal de enzimas que permitem uma digestão completa das membranas que constituem os segmentos externos. Após a digestão, certos componentes membranários são reutilizados pelo epitélio pigmentado da retina ou pelos fotorreceptores para permitir a renovação rápida da membrana. Os produtos de degradação são excretados para a coroide. A digestão incompleta dos discos e a renovação anormal dos ácidos graxos poliinsaturados membranários conduzem à formação, e depois à acumulação, com a idade, de lipofuscina e de resíduos. Sua exocitose pode ser acompanhada de um acúmulo de material hidrófobo na membrana basal, e de uma redução de sua permeabilidade à água (Young, 1976).


			A capacidade de fagocitose das células de epitélio pigmentado da retina permite uma renovação total dos artigos externos dos bastonetes em 10 dias no homem (no macaco Rhesus, 13 dias na região parafoveal, 9 dias na periferia da retina). A taxa de renovação dos segmentos externos é mais lenta para os cones do que para os bastonetes. Esse processo apresenta dependência em face de um ritmo circadiano. Para os bastonetes, um pico de separação e de fagocitose dos discos é observado pela manhã, imediatamente após o início da exposição à luz.


			O epitélio pigmentado da retina exerce um papel importante na estocagem e no metabolismo da vitamina A e de seus componentes aparentados, os retinoides. A fotorrecepção implica um descoramento dos pigmentos visuais, e o epitélio pigmentado da retina é exigido para a regeneração desses pigmentos.


			O epitélio pigmentado da retina controla as trocas de nutrientes solúveis na água e dos metabólitos entre a coroide e o espaço subretiniano, por causa da presença de zônulas de oclusão que ligam as células entre si e impedem uma via de passagem paracelular.


			O epitélio pigmentado da retina absorve Na+, CL-, HCO3- e K+. Muitos mecanismos de transporte desses íons foram identificados, tanto no nível da membrana celular apical (lado retina) quanto no basal (lado coroide). Outros mecanismos de transporte foram também descritos para o ácido lático, a glucose, o ácido gama aminobutírico (GABA), a fluoresceína e os ácidos aminados.


			


			3.3.1.2 Camada de células fotorreceptoras


			Os fotorreceptores têm nomes que refletem sua forma: os bastonetes e os cones. Os bastonetes são finos, enquanto os cones são mais grossos e apresentam uma forma cônica (Figura 7).


			Figura 7 – Desenho esquemático ilustrando a ultraestrutura dos cones e bastonetes (Chevremont, M. Notions de cytologie et histologie. Liège: Descer Éditions, 1966)
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			3.3.1.2.1 Segmento externo


			O segmento externo ou polo do fotorreceptor constitui a parte fotossensível do fotorreceptor. Ele é formado por dobras da membrana celular, criando um empilhamento de discos (cerca de 1.000 discos por fotorreceptor). Esses discos são incessantemente renovados e fagocitados pelas células do epitélio pigmentado da retina. O segmento externo dos cones é constituído por invaginações horizontais da membrana celular. O segmento externo dos bastonetes, de forma mais alongada, é constituído, na parte inferior, por invaginações membranáceas horizontais; e na parte superior, por discos membranáceos individualizados. Os segmentos externos dos bastonetes e dos cones contêm os fotopigmentos. Eles são envolvidos pelas microvilosidades (3 a 10 µm) das células do epitélio pigmentado da retina (Figura 8).


			Figura 8 – Bases dos segmentos externos dos bastonetes Rhesus, A e B, e cones C e D. A e C estão cortados em ângulos retos a B e D. Observam-se dobras da membrana plasmática para formar sacos em A (x 37.000) e a separação total dos segmentos externos e internos em B (x 30.000). Fenômenos similares são observados em C (x 22.000) e D (x 25.000), exceto que quase todos os sacos são vistos conectados com a membrana plasmática (Cohen, A. I. The retina and optic nerve (14). In: Moses, R. A. Adler’s physiology of the eye. Clinical application. 7. ed. St. Louis: C. V. Mosby, 1981 p. 379)
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			3.3.1.2.2 Segmento interno


			Ele contém a maquinaria metabólica do bastonete e é, ele mesmo, dividido em duas partes: a elipsoide e a mioide. A elipsoide é particularmente rica em mitocôndrias e em microfilamentos organizados em feixes. A mioide, localizada na parte inferior do segmento interno, contém um retículo endoplasmático rugoso abundante e um aparelho de Golgi muito desenvolvido. Os segmentos internos dos cones são mais largos que os dos bastonetes; eles têm uma forma mais alongada na região foveolar. Os segmentos internos estão separados entre si por prolongamentos de células de Müller.


			O segmento interno e o segmento externo são ligados por um cílio conector. Nove tubos ciliares se originam no mioide e se ligam em níveis variáveis no segmento externo. Os segmentos externos dos cones se encolhem na periferia, enquanto aqueles dos bastonetes mantêm um comprimento constante.


			3.3.1.3 Membrana limitante externa


			Não é uma verdadeira membrana, mas antes uma zona de densificação situada entre a camada nuclear externa e os segmentos internos dos fotorreceptores. Essas densificações correspondem a zônulas de adesão entre os fotorreceptores e as células de Müller. Parece, cada vez mais claramente, que essas zônulas de adesão têm componentes específicos no nível dos cones. Durante o desenvolvimento, a limitante externa se forma antes do desaparecimento dos segmentos externos. A membrana limitante externa se estende da ora serrata até a borda do disco óptico. Ela segue a curva posterior do globo, exceto no nível da região macular, onde os cones foveais se alongam. A descrição ultraestrutural exata da membrana limitante externa retorna a Spitznas que, em 1970, mostra a presença de zônula de adesão entre as células de Müller e os fotorreceptores (cones e bastonetes), entre as células de Müller e, mais raramente, entre os fotorreceptores.


			3.3.1.4 Camada nuclear externa


			Ela contém os corpos celulares onde está situado o núcleo. Os núcleos dos cones são ligeiramente mais grossos que os dos bastonetes, e contêm menos heterocromatina, o que explica sua reação mais fraca aos colorantes nucleares.


			Na proximidade da borda nasal do disco óptico, a camada nuclear externa mede 45 µm e contém de oito a nove fileiras de núcleos. A espessura na parte temporal do disco óptico é de 22 µm, com apenas quatro fileiras de núcleos, depois aumenta até atingir 50 µm e 10 fileiras de núcleos no nível foveolar. No restante da superfície retiniana, à exceção da ora serrata, a camada nuclear externa mede 27 µm, contendo uma fileira única de núcleos de cones na proximidade da membrana limitante externa, e quatro fileiras de núcleos de bastonetes no interior. Os núcleos de bastonetes medem 5,5 µm de diâmetro, enquanto o dos cones é ligeiramente maior, de 6 a 7 µm. No nível da fóvea, os núcleos de cones podem ser deslocados por fora da membrana limitante externa. Os cones azuis (cerca de 10 a 15% dos cones) podem ser distinguidos morfologicamente por um segmento interno um pouco mais longo e pequenas extremidades sinápticas.


			O pedículo sináptico contém feixes de microfilamentos, de microtúbulos e de barras sinápticas cercadas por numerosas vesículas. Esse pedículo, também chamado polo neurotransmissor, libera neurotransmissores e, principalmente, o glutamato.


			Na retina dos mamíferos, existe um só tipo de bastonete e quatro tipos de cones específicos de cada cor detectada (vermelho, azul, verde e violeta. Cerca de 50 a 55% dos cones são sensíveis à luz verde; e 33 a 35%, à luz vermelha.


			Os bastonetes são responsáveis pela visão periférica, pela detecção de movimento e pela visão noturna (ou visão escotópica). Eles têm a maior sensibilidade, pois um só fóton é capaz de excitar um bastonete. Os cones, menos numerosos, são responsáveis pela visão diurna (ou visão fotópica) e permitem diferençar as cores. A retina humana contém em média 4,6 milhões de cones (4,08 – 5,29, dados obtidos em oito retinas humanas) com uma densidade foveolar máxima de cerca de 190.000 cones por mm2 (mas com importantes variações possíveis). O diâmetro horizontal da zona foveolar desprovida de bastonetes é de cerca de 350 µm. Os bastonetes são, em média, 92 milhões (77,9 – 107,3, dados obtidos em oito retinas humanas), e sua densidade máxima é observada em torno do nervo óptico. A densidade dos bastonetes é mais importante na retina nasal que na retina temporal, e na retina inferior que na retina superior (Curcio et al., 1990). Os cones centrais são mais finos que um bastonete, e seus segmentos externos são muito alongados. No nível foveolar não há cones azuis, e a disposição dos cones forma um mosaico regular; os segmentos internos dos cones são separados por menos de 2,5 µm. Na periferia da fóvea, os bastonetes começam a aparecer com uma densidade que atinge 100.000/ mm2 à distância de 1,5 mm do centro da fóvea.


			É interessante saber que estudos morfológicos mostraram que a densidade dos cones é muito estável durante a vida, e não decresce com a idade, ao contrário da densidade dos bastonetes centrais, que diminui mais de 30% nos 3 mm centrais no nono decênio da vida. Isto sugeriria uma fragilidade maior dos bastonetes (Curcio et al., 1993).


			Especificidade morfológica dos cones foveolares:


			O diâmetro foveolar desprovido de bastonetes mede cerca de 570 µm, e contém 35.000 cones. A fovéola contém 2.500 cones regularmente compactados e orientados verticalmente. Os cones foveais medem 80 µm de comprimento; seus segmentos internos, 20 a 30 µm; e seus segmentos externos, 45 µm. Os núcleos de cones foveais medem 7 µm de diâmetro. A disposição dos cones foveolares forma um mosaico regular, estando os segmentos internos separados 0,3 µm por prolongamento de células de Müller. As mitocôndrias estão regularmente dispersas nos segmentos internos. Na borda da fóvea contam-se dez fileiras de núcleos, mas a camada nuclear externa se adelgaça consideravelmente no centro da fóvea, onde não se contam mais de dois ou três fileiras de núcleos.


			


			Os fotorreceptores são neurônios muito especializados, os únicos capazes de fototransdução. Esta, efetuada pelos fotorreceptores, engloba as etapas que vão da detecção do fóton luminoso até o esboço de uma resposta sensorial. Trata-se da transformação de uma energia eletromagnética puramente física em uma energia metabólica que corresponde à gênese de um sinal eletrofisiológico. As etapas puramente bioquímicas da fototransdução estão bem descritas no nível dos bastonetes, enquanto permanecem hipotéticas no nível do cone.


			3.3.1.5 Camada plexiforme externa


			Ela é formada por sinapses entre os fotorreceptores e as células bipolares e horizontais, as quais formam uma camada mais espessa, a “camada das fibras de Henle”, na região macular (50 µm). Em outras regiões da retina, a plexiforme externa tem apenas alguns micrômetros, e se estreita em retina periférica. Os prolongamentos das células gliais de Müller encontram-se, igualmente, nesta camada (Figura 9).


			Figura 9 – Representação esquemática da esférula de um bastonete e do pedículo de um cone com suas sinapses (Dowling, J. E.; Boycott, B. B. Proc. Roy. Soc. London Biol., v. 166, n. 80, 1966)
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			3.3.1.6 Camada nuclear interna


			Ela contém quatro tipos de células: as células horizontais, as células bipolares, as células amácrinas e as células de Müller.


			Algumas células amácrinas podem se encontrar na camada das células ganglionares; são qualificadas como “deslocadas”. Células interplexiformes têm seus núcleos na camada nuclear interna, e prolongamentos sinápticos ao mesmo tempo nas plexiformes interna e externa.


			No nível foveolar, a camada nuclear interna é interrompida.


			3.3.1.7 Camada plexiforme interna


			Ela é o centro das sinapses entre as células bipolares e amácrinas e as células ganglionares. Sua espessura varia de 18 a 36 µm, e ela é ausente no nível da fóvea. Descreve-se na organização ultraestrutural em três fileiras (Figura 10).


			


			Figura 10 – Desenho esquemático dos contatos sinápticos entre células bipolares, amácrinas e ganglionares na camada plexiforme interna. A, B e C terminais axônicos bipolares: A. terminações axodendriticas em uma díade; B. terminações axossomática em uma célula ganglionar; C. contato axossomático em uma célula amácrina; D, E e F representam contatos de células amácrinas com outras células; D. contato axoaxônico entre processos de células bipolares e amácrinas; E. contato axodendrítico entre uma célula amácrina e uma ganglionar (Dowling, J. E.; Boycott, B. B. Proc. Roy. Soc. London Biol., v. 166, n. 80, 1966)
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			3.3.1.8 Camada das células ganglionares


			As células ganglionares são neurônios que coletam a informação visual para transmiti-la ao sistema nervoso central. Seus núcleos estão localizados na camada nuclear mais interna da retina, denominada a camada das células ganglionares, mas pode-se, também, encontrar mais raramente núcleos de células ganglionares na camada plexiforme interna e na camada nuclear interna. As células ganglionares são volumosas células de cerca de 10 a 20 µm, que formam sinapses, por intermédio de seu dendrito, com células bipolares e células amácrinas na camada plexiforme interna. Os sinais dos fotorreceptores são levados para as células ganglionares por uma rede de interneurônios. Cada tipo de interneurônio retiniano (células horizontais, bipolares, amácrinas) exerce um papel específico na transformação do sinal dos fotorreceptores transmitidos através da retina.


			Os axônios das células ganglionares convergem para o disco óptico para formar o nervo óptico. As células ganglionares formam uma monocamada, exceto na região parafoveolar, onde elas são empilhadas em seis ou sete camadas. As células ganglionares formam uma monocamada na extremidade da zona perifoveolar, que corresponde igualmente ao limite posterior da retina central. No nível da retina central (5-6 mm centrais, que correspondem a um campo visual central de 18º), os pigmentos estão mais concentrados nas células ganglionares e, às vezes, também nas células amácrinas, particularmente a luteína e a zeaxantina.


			As aferências de uma célula ganglionar são originárias dos fotorreceptores de proximidade em uma área circunscrita da retina –– o campo receptor desta célula. Os campos receptores das células ganglionares têm duas importantes propriedades: em primeiro lugar, a exploração da retina com a ajuda de um estímulo em forma de pequeno ponto luminoso mostra que os campos receptores são globalmente circulares; em segundo lugar, para a maior parte das células ganglionares, o campo receptor é dividido em duas partes: uma zona circular no centro, chamada o centro do campo receptor, e a parte restante, chamada periferia do campo receptor. As células ganglionares respondem, sobretudo, à iluminação diferencial das partes central e periférica de seus campos receptores. As células ganglionares centro-on e centro-off estão presentes em quantidades iguais, e todos os fotorreceptores projetam sobre os dois tipos. As células ganglionares são, assim, especializadas na detecção de contrastes e mudanças rápidas de imagem visual.


			


			3.3.1.9 Camada de fibras ópticas


			A camada de fibras ópticas tem espessura máxima em redor do disco óptico onde as fibras convergem. Nesse nível, sua espessura medida em tomografia de coerência óptica in vivo em pessoas sãs é de cerca de 107 ± 20 µm (Hsu; Tsai, 2008). Histologicamente, a espessura média da camada de fibras ópticas em um diâmetro de 3,5 mm em torno do nervo óptico é de 60,3 ± 19,5 µm (n = 17), com variações na retina superior; 75,3 ± 26,5 µm em relação à retina inferior 69,4 ± 22,4 µm; e na retina nasal 48,1 ± 15 µm em relação à retina temporal 49,2 ± 26,4 µm (Cohen et al., 2008).


			O tamanho dos axônios varia de 0,6 a 2 µm conforme o tipo de células ganglionares das quais eles emergem. Os axônios de células ganglionares formam fibras entrelaçadas com prolongamentos das células de Müller. As fibras convergem para o nervo óptico com uma orientação radiada, exceto para o que concerne às fibras maculares que formam uma rede retilínea interpapilomacular. O feixe temporal corresponde a todas as fibras situadas fora do disco óptico; e o feixe nasal, àquelas situadas dentro do disco óptico. Sendo o feixe temporal menos denso, a borda temporal da camada de fibras ópticas é menos densa que o lado nasal. As fibras ópticas raramente podem ser mielinizadas; mas isto não é regra –– e as fibras nervosas da retina do coelho, por exemplo, são uma exceção a esta regra (Ogden, 1978; Hsu; Tsai, 2008).


			3.3.1.10 Membrana limitante interna


			A existência da membrana limitante interna foi contestada durante muito tempo, mas estudos ultraestruturais puderam demonstrar que existe uma membrana individualizável de 1 a 2 µm na interface da retina e do córtex vítreo. Ela é contínua sobre toda a superfície da retina, e se interrompe no nível das bordas do disco óptico. Os pés das células de Müller repousam sobre esta membrana basal. Outras células ficam em contato com ela (especialmente os astrócitos e células microgliais). Colágeno vítreo é aderente à face interna da membrana, enquanto a face externa é irregular e segue os prolongamentos de células de Müller.


			3.3.2 Neuróglia


			Ainda na retina encontramos as células gliais. A glia retiniana, como a glia neuronal no sistema nervoso central, desempenha múltiplos papéis na homeostasia neuronal: transporte de nutrientes, regulação hidroiônica, imunomodulação, produção de fatores neurotrópicos.


			Os astrócitos e a micróglia estão localizados em situação fisiológica basal nas camadas retinianas internas. A micróglia retiniana, verdadeiro macrófago especializado da retina, circunda os capilares retinianos. Os astrócitos também estão situados em torno dos vasos retinianos, sob a membrana limitante interna, e são muito numerosos na emergência do disco óptico.


			As células de Müller têm seus núcleos na parte mediana da camada nuclear interna, mas seus prolongamentos citoplasmáticos se estendem da membrana limitante interna até os segmentos internos dos fotorreceptores. Não é impossível que seus prolongamentos possam confrontar as microvilosidades das células do epitélio pigmentado da retina.


			As células de Müller são as principais células gliais da retina dos vertebrados. Como se viu nos parágrafos precedentes, elas estão presentes em todas as camadas da retina porque atravessam radialmente toda a espessura da retina, e estão em contato com todos os neurônios retinianos. Elas são essenciais na criação e na manutenção da arquitetura retiniana, servindo de suporte e de substrato para a migração de neurônios pós-mitóticos e o crescimento dos seus axônios, e sustentam a diferenciação e a sobrevivência neuronal.


			Seu corpo celular está localizado no nível da camada nuclear interna, e elas medem cerca de 100 µm de extensão. A extremidade interna das células de Müller forma um pé, fixado na membrana limitante interna, que constitui sua membrana basal. Prolongamentos das células de Müller formam arcos em torno dos capilares retinianos.


			As células de Müller estão assim envolvidas no controle da angiogênese e da regulação do fluxo sanguíneo retiniano, e contribuem para a formação e a manutenção da barreira hematorretiniana.


			No nível da camada nuclear externa, os prolongamentos das células de Müller envolvem os núcleos dos fotorreceptores, e formam zônulas de adesão com os fotorreceptores no nível da parte interna de seus segmentos internos e entre elas. Essas junções formam a membrana limitante externa.


			


			No nível da fóvea, as células de Müller têm uma forma cônica cujo ápice truncado está situado no nível da limitante externa, em uma zona desprovida de núcleos. A base das células de Müller-cone está situada no nível da limitante interna. Essa morfologia cônica permitiu pensar, durante muito tempo, erradamente, que não havia células de Müller no nível da fóvea, como se pode encontrar registrado em certos tratados de anatomia (Gass, 1999).


			Os laços estreitos que existem nos prolongamentos de células de Müller e os cones foveolares foram, até agora, bem estabelecidos.


			As células de Müller constituem um laço anatômico entre os neurônios retinianos e os compartimentos com os quais eles trocam moléculas, a saber, os vasos retinianos, o vítreo e o espaço subretiniano. Esta ligação não é exclusivamente anatômica: é também funcional, incluindo uma simbiose metabólica e o tratamento e encaminhamento da informação visual. As células de Müller são dotadas de numerosos canais iônicos diferentes, de receptores para ligandos, de moléculas de transporte transmembranário e de enzimas. Elas exprimem principalmente a enzima, glutamina sintetase, que converte as moléculas de glutamato internalizadas em glutamina. Elas são responsáveis pela manutenção da homeostasia do meio extracelular retiniano (íons, água, neurotransmissores e pH). Uma de suas principais características é a condutância elevada diante do K+ de sua membrana celular. Elas estão implicadas no metabolismo da glicose retiniana, levando, aos neurônios, lactato/piruvato para seu metabolismo oxidativo e eliminação dos resíduos metabólicos.


			Além disso, as células de Müller têm duas outras propriedades recentemente postas em evidência: a possibilidade de servirem de geradores neuronais (Ohta, Ito e Tanaka, 2008) e um papel importante na condução dos fótons até os fotorreceptores. As células gliais de Müller desempenhariam, realmente, o papel de verdadeiras fibras ópticas naturais no nível da retina (Franze et al., 2007).


			Os astrócitos da retina são de dois tipos. Células duas vezes mais longas que largas, dispostas ao longo dos feixes de fibras ópticas, sem contato vascular, e uma outra população de células astrogliais estreladas que atravessam a camada de fibras ópticas, estabelecem contatos não especializados com os vasos retinianos. A maior densidade de células astrogliais é observada em torno do nervo óptico e ao longo dos feixes de fibras (Ogden, 1978).


			3.4 Vascularização


			A retina é vascularizada por dois sistemas vasculares diferentes, sem conexões anatômicas em condições fisiológicas: a rede capilar retiniana, que garante a vascularização direta das camadas internas da retina, e a rede coroidal, que garante, por sua vez a vascularização da retina indiretamente, uma vez que não há capilares na retina externa (Behar-Cohen et al., 2009).


			3.4.1 Sistema vascular retiniano


			A artéria central da retina emerge diretamente da artéria oftálmica em apenas 50% dos casos. Nos demais casos, emerge da artéria ciliar longa medial (38% dos casos) e mais raramente de outra artéria orbitária, muscular inferior ou ciliar longa lateral. Em todos esses casos, a artéria central da retina deriva originalmente da artéria carótida interna. O calibre da artéria central da retina está entre 80 e 100 µm. A veia central da retina tem um calibre ligeiramente maior, de 100 a 125 µm. A artéria penetra na parte inferior do nervo óptico em média 5 a 15 mm atrás do olho. Em seguida, a artéria segue um trajeto intraneural para emergir no disco do nervo óptico (papila óptica), onde se divide em seus quatro ramos terminais: temporal e nasal, superior e inferior. As artérias terminais são divididas em colaterais, que são divididas em terminais que incluem colaterais e assim sucessivamente de forma dicotômica até formar uma rede de malha cobrindo para cada uma das artérias um quadrante da retina interna. Os capilares da retina surgem desses vasos colaterais.


			Em 10 a 20% dos casos, uma artéria ciliorretiniana, ramo direto da artéria ciliar, emerge da borda temporal da papila e complementa a vascularização da região macular. Esta substituição desempenha um papel importante nos casos de oclusão da artéria central da retina. 


			O calibre das arteríolas diminui à medida que se dividem na periferia, onde o seu calibre está entre 10 e 20 µm. Artérias e arteríolas são formadas por uma camada de células endoteliais apoiadas sobre uma membrana basal, um meio formado por células musculares e uma adventícia. Adventícia de artérias e veias da retina é comum. A drenagem da retina é fornecida pela veia retiniana que desagua na veia oftálmica superior. 


			As artérias e veias da retina estão localizadas na camada de fibra óptica. Os capilares estão organizados em uma ou duas fileiras na periferia da retina e em três ou quatro fileiras na parte mais central da retina. Os capilares da retina têm 5 a 6 µm de diâmetro e são formados por células endoteliais que funcionam firmemente em uma membrana basal espessa. Pericitos e células microgliais circundam os capilares. Durante a transição para vênulas e arteríolas, os pericitos são substituídos por células musculares lisas. 


			Uma zona de 850 µm de diâmetro, centrada pelo umbo, e desprovida de capilares retinianos, esta é a zona avascular central. 


			3.4.2 Sistema vascular coroidal


			O sistema vascular coroidal fornece nutrientes e oxigênio para a retina externa e, em particular, para os fotorreceptores indiretamente, uma vez que a retina externa não possui uma rede capilar nutritiva. O suprimento sanguíneo da coroide vem de ramos da artéria oftálmica, ela própria um ramo da artéria carótida interna. As artérias que irrigam a coroide são as artérias ciliares posteriores (nasal, temporal e superior), que se dividem em artérias ciliares longas e curtas que dão origem as artérias coroideas. As artérias ciliares posteriores curtas entram no olho mais posteriormente do que as artérias ciliares longas. A penetração escleral das artérias está localizada atrás das veias vorticosas.


			A coroide é um tecido de 300 a 500 µm de espessura em humanos, limitado pela lâmina basal ou membrana de Bruch (1853) na frente e aderente à esclera atrás. Entre a esclera e a coroide, um espaço virtual grande e facilmente clivável é identificado como espaço supracoroidal. A coroide contem células pigmentadas (melanócitos) e três tipos de vasos: capilares (coriocapilares), vasos médios e grandes vasos. O fluxo coroidal é urn dos mais importantes do corpo, pois é maior do que o medido na substância cinzenta do cérebro, no coração ou nos rins. É estimado em 800 ml/min, o que representa aproximadamente 85% do fluxo ocular. 


			A coriocapilar está diretamente em contato com a lâmina basal ou membrana de Bruch (1853). Os capilares coroidais medem entre 15 e 30 µm de diâmetro, ou 3 a 4 vezes maiores que o diâmetro dos capilares da retina. Os capilares são formados por uma camada de células endoteliais com grandes fenestrações (60 a 90 nm), que agora sabemos que são dependentes do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). As células endoteliais da coriocapilar, ao contrário das células endoteliais da retina, não possuem junções estreitas. Assim, a barreira hematorretiniana externa não é uma barreira endotelial. A coriocapilar está organizada em lóbulos funcionais irrigados por arteríolas independentes, sem anastomoses evidentes. Essas unidades funcionais têm tamanho de 300 µm a 1 mm, estando os lóbulos maiores localizados na retina periférica e os menores no polo posterior. 


			Os vasos médios incluem arteríolas (10-20 µm) e vênulas (15-30 µm). Os grandes vasos são as artérias e veias coroidais. 


			As artérias tem calibre de 50 a 100 µm. São constituídos por endotélio não fenestrado, membrana basal, lâmina elástica e células musculares lisas. As arteríolas perdem suas células musculares lisas e sua lâmina elástica. Cada artéria ciliar posterior curta irriga um território triangular com base externa, explicando certas formas de isquemia triangular. A mácula é irrigada por 8 a 16 ramos da artéria ciliar temporal posterior curta. 


			As veias coroidais convergem em direção aos golfos vorticosos no equador do olho. As veias vorticas têm aproximadamente meio milímetro de diâmetro e são visíveis na sua saída transescleral do olho, 2 a 3 mm posterior ao equador. 


			A irrigação sanguínea da retina tem dupla irrigação porque a parte externa – desde as camadas pigmentadas até a plexiforme externa, inclusive – é irrigada pela rede capilar da camada coriocapilar da coroide, enquanto as demais camadas da retina, mais internas, são irrigadas pela artéria central da retina.


			A coriocapilar e a sua estrutura única são cruciais para permitir que a coroide desempenhe as suas funções. Foi descrita pela primeira vez em 1702 por Hovius e nomeada em 1838 por Eschricht. A coriocapilar é a camada capilar da coroide. Os capilares são bastante grandes (40 a 60 µm de diâmetro) e têm paredes muito finas. O grande diâmetro do lúmen permite a passagem de pelo menos dois a três glóbulos vermelhos de cada vez, enquanto a maioria dos outros sistemas capilares do corpo permite a passagem de apenas um glóbulo vermelho de cada vez. Na parede do capilar estão presentes múltiplas fenestrações (600 a 800 Å de diâmetro) com diafragmas de cobertura, especialmente no lado interno. As fenestrações também são observadas no outro lado do capilar, mas são muito menos frequentes. O núcleo da célula endotelial situa-se normalmente no lado exterior do capilar, pelo que há menos espaço disponível para fenestrações nesse lado. Estas fenestrações libertam moléculas de fluoresceína durante a angiografia fluoresceínica. Estão presentes junções de fenda. Ocasionalmente, são observados pericitos na parede exterior.


			O tecido conjuntivo está presente entre os vasos e fornece suporte para o sistema vascular. Fibroblastos e fibras nervosas também podem ser observados entre os capilares.


			Este sistema capilar é invulgar na medida em que se verifica uma rápida transformação de arteríola em capilar. A coriocapilar é único no seu padrão arquitetônico. Vários estudos utilizando preparações planas ou modelos tridimensionais baseados em angiogramas de fluoresceína in vivo  demonstram que a coriocapilar é um mosaico de lóbulos que funcionam de forma independente.


			O padrão lobular consiste numa arteríola pré-capilar central que se esvazia em vênulas pós-capilares periféricas. Este sistema com múltiplas vênulas permite um fluxo sanguíneo rápido. No entanto, Yonega e Tso encontraram variações regionais no padrão arquitetônico da coriocapilar. Estudaram a angioarquitetura da coroide humana com novos métodos de formação de moldes vasculares por corrosão e microscopia eletrônica de varrimento. Concordaram que a coriocapilar do polo posterior tem o padrão lobular descrito; no entanto, na região equatorial sugerem que os capilares fornecem uma rota mais direta entre a arteríola pré-capilar e a vênula pós-capilar e que os capilares na zona equatorial têm um padrão fusiforme. Nas áreas periféricas, as arteríolas e as vênulas parecem ser mais paralelas umas às outras e os caoriocapilares ligam estas arteríolas e vênulas em ângulos retos, criando um padrão em forma de escada.


			Por conseguinte, os estudos que demonstram um aumento do fluxo coroidal na região macular podem ser explicados pela presença de um padrão lobular mais eficiente nesta região? Esta variação regional nos padrões de fluxo sanguíneo coroidal pode ser crucial para uma melhor compreensão dos processos de doença locais que afetam a coroide.


			3.5 Autorregulação do fluxo sanguíneo


			Não há inervação autônoma nos vasos da retina e do disco óptico do nervo óptico (papila óptica). A autorregulação do fluxo sanguíneo é definida pela habilidade do tecido manter seu fluxo sanguíneo relativamente constante a despeito de variações moderadas da pressão da perfusão. O tono vascular é controlado pela interação de mecanismos múltiplos agindo sobre a musculatura lisa arteriolar e os periquitos vasculares. 


			A influência parácrina pode ser feita da seguinte maneira: (1) fatores de relaxamento secretados pela célula endotelial: prostaciclina e óxido nítrico; (2) fatores de contração secretado pela célula endotelial: endotelinas; e (3) fator de contração secretado pela plaqueta: tromboxano A2. 


			As figuras 11, 12, 13 e 14 representam a ação destas substâncias.


			Figura 11 – Ação da prostaciclina
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			Figura 12 – Ação do óxido nítrico
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			Figura 13 – Ação das endotelinas.
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			Figura 14 – Relaxamento e contração das células musculares lisas
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			Portanto, um novo mecanismo homeostático ocorre (Figura 15).


			Figura 15 – Endoperóxidos e suas ações
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			As figuras 16, 17, 18 e 19 resumem a ação farmacológica dessas substâncias.


			Figura 16 – Esquema simplificado da via do óxido nítrico em um vaso sanguíneo. Nas células endoteliais, a estimulação de um receptor de membrana causa um influxo intracelular de cálcio [Ca2+] (Haefliger, I. O.; Haefliger, E. S.; Flammer, J. (ed.). Nitric oxide and endothelin in the pathogenesis glaucoma. New York: Lipincott-Raven, 1988. p. 22-23)
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			Figura 17 – Esquema simplificado de receptores de endotelina ETA e ETB  Após produção de endotelina por células endoteliais, a estimulação de um receptor ETA pela endotelina sobre células vasculares do músculo liso pode causar, através do inositoltrifosfato (IP3) um aumento no cálcio intracelular (Ca2+) e uma potente vasoconstrição. Em alguns vasos, o aumento no cálcio intracelular é mediado por canais de cálcio operados por voltagem.  Nas células endoteliais de alguns vasos, a estimulação de canais receptores ETB  abrem os canais de cálcio e, assim, ativam a sintase do óxido nítrico (NOS) causando produção de ´pxido nítrico (NO) e vasodilatação transitória (Haefliger, I. O.; Dettmann, E. Nitric oxide and endothelin in the pathogenesis of glaucoma: an overwiew. In: Haefliger, I. O.; Haefliger, E. S.; Flammer, J. (ed.). Nitric oxide and endothelin in the pathogenesis glaucoma. New York: Lipincott-Raven, 1988. p. 22-23)
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			Figura 18 – Esquema simplificado ilustrando como a falta de produção do óxido nítrico (NO) das células endoteliais em um vaso, por exemplo, após lesão endotelial, os potenciais podem causar uma reação vasopástica. Na superfície das células endoteliais de músculo liso, a ativação dos receptores da membrana por antagonista, como a acetilcolina, aumenta a concentração intracelular do cálcio (Ca2+). Nas células endoteliais esse aumento estimula a produção de óxido nítrico pela enzima da sintase do óxido nítrico (NO), enquanto nas células do músculo liso induzem a contração. Sob condições normais o efeito relaxante de óxido nítrico sempre ocorre o efeito relaxante da acetilcolina sobre as células do músculo liso. No caso de lesão endotelial, a ausência de produção de óxido nítrico pode causar uma reação vasopástica localizada. CG: guanilatociclase; cGMP: monofosfato cíclico de guanosina (Haefliger, I. O.; Dettmann, E. Nitric oxide and endothelin in the pathogenesis of glaucoma: an overwiew. In: Haefliger, I. O.; Haefliger, E. S.; Flammer, J. (ed.). Nitric oxide and endothelin in the pathogenesis glaucoma. New York: Lipincott-Raven, 1988. p. 22-23)
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			Figura 19 – Esquema mostrando a falta de produção de ácido nítrico nas células endoteliais nos vasos. (Haefliger, I. O.; Haefliger, E. S.; Flammer, J. (ed.). Nitric oxide and endothelin in the pathogenesis glaucoma. New York: Lipincott-Raven, 1988. p. 22-23)
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			Os distúrbios do fluxo sanguíneo ocular estão envolvidos em várias doenças oftálmicas e, portanto, são da maior relevância clínica (Haefliger et al., 1994). O olho é um dos órgãos que apresenta melhor perfusão no corpo (Alm, 1992). Nos seres humanos e em muitos animais experimentais, o olho possui dois sistemas separados de vasos sanguíneos, que diferem anatômica e fisiologicamente: os vasos retinianos, que suprem parte das camadas da retina, e os vasos sanguíneos uveais e ciliares, que suprem o restante do olho. Existe uma inervação autonômica dos vasos extraoculares e também dos vasos coroidais. Nos primatas, a inervação neural da artéria central ocorre apenas até a lâmina cribriforme. Não há inervação neural de vasos da retina e disco do nervo óptico (papila óptica), embora estejam presentes os receptores adrenérgicos alfa e beta e colinérgicos (Alm, 1992). 


			Em outros tecidos, os fatores que determinam o fluxo sanguíneo local através do olho são: (1) pressão por perfusão; (2) tono de resistência dos vasos; e (3) viscosidade do sangue. O tono depende do estado contrátil das células do músculo liso e pericitos, que é regulado por neurotransmissores, hormônios circulantes, fatores miogênicos e metabólicos (pO2, fosfato, potássio) e também por fatores derivados do endotélio (Dustins, Moncada e Vane, 1970; Lüscher e Vanhoutte, 1990). 


			No sistema cardiovascular, o endotélio situa-se numa posição anatômica estratégica entre os componentes sanguíneos e as células do músculo liso. Sabe-se há muito tempo que o endotélio regula a permeabilidade, ativa e desativa os hormônios (Luscher, Vanhoutte, 1990), afeta a coagulação, a função das plaquetas (Busse, Leickhoff e Bassenge, 1987; Radomski, Palmer e Moncada, 1987) e fibrinolise, e também o tono vascular (Luscher, Vanhoutte, 1990). Na verdade, na última década, vários fatores distribuídos pelas células endoteliais foram caracterizados, como o óxido nítrico e prostaciclina, que inibem a contração vascular e a proliferação, assim como a função das plaquetas. Outro fator, a endotelina-1, causa contração e facilita a proliferação de célula do músculo liso. Finalmente, as células endoteliais são uma fonte de fatores de crescimento, como o fator de crescimento derivado de plaquetas, fator de crescimento básico° de fibroblastos e fator de crescimento de transformação beta-1, e inibidores de crescimento, como as substâncias semelhantes a heparina (Dusting, 1970; Hamberg; Svensson; Samuelsson, 1975; Moncada, 1982; Higgs; Moncada, 1983) (Figura 20). 
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