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PAPEL DO RECEPTOR DE POTENCIAL TRANSITÓRIO VANILÓIDE SUBTIPO 1 SOBRE 

CÉLULAS DO SISTEMA IMUNOENDÓCRINO ENVOLVIDAS NA PRODUÇÃO DE 

GLICOCORTICOIDES 

 

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR 

 

Leonardo Gomes Braga Ferreira 

O eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) é um complexo circuito de interação entre os 
componentes do sistema neuroimunoendócrino. Em vista da forte influência de vários 
estímulos, como o ciclo da claro e escuro, as endotoxinas e a fome, a adaptação dos 
organismos depende da atividade desse eixo, promovendo e mantendo níveis circulantes de 
glicocorticóides. Pela produção do hormônio adrenocorticotrófico hipofisário (ACTH), 
difundido através da circulação sanguínea, as glândulas adrenais promovem uma cascata 
de sinalização, que envolve segundos mensageiros, canais iônicos e outras estruturas, 
levando à esteroidogênese. Em paralelo, citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α, IL-1β e 
IL-6 (circuito imuno-endócrino) também são capazes de induzir a produção de 
glicocorticóides, embora os mecanismos não sejam totalmente compreendidos. Neste 
contexto, os macrófagos poderiam participar da esteroidogênese por sua resposta a 
estressores, como o LPS e a hiperglicemia, que levam à produção de citocinas pró-
esteroidogênicas. Uma vez que a ativação do receptor vanilóide transitório subtipo 1 
(TRPV1), que é expresso neste tipo de célula, induz a produção de citocinas pró-
esteroidogênicas, o objetivo deste trabalho foi avaliar a participação do TRPV1 neste 
contexto. Observamos que a expressão de TRPV1 é positiva em macrófagos e células de 
adrenais produtoras de glicocorticóides. Em seguida, avaliamos se TRPV1 seria funcional 
nesses tipos de células através de testes eletrofisiológicos e intracelulares de mobilização 
de cálcio e abertura de poro TRPV1 na membrana plasmática. Nestes ensaios, foi possível 
observar que o TRPV1 é funcional nestes tipos celulares e participa na liberação de IL-1β 
induzida pelo receptor P2X7 em macrófagos. Em seguida, avaliou-se a participação de 
TRPV1 na produção de citocinas pró-esteroidogênicas in vitro e in vivo. Observamos que a 
combinação de LPS e produção induzida por ATP de TNF-α e IL-1β in vitro por macrófagos 
foi inibida pela capsaicina, um agonista de TRPV1. No entanto, a própria capsaicina foi 
capaz de induzir a liberação de IL-6 e IL-10 por macrófagos in vitro por um mecanismo 
dependente da TRPV1. Por outro lado, a produção de corticosterona induzida por LPS foi 
inibida na proporção do aumento de doses de capsaicina nas células adrenais. A ativação 
do TRPV1 inibiu a hipertrofia característica das glândulas adrenais contra estímulos pro-
esteroidogênicos. Finalmente, a ativação de TRPV1 aumentou a produção induzida por LPS 
de citocinas pró-esteroidogênicas TNF-α na cavidade peritoneal de camundongos. Portanto, 
Esses achados sugerem que a capsaicina inibe a produção de corticosterona induzida pelo 
LPS, atuando diretamente nas células adrenais produtoras de glicocorticoides, em um 
mecanismo provavelmente associado à indução de influxo de cálcio nessas células. Todos 
os procedimentos utilizados neste estudo estão de acordo com as diretrizes do Comitê de 
Ética sobre Uso de Animais de Laboratório da Fundação Oswaldo Cruz, Licenças LW-23/11 
e LW-33/12.
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

ROLE OF THE TRANSIENT POTENTIAL RECEPTOR VANILLOID SUBTYPE 1 ON 

IMMUNOENDOCRINE SYSTEM CELLS INVOLVED IN THE PRODUCTION OF 

GLYCOCORTICOIDS 

 

ABSTRACT 

 

PHD THESIS IN CELLULAR AND MOLECULAR BIOLOGY 

Leonardo Gomes Braga Ferreira 

The hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis is a complex circuit of interaction between the 
components of the neuroimmunoendocrine system. In view of the strong influence of various 
stimuli, such as the dark-light cycle, endotoxins and hunger, the adaptation of organisms 
depends on the activity of this axis, promoting and maintaining circulating levels of 
glucocorticoids. From the pituitary adrenocorticotrophic hormone (ACTH), diffusing through 
the bloodstream, the adrenal glands promote a signaling cascade, which involves the second 
messengers, ion channels and other structures, leading to steroidogenesis. In parallel, pro-
inflammatory cytokines such as TNF-α, IL-1β and IL-6 (immuno-endocrine circuit) are also 
capable to induce the production of glucocorticoids, although the mechanisms are not fully 
understood. In this context, macrophages could participate in steroidogenesis by their 
response to stressors, such as LPS and hyperglycemia, which lead to the production of pro-
steroidogenic cytokines. Since the activation of the transient vanilloid receptor subtype-1 
(TRPV1), which is expressed in this cell type, induces the production of pro-steroidogenic 
cytokines, the objective of this work was to evaluate the participation of TRPV1 in this 
context. We observed that the expression of TRPV1 is positive in macrophages and 
adrenocortical glucocorticoid-producing cells. Next, we evaluated if TRPV1 would be 
functional in these cells types through electrophysiological and intracellular calcium 
mobilization tests and opening of TRPV1 pore in the plasma membrane. In these assays, it 
was possible to observe that TRPV1 is functional in these cell types and participates in the 
release of IL-1β induced by the P2X7 receptor in macrophages. Then, the participation of 
TRPV1 in the production of pro-steroidogenic cytokines in vitro and in vivo was evaluated. 
We noted that the combination of LPS and ATP-induced production of TNF-α and IL-1β in 
vitro by macrophages was inhibited by capsaicin, an agonist of TRPV1. However, capsaicin 
itself was able to induce the release of IL-6 and IL-10 by macrophages in vitro by a 
mechanism dependent of TRPV1. On the other hand, the production of LPS-induced 
corticosterone was inhibited in proportion to the increase of doses of capsaicin in adrenal 
cells. In addition, the activation of TRPV1 inhibited the characteristic hypertrophy of the 
adrenal glands against pro-steroidogenic stimuli. Finally, the activation of TRPV1 inhibited 
the LPS-induced production of pro-steroidogenic cytokines IL-1β and TNF-α in peritoneal 
cavity of mice. Therefore, the results obtained reveal an anti-steroidogenic potential of 
TRPV1 activation that would be important in contexts, such as metabolic syndromes as 
Cushing syndrome and Diabetes. All procedures used in this study are in accordance with 
the guidelines of the Ethical Committee on the Use of Laboratory Animals of the Oswaldo 
Cruz Foundation, Licenses LW-23/11 and LW-33/12. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Eixo hipotálamo-hipófise-adrenal  

O eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) é um complexo circuito de interação 

entre os componentes dos sistemas nervoso, imune e endócrino (Figura 1). 

Praticamente todos os organismos vivem sob a forte influência dos ciclos claro-

escuro criados pela rotação terrestre. Os organismos sentem essas mudanças 

externas regulares e sincronizam suas atividades físicas, como comportamento, 

ingestão alimentar, metabolismo energético, sono, atividade reprodutiva e função 

imune, a fim de aumentar suas chances de sobrevivência (1).  

Este sistema regulador tem conexões de saída para vários órgãos e tecidos, 

que retransmitem informações a partir de um estímulo, como ocorre durante o ritmo 

circadiano (2). Vale ressaltar que este relógio biológico é altamente conservado em 

mamíferos, centralmente controlado pelos núcleos supraquiasmáticos hipotalâmicos 

e influenciado pelos ciclos de dia e noite (3). Em adição ao controle central 

hipotalâmico, evidências apontam a participação de “relógios” periféricos regulados 

pelos chamados genes clock na síntese dos glicocorticoides, como é o caso do ritmo 

circadiano encontrado nas adrenais (4).  

A regulação do eixo HPA se dá através de ajustes finos entre as cadeias 

sintéticas de hormônios e seus precursores (5). Nesses ajustes finos, os 

glicocorticoides recém-sintetizados inibem seus precursores à medida que os 

mesmos se ligam aos seus receptores encontrados no hipotálamo e na hipófise. 

Acontece, dessa forma, uma programação negativamente retroalimentadora, 

conhecida como feedback negativo (6). Embora a ativação do eixo HPA seja 

conhecida principalmente ao nível hormonal, ela pode ser modulada por produtos do 

sistema imune, como citocinas (7). Dessa forma, o eixo HPA é uma via essencial à 

convergência de múltiplos sinais endógenos e exógenos importantes para a 

manutenção fisiológica do organismo.  

  



17 

 

 

 

Figura 1 – Imagem representativa do Sistema Neuro-imunoendócrino  
Adaptado de Adriana Ribeiro silva, Cassiano Gonçalves Albuquerque e Vinícius de Frias Carvalho, 
2018 (não publicado) 

 

 

Glicocorticoides atuam na regulação do metabolismo animal, possuem 

importante participação sobre o sistema imunológico e também sobre o 

comportamento (8–10). Eles são os principais hormônios relacionados à resposta 

adaptativa ao estresse. Estrutura-se um complexo controle homeostático que 

permite, por exemplo, que o organismo se prepare sob o ponto de vista energético e 

cardiovascular diante de uma situação de necessidade física (11).  

A via de produção dos hormônios glicocorticoides obedece a uma sinalização 

orquestrada que é disparada no hipotálamo. Após um determinado estímulo, há a 

liberação do hormônio liberador de corticotrofina (CRH) naquela região, o qual atua 

sobre o funcionamento da hipófise (glândula pituitária). Nessa glândula, o CRH 

mobiliza especialmente as células corticotróficas localizadas na região anterior 

dessa glândula. Em seguida, essas células produzem e secretam o hormônio 
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adrenocorticotrófico (ACTH), o qual atuará em diversos tecidos, em especial, na 

glândula adrenal (10).  

 

1.1.1 Adrenais 

O desenvolvimento das glândulas adrenais envolve dois tecidos embrionários: 

a crista neural e o mesoderma intermediário. Em humanos, seu aparecimento 

normalmente ocorre a partir do vigésimo oitavo dia após a concepção (12). Após o 

processo de diferenciação, a glândula adrenal apresenta-se diferenciada em duas 

regiões, a cortical e a medular.  

A região cortical é subdividida em três zonas: glomerulosa, fasciculada e 

reticular, como mostra a Figura 2. Essas zonas são criticamente diferenciadas 

quanto aos tipos celulares presentes em cada área e quanto às moléculas 

sinalizadoras produzidas pelas mesmas (13).  

 

 

 

 

Figura 2 - Esquema das zonas medular e cortical em um corte da adrenal.  
Fonte: http://www.medicinageriatrica.com.br/tag/glandula-suprarenal/, acessado em 06 de Março de 
2018.  
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A partir da cápsula em direção à medula, há a zona glomerulosa, que contém 

células especializadas na produção de aldosterona, o mais importante hormônio 

mineralocorticoide, responsável pelo equilíbrio osmótico do organismo. A zona 

reticulada é uma região anterior à medula e posterior à zona fasciculada e, é 

responsável pela produção de hormônios andrógenos, como a testosterona. A 

região medular, por sua vez, é originária da crista neural. Essa região é 

caracterizada pela presença, dentre outras, das células cromafins. Essas células 

apresentam uma extensa quantidade de grânulos, grandes núcleos e aparato de 

Golgi bem desenvolvido. As células cromafins são as principais produtoras de 

adrenalina no organismo. 

A zona fasciculada, por sua vez, constitui a maior parte do córtex adrenal. As 

células presentes nessa região são grandes, organizadas em feixes, os quais levam 

o nome de fascículos. A zona fasciculada é a região intermediária da região cortical 

e responsável pela produção de hormônios glicocorticoides, como a corticosterona e 

o cortisol, principais moléculas glicocorticoides encontradas em murinos e humanos, 

respectivamente.  

Em relação às células produtoras de glicocorticoides da zona fasciculada, há 

uma produção basal desses hormônios, porém podem ser estimulados a partir da 

secreção de ACTH produzida na hipófise, após um estímulo estressor, por exemplo. 

O ACTH se liga ao seu receptor MC2R, um tipo de receptor acoplado à proteína G 

presente na membrana plasmática. Subsequente à sua ativação, há um incremento 

dos níveis intracelulares de cAMP, com consequente ativação da proteína cinase A 

(PKA), o que leva a um aumento do influxo de cálcio intracelular que acarreta a 

liberação dos glicocorticoides por estas células (14). A mobilização desse segundo 

mensageiro é importante para a ativação de enzimas esteroidogênicas, incluindo a 

11β-hidroxi-esteroide desidrogenase tipo 1 (11-βHSD-1) e a proteína 

esteroidogênica reguladora aguda (StAR) (15).  

A zona fasciculada também apresenta outros tipos celulares que, 

aparentemente, não estariam envolvidos na esteroidogênese. Ela contempla células 

do sistema imunológico, como os macrófagos, embora sua população seja rara 

(16,17). Contudo, não há trabalhos que abordem de forma contundente qualquer 

relação entre os macrófagos residentes nas adrenais quanto à produção de 

glicocorticoides. De forma geral, os artigos que relataram qualquer tipo de 
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informação sobre macrófagos em adrenais se limitaram às relações morfológicas e 

fenotípicas.  

Como mencionado, estímulos estressores influenciam a ativação da via 

imunoendócrina do eixo HPA, sejam eles de origem viral (18,19), bacteriana ou 

parasitaria (20). Diante de quadros assim, há uma intensa participação de células do 

sistema imune, que por sua vez liberam moléculas sinalizadoras que se difundem 

através da circulação. Como exemplos estão as citocinas pró-inflamatórias IL-1β, 

TNF-α e IL-6. Estas podem levar a um aumento na liberação de glicocorticoides 

tanto por ação central quanto por atuarem diretamente nas adrenais (21).  

1.2 Macrófagos  

Os macrófagos são células multifuncionais encontradas em uma vasta 

quantidade de tecidos. Principalmente relacionadas ao seu papel na resposta imune 

desde que foram descritos pela primeira vez por Metchnikoff no final do século XIX 

(22). A sua origem ainda é controversa. Atualmente, se encontra a partir dos 

monócitos, como um subconjunto de glóbulos brancos circulantes capazes de se 

diferenciar em uma variedade de macrófagos e células dendríticas nos tecidos (23).  

É preciso ressaltar que a multifuncionalidade dos macrófagos se deve à 

pluralidade fenotípica. Desde o início dos anos de 1990, sabe-se que a interleucina 

IL-4 induz mudanças no comportamento dessas células, diferentemente do que 

ocorre quando são ativados por interferon- (IFN) e lipopolissacarídeo (LPS) (24). 

Esses diferentes comportamentos são explicados devido às alterações na expressão 

genética.  

Desde então, houve a preocupação de se classificar os macrófagos quanto à 

sua polarização. Nesse aspecto, Mills e colegas propuseram Macrófagos M1 e 

Macrófagos M2 (25). Os macrófagos de fenótipo M1 são classicamente conhecidos 

por suas funções pró-inflamatórias, alta atividade fagocítica e produção de citocinas 

com características pró-inflamatórias, tais como IL-1β e TNF-α. Por outro lado, os 

macrófagos ativados alternativamente, os de fenótipo M2, que mantém a capacidade 

fagocítica, estão envolvidos com ativação de IL-4 e o fator de crescimento tumoral 

(TGF-β). Embora essa classificação tenha obtido certo êxito, inclusive com a adição 
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de novas sub-terminações (M2a, M2b, M2c e M2d), a multiplicidade macrofágica a 

transcende (26,27).  

Recentemente, alguns tipos celulares relacionados aos macrófagos foram 

estudados por sua expressão do TCR e CD169. O TCR é um receptor classicamente 

encontrado em células T. Por sua vez, o CD169 é um marcador geralmente 

encontrado na medula óssea, linfonodos e baço, dentre outros (28). Assim, é 

extrapolada a importância dos macrófagos, uma vez que a subpopulação de 

macrófagos CD169+ estaria envolvida na tolerância imune e na apresentação de 

antígenos (29). Além disso, os macrófagos TCRαβ+ são também encontrados em 

microambientes tumorais, o que gera importantes perguntas acerca do 

desenvolvimento tumoral (30).  

Essas multiplicidades observadas em macrófagos poderiam estar envolvidas 

na regulação do eixo HPA. Em uma escala reducionista, quando há referências aos 

macrófagos M1, poderia se esperar que a ativação desse subtipo estivesse 

envolvida na estimulação do eixo HPA devido à sua capacidade de produzir 

citocinas pró-inflamatórias com capacidade pró-esteroidogênica, como IL-1β e TNF-

α.   

De fato, a relação com sistema imune se deve à sua intensa atividade 

fagocítica. Atualmente, tal característica é muito estudada levando-se em conta não 

somente a defesa do hospedeiro contra infecções, mas também como uma função 

de resolução. Nesse sentido, destacam-se a remoção de células apoptóticas e 

remodelação da matriz extracelular.  

Contudo, os macrófagos se destacam cada vez mais ao exercer um papel 

muito mais geral, como no metabolismo sistêmico, na adaptação ao frio e 

desenvolvimento do tecido (31,32). Vale ressaltar que a função e o desenvolvimento 

adequados de alguns tecidos e órgãos, tais como o cérebro, os ovários e os ossos, 

são criticamente dependentes de macrófagos residentes nos mesmos  (31,32). Além 

disso, macrófagos residentes nos tecidos também são capazes de “detectar” danos 

teciduais e orquestrar respostas para reparo desses tecidos (33). Quanto a esse 

aspecto resolutivo e reparador dos macrófagos, é possível citar alguns trabalhos em 

diferentes áreas, como aterosclerose (34), osteoporose (35), obesidade e diabetes 

tipo 2 (36,37), fibrose (38) e câncer (39).  



22 

 

 

Portanto, essas “novas” funções macrofágicas os transformaram de 

“especialistas” defensores antimicrobianos em um tipo de célula (ou grupos de 

células) multifacetada crucial no desenvolvimento de tecidos e homeostase em 

organismos complexos. Um caso a ser estudado seria o papel de macrófagos 

residentes na região cortical em adrenais, acima citado. Os macrófagos presentes 

nas glândulas adrenais em humanos foram descritos em 1994 (16). Embora as 

informações acerca desse tipo celular nas adrenais sejam parcas, elas exibiram um 

fenótipo CD11c+ e KiM8+. Ao nível ultra-estrutural, os macrófagos foram encontrados 

próximos à parede endotelial, assim como também se encontraram em contato 

direto com células corticais e cromafins (16). Nesse sentido, seria razoável esperar 

que as células macrofágicas potencialmente influíssem no metabolismo hormonal 

em ambos os níveis local e sistêmico, embora o primeiro careça de mais evidências.  

 É preciso ressaltar que os macrófagos são células com maquinaria celular 

capaz de produzir e liberar citocinas com caraterísticas pró-inflamatórias/pró-

esteroidogênicas. Algumas citocinas (IL-1β, TNF-α e IL-6) liberadas por macrófagos 

ao ambiente extracelular se destacaram anteriormente por apresentarem atividade 

pró-esteroidogênica. Elas poderiam alcançar as células corticais tanto 

sistemicamente, quanto de forma parácrina. Além disso, é preciso citar que os 

macrófagos apresentam canais iônicos cuja ativação leva a diversos fenômenos 

celulares. Uma vez ativadas diante de um estimulo estressor, por exemplo, tais 

proteínas alteram os níveis de cátions importantes para a síntese de citocinas e de 

outras moléculas de sinalização, como sódio, potássio e cálcio intracelular.   
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1.3 Receptores de potencial transitório (TRPs) 

As proteínas integrais conhecidas como canais iônicos são encontradas em 

membranas e respondem rapidamente a determinados estímulos, sejam extras ou 

intracelulares. Dentre os diferentes tipos de canais iônicos, destacamos aqueles 

ativados por ligantes.  

Canais iônicos ativados por ligantes possuem alta seletividade aos seus 

ligantes, sejam ativadores ou inibidores, por exemplo. Uma vez formada a interação 

entre o ligante e seu sítio de ligação, há a formação de um complexo ligante-canal 

iônico. Nessa configuração, há uma mudança conformacional na estrutura do canal 

iônico que leva a um aumento da probabilidade de exposição da luz do canal e 

possibilita a passagem de íons (40). Como consequências, é possível observar 

diversas respostas celulares, tais como: as alterações osmóticas (41), a mobilização 

e a ativação de mensageiros intracelulares (42) e o início de um programa de morte 

celular (43–46).  

Os receptores de potencial transitório (do inglês: Transient Receptor Potential, 

TRP) formam uma extensa família de canais iônicos capazes de serem ativados por 

diversas formas (Figura 3). A subfamília TRPC compreende sete membros e podem 

ser subdivididos em 3 subgrupos baseados em homologia e similaridades 

funcionais: TRPC1 / C4 / C5, TRPC3 / C6 / C7 e TRPC2 (pseudogene em humanos). 

TRPC1 forma canais heteroméricos com TRPC4 e TRPC5, mas se ele é funcional 

como homômero não é claro (47,48). A subfamília TRPV possui seis membros que 

podem ser amplamente divididos em canais catiônicos de baixa seletividade, como 

TRPV1, TRPV2, TRPV3 e TRPV14, e canais que apresentam alta seletividade a 

Ca2+, como TRPV5 e TRPV6. A subfamília TRPM contém oito membros que podem 

ser agrupados em 4 subgrupos: TRPM1 / M3, TRPM2, TRPM4 / M5, TRPM6 / M7 e 

TRPM8. O TRPM1 parece formar um canal intracelular (49) [10]. A subfamília 

TRPML possui três membros, TRPML1-ML3, e está principalmente expressa em 

compartimentos intracelulares (50). A subfamília TRPP compreende três membros, 

TRPP1, TRPP2 e TRPP3 (51). Os TRPPs não possuem vasto estudo sobre 

funcionalidade. Finalmente, o TRPA1 é o único membro da subfamília TRPA em 

mamíferos.  
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Destacam-se dentre essas formas as moléculas ligantes, a acidose 

extracelular e temperatura ambiental. O trabalho seminal acerca dos TRPs foi um 

estudo do aparelho visual de mutantes da espécie Drosophila melanogaster. 

Diferentemente ao encontrado em animais selvagens, os mutantes trp não são 

capazes de manter a despolarização de neurônios fotossensíveis a um estímulo 

luminoso e resulta numa despolarização transitória. Esse fenômeno contribuiu para 

a identificação dessa família de receptores (52). 

 

 

 

Figura 3 - Superfamília dos canais iônicos TRP encontrados em mamíferos. 
Árvore genealógica dos canais iônicos TRP em mamíferos. Os comprimentos das ramificações em 
mutações aceitas de ponto (PAM, o número médio de substituições por 100 resíduos) mostram a 
distância evolutiva. Modificado de (52).  
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Todos os receptores TRP possuem 6 segmentos transmembranares e um 

alça formadora do poro do canal iônico entre o quinto e o sexto segmentos (53). As 

porções amino- e -carboxi terminal estão presentes na porção intracelular e contém 

diferentes domínios, que interagem com proteínas e ligantes. Uma característica em 

comum entre os TRPs é a sua cátion-seletividade. Eles são permeáveis a cátions 

mono e divalentes, como sódio, cálcio e magnésio.  

É preciso ressaltar que a ativação dos TRPs promove o aumento dos níveis 

intracelulares de íons cálcio de origem tanto intra quanto extracelular. A origem 

intracelular se dá após a liberação de íons cálcio de estoques presentes no interior 

das células via receptor de inositol-1,4,5-trifosfato (IP3), após estimulação de 

fosfolipase C (PLC). Por sua vez, o aumento dos níveis intracelulares de íons cálcio 

de origem extracelular ocorre através da abertura desses canais iônicos encontrados 

na membrana plasmática (54).  

Outra característica desta superfamília são as diferentes possibilidades de 

modulação e/ou ativação através de: ativação por receptores acoplados a proteína 

G; ligantes extra- e intracelulares tais como prótons, íons cálcio e magnésio; 

componentes de membrana plasmática, como fosfatidilinositol difosfato e alguns 

derivados do ácido araquidônico; diferentes faixas de temperatura; ferormônios; 

estrese mecânico (55). Por essas características peculiares e importantes 

fenômenos celulares, os TRPs atuam como “janelas celulares” (53–55).  

 

1.3.1 Receptor de potencial transitório vaniloide 1 (TRPV1)  

Entre os receptores de potencial transitório da superfamília dos TRPs, 

destaca-se o receptor de potencial transitório vaniloide 1 (TRPV1), que foi 

caracterizado em 1997 (56). Esse receptor está envolvido em diversos fenômenos 

celulares, tais como: a nocicepção e a termorregulação do organismo (56).  

O TRPV1 foi caracterizado inicialmente em estudos com células do tecido 

nervoso (56,57), como gânglio da raiz dorsal, o que o levou a ser considerado como 

uma proteína exclusiva do sistema nervoso. Contudo, um número crescente de 

trabalhos tem demonstrado a expressão do TRPV1 em células não neuronais (58–

60), como células epiteliais (61), fibroblastos (62) e timócitos (63).  
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Semelhantemente ao que fora observado em outros TRPs, ele pode ser 

ativado por múltiplos estímulos, sejam físicos ou químicos. Podemos citar sua 

ativação por temperaturas elevadas (42-45°C) (64), acidez extracelular (pH<6,5) (65) 

e compostos endovanilóides (alguns endocanabinoides), alguns derivados do ácido 

araquidônico como anandamida e N-araquidonoil-dopamina, e exovaniloides, 

incluindo a capsaicina.  

Em adição, seu funcionamento é modulado por mediadores inflamatórios, 

como a bradicinina e o ATP, o que o torna um agregador polimodal de múltiplos 

estímulos (66,67). Essa caraterística impulsiona um grande esforço na busca de 

novos fármacos, inclusive alguns em fase clínica (68–70).  

O TRPV1 é um canal iônico (catiônico) não seletivo, ou seja, há uma 

preferência entre cátions monovalentes e divalentes. Contudo, a seletividade iônica 

aos íons cálcio depende da via de ativação e segue esta ordem decrescente de 

afinidade: Ca2+ > Mg2+ > Na+ > K+ > Cs+. Uma vez ativado pela capsaicina, composto 

pungente encontrado em pimentas vermelha do gênero Capsicum, este receptor 

apresenta uma relação de permeabilidade entre íons cálcio e sódio de 10:1 (71). 

Nesse contexto, os resultados encontrados em experimentos em patch clamp 

demonstraram condutâncias iônicas de 53 pS a 62 pS em baixas e altas 

concentrações de íons sódio, respectivamente. Por outro lado, paradoxalmente, a 

condutância iônica na presença de íons cálcio decresceu a 15 pS, embora a 

preferência de cálcio em relação ao íon sódio seja 10 vezes maior  (71,72).   

   A estrutura do TRPV1 foi revelada por criomicroscopia eletrônica a qual 

demonstra semelhança conformacional com os canais iônicos dependentes de 

voltagem (71,73). A massa molecular estimada é 95 kDa e esse canal iônico se 

apresenta como homotetramérico, cujas subunidades são formadas por 6 

segmentos transmembranares. Além disso, suas porções C e N-terminais são 

intracelulares, como os demais TRPs. Ressaltam-se os quinto e sexto segmentos 

transmembranares, pois nessa porção encontra-se uma alça polipeptídica, e 

provavelmente o seu filtro de seletividade iônica (71,74,75). De modo geral, os TRPs 

conservam domínios de repetição de anquirina ao final do segmento. O TRPV1, por 

sua vez, apresenta três domínios de repetição de anquirina.  

Esse fato é de grande importância à sua característica agregação polimodal 

de múltiplos estímulos (Figura 4). Na porção intracelular há diversos sítios de 
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interação a agonistas e moduladores, os quais influenciam a sensibilidade desse 

canal iônico. No segmento N-terminal, há o sítio de interação com moléculas de 

ATP. Interessantemente, esse sítio é compartilhado entre o ATP e a enzima 

calmodulina, conforme descrito nos resultados de cristalografia da região de 

repetições de anquirina (76). Esses dois componentes promovem ou atuam nas 

duas modalidades distintas de dessensibilização apresentada pelo TRPV1 aguda e 

taquifilaxia (76,77). 

 

 

 

 

Figura 4 - Esquema representativo da estrutura do TRPV1 e suas diferentes formas de 
ativação. 
 (78).  

 

 

Fisiologicamente, os perfis de dessensibilização exibidos pelo TRPV1 

poderiam contribuir para a percepção à nocicepção de nervos sensoriais, uma vez 

que ele é fortemente expresso nesses tipos celulares. Logo, as informações obtidas 

acerca dos perfis de dessensibilização do TRPV1 podem explicar porque a 

capsaicina, ao ativar o TRPV1, resulta em dor primeiramente, seguida de seus  
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efeitos analgésicos (79). Por conseguinte, formulações com a capsaicina se 

encontram aprovadas para uso clínico, incluindo a neuralgia pós-herpética (80).  

Como mencionado anteriormente, a molécula de ATP previne os eventos de 

taquifilaxia. Dessa forma, após a ativação do TRPV1, a hidrólise do fosfatidilinositol 

difosfato contribui para a dessensibilização.  Há evidencias de que o ATP também 

seja necessário para uma nova síntese do PIP2, o que contribui para a 

ressenbilização do receptor (81).  

Em adição, o TRPV1 atua como uma plataforma de múltiplos estímulos. Vale 

ressaltar que outra forma de ativação se dá a partir da ativação de receptores 

acoplados à proteína G. Essa última via ativa a fosfolipase C, leva à hidrolise do 

PIP2 e gera IP3 e DAG (diacil glicerol). Por esse aspecto, alguns trabalhos 

demonstraram que o receptor purinérgico acoplado a proteína G, P2Y2R, ativou o 

TRPV1 por via intracelular, provavelmente por segundos mensageiros. Esses 

trabalhos demonstram que a ativação do P2Y2R foi capaz de potencializar a 

ativação e promover a ressensibilização do TRPV1 em neurônios (82–84).  

 

1.3.2 TRPV1 e Poros membranares 

O TRPV1 faz parte do grupo dos canais iônicos envolvidos na formação de 

um poro na membrana plasmática que promove a permeabilização de moléculas de 

elevado peso molecular (Tabela 1). É possível observar na tabela 1 que os poro 

transitórios formados apresentam similaridades quanto à condutância unitária, 

diâmetro do poro e, principalmente, no cut off apresentados. Uma vez ativado pela 

capsaicina, o TRPV1 forma um poro (canal iônico de alta condutância) na membrana 

plasmática (85). Embora não esteja definida até o momento uma estimativa de sua 

condutância iônica, durante a formação do poro associado ao TRPV1, a proporção 

entre os íons n-metil d-glucamina (NMDG+) e sódio que permeiam esse poro é 

quintuplicada.  

Um ponto interessante na primeira descrição do poro do TRPV1, em 2008, foi 

a exclusão de hemicanais no processo de formação desse poro, embora ainda 

sejam poucas as informações sobre essa estrutura formadora de poros (85). 

Contudo, os pontos a seguir mostram que provavelmente esse fenômeno ocorra 

através da dilatação do canal iônico do TRPV1.  
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Inicialmente, o diâmetro inicial do poro do canal iônico do TRPV1 foi avaliado 

através de criomicroscopia eletrônica, na qual constatou-se as variações do 

tamanho do diâmetro da luz do canal após sua ativação (73). A passagem do cátion 

orgânico NMDG+ foi dependente tanto da concentração quanto do tempo de 

exposição ao agonista. Além disso, as estimativas estruturais da luz do canal iônico, 

pela utilização de diferentes cátions de maiores pesos, revelam uma alteração 

dinâmica dessa passagem. Há um aumento do diâmetro inicial do poro, de 10 Å 

para 12,3 Å, ou seja, um aumento de 23%. A permeabilidade a grandes cátions 

orgânicos, na ordem de 900 Da, mostrou-se inversamente proporcional ao tamanho 

dos mesmos. Diante dessas características, calcula-se que tal fenômeno se 

desenvolve através de um aumento gradual do tamanho do poro de TRPV1 (85).  
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Tabela 1 - Resumo das características e propriedades biofísicas das principais proteínas de membrana estudadas 
  

Poros 
Condutância unitária  

(pS) 
Agonistas Antagonistas 

Cut off 

(Da) 

Tamanho do 

poro (Å) 

Maxi-ânion ~400 ΔVm; Δ [NaCl]; tamoxifeno 
Iberiotoxina; ácido ocadáico; 17beta-

oestradiol; AMPc; GdCl3 
~1000 30 

Poro Oncolítico/ citolítico N.D. Maitotoxina, ionomicina 
Gly; Ala; bloq.gerais de Ca2+ 

calmidazolium 
900 N.D. 

TRPV1 N.D. Cap, RTX, t(°C) > 42 °C; pH<6.0 AMG9810, Caz, Ru-2 900 19 

TRPA1 N.D. Isotiocianato de alila Ru-2; HC300031 900 16 

Hemicanais 
~90 (Cx32);  

~220 (Cx43) 
 [Ca2+]i, +Vm;  [Ca2 +]i; carbenoxolona; heptanol; octanol 1000 10-15 

Pannexina-1 500 ΔVm Carbenoxolona; ácido flufenâmico  1000 17-21 

CALHM 24 ΔVm; [Ca2+]o Gd3+; Ru-2; Zn2+; 2APB 1000 14 

Maxi K+ (BKCa) 200–400 ΔVm; [Ca2+]i; NS-1619 Tetraetilamônio; iberiotoxina N.D. N.D. 

VDAC mp 400 ΔVm Ácido ocadaico 1000 25-30 

Poro [Ca2+] 400 ATP; ionóforos de cálcio 
Calmodulina;  

antagonistas de PLC e MAPK (p38)  
900 N.D. 

P2X7 400 ATP; BzATP; NAD; LL-37 ATP oxidado; KN-62; BBG; A438079 1000 8-40 

Legenda: Ala = alanina; Gly = glicina; Poro [Ca2+]= Poro induzido por aumento intracelular de [Ca2+]; Modulador de homeostático de 

cálcio 1 = CALHM; VDAC mp = VDAC (membrana Plasmática), BBG= Brilliant Blue G. Tabela adaptada de (86) 
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Ao longo dos últimos 10 anos, verificamos interessantes registros sobre as 

potencialidades do poro de TRPV1. Compostos derivados de poliaminas, como a 

espermina, são capazes de sensibilizar neurônios sensoriais e aumentar a atividade 

do TRPV1. Paralelamente, através da abertura do TRPV1, compostos derivados de 

estirila, comumente utilizados em marcações de vesículas sinápticas, e o antibiótico 

gentamicina foram capazes de permear a membrana plasmática (87–89). A acidez 

extracelular, também foi capaz de aumentar a captação de moléculas maiores, até 

1000 Da. Vale ressaltar que a ativação do TRPV1 permite a passagem de prótons, 

que acidifica o meio intracelular e otimiza a passagem de NMDG+. Além disso, sob 

essa condição, houve favorecimento à entrada de anestésicos impermeáveis ao 

interior celular. Uma vez que são capazes de bloquear canais de sódio em neurônios 

sensoriais, tais resultados ratificariam o emprego do poro do TRPV1 como 

ferramenta terapêutica (90–92).  

Diferentemente da ativação por capsaicina e por acidez extracelular, 

temperaturas a partir de 43°C não foram capazes de formar um poro na membrana 

plasmática, mas somente o canal iônico de baixa condutância (92). É preciso 

ressaltar que o TRPV1 não é o único representante dos TRPs capaz de formar 

poros membranares (93).  

Acerca de estudos sobre a interação entre o poro TRPV1 e outros poros na 

literatura, em concordância aos trabalhos anteriormente apresentados, descartamos 

a participação de hemicanais no poro TRPV1. Contudo, existem algumas evidências 

que sugerem que os poros TRPV1 e P2X7 de alguma forma se comunicam. Através 

das evidências biofísicas e funcionais compartilhadas, seria plausível a existência de 

interações entre esses canais iônicos e os poros associados (ou formados) pelos 

receptores P2X7 e TRPV1, embora não haja evidências até o momento de uma 

interação física. Vale ressaltar que para tal estudo de formação dos poros, a 

principal metodologia usada foi a captação de corantes hidrofílicos ao ambiente 

intracelular (94). Primeiramente, ambos receptores encontram-se expressos em 

tecidos comuns, como cenário neuroglial, uma vez que ambos são expressos em 

neurônios e células gliais, como astrócitos e micróglia (95).  Assim, é possível que 

durante processos inflamatórios, nos quais há morte celular e acidificação do meio 

extracelular, eles estejam sensibilizados e comuniquem-se entre si.  
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Outra evidência sobre uma possível relação entre esses poros são as regiões 

em que o TRPV1 e o P2X7R estão presentes. O P2X7R encontra-se localizado tanto 

em regiões rafts, como em não-rafts (96). Além disso, a inserção do P2X7R em 

microdomínios rafts é dependente da formação correta do segmento carboxi-

terminal, como também, de modificações palmitoilações pós-traducionais (97). Vale 

ressaltar que Lipid rafts são regiões ricas em colesterol presentes na membrana 

plasmática, cuja função ainda permanece em aberto quanto à formação de poros na 

membrana plasmática. Contudo, sabe-se que elas executam importantes 

sinalizações intracelulares, como plataformas de sinalização. Em 2013, 

pesquisadores revelaram que o P2X7R em regiões não-rafts (pobres em colesterol) 

funcionariam como um canal catiônico permeável a pequenos cátions. Por outro 

lado, localizando-se em regiões rafts, ele seria capaz de formar o poro.  

Em se tratando de TRPV1, células tratadas para tornarem-se pobres em 

colesterol, embora apresentem TRPV1, são incapazes de formar poros seja nas 

captações de NMDG+, seja de YOPRO-1 (630 Da). Interessantemente, a ativação do 

TRPV1 por vias diferentes, como acidez extracelular e capsaicina, foi comprometida 

em 50% e 70% respectivamente, embora a ativação por temperaturas elevadas não 

sofresse alteração (98).   

É preciso ressaltar que o P2X7R participa de importantes fenômenos 

fisiológicos e patológicos. Ele é expresso em células do sistema imune como 

macrófagos e timócitos. Sua ativação leva à produção de espécies reativas de 

oxigênio (99).  Além disso, a ativação do poro P2X7 está relacionada aos efeitos 

protetores antioxidantes do circuito neurônio-glial da retina, através de mudanças 

nos níveis de cálcio na faixa milimolar e regulação da liberação de ácido gama-

aminobutírico (GABA) (100).  

O P2X7R também está relacionado à formação do complexo inflamassoma 

(101), maturação e liberação da citocina pró-inflamatória IL-1β (102–106). Para isso, 

faz-se necessária uma sensibilização primária com LPS à célula estudada, seguido, 

portanto, da ativação por ATP. A IL-1β possui um papel central em processos pró-

inflamatórios e, inicia uma série de eventos e ativação de vias de ativação 

intracelular importantes. Um exemplo é a transdução de sinal que promove o 

recrutamento e ativação de MAPK e de NF-κB, os quais estimulam um aumento da 

regulação de genes que participam de cascatas inflamatórias, como 
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ciclocoxigenase-2, IL-6, moléculas de adesão e quimiocinas (107,108). Nesse 

sentido, existe um potencial modulador da ativação do P2X7R sobre a 

esteroidogênese, uma vez que este proporciona citocinas pró-esteroidogênicas. Vale 

ressaltar que o sistema purinérgico se faz importante nesse processo. A expressão 

de diferentes tipos de receptores purinérgicos e vias de liberação de ATP ao meio 

extracelular também foram descritas. 

 Uma vez que a ativação dos receptores purinérgicos mobiliza e aumenta as 

concentrações de cálcio intracelular e de citocinas importantes à esteroidogênese 

(109,110), é importante frisar algumas informações em comum entre P2X7R e 

TRPV1. Ambos são canais iônicos permeáveis a íons cálcio, estão relacionados à 

liberação de citocinas importantes na esteroidogênese e são coexpressos em muitos 

locais, tais como região cortical das adrenais (111,112), macrófagos (113,114) e 

hipotálamo (115,116). Portanto, existe a possibilidade de comunicação entre ambos 

receptores e essa comunicação refletir em alterações na esteroidogênese.  
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2 HIPÓTESE 

As informações até então descritas demonstram a possibilidade de uma rede 

de comunicação entre o TRPV1 e o P2X7R no sistema imunoendócrino. Isso se 

aplicaria uma vez que a ativação de ambos receptores leva à produção de citocinas 

pró-esteroidogênicas. Além disso, a expressão do TRPV1 foi observada na região 

cortical de adrenais de coelhos (112), assim como a do P2X7R nas de ratos (111). 

Diante dessas informações, é importante estudar como a ativação do TRPV1 influi 

positivamente sobre a esteroidogênese induzida por endotoxina, tanto local quanto 

sistemicamente. Uma vez descrita a expressão do TRPV1 na região cortical, a 

ativação desse canal iônico levaria a um aumento de cálcio intracelular, o que pode 

contribuir para a esteroidogênese. Por outro lado, a inter-relação entre P2X7R e 

TRPV1 poderia influenciar na liberação de outras substâncias pró-esteroidogênicas, 

como IL-1β, IL-6 e TNF-α. Portanto, nossa hipótese central sugere que a ativação do 

TRPV1 teria relevância pró-esteroidogênica e, consequentemente, pró-resolutiva 

durante um processo inflamatório, conforme o esquema abaixo (Figura 5).  
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Figura 5 - Esquema representativo de hipótese deste trabalho. 
Macrófagos peritoneais ativados por LPS produzem TNF-α, IL-1β e IL-6 que induzem células da adrenal a produzir glicocorticoides. A ativação dos canais iônicos 
P2X7 e TRPV1 favoreceriam esse processo tanto nos macrófagos quanto nas células de adrenal. Neste sentido, os íons Ca

2+ 
exerceriam papel fundamental na 

produção de glicocorticoides, uma vez que já foram vistos anteriormente como participantes na esteroidogênese. Paralelamente, a esteroidogênese induzida por 
LPS nas adrenais diretamente também seria favorecida com a ativação do TRPV1 na região cortical da glândula adrenal. Nessa etapa, o aumento de cálcio 
intracelular favoreceria a esteroidogênese, devido à importância desse cátion durante o processo. 



36 

 

 

3 OBJETIVOS  

3.1 Objetivo Geral 

Estudar a participação do TRPV1 na ativação de células imunes e endócrinas 

envolvidas na esteroidogênese. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

1- Caracterizar o perfil de expressão do TRPV1 na glândula adrenal, 

macrófagos e células imortalizadas da adrenal que produzem 

glicocorticoides; 

2- Caracterizar farmacológica e biofisicamente o canal/poro de alta 

condutância ativado pela capsaicina via ativação do receptor TRPV1 em 

macrófagos; 

3- Avaliar a participação de outras proteínas formadoras de poros na 

formação do poro ativado pela capsaicina via TRPV1 em macrófagos; 

4- Investigar farmacológica e funcionalmente a participação do TRPV1 sobre 

a produção de glicocorticoides em linhagens de células adrenais murinas; 

5- Avaliar a participação do TRPV1 na produção de glicocorticoides e 

citocinas após administração de LPS intraperitoneal em camundongos. 
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4 METODOLOGIA   

4.1. Cultura de células 

4.1.1. Linhagem celular Y1 (adrenal): As culturas foram utilizadas até a 20a 

passagem em meio de cultura DMEM F12K com soro de cavalo (15%) e 

soro fetal bovino (2,5%). O meio de cultura foi trocado a cada 2 dias e as 

garrafas de cultura foram passadas após a cultura atingir 90% de 

confluência. As passagens foram feitas através de dissociação 

enzimática com solução de tripsina/EDTA, de acordo com as 

recomendações da ATCC.  

4.1.2. Culturas de macrófagos peritoneais: As culturas foram feitas a partir 

de lavado peritoneal de camundongos Swiss webster machos. A cultura 

foi purificada após uma etapa de pré-adesão e cultivada em meio de 

cultura DMEM com soro fetal bovino (10%). Previamente aos ensaios 

com macrófagos, o meio foi trocado por DMEM sem adição de soro.  

4.1.3. Cultura de Glia de Müller: As culturas foram obtidas de pinto para os 

experimentos de permeabilização em microscopia de fluorescência. As 

células de glia de Müller de retina obtidas de pinto (E9) foram 

dissociadas com tripsina e plaqueada em placa de 60 mm com 10 mL de 

DMEM + 10% soro fetal bovino (SFB). Após uma semana, foi adicionado 

ácido ascórbico 4 mM, ficando em contato com as células por 6 horas 

para matar todos os neurônios. Após lavagens com DMEM, as culturas 

de glia foram obtidas. Essas culturas permaneceram em estufa, a 37°C e 

5% CO2, por 3 semanas, com trocas de meio a cada 3 dias antes de 

serem utilizadas. 

4.2. Imunocitoquímica: As células Y1 e os macrófagos peritoneais foram 

cultivados em lamínulas de vidro em meio apropriado. A placa foi deixada em 

repouso em estufa por 24h. Após esse período, os poços foram lavados por 3 vezes 

com PBS para remoção do meio. As células foram fixadas em 4% paraformaldeído 

(PFA) por 10 minutos. Novamente, foram feitas 3 lavagens com PBS. Cada lamínula 
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foi incubada com albumina de soro bovino (BSA) a 3% em diluição com Triton X 

0,05% por 30 minutos. Após essa etapa, foram incubados os anticorpos primários 

em PBS + Triton X 0,25% por 24 horas. Os anticorpos primários utilizados foram: 

anticorpo policlonal, produzido em coelho contra camundongo, anti-TRPV1 (Santa 

Cruz -R-130) 1:100 e anti-F4/80 anticorpo produzido em burro contra camundongo.  

Vinte e quatro horas depois, as lamínulas foram lavadas por 3 vezes com PBS + 

Triton X 0,025% por 5 minutos. Então, foram incubados os anticorpos secundários 

diluídos em PBS + Triton X 0,25% por 2 horas. Os anticorpos secundários utilizados 

foram: IgG anti-coelho marcada com Alexa 488 (Molecular Probes, Oregon, USA) e 

IgG anti-burro conjugado com Alexa 594 1:100 (Molecular Probes, Oregon, USA), de 

acordo com as instruções do fabricante. Em seguida, cada lâmina foi lavada por 3 

vezes com PBS +Triton X 0,25% por 5 minutos previamente à adição do corante 

nuclear diaminobenzidina (DAPI) nas lamínulas por 2 minutos. Cada lamínula, em 

seguida, foi lavada por 2 vezes com PBS + Triton 0,25% por 5 minutos. Cada 

lamínula foi montada em propilgalato para evitar a extinção da fluorescência. 

4.3. Western Blot: As culturas de células de adrenal foram lavadas duas vezes 

em salina tampão fosfato (PBS), homogeneizada na presença de inibidores de 

protease e submetidos a dodecilssulfato de sódio (SDS) - eletroforese em gel de 

poliacrilamida (PAGE). As proteínas foram transferidas para membranas de 

nitrocelulose, coradas de forma breve com Vermelho de Ponceau, lavadas com um 

tampão apropriado e pré-incubado com 5% de caseína e 1% de albumina de soro 

bovino (BSA) durante 2 horas (temperatura ambiente) em um agitador. As 

membranas foram lavadas com tampão Tris contendo Tween 20 e incubadas com o 

anticorpo primário policlonal, produzido em coelho contra camundongo, anti-TRPV1 

(Santa Cruz -R-130) 1:100 e anti-GAPDH (anticorpo primário policlonal, produzido 

em coelho contra camundongo) a 4 °C durante a noite sob agitação. Anticorpos 

secundários conjugados à peroxidase (Sigma) foram utilizados para revelar a banda 

de proteína correspondendo a cada um dos pesos moleculares esperados da 

proteína de interesse, utilizando-se do ECL-plus (Pharmacia-Amersham, UK). 

4.4. Imuno-histoquímica: As glândulas adrenais foram imediatamente 

dissecadas após perfusão de camundongos com solução salina estéril a 0,9%. As 

adrenais foram rapidamente removidas dos camundongos e limpas da gordura 



39 

 

 

circundante. Logo após a dissecção, as glândulas foram fixadas em Milloning e 

incorporadas em parafina. Seções de parafina de 3 μm de glândulas adrenais foram 

desparafinadas com xileno, reidratadas por uma série de lavagens de etanol 

graduadas e fervidas em tampão citrato de sódio (10 mM, pH 6,0) à temperatura de 

95 °C durante 15 minutos, com o intuito de realizar a recuperação de antígenos. As 

secções de tecido foram incubadas com 3% de H2O2 em metanol durante 20 

minutos para bloquear as peroxidases endógenas. Para evitar a ligação não 

específica, as secções foram então incubadas durante 3 horas com uma solução 

contendo 2,5% de albumina de soro bovino (BSA), 8% de soro bovino fetal (FBS) e 

1% de leite não dissolvido em solução salina tamponada com Tris enriquecida com 

0,1% Tween 20 (TBST). Após o bloqueio, as seções foram incubadas com anticorpo 

policlonal, produzido em coelho contra camundongo, anti-TRPV1 (Santa Cruz -R-

130) 1:100 ou anti-GAPDH (abcam– ab9485) 1:10000)  diluídos em TBST com 1% 

de BSA durante a noite a 4 °C. Em seguida, a ligação do anticorpo primário foi 

detectada após a incubação de seções com um anticorpo secundário conjugado 

com peroxidase (anti-coelho IgG HRP, R & D System, Minneapolis, MN, EUA) 

durante 2,5 h, seguido de uma exposição de 20 minutos a o substrato HRP 3-amino-

9-etilcarbazol (AEC). As secções foram lavadas com TBST entre todas as etapas e 

fracamente contrastadas com hematoxilina para identificação fácil das estruturas 

teciduais. Finalmente, as seções de tecido foram montadas em meio aquoso e 

imagens digitalizadas através de microscópio scanner (Pannoramic SCAN150, 3D 

Histech, Budapeste, Hungria) utilizando uma lente objetiva de 20x. As imagens 

obtidas da zona fasciculada do córtex adrenal foram analisadas com o software 

Image Pro Plus 6.2 (Media Cybernetics).  

4.5. Imageamento de cálcio: As variações de cálcio foram avaliadas 

individualmente em macrófagos peritoneais de camundongos e células Y1. Este 

protocolo é uma variação do protocolo de Agasse e colaboradores (72) conforme 

descrito em De Melo Reis e colaboradores (73). Tanto macrófagos peritoneais 

quanto células Y1 foram adicionadas em placas de 24 poços. Após 70% de 

confluência, foram realizadas três lavagens com PBS, foi adicionado aos poços meio 

de cultura apropriado. A placa foi deixada em repouso em estufa por 48 horas, a 

37°C e 5% CO2. As células foram carregadas com 5 µM de Fura-2/AM (Molecular 
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Probes, Oregon, USA), 0,1% de BSA, 0,02% de ácido plurônico F-127(Molecular 

Probes, Oregon, USA) e 1 mM de probenecida (Sigma-Aldrich) em solução de Krebs 

(132 mM NaCl, 4 mM KCl, 1,4 mM MgCl2, 2,5 mM CaCl2, 6 mM glicose, 10 mM 

HEPES, pH 7,4). Elas foram deixadas em estufa com 5% CO2 e 95% de ar 

atmosférico a 37°C. Após 40 minutos de incubação, cada lamínula foi lavada com a 

solução Krebs e montada em uma câmara RC-20 em plataforma PH3 (Warner 

Instruments, Hamden, CT) em um microscópio de fluorescência invertido (Axiovert 

200; Carl Zeiss). As células ficaram continuamente em contato com a solução de 

Krebs. As variações de cálcio intracelular foram quantificadas pela razão de 

fluorescência emitida a 510 nm com excitação alternada (750 ms) em 340 nm e 380 

nm. Foi usado um aparato Lambda DG4 (Sutter Instrument, Novato, CA, EUA) e um 

filtro passa-banda de 510 nm antes da aquisição de fluorescência com uma objetiva 

40X e uma câmera digital CoolSNAP (Roper Scientific, Trenton, NJ, EUA). Os 

valores adquiridos foram processados através do software MetaFluor (Universal 

Imaging Corp, West Chester, PA, EUA) os valores para a razão de Fura-2 foram 

calculados em cut-off de 10% do aumento do nível de cálcio intracelular após o 

estímulo. 

4.6. Eletrofisiologia: Realizamos a técnica de patch clamp que consiste em 

registrar correntes iônicas em condições de alto selamento elétrico entre a 

membrana da célula e o eletródio utilizado para realizar os registros de corrente 

iônica. De forma resumida, uma micropipeta, contendo o eletródio, preenchida com 

solução salina toca a superfície celular e, posteriormente, é aplicada sucção ou 

pressão negativa. Em condições apropriadas pode surgir um selamento gigaômico 

(GΩ) a partir do qual é possível registrar correntes de canais unitários ou correntes 

macroscópicas de baixa condutância. Esta configuração é denominada de cell 

attached. Após esse estágio, uma nova sucção foi realizada, a fim de se romper 

apenas a região inscrita à micropipeta de vidro. Esse novo estágio se chama whole 

cell. Todas as correntes obtidas e dispostas neste trabalho são provenientes de 

configuração whole cell. As pipetas utilizadas para o experimento na configuração 

cell attached são preparadas de capilares de borassilicato com filamento 1,2 mm 

(World Precision Instruments, Inc; New Haven, EUA), utilizando um puxador de 

pipetas (Microelectrode Puller, Narishe Group, NY, U.S.A.). As células foram 
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acondicionadas, em temperatura ambiente, em placas de petri de 35 mm e 

incubadas com soluções salinas para realização das medidas eletrofisiológicas. As 

soluções salinas do banho e da pipeta podem apresentar diferentes composições 

dependendo do protocolo. A salina extracelular controle (em mM): 150 NaCl, 5 KCl, 

1 MgCl2, 1 CaCl2 e 10 HEPES, em pH7.4 (solução extracelular com Ca2+); a 

composição da salina intracelular (em mM): 150 KCl, 5 NaCl, 1 MgCl2, 10 ácido 2-[4-

(2-hidroxietil) piperazina-1-il] etanossulfônico (HEPES), 0,1 ácido etileno glicol tetra-

ácetico (EGTA), em pH 7.4. Os equipamentos eletrônicos compreendem um 

amplificador eletrônico (Axopatch-1D Axon Instruments, Inc; San Mateo; EUA) que é 

controlado pelo programa WinWCP, que realiza os protocolos de pulso e armazena 

as medidas do amplificador. O amplificador é ligado ao computador através de uma 

interface AD/DA Digidata 1320 (Axon Instruments, Palo Alto, CA, EUA) que digitaliza 

os registros numa frequência de 50KHz. Os compostos foram aplicados nas células 

através de um sistema de perfusão e suas concentrações variaram de nanomolar 

até milimolar de acordo com o protocolo usado (95).  

4.7. Análise da participação de proteínas formadoras de poros durante a 

abertura do poro associado ao TRPV1 em macrófagos: Realizamos pré-

tratamentos com antagonistas de outras proteínas formadoras de poros em 

concentrações crescentes (1 nM-100 µM) na presença de macrófagos peritoneais 

murinos por 10 minutos. Após esses períodos, as células foram estimuladas por 30 

minutos com capsaicina em meio a um corante impermeável (menores que 900 Da) 

à membrana plasmática. Os corantes utilizados para essa finalidade foram: brometo 

de etídeo (2,5 µM), YOPRO-1 (1 µM) e fluoresceína (10 µM). Em seguida, 

visualizamos as células com o seu conteúdo intracelular fluorescente em um 

microscópio de fluorescência invertido. A quantificação da captação de corante foi 

realizada ao submeter as células tratadas à citometria de fluxo.  

4.7.1. Avaliação da formação de poros em citometria de fluxo: As células 

foram coletadas da cavidade peritoneal e foram incubadas com brometo 

de etídeo (ou Yopro1, quando necessário) por 5 minutos anteriormente à 

adição de ATP ou capsaicina, na presença ou não de diferentes 

bloqueadores em salina. A composição de salina, em mM: 130 NaCl, 3 

KCl, 0,6 MgCl2, 1,2 NaHCO3, 10 glicose, em pH 7,4. As leituras 
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acontecem após 30 minutos de tratamento. Logo após, as células foram 

avaliadas por citometria de fluxo (BD FACS Calibur) (106 células / mL). 

Os comprimentos ondas utilizados na excitação e emissão foram, 

respectivamente:  λexcitação 488 nm, λemissão 585 nm (brometo de etídeo) e 

λemissão 509 nm (Yopro-1).  

4.8. Participação do TRPV1 na esteroidogênese por células Y1 in vitro: 

Células Y1 (5x105 células) foram incubadas com capsaicina (1-25 µM) e/ou LPS (10 

µM) in vitro por (24h). Após incubação, o sobrenadante da cultura foi utilizado para 

quantificação de corticosterona por RIA, seguindo as diretrizes do fabricante (MP 

Biomedicals, Solon, OH, EUA). Brevemente, este é um ensaio competitivo entre o 

hormônio apresentado na amostra e o hormônio marcado com radioisótopo (I125) 

para se ligar a um anticorpo específico. Por isso, um aumento na quantidade de 

hormônio na amostra conduz a uma diminuição correspondente na fração do 

hormônio marcado ligado ao anticorpo. A quantificação da radioatividade foi 

realizada utilizando um contador gama (ICN Isomedic 4/600 HE, ICN Biomedicals 

Inc., Costa Mesa, CA, EUA), e a quantidade de corticosterona em amostras foi 

calculada por interpolação a uma curva padrão realizada em paralelo.  

4.8.1. Participação do TRPV1 na ativação do eixo imunoendócrino in 

vivo: Camundongos Swiss-webster foram estimulados com capsaicina 

(0.02–2 mg/kg, i.p.) e 2 horas depois o sangue foi recolhido para 

quantificação de corticosterona por RIA no plasma. Os animais foram 

eutanasiados em uma câmara de CO2 e o sangue foi imediatamente 

coletado da aorta abdominal com solução salina heparinizada (400 

U/mL). O plasma foi obtido após centrifugação da amostra durante 10 

min a 1000x g e armazenado a -20 °C até a utilização. Os níveis 

plasmáticos de corticosterona foram detectados por radioimunoensaio 

(RIA), seguindo as diretrizes do fabricante (MP Biomedicals, Solon, OH, 

EUA).  

4.9. Produção de citocinas in vitro:  

4.9.1. Macrófagos peritoneais de camundongos: Dois ensaios distintos 

envolvendo macrófagos foram realizados.  
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4.9.1.1. Células (5x105 células) foram plaqueadas em placas de 96 

poços transparentes, submetidos aos tratamentos diversos. As 

células não primadas com LPS foram tratadas com capsaicina (100 

µM) por 24 horas, na presença ou ausência de antagonistas. Em 

seguida, a placa foi centrifugada a 500x g por 5min para a coleta do 

sobrenadante de cada poço contendo um tratamento, que foi 

congelado até o dia do experimento. O protocolo foi seguido de 

acordo com o fabricante (BD Cytometric Bead Array (CBA) Mouse 

Th1/Th2/Th17 Cytokine kit). As citocinas dosadas foram IL-6, TNF-α 

e IL-10 e as leituras foram realizadas por citometria de fluxo (BD 

FACS Calibur). 

4.9.1.2. Dessa vez, os macrófagos (5x105 células) foram primados de 

acordo com Le Feuvre RA e colegas (117). Rapidamente, as células 

foram primadas com LPS 100 ng/mL por 2 horas. Após esse 

período, as células foram tratadas com ATP 1mM e antagonistas 

quando necessário. Os kits de ensaio de imunoabsorção enzimática 

comercial (ELISA) foram utilizados para a medição de citocinas 

presentes nos sobrenadantes (38). Resumidamente, os 

sobrenadantes resultantes foram isolados após centrifugação 

(10000× g, 15 minutos, 4 °C). As amostras foram quantificadas por 

ELISA, usando kits comercialmente disponíveis (IL-1β, TNF-α, 

Duoset, R&D Systems, MN, EUA) de acordo com as instruções do 

fabricante. 

4.10. Detecção de citocinas in vivo: Sobrenadante de lavado peritoneal dos 

camundongos tratados com diferentes concentrações de capsaicina e estimulados 

com LPS (100 ng/can, i.p.) foram imediatamente congelados em nitrogênio líquido e 

armazenados a -80 °C. O sobrenadante foi utilizado para quantificação de IL-1-β e 

TNF-α por ELISA. Os kits de ensaio de imunoabsorção enzimática comercial 

(ELISA) foram utilizados para a medição citocinas presentes nos sobrenadantes sem 

células (38). Resumidamente, os sobrenadantes resultantes foram isolados após 

centrifugação (10000× g, 15 min, 4 °C). As amostras foram quantificadas por ELISA 
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usando kits comercialmente disponíveis (IL-1β, TNF-α, Duoset, R&D Systems, MN, 

EUA) de acordo com as instruções do fabricante.  

4.11. RNA de Interferência: O ensaio de captação de corante utilizando RNAi foi 

realizado de acordo com as instruções do fabricante (Invitrogen set of 3 RNAi for 

pannexin-1). Rapidamente, os macrófagos peritoneais de camundongos foram 

tratados com 2 μg / 3 mL da solução de trabalho de RNA de interferência para 

pannexin-1. Em seguida, as células foram tratadas com 4 μL / 1 mL de 

Lipofectamina 2000 (Invitrogen) em meio isento de soro (Opti-MEM). Após 16 horas, 

os reagentes de transfecção foram removidos e substituídos por meio DMEM com 

10% SFB; 24 horas mais tarde, foram realizados os experimentos. A avaliação da 

eficácia da transfecção foi avaliada em procedimentos descritos por Vianna e 

colaboradores (118)  

4.12. Medida da liberação de lactato de-hidrogenase (LDH): Macrófagos 

peritoneais foram plaqueados em placas de 96 poços transparentes, 

submetidos aos tratamentos diversos após 24 horas em cultura. Em seguida, 

a placa foi centrifugada a 250x g por 5 min para a coleta do sobrenadante de 

cada poço contendo um tratamento. O sobrenadante extraído dos poços dos 

tratamentos foi adicionado ao substrato alumén férrico presente no kit de 

detecção de LDH (Doles, Goiás, Brasil). Após atingir a temperatura de 37°C, 

foi adicionado NAD (dinucleotídeo de nicotinamida e adenina) à mistura feita 

anteriormente. À 37°C, após 5 min, foi adicionada a solução de parada para 

posterior leitura feita em um leitor de placa (λ=510 nm) e os dados analisados 

através do software Spectramax M5 (Molecular Devices, San Jose, 

California, USA) States).  

4.13. Análise da redução da Resazurina: A análise da redução da Resazurina foi 

realizada de acordo com o trabalho apresentado por Riss e colegas (119). 

Macrófagos peritoneais e células Y1 foram plaqueados em placas de 96 poços 

transparentes, submetidos aos tratamentos diversos, após 24 horas em cultura. Uma 

solução de trabalho de resazurina (0,03 mg/mL) foi adicionada a cada poço. A 

incubação levou 4 horas a 37 °C. Ao final desse período, as análises de 
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fluorescência foram realizadas usando um conjunto de filtro de emissão de excitação 

de 560 nm / 590 nm através do Spectramax M5 (Molecular Devices). 

4.14. Análises estatísticas: Todos os dados de microscopia de fluorescência 

foram analisados utilizando o ImageJ 1.46a (NIH). Antes de iniciarmos os testes de 

inferência estatística, verificamos se a amostra apresentava distribuição normal. 

Para isso utilizamos o teste de D’ Agostino e Pearson. O teste utilizado foi ANOVA e 

pós-teste utilizado foi Tukey. Os gráficos e testes foram feitos com programa 

GraphPad PRISM 5 (San Diego, California, USA). O valor de significância adotado 

foi alfa menor do que 5 % (P < 0,05). Em casos de uma distribuição não normal, 

usou-se teste de Kruskal-Wallis seguindo do pós-teste de Dunns. Quando solicitado, 

utilizou-se o Teste- t, no qual o valor de significância adotado foi alfa menor do que 5 

% (P < 0,05).   
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5 RESULTADOS  

5.1 Células da adrenal e macrófagos peritoneais expressam TRPV1  

Primeiramente, realizamos ensaios de imuno-histoquímica em cortes das 

adrenais de camundongos para avaliar a distribuição do TRPV1 na zona fasciculada. 

De fato, constatamos uma distribuição difusa de células positivas para o TRPV1 

(Figura 6A). Paralelamente, a linhagem murina Y1 (oriunda da zona fasciculada) foi 

submetida aos ensaios de western blot e imunofluorescência, através dos quais se 

confirmou a marcação positiva para TRPV1 (Figura 6). É necessário ressaltar que a 

marcação difusa apresentada na imunofluorescência está de acordo com o 

encontrado na literatura. O peso molecular detectado no ensaio de western blot, em 

torno de 100 kDa, o que confirma a presença de TRPV1 em células de adrenais. De 

forma semelhante, realizamos experimentos para confirmar a expressão de TRPV1 

em macrófagos peritoneais, ampliando os dados existentes na literatura, que já 

demonstraram sua presença em outras populações de macrófagos (120–122). 

Desse modo, observamos, através de ensaios de imunofluorescência, que 

macrófagos peritoneais também expressam TRPV1 (Figura 7). É possível observar 

sobreposição entre as marcações positivas para F4/80 e TRPV1. Vale ressaltar que 

o padrão de expressão do TRPV1 encontrado foi predominantemente intracelular, 

fato semelhante aos outros trabalhos já descritos na literatura (123,124).
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Figura 6 - Células adrenais murinas expressam TRPV1.  
(A) imagem representativa da zona fasciculada mostra (seta azul) a presença de células positivas para TRPV1. (B) Figura representativa de Western Blot em 
linhagem Y1 mostra a presença de TRPV1 (100 kDa) (C) Figura representativa de imunofluorescência em Y1. TRPV1 em vermelho, DAPI em azul.  
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Figura 7 - Macrófagos F4/80

+
 expressam TRPV1. 

Macrófagos extraídos da cavidade peritoneal e sofreram uma etapa de purificação da cultura. Após 30 minutos, eles foram marcados com F4/80 
(predominantemente membranar - vermelho), TRPV1 (predominantemente intracelular - verde) e o núcleo marcado com DAPI (blue). Esses experimentos foram 
realizados em 3 dias distintos. 
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5.2 Macrófagos expressam TRPV1 funcional 

Em seguida, avaliamos a ativação do TRPV1 em macrófagos através da 

técnica de patch clamp, na configuração whole cell (Figura 6). Os estudos de 

atividade do TRPV1 em células não neuronais e em modelos não heterólogos ainda 

são escassos. Dessa forma, optamos por utilizar as células da Glia de Müller, que 

reconhecidamente expressam o TRPV1 funcional (125), como um parâmetro para 

comparação com macrófagos peritoneais. Observou-se a geração de correntes 

iônicas de entrada muitos semelhantes entre ambos os modelos após estímulo com 

capsaicina (Figura 8 A e 8 B). Além disso, também foi possível observar que a partir 

de um segundo estímulo de capsaicina, o receptor tornou-se insensível, em ambos 

os tipos celulares. Tal comportamento é um resultado esperado pelo mecanismo de 

dessensibilização do TRPV1 apresentado na literatura (71). Os antagonistas do 

TRPV1, capsazepina e ruthenium red (Ru-2), inibiram as correntes induzidas pela 

capsacina em macrófagos peritoneais de camundongos (Figura 8 C), e mostra que o 

efeito da capsaicina em gerar corrente iônica de fato depende do TRPV1. 

Ao continuar a caracterização funcional do TRPV1, avaliamos os aumentos 

dos níveis de Ca2+ intracelular em ensaios de mobilização de cálcio intracelular após 

a ativação do TRPV1. Assim, a Figura 9 mostra que macrófagos peritoneais diante 

do estímulo com a capsaicina apresentaram uma rápida e transitória elevação dos 

níveis de cálcio intracelular, seguida de dessensibilização durante a segunda 

exposição ao agonista 5 minutos após a primeira aplicação. Como é possível 

observar na Figura 9B, o segundo estímulo à capsaicina não foi capaz de promover 

aumento dos níveis de Ca2+ no ambiente intracelular. Esse padrão observado foi 

semelhante ao encontrado na literatura (79). 
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Figura 8 – Correntes induzidas a partir da ativação do TRPV1 em macrófagos em glia de Müller. 
O potencial de holding foi de +60 mV, sob a configuração whole cell a 37°C. A primeira estimulação com capsaicina induziu corrente de influxo 
similar nos dois tipos celulares. Ambas as células exibiram dessensibilização das correntes iônicas após o segundo estimulo (A e B). Os gráficos 
representam a média ± desvio padrão de 2-3 experimentos em dias distintos, test-t * P <0.05, ** p <0.01. As correntes apresentadas em macrófagos 
foram inibidas pelos antagonistas do TRPV1, capsazepina e Ru-2 (C) Os gráficos representam a média ± desvio padrão de 3 experimentos em 3 
dias distintos, ANOVA p <0.05, *** p <0.001 pós-teste de Tukey   

A B C 
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Figura 9 – Ativação do TRPV1 aumenta os níveis de cálcio intracelular em macrófagos.  
Macrófagos extraídos da cavidade peritoneal e sofreram uma etapa de purificação da cultura em 
lamínulas de vidro estéreis imersas em meio de cultura em placas de cultura. Após 48 horas, a 
células sofreram tratamentos e foram levadas para análise. (A) Capsaicina (cap) aumenta o nível de 
Ca

2+
 comparado a linha basal. Em um segundo estímulo, há dessensibilização dessa resposta. Por 

último, representamos a elevação de Ca
2+

 observada após estímulo com o ionóforo, ionomicina. (B) 
Gráfico mostra a quantificação da amplitude do registro de Ca

2+
 intracelular após o tratamento com 

capsaicina. Ionomicina (ion) foi usada como controle positivo. Teste de Kruskal- Wallis P < 0.0001, 
pós-teste de Dunns, *** p< 0.0001 comparado à salina. Os experimentos foram feitos em triplicata e 3 
dias distintos.   

B 

A 
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5.3 TRPV1 abre um poro membranar após ativação em macrófagos 

peritoneais de camundongos  

Os resultados de microscopia de fluorescência mostram que os estímulos 

com capsaicina (10-100 µM) promoveram a captação de brometo de etídeo (394 

Da), de maneira aparentemente concentração-dependente, em macrófagos 

peritoneais (Figura 10A). Em seguida, foi necessário refinar tal procedimento tanto 

ao nível quantitativo quanto ao nível de identificação do população celular 

observada. Dessa forma, marcamos os macrófagos com antígeno F4/80 e 

realizamos a leitura em citometria de fluxo. No ensaio em citometria de fluxo (Figura 

10B e 10C) obtivemos o valor de EC50 para a captação de corante induzida por 

capsaicina de 54,66 µM em células peritoneais F4/80+.  

Nesse contexto, a captação de corante, neste caso Yopro-1 (629 Da) induzida 

pela capsaicina foi sensível ao antagonista geral do TRPV1, ruthenium red (Figura 

11). Em seguida, buscamos caracterizar se a formação desse poro teria alguma 

seletividade quanto à carga do permeante, como observado para o seu canal iônico 

de baixa condutância, que é preferencialmente catiônico (56).  
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Figura 10 – TRPV1 promove a captação de brometo de etídeo em macrófagos F4/80
+
. 

(A) Imagens representativas mostram captação de brometo de etídeo dependente de TRPV1 em 
macrófagos peritoneais de camundongos. As imagens obtidas em microscópio invertido (NIKON® 
Eclipse TS2000), aumento de 20X. Os macrófagos foram extraídos da cavidade peritoneal e sofreram 
uma etapa de purificação da cultura. Após 48 horas, a células sofreram tratamentos e foram levadas 
para análise. (B) Imagem representativa da seleção e marcação de macrófagos F4/80

+
 extraídos de 

lavado peritoneal. Os resultados obtidos em 3 dias distintos e em triplicata.  (C) Imagem 
representativa dos histogramas de acordo com os tratamentos com diferentes concentrações de 
capsaicina. Os resultados obtidos em 3 dias distintos e em triplicata.  (D) Gráfico mostra a 
quantificação da captação de corante através do tratamento com diferentes concentrações de 
capsaicina EC50 = 54,66 µM. Os resultados obtidos em 3 dias distintos e em triplicata. 
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Figura 11 – Captação de Yopro1 em macrófagos F4/80+ é inibida pelo antagonista Ru-2. 
(A) Imagem representativa da seleção, marcação de macrófagos F4/80+ extraídos de lavado 
peritoneal e dos histogramas de acordo com os tratamentos com Ru-2. (B) Gráfico mostra a 
quantificação da inibição da captação de Yopro-1 através do tratamento com diferentes 
concentrações de Ru-2. ANOVA p <0.05, Tukey's test (***) p <0.0001.
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Realizamos o mesmo protocolo de captação de corante, embora, nesse caso, 

optamos por um corante aniônico. A fluoresceína (332 Da) não foi capaz de permear 

pelo poro do TRPV1 (Figura 12), o que sugere a manutenção das características de 

seletividade iônica ainda que em uma conformação espacial com maior condutância 

iônica. É preciso ressaltar que os parâmetros morfológicos apresentados na 

microscopia e citometria de fluxo revelam que a marcação fluorescente se dá em 

células viáveis. Contudo, sabe-se que a capsaicina é capaz de levar a processos de 

morte celular (126). Assim, realizamos dois ensaios de viabilidade celular para 

confirmar que a captação do corante está ocorrendo por meio da abertura do TRPV1 

e não da lesão na membrana. De acordo com as Figuras 13 e 14, os ensaios de 

detecção da lactato desidrogenase (LDH) no meio extracelular e de redução da 

resazurina confirmaram os fenômenos observados anteriormente.  

Quanto à importância do primeiro ensaio, vale ressaltar que elevadas 

concentrações extracelulares dessa enzima intracelular indicam a ruptura da 

membrana plasmática. Entretanto, o estímulo com capsaicina nos mesmos períodos 

de tempo usados nos ensaios anteriores não promoveu a lise celular (Figura 13), ou 

seja, houve a formação de um poro na membrana plasmática a partir da ativação do 

TRPV1. Além disso, capacidade redutora das células não sofreu qualquer alteração, 

como mostra a Figura 14.
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Figura 12 -  TRPV1 não induz a captação do corante fluorescente aniônico, a Fluoresceína em macrófagos peritoneais de camundongos. 
Os macrófagos foram extraídos da cavidade peritoneal e sofreram uma etapa de purificação da cultura. Após 48 horas, a células sofreram tratamentos e foram 
levadas para análise. Experimentos realizados em triplicata e em 2 dias distintos. Imagens obtidas em microscópio invertido (NIKON® Eclipse TS2000), aumento 
de 20X. 
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Figura 13 – Captação de corante induzida pelo TRPV1 não leva à lise celular. 
Os macrófagos foram extraídos da cavidade peritoneal e sofreram uma etapa de purificação da 
cultura. Após 48 horas, a células sofreram tratamentos e foram levadas para análise. Capsaicina não 
promove lise celular durante a abertura do poro transitório do TRPV1 durante 60 min. Experimentos 
em triplicata e em 3 dias distintos. ANOVA p <0.05, pós-teste de Tukey *** p <0.0001 comparado ao 
controle negativo (salina). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 – Captação de corante induzida pelo TRPV1 não reduz a viabilidade celular. 
Os macrófagos foram extraídos da cavidade peritoneal e sofreram uma etapa de purificação da 
cultura. Após 48 horas, a células sofreram tratamentos e foram levadas para análise. Capsaicina não 
promove redução da viabilidade celular durante a abertura do poro transitório do TRPV1 durante 60 
min. Experimentos em triplicata e em 3 dias distintos. ANOVA p <0.05, pós-teste de Tukey *** p 
<0.0001 comparado ao controle negativo (salina). 
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Um aspecto interessante na formação de poros na membrana plasmática é a 

pluralidade de proteínas capazes de formá-los (127–129), ainda que seus 

mecanismos de abertura não sejam completamente elucidados. Em macrófagos 

peritoneais, o principal poro estudado é o formado a partir da ativação do receptor 

purinérgico P2X7 (P2X7R). De acordo com a literatura, uma vez que a formação do 

poro do P2X7R poderia depender de outras proteínas subsequentemente ativadas, 

investigamos se o TRPV1 participaria do processo de formação do poro associado 

ao P2X7R. Vale ressaltar que, em trabalho prévio, excluímos a participação de 

conexinas e panexina-1, que são outras proteínas formadoras de poros, na 

formação do poro do receptor P2X7 (118). O primeiro passo foi confirmar os efeitos 

esperados nos tratamentos com capsaicina (ativação do poro TRPV1 e captação de 

brometo de etídeo, Figura 14B) e Ru-2 (inibição da abertura do poro, Figura 14C) em 

comparação ao controle negativo (Figura 14A). Utilizamos, em seguida, tanto 

antagonista de conexinas (carbenoxolona – CBX) e panexina-1 (probenecida) 

(Figuras 15 E e 15 F), assim como um conjunto de moléculas de RNA de 

interferência para panexina-1 e observamos que essas proteínas também não estão 

envolvidas na formação dos poros do TRPV1 (Figura 15G). Por outro lado, a Figura 

15D mostra que o antagonista do P2X7R, o brilliant blue G (BBG), inibiu 

parcialmente a captação de corante induzida pela capsaicina. Esse resultado foi um 

ponto de partida para avaliar a possiblidade de algum tipo de relação entre P2X7R e 

TRPV1.  
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Figura 15 - Captação de corante induzida pelo TRPV1 não depende da participação de 
hemicanais, mas pode estar associada ao P2X7R. 
Os macrófagos foram extraídos da cavidade peritoneal e sofreram uma etapa de purificação da 
cultura. Após 48 horas, a células sofreram tratamentos e foram levadas para análise. (A) Controle 
negativo. (B) 100 µM Capsaicina, (C) 100 µM Capsaicina + 50 µM Ru-2, (D) 100 µM Capsaicina + 100 
nM BBG. (E e F) Antagonistas de hemicanais – probenecida (1 mM) e carbenoxolona (100 µM) na 
presença da capsaicina (100 µM). (G) RNAi para Panexina-1 não inibiu a captação de corante 
induzida pelo   TRPV1. Experimentos em triplicata e 3 dias distintos. ANOVA P <0.05, Tukey post-test 
* (p <0.05), ** (p <0.01), *** (p <0.0001) em relação ao controle negativo.   
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5.4 Interação entre TRPV1 e P2X7  

Após confirmarmos a expressão e funcionalidade do TRPV1 em macrófagos, 

iniciamos a avaliação dos principais eventos relacionados ao P2X7R: perfil de 

corrente da ativação desse receptor, formação dos poros transitórios na membrana 

plasmática, mobilização de cálcio intracelular e liberação de IL-1β a partir da 

ativação do P2X7R. Ressalta-se a importância de se avaliar a relação entre P2X7R 

e TRPV1, devido às citocinas liberadas após ativação dos mesmos. Uma delas é a 

liberação de IL-1β em macrófagos, uma das principais citocinas com ação pró-

esteroidogênica.  

Logo, a primeira medida foi avaliar os perfis de correntes iônicas a partir da 

ativação do P2X7R. Como é possível observar na Figura 16A, corrente iônica da 

ativação do P2X7R está em torno de 80pA/pF. Vale ressaltar que esse parâmetro 

revela a relação entre a corrente de entrada a partir da ativação e a capacitância 

resultante das propriedades biofísicas da membrana plasmática. A seguir, houve as 

administrações dos antagonistas BBG e ATPox (ambos para o P2X7R) e Ru-2 e 

capsazepina (ambos para o TRPV1), seguidas da aplicação do ATP para ativar o 

P2X7R. Por sua vez, conforme mostram as Figuras 16B e 16E os efeitos 

antagônicos do BBG e ATPox se confirmaram como esperado. Interessantemente, o 

Ru-2 e a capsazepina foram capazes de inibir as correntes de entrada, como 

mostram as Figuras 16C e 16D. Em adição, o gráfico de barras apresentado na 

Figura 16E apresenta a quantificação dos efeitos inibitórios dos antagonistas do 

TRPV1 sobre a ativação do P2X7R. Os antagonistas do TRPV1 inibiram em mais de 

50% as respostas do ATP. Similarmente, os resultados encontrados na Figura 17 

revelaram uma inibição de cerca de 60% das correntes iônicas induzidas pela ação 

da capsaicina sobre o TRPV1 em macrófagos.  
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Figura 16 – Inibição cruzada entre antagonistas do TRPV1 na resposta iônica induzido pelo 
ATP em macrófagos. 
Os macrófagos foram extraídos da cavidade peritoneal e sofreram uma etapa de purificação da 
cultura em lamínulas de vidro estéreis imersas em meio de cultura em placas de cultura. Após 48 
horas, a células sofreram tratamentos e foram levadas para análise. Experimentos realizados em 
configuração whole-cell, à 37°C. (A) correntes induzidas por ATP foram inibidas por BBG 100 nM (B), 
100 µM Ru-2 (C) e (D) 100 nM capsazepina. Abaixo, o gráfico de barras exibe os valores obtido de 
corrente após os tratamentos (E). O potencial de holding foi +60 mV. Os valores representam a média 
± SD de 3 ensaios independentes. ANOVA P <0,05, Tukey pós-teste * (P <0,05), *** (P <0,0001).  
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Figura 17 - Inibição cruzada entre antagonistas do P2X7R na corrente iônica induzida pela 
capsaicina em macrófagos peritoneais. 
Os macrófagos foram extraídos da cavidade peritoneal e sofreram uma etapa de purificação da 
cultura em lamínulas de vidro estéreis imersas em meio de cultura em placas de cultura. Após 48 
horas, a células sofreram tratamentos e foram levadas para análise. Os experimentos na 
configuração whole-cell foram realizados em à 37°C. As correntes induzidas por capsaicina (CAP) 
foram inibidas pelos antagonistas do P2X7R, (B) BBG (100 nM) e (C) ATP oxidado (300 µM), cujos 
valores estão quantificados no gráfico de barras abaixo. O potencial de holding foi + 60 mV. Os 
valores dos gráficos representam a média ± desvio padrão de 2-3 experiências independentes. 
ANOVA P <0,05, TUKEY Teste Post *** P <0,0001. 
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O segundo parâmetro avaliado foi a mobilização de íons cálcio intracelular 

após a ativação do P2X7R com o ATP e se esse fenômeno também seria 

influenciado pelo TRPV1. Os antagonistas TRPV1 inibiram a mobilização de cálcio 

intracelular após a ativação do P2X7R. A ativação do P2X7R foi inibida em torno de 

50% pelo tratamento de 2 minutos com Ru-2 50 µM (Figuras 18A e 18B). Como a 

molécula de ATP é agonista geral dos receptores purinérgicos, e muitos deles 

mobilizam os níveis de Ca2+ intracelular, optamos pelo uso do agonista seletivo do 

P2X7R, BzATP. Assim, como mostram as Figuras 18D e 18E, os antagonistas do 

TRPV1 (capsazepina e Ru-2) inibiram os efeitos da ativação do P2X7R por seu 

agonista seletivo. Portanto, os resultados encontrados confirmaram a relação entre 

P2X7R e TRPV1 nos ensaios de cálcio e patch clamp.  

É preciso ressaltar que através de tais ensaios, foi possível avaliar o 

comportamento dos canais iônicos, mas não do comportamento dos poros 

transitórios estimulados pelos mesmos. Logo, os próximos ensaios avaliaram o 

comportamento da abertura dos poros transitórios do P2X7R e TRPV1. Nesses 

ensaios, utilizam-se corantes fluorescentes hidrofílicos de peso molecular de 900 

Da. Eles são impermeáveis à membrana plasmática, exceto em caso de ruptura da 

mesma ou na abertura de um poro. Dessa forma, as células outrora não 

fluorescentes tonam-se fluorescentes após o estímulo com ATP. Conforme é 

possível observar na Figura 19, a indicação da formação do poro do P2X7R se dá a 

partir do aumento da fluorescência no interior celular. Como esperado, a adição do 

ATP promoveu a captação brometo de etídeo ao interior celular. De forma similar 

àquela ocorrida durante a avaliação dos canais iônicos, o pré-tratamento dos 

antagonistas do TRPV1, capsazepina e Ru-2, foi eficaz na inibição concentração-

dependente da formação do poro do P2X7R.  
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Figura 18 - Antagonistas do TRPV1 inibem a ativação do P2X7R em macrófagos. 
Os macrófagos foram extraídos da cavidade peritoneal e sofreram uma etapa de purificação da 
cultura em lamínulas de vidro estéreis imersas em meio de cultura em placas de cultura. Após 48 
horas, a células sofreram tratamentos e foram levadas para análise. (A e B) Ru-2 inibiu a elevação de 
cálcio intracelular induzido por ATP. O gráfico de barras representa a amplitude do sinal. N=63 
células em 3 experimentos independentes. Kruskal-wallis p <0,0001, Dunns pós-teste, *** p <0,0001 
comparativamente ao tratamento com   ATP. (c) Tratamento com agonista seletivo BZATP do P2X7R 
(n=20 células) foi inibido pelos antagonistas do TRPV1 capsazepina (20 µM) (d) e Ru-2 (100 µM) (e). 
N = 23-29 células. 
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Figura 19 – Antagonistas TRPV1 inibem poro do P2X7R em macrófagos peritoneais de 
camundongos. 
Os macrófagos foram extraídos da cavidade peritoneal e sofreram uma etapa de purificação da 
cultura. Após 48 horas, a células sofreram tratamentos e foram levadas para análise. (A) Figuras 
representativas da inibição da captação de brometo de etídeo pelos antagonistas TRPV1, 
capsazepina e Ru-2. (B) O gráfico de barras quantifica a captação de corante induzida pelo ATP e o 
efeitos após pré-tratamento com capsazepina (CAZ). (C) O gráfico de barras quantifica a captação 
de corante induzida pelo  ATP e os efeitos após pré-tratamento com Ru-2. N=4 experimentos em 
diferentes dias. ANOVA p<0,05, *** pós-teste de Tukey (p<0,001) em relação à salina, + (p<0,05) e 
+++ (p<0,001) em comparação ao tratamento 1 mM ATP.  
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Diante desses indícios de que o TRPV1 interage com o P2X7R, tanto na 

abertura do seu canal iônico quanto na abertura de seu poro (Figura 19), restava 

saber se o TRPV1 também modula a liberação de IL-1β. Dessa forma, a Figura 20 

confirma a participação do TRPV1 no processo de liberação de IL-1β. Como a 

Figura mostra o Ru-2 foi capaz de inibir a liberação de citocinas induzida pelo ATP 

via ativação do P2X7R. Vale ressaltar que a utilização do AMG9810 foi de vital 

importância, uma vez que ele é um dos principais antagonistas disponíveis no 

mercado para a caraterização do TRPV1. A utilização do A438079 foi de grande 

importância devido à sua seletividade ao P2X7R de acordo com os seus estudos de 

desenvolvimento. Esses compostos inibiram por sua vez a liberação de IL-1β 

induzida pelo P2X7R em macrófagos peritoneais. Paralelamente, verificamos que o 

TRPV1 está relacionado à liberação de TNF-α (Figura 20B), após tratamento com 

ATP.  

Finalmente, diante dos resultados obtidos acima, investigamos se a própria 

ativação do TRPV1 promoveria a produção de citocinas em macrófagos peritoneais. 

Nesse caso, os macrófagos peritoneais de camundongos não sofreram ativação por 

LPS. Dessa forma, verificamos que o tratamento com capsaicina em macrófagos 

promoveu a liberação das citocinas IL-6 e IL-10 (Figura 21A e 21B), ao passo que 

ocorreu inibição farmacológica cruzada. Como é possível observar nessas Figuras, 

os antagonistas do P2X7R, o BBG e o ATPox, foram capazes de inibir a produção 

de IL-6 e IL-10 em macrófagos peritoneais de camundongos após ativação do 

TRPV1 com a capsaicina. E, como esperado, o antagonista do TRPV1, Ru-2 

também reduziu a resposta da capsaicina.  
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Figura 20 –TRPV1 inibe a liberação de IL-1β e TNF-α em macrófagos. 
Os macrófagos foram extraídos da cavidade peritoneal e sofreram uma etapa de purificação da 
cultura. Após 48 horas, a células sofreram tratamentos e foram levadas para análise. As células 
foram receberam o pré-tratamento com os antagonistas 1 horas antes de serem primadas por LPS 
100ng/mL. O ATP foi adicionado às células após 3 horas do tratamento com LPS. Após 24 horas as 
leituras foram feitas a partir da coleta dos sobre nadantes. Os antagonistas do TRPV1 utilizados 
foram o Ru-2 e AMG9810. Já o antagonista do P2X7R utilizado foi o A438079. ANOVA, Tukey pós-
teste * (P <0,05) em relação ao tratamento com LPS+ATP, ## (P <0,001), N=3. 
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Figura 21 – Ativação TRPV1 em macrófagos induz a liberação de citocinas IL-6 e IL-10. 
Os macrófagos foram extraídos da cavidade peritoneal e sofreram uma etapa de purificação da 

cultura. Após 48 horas, a células sofreram tratamentos e foram levadas para análise. Macrófagos 

tratados com capsaicina (Cap) (100 µM) durante 24 horas promovem a liberação de IL-6 (A) e IL-10 

(B). Como esperado, o antagonista do TRPV1, o Ru-2 inibiu a liberação de IL-6 e IL-10. 

Demonstrando a inibição cruzada com o P2X7R, os antagonistas BBG e ATPox também inibiram a 

liberação de citocinas induzida pelo TRPV1. CN controle negativo. ANOVA P = 0,0083, Tukey pós-

teste * (P <0,05) em relação ao controle negativo, # (P <0,05) em comparação ao tratamento com 

capsaicina para 2 dias.  
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5.5 Células de adrenais expressam TRPV1 funcional 

A série de resultados expostos acima demonstrou a ativação do TRPV1 em 

macrófagos e seu envolvimento no mecanismo de ativação do poro do P2X7R, 

incluindo no processo de liberação de citocinas. Nesta etapa, passamos a averiguar 

a funcionalidade do TRPV1 em células de adrenais. Inicialmente, utilizamos o 

ensaio de viabilidade através da redução da resazurina em resorufina, por um 

período de 24 horas para saber se a capsaicina poderia ser citotóxica para esta 

linhagem celular. Conforme mostra a Figura 22, não se verificou uma queda da ação 

redutora da célula. Logo, é possível constatar que a capsacina (agonista TRPV1) 

não parece possuir ação citotóxica através da ativação do TRPV1 nessas células 

em nenhuma das concentrações utilizadas.  

 
0

5 0

1 0 0

1 5 0

M e io

T r ito n  X  0 ,0 5 %

C a p  1 0 0 n M

C a p  1 M

C a p  1 0 M

C a p  2 5 M

C a p  5 0 M

C a p  1 0 0 M

***

%
R

e
d

u
ç

ã
o

 d
a

 R
e

s
a

z
u

r
in

a

 

 
Figura 22 - Ensaio de viabilidade baseado em resazurina na linha celular Y1.  
As células Y1 foram cultivadas em meio de cultura e acondicionada à 37°C em estufas de CO2. Após 

48 horas, a células sofreram tratamentos e foram levadas para análise. O tratamento com capsaicina 

em um período de 24 horas não prejudica a viabilidade celular. Meio (controle negativo). ANOVA (P 

<0,05) em relação ao controle negativo em comparação ao tratamento com capsaicina. Foi realizado 

pós-teste de Tukey (*** p<0.05). Experimentos realizados em quadruplicatas e em 3 dias distintos.  
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A partir dessa informação, iniciaram-se os ensaios funcionais e 

farmacológicos do TRPV1 em células Y1. De acordo com a Figura 23, as respostas 

de mobilização do cálcio intracelular provenientes dos tratamentos com diferentes 

concentrações de capsaicina obedeceram a um padrão dose-dependente (Figura 

23C). É importante notar que a concentração de 1 µM de capsaicina induziu a 

elevação dos níveis intracelulares de cálcio (Figura 23A), similarmente aos 

encontrados após tratamentos com ACTH 1 nM (agonista endógeno) (Figuras 23 D 

e 23E) ou LPS 1 µg/mL (Figuras 23F e 23G). Por outro lado, a concentração de 50 

µM de capsaicina deflagrou um aumento sustentado dos níveis de Ca2+ intracelular 

em comparação ao observado com ACTH, formando um platô durante a aplicação 

do estímulo (Figura 23B). O nosso controle positivo, o ATP (1 mM) mobilizou o 

dobro da resposta de cálcio comparado a maior dose de capsaicina (50 µM) 

(compare os gráficos 23C com o 23H). 

.  
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Figura 23 – Capsacina, LPS e ACTH promovem aumento de Ca
2+

 intracelular em células Y1. 
As células Y1 foram cultivadas em lamínulas de vidro estéreis imersas em meio de cultura em placas 

de cultura. Após 48 horas, a células sofreram tratamentos e foram levadas para análise. A Figura 

23A mostra o aumento transitório de cálcio intracelular promovido pela concentração de 1 µM de 

capsaicina. A Figura 23B mostra um aumento sustentado de cálcio intracelular promovido pela 

concentração de 50 µM de capsaicina. Similarmente ao encontrado com a concentração de 1µM de 

capsaicina, LPS 1 µg/mL e ACTH 1 nM também promoveram um aumento de cálcio intracelular. As 

Figuras 23C, 23E e 23G mostram a quantificação das curvas de cálcio. A Figura 18H mostra a 

quantificação das curvas proveniente da ativação por ATP 1mM. A Figura 23I é uma imagem 

representativa da qualidade de carregamento das células anteriormente aos tratamentos. ANOVA 

p<0.05, Tukey post-test * (p <0.05). Os experimentos foram realizados em três dias distintos.  
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5.6 Ativação do TRPV1 inibe a esteroidogênese in vitro  

Uma vez confirmadas a expressão e a funcionalidade do TRPV1 em células 

Y1, investigamos se o TRPV1 modularia a esteroidogênese em células adrenais. 

Células Y1 foram tratadas com ou sem LPS 10 µg/mL e com ou sem capsacina (1-

25 µM) por 24 horas. A ativação do TRPV1 em células Y1 inibiu a produção de 

corticosterona induzida por LPS in vitro, seguindo um padrão concentração-

dependente (Figura 23). 
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Figura 24 - Capsaicina inibe a produção de corticosterona induzida por LPS in vitro. 
As células Y1 foram cultivadas em meio de cultura e acondicionada à 37°C em estufas de CO2. Após 

48 horas, a células sofreram tratamentos e foram levadas para análise.Linhagem celular Y1 foi 

submetida a tratamento com diferentes concentrações de capsaicina. Os tratamentos foram 

concomitantes à estimulação com LPS 10µg/mL por 24h. ANOVA P <0.05, Tukey post-test * (p 

<0.05). Os experimentos foram realizados com três passagens distintas.  
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5.7 Ativação do TRPV1 inibe a esteroidogênese in vivo  

A partir dos dados in vitro, partimos para um experimento in vivo, no qual 

camundongos Swiss webster foram submetidos a tratamentos intraperitoneais com 

capsaicina e LPS. Neste experimento, camundongos Swiss webster foram 

submetidos a pré-tratamentos com capsaicina (administração intraperitoneal 30 min 

antes da injeção de LPS) e LPS (administração intraperitoneal 2 horas antes dos 

procedimentos). Similarmente ao apresentado in vitro, o pré-tratamento com 

capsaicina inibiu a produção de corticosterona induzida pelo LPS (Figura 25).  
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Figura 25 - Capsaicina inibe a produção de corticosterona induzida por LPS em camundongos 
Swiss webster. 
Camundongos Swiss webster foram tratados primeiramente com capsaicina em diferentes doses. 
Após 1 hora, os animais foram tratados com 100µg por cavidade peritoneal. Após esse período foram 
tratadas com LPS. Diferentes grupos receberam pré-tratamento com capsacina nas seguintes doses: 
0,02, 0,2 e 2 mg/Kg, por 1 hora. Em seguida, tratou-se com LPS 100µg/cavidade (i.p.) por 3h. Em 
seguida, o sangue foi coletado e a corticosterona foi quantificada por RIA. N=10 animais/grupo. 
ANOVA P <0.05, Tukey post-test *** (p <0.001 com o controle) e + (p <0.05 com o LPS).  
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Diante desses dois últimos resultados, foi possível confirmar o caráter 

inibitório da ativação do TRPV1 durante a esteroidogênese. É preciso ressaltar que 

durante o processo de síntese de glicocorticoides, as células de adrenais sofrem 

alterações estruturais. Tais alterações vêm acompanhadas de um aumento do 

conteúdo citoplasmático, de proteínas importantes para a esteroidogênese, como 

síntese de StAR (130–132). Essas alterações refletem o aumento das próprias 

células de adrenais, ou seja, essas células sofrem um processo de hipertrofia. 

Dessa forma, ao analisar a produção de corticosterona descrita anteriormente, nós 

verificamos que a glândulas adrenais sofreram hipertrofia diante do estímulo com 

LPS. Corroboram-se os dados acima à medida que constatamos que a ativação do 

TRPV1 inibe a hipertrofia das adrenais diante do estímulo estressor, ou seja, do 

LPS, conforme mostra a Figura 26. 
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Figura 26 - Capsaicina inibe a hipertrofia das glândulas adrenais induzida por LPS em 
camundongos Swiss webster. 
Camundongos Swiss webster foram tratados primeiramente com capsaicina em diferentes doses. 
Após 1 hora, os animais foram tratados com 100µg por cavidade peritoneal. Após esse período foram 
tratadas com LPS. Diferentes grupos receberam pré-tratamento com capsacina nas seguintes doses: 
0,02, 0,2 e 2 mg/Kg, por 1 hora. Em seguida, tratou-se com LPS 100µg/cavidade (i.p.) por 3h. As 
glândulas adrenais ao lado direito do animal foram coletadas e pesadas. N=8-10 animais/grupo. 
ANOVA P <0.05, Tukey post-test ### (p <0.001 com o controle) e ** (p <0.05 com o LPS). 
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Após verificarmos como a esteroidogênese se comporta diante da ativação 

do TRPV1, buscamos observar se a inibição também se daria em relação às 

citocinas com potencial esteroidogênico. As citocinas analisadas, de IL-1β e TNF-α, 

são as principais observadas na esteroidogênese induzidas por essa sinalização. 

Observamos, de acordo com a Figura 27, que o tratamento com capsacina não 

alterou a produção de IL-1β em camundongos tratados com LPS. Por outro lado, a 

produção de TNF-α foi aumentada após tratamento com 0,2 mg/kg de capsaicina 

em camundongos tratados com LPS.  
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Figura 27 - Capsaicina inibe a produção de citocinas pró-inflamatórias. 
Camundongos Swiss webster foram tratados primeiramente com capsaicina em diferentes doses. 

Após 1 hora, os animais foram tratados com 100 µg por cavidade peritoneal. Após esse período 

foram tratadas com LPS. Diferentes grupos receberam pré-tratamento com capsacina nas seguintes 

doses: 0,2 e 2 mg/Kg, por 1 hora. Em seguida, tratou-se com LPS 100 µg/cavidade (i.p.) por 3h. A 

produção de IL-1β (A) e TNF-α (B) induzida por LPS em camundongos Swiss webster foi inibida com 

tratamento com capsaicina. Diferentes grupos receberam pré-tratamento com capsacina nas 

seguintes doses: 0,2 e 2 mg/Kg, por 1 hora. Em seguida, tratou-se com LPS 100µg/cavidade (i.p.) 
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por 3h. N=10 animais/grupo. ANOVA P <0.05, Tukey post-test *** (p <0.001 com o controle) e + (p 

<0.05 com o LPS).  
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6 DISCUSSÃO 

O eixo HPA é um complexo circuito de troca de informações entre os 

componentes dos sistemas nervoso, imune e endócrino. Sua principal finalidade é 

permitir que o organismo se adapte às influências dos ciclos claro/escuro, a 

estímulos estressores, a processos inflamatórios e a fatores emocionais, dentre 

outros.  

Através de uma sinalização finamente ajustada entre hipófise (pela produção 

de ACTH) e adrenal (pelo reconhecimento desse peptídeo), os hormônios 

glicocorticoides são produzidos para preparar o organismo àqueles estímulos 

citados anteriormente. Contudo, a interface imunoendócrino não está totalmente 

elucidada, tanto na relação aos mecanismos quanto nos agentes celulares e seus 

produtos que atuam na adrenal para a produção de glicocorticoides 

independentemente da via do ACTH (133,134).  

Contudo, sabe-se que agentes como o LPS e citocinas pró-inflamatórias são 

capazes de deflagrar a produção de glicocorticoides (135–138). Visto que os 

macrófagos possuem papel-chave no reconhecimento desses agentes, passamos a 

avaliá-los nesse processo.  

Devido a sua expressão tanto em macrófagos (113) quanto em adrenais 

(112) e por atuar como um sensor celular, o TRPV1 poderia ser um ponto de 

destaque na interface imunoendócrina, atuando tanto nas adrenais quanto nos 

macrófagos. Além disso, TRPV1 mobiliza as concentrações intracelulares de Ca2+ e 

AMPc, que são segundos mensageiros importantes na esteroidogênese (139,140). 

Contudo, a participação do TRPV1, no contexto imunoendócrino carece de 

informações no que se refere à produção e à liberação de glicocorticoides. Embora 

haja resultados na literatura que mostrem a expressão do TRPV1 em células 

adrenais e em macrófagos, a função desse receptor nesses tipos celulares ainda 

não está bem descrita (112,141,142). Ao buscar a elucidação dessa questão, 

realizamos ensaios para avaliar a expressão e as funções do TRPV1 nesses tipos 

celulares.  

Inicialmente, confirmamos a expressão do TRPV1 em adrenais (Figura 6) e 

macrófagos peritoneais de camundongos (Figura 7). Além disso, observamos que a 
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linhagem de células imortalizadas Y1 capaz de produzir e secretar glicocorticoide 

também expressa TRPV1. Vale ressaltar que o padrão de marcação encontrado 

neste trabalho são similares àqueles encontrados na literatura, ou seja, uma 

marcação predominantemente intracelular e difusa.  

Em seguida, realizamos os ensaios eletrofisiológicos na configuração whole 

cell. Rapidamente, a vantagem em se utilizar essa configuração se baseia no 

princípio que todas as proteínas TRPV1 presentes na membrana plasmática 

responderão a um estímulo específico, no presente trabalho a capsaicina. Dessa 

forma, outras proteínas não serão estimuladas, resultando em uma resposta global, 

ou seja, a resultante da atividade de todas as proteínas TRPV1 na membrana 

plasmática.  

É necessário frisar que a funcionalidade do TRPV1 em macrófagos realmente 

carece de parâmetros quanto ao grau de atividade, probabilidade de abertura do 

canal, dentre outros. Neste caso, foi necessário apenas avaliar um número limitado 

de parâmetros, uma vez que não foi possível um aprofundamento biofísico do 

mesmo. Além disso, a extensa maioria dos dados presentes na literatura sobre 

esses pontos foram desenvolvidos em modelos heterólogos, através de uma 

superexpressão do TRPV1 (143–147). Embora, seja uma forma bastante utilizada 

para se realizarem esses tipos de ensaios, o modelo de expressão heteróloga 

carece em responder fielmente como o TRPV1 se comporta com outras proteínas 

endogenamente coexpressas.  

Contudo, os nossos resultados foram similares àqueles encontrados na 

literatura, tais como correntes de entrada, padrões de dessensibilização, abertura de 

poros na membrana plasmática e mobilização de Ca2+ intracelular (148–150). É 

preciso ressaltar que nesse último aspecto, a mobilização desse segundo 

mensageiro após a ativação do TRPV1 é o principal agente de inibição do TRPV1. 

Essa relação já foi descrita na literatura, nos quais essa ação inibitória é revertida 

pela proteína cinase C. Além disso, a inibição também se daria a partir de 

mecanismos de turnover do TRPV1, de forma dependente das concentrações de 

Ca2+ intracelular (148,150,151). 

Após a confirmação das correntes de entrada e mobilização dos níveis de 

Ca2+ intracelular, buscamos avaliar se o TRPV1 forma poros membranares em 
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macrófagos peritoneais. Vale ressaltar que proteínas formadoras de poros são 

encontradas tanto em organismos invertebrados quanto em vertebrados. Algumas 

delas possuem propriedades biofísicas  (152–154) e funções similares, tais como o 

perfil de corrente, seletividade e cut-off (154–156).  

Dentre as principais proteínas estudadas, destaca-se o P2X7R por sua 

capacidade de formar poros na membrana plasmática. Esse receptor ao ser ativado 

fisiologicamente ou em condições adversas pela adenosina 5`-trifosfato extracelular 

(ATP), apresenta características distintas dos demais quanto ao seu mecanismo de 

ativação. Uma vez ativado, ele altera a permeabilidade da membrana celular a 

solutos de elevado peso molecular (até 900 Da) carregados ou não (152–154). 

Apesar de os estudos acerca do poro do P2X7R datem desde os anos de 

1970, ainda há muitos dados controversos. Há uma discussão vigente, há pelo 

menos 30 anos, sobre a identidade do poro associado ao P2X7R e se esse poro 

depende ou não de mensageiros intracelulares, como cálcio e MAP cinases 

(127,152,157–160). Existem evidências que apontam que a formação do poro 

associado ao P2X7R se dá pela própria dilatação desse receptor, embora fortes 

indícios recentemente tenham favorecido a teoria de que haja uma proteína distinta 

que promova a abertura do poro do P2X7R, como mostramos previamente (95,118).  

A partir desse último ponto, outras proteínas formadoras de poros na 

membrana plasmática descritas na literatura poderiam participar da abertura do poro 

do P2X7R. Certamente, desse grupo de proteínas estudadas, aquela que mais se 

destaca pela concentração de estudos sobre esses aspecto é a panexina-1 

(102,161). Alguns grupos afirmam categoricamente que essa proteína seria o poro 

do P2X7R (102,161). Entretanto, essa afirmação não seria verdade em todos os 

modelos celulares, inclusive naqueles testados, uma vez que uma gama de artigos 

não tem mostrado reprodutibilidade dos resultados apresentados por eles. Como 

mencionado anteriormente, Yan e colaboradores demostraram que a abertura do 

poro associado ao P2X7R em condições fisiológicas não foi inibido por 

bloqueadores de panexina-1 (162). Mas, o que tem se mostrado é que o tipo e o 

estado de ativação celular podem ser preponderantes para a formação do poro do 

P2X7R. Assim, iniciamos uma série de experimentos a fim de trazer um pouco mais 

de luz à teoria de que esse poro seria uma proteína distinta do P2X7R.    
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Em 2005, Alberto et al. (118) avaliou a possibilidade de a proteína formadora 

panexina-1 participar na formação do poro ou no canal iônico formado pelo P2X7R 

em macrófagos peritoneais. Neste trabalho, os registros eletrofisiológicos de 

corrente iônica provocada pelo P2X7R não sofreram redução aos tratamentos com 

diferentes bloqueadores de junções comunicantes e hemicanais. Esse resultado 

corrobora com diversos trabalhos apontados até então desenvolvidos que mostram 

farmacologicamente que proteínas formadoras de hemicanais não influenciam o 

canal iônico formado pelo P2X7R (118,158,162). Além disso, tanto por microscopia, 

quanto por citometria de fluxo, os antagonistas de hemicanais formadores de poro 

não foram capazes inibir a captação de iodeto de propídeo através dos poros 

formados pelo P2X7R, ou seja, a formação do poro. 

Não obstante, alguns autores que defendem a panexina-1 como o poro 

associado ao P2X7R mostram a expressão da panexina-1 em células macrofágicas, 

como a linhagem J774 (102,161). Confirmamos essa evidência através dos 

resultados de RT-PCR, porém curiosamente, apesar de a linhagem J774 apresentar 

a expressão de panexina-1, no nosso modelo principal utilizado neste estudo, 

macrófagos peritoneais de camundongos, não se observa a expressão do 

hemicanal (118). Contudo, macrófagos peritoneais tratados por lipopolissacarídeo 

(LPS) passaram a expressá-la, que foi silenciada quando sob tratamento com RNA 

de interferência (RNAi) para panexina-1. Os resultados nesse artigo mostraram que 

os macrófagos peritoneais de camundongos não sofreram diminuição significativa 

na captação de corante após a ação do agonista seletivo do P2X7R, BzATP. 

Semelhantemente, não observamos redução de captação de corante utilizando-se 

antagonistas seletivos para panexina-1, como mostra a probenecida. Mostramos 

que não somente a probenecida, como também a carbenoxolona não apresentaram 

qualquer influência na formação do poro do P2X7R (Figura 15). Adicionalmente, o 

silenciamento da panexina-1 não inibiu a formação do poro do P2X7R. Portanto, 

isso significa que em macrófagos peritoneais, o modelo utilizado nesta dissertação, 

a panexina-1 não apresenta influências à formação do poro do P2X7R, indo ao 

encontro com diversos trabalhos da literatura (134, 147, 152).  
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O passo seguinte foi avaliar se outras estruturas formadoras de poros 

descritas na literatura poderiam ser ou participar da formação do poro do P2X7R. 

Vale a pena mencionar que há moléculas, como a ionomicina, um ionóforo de cálcio  

(158) e a maitotoxina, uma toxina marinha (153), capazes de promover a abertura 

de poros com características semelhantes ao do P2X7R na membrana plasmática, 

no entanto as estruturas ativadas por elas são desconhecidas até o momento. Além 

disso, há os poros que apresentam permeabilidade a ânions (163–165), os quais 

foram descartados no ensaio realizado com fluoresceína. Nesse ensaio, não houve 

captação de corante após a ativação por capsaicina. Uma observação se faz 

necessária, uma vez que ao se usar a fluoresceína nesse caso. Não é possível 

obter imagens satisfatórias ao se utilizar o detergente Triton X como controle 

positivo. Diferentemente do que ocorre com corantes catiônicos e intercalantes de 

DNA, há um extravasamento do corante aniônico ao meio extracelular. Assim, para 

compararmos o desempenho do poro do TRPV1 nesse caso, realizamos 

comparações com ensaios com Yopro-1 e brometo de etídeo.   

Dessa forma, avaliamos se o receptor de potencial transitório vaniloide 

subtipo-1 (TRPV1) poderia participar do processo de formação do poro do P2X7R e 

vice e versa. Nesse sentido, o principal ensaio utilizado para esse fim foi a avaliação 

da captação de corantes fluorescente impermeáveis à membrana plasmática. 

Excluída a possibilidade de rupturas na membrana plasmática, realizamos ensaios 

em microscopia de fluorescência e citometria de fluxo, nos quais a ativação do 

TRPV1 levou à abertura de um poro catiônico na membrana plasmática de 

macrófagos peritoneais. A corrente iônica e a mobilização de Ca2+intracelular 

provocadas pelo ATP foram inibidas pelos antagonistas do TRPV1 ao avaliarmos o 

contexto de um canal iônico. 

Uma vez averiguada a expressão do TRPV1 em macrófagos, verificamos o 

funcionamento do canal iônico e a formação do poro do TRPV1. Os resultados 

foram bastante semelhantes aos apresentados pelos registros da glia de Müller, 

tanto pela amplitude da corrente desenvolvida nos tipos celulares após exposição à 

capsaicina, quanto ao próprio formato dessas correntes iônicas. Além disso, os 

tratamentos farmacológicos se mostraram eficazes quanto à inibição do TRPV1 em 

ambos os tipos celulares. Ainda assim, a ativação e funcionalidade do TRPV1 em 
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macrófagos peritoneais foram avaliadas em ensaios de avaliação das 

concentrações de cálcio intracelulares diante de um estímulo dado. Vale destacar 

que o imageamento individual é uma abordagem que nos permite analisar cada tipo 

celular presente no campo de visualização do microscópio.  

Portanto, os resultados apresentados na Figuras 9A e 9B corroboram com os 

dados da eletrofisiologia quanto a sua funcionalidade e são bastante ilustrativos 

quanto aos processos de dessensibilização do TRPV1, o qual pode encontrar 

padrões semelhantes na literatura (148,150,151).  

Contudo, o dado mais relevante para trazermos luz ao papel da ativação do 

TRPV1 em macrófagos na esteroidogênese foi a inibição cruzada dos antagonistas 

do TRPV1 sobre a liberação de IL-1 β induzida pela ativação do P2X7. O potente 

antagonista do TRPV1, AMG 9810, inibiu a liberação tanto de IL-1β quanto de TNF-

α induzida por ATP em macrófagos peritoneais. Ressaltamos o uso do potente 

antagonista AMG9810 nesses ensaios para nos certificarmos de que de fato o 

TRPV1 participa da liberação dessas citocinas. É importante frisar que esse achado 

não era esperado, principalmente em relação à capsazepina e ao AMG9810, por 

serem antagonistas competitivos da capsaicina e terem seus sítios de ligação na 

porção intracelular da estrutura do TRPV1 (166,167).  

Assim, a existência de uma rede intracelular de comunicação entre P2X7R e 

TRPV1 emerge como uma possibilidade a ser investigada posteriormente a este 

trabalho. É importante mencionar que dois artigos já mostraram uma via de 

comunicação entre o receptor purinergico metabotrópico P2Y2 e o TRPV1 (82,83). 

Os elementos centrais desses trabalhos foram evidenciados à medida que ao se 

constatar que a ativação do TRPV1 sofria menor taxa de dessensibilização 

concomitantemente à ativação do receptor P2Y2. Possivelmente, uma vez que esse 

receptor metabotrópico aumenta os níveis de cAMP/PKA no interior celular, 

retardaria a dessensibilização. Além disso, o término da dessensibilização e retorno 

à capacidade de se ativar novamente foram mais breves quando houve uma pré-

ativação do P2Y2 à ativação do TRPV1. 

Por outro lado, a ativação do TRPV1 levou à liberação de IL-6 e IL-10, mas 

não de TNF-α. É digno de nota que a IL-10 exerce um papel anti-esteroidogênico 

conforme mostrado por Koldzic-Zivanovic e colegas, em 2006 (168). Os resultados 
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por eles apresentados revelam que a IL-10 é expressa majoritariamente na zona 

fasciculada, exerce um efeito negativo sobre a expressão da StAR, inibe a 

esteroidogênese e regula a ação da IL-6 nesse processo. Além disso, dois grupos 

de pesquisa demonstraram que a ativação do TRPV1 está relacionada ao aumento 

das concentrações de IL-10 in vitro e in vivo (169,170). Marshall e colaboradores em 

2013 demonstraram, através de um modelo de cardiopatia relacionada à obesidade, 

que o aumento dos níveis circulantes de IL-10 dependem da ativação de TRPV1 em 

camundongos submetidos à dieta hipercalórica. (169). Por sua vez, o grupo de 

Billeter demonstrou que a produção de IL-10 em monócitos frente ao estímulo com 

LPS depende da ativação de TRPV1 (170). Dessa forma, se a ativação do TRPV1 

em macrófagos levaria à produção de IL-10, poderia sugerir outra possibilidade de 

inibição por parte do TRPV1 na esteroidogênese na adrenal. Diante da importância 

desse tipo celular e dessas citocinas para a esteroidogênese, fica mais evidente o 

papel do TRPV1 na estimulação de células da adrenal no eixo imunoendócrino.  

Mesmo assim, apenas com os dados de macrófagos peritoneais in vitro não é 

possível afirmar se a ativação do TRPV1 é pró- ou anti-esteroidogênica, uma vez 

que a capsaicina foi capaz de induzir a produção de IL-6, que é uma conhecida 

citocina pró-esteroidogênica. 

Os experimentos desenvolvidos no eixo endócrino deste trabalho, ou seja, 

focando o comportamento das células de origem adrenal, revelaram tanto a 

expressão do TRPV1, quanto a sua funcionalidade de acordo com os ensaios de 

cálcio. Esse último ponto necessita de uma maior atenção aos experimentos em 

futuros trabalhos. De acordo com a literatura, as flutuações intracelulares dos íons 

cálcio são de grande importância na esteroidogênese e possuem capacidade tanto 

de estimular (em pequenas concentrações intracelulares de Ca2+) quanto de inibir 

(em elevadas concentrações intracelulares de Ca2+) a síntese de glicocorticoides 

(171,172).  

Nós observamos que há comportamentos distintos da atividade do TRPV1 de 

acordo com as concentrações de seu agonista. De modo peculiar, os sinais de 

cálcio intracelulares a partir de um estímulo com baixa concentração de capsaicina 

foram muito semelhantes aos apresentados após os estímulos com ACTH e LPS.  
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Uma vez que esses elementos são pró-esteroidogênicos e supondo que o 

Ca2+ intracelular exerça papel importante nesse processo, poderíamos propor um 

circuito quantal em proporções desses íons transacionariam numa condição a favor 

ou contra a esteroidogênese. Se observarmos o comportamento do nível de Ca2+ 

intracelular após ativação por concentrações maiores de capsaicina, atingiu-se um 

platô. Talvez seja esse platô as adições quantais que exerceriam influência sobre 

uma ação anti-esteroidogênica do TRPV1 em células da suprarrenal. Contudo, 

ainda resta saber por que processos as menores concentrações de capsaicina não 

induziram a esteroidogênese.  

Certamente, os níveis de Ca2+ intracelular são importantes para a 

esteroidogênese, mas é preciso ressaltar os papéis de outro segundo mensageiro, o 

cAMP, além do fator de transcrição NFB (173). Se formos analisar o primeiro, ele 

está intimamente envolvido na sinalização “clássica” neuro-imuno-endócrina, na 

qual o ACTH sintetizado na hipófise se difunde pelo organismo até encontrar seus 

receptores. Neste caso, os receptores de ACTH encontrados nas células presentes 

na zona fasciculada disparam uma sinalização cAMP/PKA (174,175). Esse sinal 

culmina, dentre outros, na promoção do transporte de moléculas de colesterol para 

o interior das mitocôndrias para a síntese de glicocorticoides, via StAR.  

Por sua vez, a sinalização pró-esteriodogênica promovida pela ativação com 

LPS acontece direta ou indiretamente nas células da zona fasciculada da adrenal. 

Diretamente, podemos ressaltar que as células produtoras de glicocorticoides 

possui toda a maquinaria capaz de responder ao estímulo do LPS, especificamente 

a via do NFB e ativação da ciclooxigenase-2 (176–178). Independentemente de 

qual via se dá, ambas promovem um aumento de Ca2+ intracelular que vai favorecer 

a entrada e o transporte de colesterol às mitocôndrias, paralelamente à mobilização 

de outros estoques de Ca2+ e colesterol, como os corpúsculos lipídicos.  

Posteriormente, os ensaios in vivo confirmaram os resultados encontrados 

nos ensaios in vitro, a influência do TRPV1 depende das concentrações de 

agonistas utilizadas. Podemos observar que houve um perfil anti-esteroidogênico da 

ativação do TRPV1 à medida que se aumentava as concentrações de capsaicina. 

Além disso, a concentrações plasmáticas de TNF-α foram aumentadas após 

estímulos com capsaicina em camundongos tratados com LPS. Esse dado é 
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interessante, pois esta citocinas é capaz de induzir esteroidogênese diretamente, 

mas de modo independente ao ACTH (21,179–181).  

De fato, diante dos resultados obtidos até então, há a indicação de que a 

ativação do TRPV1 levaria à inibição da esteroidogênese de forma direta (nas 

adrenais) e indireta (células do sistema imune) (Figura 28). Isso vai de encontro com 

a nossa hipótese inicial, na qual ativação do TRPV1 levaria à indução da 

esteroidogênese. Portanto, podemos supor que em um contexto inflamatório, onde 

glicocorticoides têm um papel importante na resolução da inflamação, o TRPV1 

poderia agir como um agente pró-inflamatório, retardando a ação resolutiva de 

glicocorticoides. Entretanto, é necessário responder quais são os componentes e as 

etapas envolvidos após a ativação do TRPV1 nestes contextos direto e indireto.  
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Figura 28 - Esquema representativo da hipótese atual. 
Macrófagos peritoneais ativados por LPS produzem TNF-α, IL-1β e IL-6 que induzem células da adrenal a produzir glicocorticoides. A ativação dos canais iônicos 
P2X7 e TRPV1 favoreceriam esse processo tanto nos macrófagos quanto nas células de adrenal. Neste sentido, os íons Ca

2+ 
exerceriam papel fundamental na 

produção de glicocorticoides, uma vez que já foram vistos anteriormente como participantes na esteroidogênese. Contudo, a esteroidogênese induzida por LPS nas 
adrenais diretamente se apresentou comprometida com a ativação do TRPV1 na região cortical da glândula adrenal. Nessa etapa, o aumento de cálcio intracelular 
desfavoreceria a esteroidogênese. 
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7 CONCLUSÃO  

Diante dos resultados apresentados até este momento, constatamos a 

expressão e a funcionalidade TRPV1 em macrófagos peritoneais e células de 

adrenal de origem murina. É possível que estejamos diante de um circuito 

purinérgico-vaniloide que pode influir na esteroidogênese sob um contexto 

imunoendócrino, uma vez que ambos receptores participam da produção de 

citocinas pró-esteroidogênicas. 

A ativação do TRPV1 foi capaz de induzir a formação de poro com P2X7R 

em macrófagos, o que levou a uma redução na produção de citocinas pró-

esteroidogênicas in vitro. Além disso, a ativação do TRPV1 em linhagem de células 

de adrenal culminou com inibição na liberação de corticosterona em paralelo com 

elevação supra-fisiológica das concentrações de Ca2+ intracelular in vitro. Em 

adição, observamos que a ativação de TRPV1 com capsaicina reduziu as 

concentrações plasmáticas de corticosterona, enquanto aumentou a produção de 

TNF-α na cavidade peritoneal de camundongos. Esses dados nos sugerem que a 

ativação do TRPV1 levaria à inibição da esteroidogênese tanto de forma direta, em 

células da adrenal produtoras de glicocorticoides, possível por sinalização 

intracelular mediada por íons cálcio. Finalmente, os resultados encontrados trazem 

luz a novas abordagens quanto a doenças metabólicas, com a resistência à insulina 

e, àquelas em distúrbios do eixo HPA, como a síndrome de Cushing. 
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