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Resumo 

A membrana epirretiniana é um tecido fibrocontrátil que se forma na superfície 

interna da retina, podendo causar desde uma deficiência visual até o 

descolamento da retina. As células gliais de Müller participam ativamente da 

formação desta membrana. Atualmente, há uma busca por novas abordagens 

terapêuticas que visam prevenir ou tratar as disfunções celulares envolvidas na 

progressão desta fibrose. A via de sinalização das GTPases Rho está envolvida 

na regulação de vários processos celulares que podem ser associados à 

membrana, como proliferação, migração e contração celulares. Em especial, a 

enzima Rho quinase (ROCK), efetora da GTPase RhoA, é um potencial alvo 

terapêutico a ser investigado. Este estudo tem como principais objetivos avaliar, 

em células de Müller humanas, os efeitos de um inibidor de ROCK (Y27632) 

sobre a viabilidade, crescimento, organização do citoesqueleto, expressão de 

componentes da matriz extracelular, diferenciação em miofibroblastos, migração 

e contratilidade. Para isso, células da linhagem MIO-M1 foram cultivadas e 

tratadas por diferentes períodos com o inibidor. A viabilidade foi avaliada por 

ensaio com 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) 

e pelo método de exclusão com azul de tripan. O crescimento foi avaliado por 

curva de crescimento e por ensaio de incorporação de BrdU. O citoesqueleto de 

actina foi evidenciado com faloidina fluorescente, enquanto filamentos 

intermediários e microtúbulos foram avaliados por imunofluorescência para 

vimentina e α-tubulina. A expressão gênica e proteica de colágenos I e V, 

laminina e fibronectina foi avaliada por rt-PCR e imunofluorescência. A migração 

celular direcionada e espontânea foi estudada por ensaio em câmara bipartite e 

por observação de células vivas em microscopia de contraste de fase, 

respectivamente. A contratilidade celular foi avaliada por ensaio de contração em 

gel de colágeno. Os resultados mostraram que a inibição de ROCK com Y27632 

não alterou a viabilidade e diminuiu o crescimento e a proliferação celular após 

72 h. Houve alteração da morfologia celular e da organização da actina 

filamentosa (F-actina), com redução do corpo celular, desaparecimento de fibras 

de estresse e formação de prolongamentos celulares longos e ramificados. O 

citoesqueleto de microtúbulos e filamentos intermediários também foi alterado, 

possivelmente como consequência de alterações da F-actina. O inibidor também 

reduziu a expressão gênica e imunorreatividade de α-actina de músculo liso, um 

marcador de miofibroblastos. A expressão de componentes da matriz 

extracelular não foi afetada pelo inibidor. A migração celular direcionada também 

não foi alterada, embora a contratilidade celular tenha sido substancialmente 

reduzida. Não foi observada migração espontânea de células MIO-M1. Em 



 

 
 

conclusão, a inibição farmacológica de ROCK em células de Müller sugere que 

esta pode ser uma abordagem potencial interessante no tratamento de 

membranas epirretinianas, prevenindo a proliferação, contratilidade e 

transdiferenciação dessas células, sem alterar a viabilidade celular. 

Palavras-chave: células de Müller; retina; ROCK; membrana epirretiniana  
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Abstract 

The epiretinal membrane is a fibrocontractile tissue that forms on the inner 

surface of the retina, causing from visual impairment to retinal detachment. Müller 

glial cells actively participate in the formation of this membrane. Current research 

seeks new therapeutic approaches that aim to prevent or treat cellular 

dysfunctions involved in the progression of this common fibrosis. The Rho 

GTPases signaling pathway regulates several processes associated with the 

epiretinal membrane, such as cell proliferation, migration and contraction. Rho 

kinase (ROCK) in particular, an effector of the RhoA GTPase, is an interesting 

potential therapeutic target. This study aimed to evaluate, in human Müller cells, 

the effects of a ROCK inhibitor (Y27632) on cell viability, growth, cytoskeletal 

organization, expression of extracellular matrix components, myofibroblast 

differentiation, migration and contractility. Müller cells of the MIO-M1 lineage were 

cultured and treated for different periods with the inhibitor. Viability was evaluated 

by 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) assay 

and trypan blue exclusion method. Growth was evaluated by growth curve and 

BrdU incorporation assay. The actin cytoskeleton was stained with fluorescent 

phalloidin, while intermediate filaments and microtubules were stained by 

immunofluorescence for vimentin and α-tubulin. Gene and protein expression of 

collagens I and V, laminin and fibronectin were evaluated by rt-PCR and 

immunofluorescence. Chemotactic and spontaneous cell migration were studied 

by transwell assay and time-lapse observation of live cells, respectively. Cell 

contractility was assessed by collagen gel contraction assay. The results showed 

that ROCK inhibition by Y27632 did not affect cell viability and decreased cell 

growth and proliferation after 72 h. There was a change in cell morphology and 

organization of filamentous actin (F-actin), with a reduction in the cell body, 

disappearance of stress fibers and formation of long, branched cell extensions. 

The cytoskeleton of microtubules and intermediate filaments was also affected, 

possibly as a consequence of F-actin alterations. The inhibitor also reduced gene 

expression and immunoreactivity of smooth muscle α-actin, a marker of 

myofibroblasts. The expression of extracellular matrix components was not 

affected by the inhibitor. Directed (chemotactic) cell migration was also 

unchanged, although cell contractility was substantially reduced. No spontaneous 

migration of MIO-M1 cells was observed. In conclusion, pharmacological 

inhibition of ROCK in Müller cells may be a potentially interesting approach to 

treat epiretinal membranes, preventing cell proliferation, contractility and 

transdifferentiation, without effects on cell viability. 

Keywords: Müller glial cells; retina; ROCK; epiretinal membrane   



 

 
 

Lista de Figuras 

Figura 1. Esquema representativo da miosina II nas suas conformações inativa 

e ativa ............................................................................................................... 16 

Figura 2. Representação esquemática da fibra de estresse ........................... 17 

Figura 3. Domínios das isoformas da proteína ROCK ..................................... 18 

Figura 4. Representação esquemática dos componentes celulares da retina e 

sua organização ............................................................................................... 22 

Figura 5. Exemplo esquemático do surgimento e progressão de um tipo de 

membrana epirretiniana secundária. ................................................................ 24 

Figura 6 Marcação das isoformas de Rho em células MIO-M1 ....................... 36 

Figura 7. Viabilidade celular, curva de crescimento e ensaio de proliferação em 

células MIO-M1 após tratamento com Y27632 ................................................ 38 

Figura 8. Efeito de Y27632 sobre as células de Müller por ensaio de MTT .... 39 

Figura 9. Evidenciação do citoesqueleto após tratamento com Y27632 ......... 40 

Figura 10 Morfologia das células MIO-M1 em contraste de fase ..................... 41 

Figura 11. Imunofluorescência de proteínas de matriz após inibição de ROCK 

com Y27632 ..................................................................................................... 43 

Figura 12. Expressão de genes de proteínas de matriz extracelular após a 

inibição farmacológica de ROCK ...................................................................... 44 

Figura 13. Imunofluorescência de α-SMA e expressão do gene ACTA2 após a 

inibição de ROCK com Y27632 ........................................................................ 45 

Figura 14. Avaliação da migração celular por ensaio de transwell após o 

tratamento com Y27632 ................................................................................... 46 

Figura 15. Ensaio de contração no gel de colágeno ........................................ 47 

  



 

 
 

Lista de Abreviaturas 

ACTA2 - Actin alpha 2 

ARBP - Attachment region binding protein 

ARPE-19 - Adult Retinal Pigment Epithelial cell line-19 

a-SMA - Alpha-smooth muscle actin 

ATP - Adenosina trifosfato 

BrdU - 5-Bromo-2´-Desoxiuridina 

Cdc 42 - Cell division cycle 42 

CDK - Cyclin dependent kinase 

cDNA - DNA complementar 

COL1A1 - Collagen type I alpha 1 chain 

COL1A2 - Collagen type I alpha 2 chain 

COL5A2 - Collagen type V alpha 2 chain 

Ct - Cycle threshold 

CTGF - Connective tissue growth factor 

DAPI - 4′,6-diamidino-2-phenylindole  

DAPK1 - Death-associated protein kinase 1 

DMEM -  Dulbecco's Modified Eagle Medium 

dNTP - 2′ deoxynucleoside 5′-triphosphate 

DTT - Ditiotreitol 

ELC - Essential light chain 

FGF - Fibroblast growth factor 

Fig - Figura 

FN1 - Fibronectin 1 

GDI - Guanosine Nucleotide Dissociation Inhibitor 

GDP - Guanosina difosfato 

GEF - Guanosine Nucleotide Exchange Factor 

GFAP - Glial fibrillary acid protein 

GTP - Guanosina trifosfato 

HEPES - 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

kDa - Kilodalton 

LAMA1 - Laminin subunit alpha 1 

LIMK1 -  LIM domain kinase 1 

MHC - Myosin heavy chain 



 

 
 

MIO-M1 - Moorfields/Institute of Ophthalmology-Müller 1 

MLC - Myosin light chain 

MLCK - Myosin Light Chain Kinase 

MLCP - Myosin light chain phosphatase 

MRTF - Myocardin-related transcription factor 

MTT - 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide 

MYPT1 - Myosin phosphatase target subunit 1 

PB - Phosphate buffer 

PCR - Polimerase chain reaction 

PDGF - Platelet-derived growth factor 

PDR - Proliferative diabetic retinopathy 

PFA - Paraformaldeído 

PIPES - 1,4-Piperazinediethanesulfonic acid 

PP1c - Protein phosphatase 1 catalytic subunit  

Rac1 - Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 

Rho - Ras homology 

RLC - Regulatory light chain 

ROCK - Rho-associated coiled-coil containing kinases 

RPE - Retinal pigmented epithelium 

SEM - Standard error of the mean 

Ser - Serina 

SFB - Soro fetal bovino 

SRF - Serum responsive factor 

TA - Temperatura ambiente 

TGF-b - Transforming growth fator-beta 

Thr - Treonina 

TNF-a - Tumor necrosis factor-alpha 

TRITC - Tetramethylrhodamine 

ZIPK - Zipper-interacting protein kinase 

 

  



 

 
 

Sumário 

1. Introdução ................................................................................................... 15 

1.1 GTPases Rho e Rho quinase (ROCK) .......................................... 15 

1.2 ROCK1 e ROCK2 ............................................................................ 18 

1.3 Inibidores de ROCK ....................................................................... 21 

1.4 Membranas epirretinianas ............................................................ 22 

1.5 Células Gliais de Müller e membranas epirretinianas ................ 23 

1.6 Miofibroblastos e membranas epirretinianas .............................. 27 

2. Objetivos ..................................................................................................... 28 

2.1 Objetivo Geral ........................................................................................... 28 

2.2 Objetivos específicos............................................................................... 28 

3. Metodologia ................................................................................................ 30 

3.1 Cultura de células de Müller ......................................................... 30 

3.2 Curva de crescimento e viabilidade por ensaio de exclusão com 

azul de tripan ................................................................................. 30 

3.3 Ensaio de proliferação por incorporação de 5-Bromo-2’-

Desoxiuridina (BrdU) ..................................................................... 30 

3.4 Ensaio MTT ..................................................................................... 31 

3.5 Time-lapse ...................................................................................... 31 

3.6 Marcação do citoesqueleto de F-actina ....................................... 32 

3.7 Imunofluorescência ....................................................................... 32 

3.8 Real time PCR (rt-PCR) .................................................................. 33 

3.8.1 Extração do RNA total ........................................................ 33 

3.8.2 Síntese do cDNA ................................................................ 34 

3.8.3 Reação real time PCR ........................................................ 34 

3.8.4 Primers ............................................................................... 34 

3.8.5 Análise dos dados de rt-PCR ............................................. 35 

3.9 Ensaio de migração celular por transwell ................................... 35 

3.10 Ensaio de contração em gel de colágeno tipo I ........................ 36 

3.10.1 Extração do colágeno tipo I da cauda de rato .................. 36 

3.10.2 Avaliação da contratilidade celular em géis de colágeno . 36 



 

 
 

3.11 Análise estatística ........................................................................ 37 

4. Resultados .................................................................................................. 37 

4.1 Isoformas RhoA e RhoB são expressas em células gliais de Müller 

da linhagem MIO-M1 ...................................................................... 37 

4.2 Viabilidade, crescimento e proliferação celular após o tratamento 

com Y27632 .................................................................................... 39 

4.3 Morfologia e organização do citoesqueleto após a inibição de 

ROCK .............................................................................................. 40 

4.4 Expressão gênica e proteica de componentes da matriz 

extracelular após tratamento com inibidor de ROCK ................ 44 

4.5 Efeitos na expressão de α-SMA após inibição de ROCK ........... 47 

4.6 Migração celular na presença do inibidor de ROCK ................... 48 

4.7 Contratilidade celular na presença do inibidor de ROCK .......... 48 

5. Discussão ................................................................................................... 49 

6. Conclusão ................................................................................................... 53 

Referências ..................................................................................................... 55



15 
 

 
 

1. Introdução 

 1.1 GTPAses Rho e Rho quinase (ROCK) 

A família de GTPases Rho está envolvida na sinalização que regula a 

organização do citoesqueleto, progressão do ciclo celular, polaridade, tráfego de 

vesículas, migração e adesão celular (HODGE; RIDLEY, 2016). Essas GTPases 

são muito conservadas em eucariontes, sendo as mais amplamente expressas 

e melhor estudadas: Rho propriamente dita (isoformas A, B e C), Rac 1 e Cdc42. 

Classicamente, as GTPases Rho ciclam entre o estado conformacional 

inativo (ligadas ao GDP) e ativo (ligadas ao GTP) (HODGE; RIDLEY, 2016). Sua 

ativação é regulada por GEFs (Guanine-nucleotide-Exchange Factors), que 

facilitam a troca de GDP por GTP, e sua inativação é catalisada por GAPs 

(GTPase-Activating Proteins), que aceleram a hidrólise do GTP. Adicionalmente, 

proteínas Rho inativas são sequestradas por GDIs (Guanine-nucleotide-

Dissociation Inhibitors), que impedem a interação da GTPase com a membrana 

plasmática, impedindo sua interação com GEFs e mantendo-as inativas no 

citoplasma (CARPENTER et al., 1999; HANSEN; NELSON, 2001). 

Na forma ativa, GTPases Rho interagem com diferentes proteínas 

efetoras. Dentre os efetores, as quinases de serina/treonina ROCKs (Rho-

associated coiled-coil forming kinases) exercem um papel crucial na regulação 

da reorganização da actina durante a proliferação, adesão celular, migração e 

contração (AMANO; NAKAYAMA; KAIBUCHI, 2010). 

As miosinas constituem uma superfamília de proteínas motoras que 

podem caminhar sobre filamentos de actina e proporcionar o seu deslizamento, 

para gerar força de tensão sobre os mesmos. Esta função requer energia, que é 

proveniente da hidrólise de ATP e necessita da existência de sítios catalíticos 

com atividade ATPásica nas miosinas. A maioria das miosinas pertence à classe 

II que, juntamente com a actina, compõem as estruturas contráteis do tecido 

muscular. No entanto, moléculas de miosina II que se assemelham às isoformas 

musculares em relação à estrutura e função também estão presentes em todas 

as células não musculares eucariontes (VICENTE-MANZANARES et al, 2011). 

As miosinas do tipo II não musculares são compostas por 3 pares de cadeias 

peptídicas: duas cadeias pesadas de 230 kDa (MHC), duas cadeias leves 

reguladoras de 20 kDa (MLC ou RLC) e duas cadeias leves essenciais de 17 



16 
 

 
 

kDa (ELC). As duas cabeças globulares presentes nas cadeias pesadas contém 

os sítios de ligação para ATP e actina, seguidas da região do pescoço, onde se 

ligam duas diferentes cadeias leves (ELC e MLC). A região do pescoço funciona 

como uma alavanca para ampliar a rotação da cabeça da miosina, devido à 

transformação da energia química de ATP em energia mecânica para realizar o 

movimento de deslocamento (VICENTE-MANZANARES et al, 2009). 

A ativação de miosinas envolve a fosforilação reversível na cadeia leve 

regulatória (MLC) nos sítios de serina (Ser19) ou treonina (Thr18), ou ambos. A 

miosina II inativa (não fosforilada) encontra-se compactada (Fig. 1). 

 

 

Figura 1. Esquema representativo da miosina II nas suas conformações inativa e ativa. 

Modificado de Betapudi (2014).  

A fosforilação por ROCK ou por outra quinase permite que a molécula 

atinja sua conformação ativada, formando filamentos duplos bipolares (através 

da interação das suas α-hélices), que promovem a interação com os filamentos 

de actina (VICENTE-MANZANARES et al, 2009). Esta interação com a actina 

ocorre por meio do domínio da cabeça, havendo uma mudança conformacional 

que promove o deslocamento antiparalelo dos filamentos de actina. A formação 

de feixes contráteis de actina e miosina origina as estruturas conhecidas como 

fibras de estresse, importantes no processo de contração do corpo celular e 

amadurecimento de adesões junto à matriz extracelular (VICENTE-

MANZANARES et al, 2009) (Fig. 2). Outras quinases regulatórias de MLC são a 

Miosin Light Chain Kinase (MLCK), Citron kinase e ZIPK ou DAPK3 (Leucine 

Zíper Interacting Kinase) (WENDT et al, 2001; MATSUMURA, 2005; TAN et al, 

2008).  
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Figura 2. Representação esquemática da fibra de estresse. Os filamentos de actina estão 

representados em vermelho e os de miosina em azul. Durante a contração celular, a cabeça da 

miosina interage com a actina, realizando o encurtamento das fibras de estresse. Modificado de 

Vicente-Manzanares et al. (2009). 

ROCK também atua sobre a fosfatase de cadeia leve de miosina (MLCP), 

que defosforila a miosina II ativada. A MLCP é composta por três subunidades: 

a subunidade catalítica (PP1c), a subunidade alvo 1 da miosina fosfatase 

(MYPT1 ou MBS) e uma pequena subunidade não catalítica, sem função 

definida. A fosforilação nos resíduos de MYPT1 por ROCK (JULIAN; OLSON, 

2014) inibe a atividade da MLCP (KIMURA et al, 1996; JULIAN; OLSON, 2014) 

e aumenta a possibilidade de fosforilação de MLC, consequentemente 

aumentando a contratilidade celular (RIENTO; RIDLEY, 2003). 

Outro alvo de ROCK é a LIM quinase 1 (LIMK1) que, uma vez ativada por 

ROCK, irá fosforilar e, consequentemente, inativar a proteína cofilina, levando à 

inibição da despolimerização dos filamentos de actina (OHASHI et al, 2000). 

Assim, por meio de vias de sinalização que envolvem as proteínas miosina II e 

LIMK1, RhoA/ROCK atuam regulando os processos de motilidade, contração, 

formação de fibras de estresse e amadurecimento de adesões nas células 

(AMANO et al, 1996; OHASHI et al, 2000; RIENTO; RIDLEY, 2003; SHI et al, 

2013; JULIAN; OLSON, 2014). O amadurecimento das adesões junto à matriz 

extracelular para que se tornem pontos de ancoragem para as células depende 

da atividade de miosina II e da inserção das fibras de estresse (PARSONS et al., 

2010). 

Além da regulação da contratilidade, foi observado em alguns tipos 

celulares que a ativação de ROCK também pode levar à transição epitélio-

mesênquima por meio da ativação do fator de transcrição relacionado à 

miocardina (MRTF). O MRTF está ligado à actina globular (G-actina), que ao ser 

polimerizada para formar actina filamentosa (F-actina), pela via de ROCK libera 

o MRTF para formar um complexo com o fator responsivo ao soro (SRF). Este 
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complexo, por sua vez, ativará a transcrição de genes envolvidos na transição 

epitélio-mesênquima, como por exemplo a α-actina de músculo liso (α-SMA) 

(KOROL; TAIYAB; WEST-MAYS, 2016; YOKOTA et al, 2017). 

 

1.2 ROCK1 e ROCK2  

 

Sabe-se que a ativação de quinases regulatórias de MLC ocorre sob 

estímulos diferentes: Ca+-calmodulina ativa MLCK e a GTPase RhoA ativa 

ROCK e Citron kinase, por exemplo. Segundo Totsukawa e col. (2000 e 2004), 

a MLCK, em alguns tipos celulares, localiza-se mais na periferia, enquanto 

ROCK estaria localizada mais na região central. Essa diferença na localização 

significa que as estruturas de actina e miosina na região central da célula, como 

fibras de estresse e adesões focais maduras, são mais estáveis do que as que 

se encontram na periferia. Existem, no entanto, duas diferentes isoformas de 

ROCK em humanos (ROCK1 e ROCK2), e muito pouco se sabe a respeito do 

papel diferencial de cada isoforma nas células. 

Em humanos, as isoformas ROCK1 e ROCK2 (Fig. 3) possuem peso 

molecular de 160 kDa (NAKAGAWA et al, 1996). O gene para ROCK1 encontra-

se no cromossomo 18 (18q11.1), enquanto que o gene para ROCK2 encontra-

se no cromossomo 2 (2p24). As duas isoformas compartilham 64% de homologia 

na sequência primária de aminoácidos, 92% de homologia no domínio quinase 

e o domínio coiled-coil é o que apresenta a menor homologia (55%) 

(NAKAGAWA et al, 1996). ROCK1 e ROCK2 apresentam níveis de expressão 

diferentes entre os órgãos (JULIAN; OLSON, 2014). As duas isoformas possuem 

grande similaridade, podendo ser reguladas por mecanismos comuns ou por 

mecanismos específicos de cada uma (SHI et al, 2013; JULIAN; OLSON, 2014; 

HARTMANN; RIDLEY; LUTZ, 2015). 
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Figura 3. Domínios das isoformas da proteína ROCK. Modificado de: JULIAN; OLSON, 2014. 

Com relação à localização e função de cada isoforma, Newell-Litwa e 

colab. (2015) mostraram que ROCK1 e ROCK2 regulam vias moleculares 

distintas após ativação por RhoA, e sua ação coordenada controla a polarização 

e motilidade celular. Ambas as isoformas regulam a contratilidade e formação de 

fibras de estresse, mas ROCK2 também regula a atividade da GTPase Rac1 

(indiretamente) e de cofilina na periferia das células, sendo muito importante para 

a remodelação de actina e maturação de adesões junto à matriz extracelular. 

 

1.3 Inibidores de ROCK 

 

Inibidores de ROCK têm demonstrado possuir potencial terapêutico para 

uma variedade de condições patológicas, que incluem doenças cardiovasculares 

(ex: vasoespasmos coronais e vasoespasmo cerebral; DONG et al, 2010), 

fibrose pulmonar (KNIPE et al, 2018) e doenças oculares (ex: glaucoma, 

retinopatia diabética e retinopatia vítreo-proliferativa; MOURA-COELHO et al, 

2019). 

Dentre os inibidores de ROCK mais utilizados temos o Y-27632 e o 

Fasudil, que inibem ROCK1 e 2 de maneira equivalente, tendo como alvo o 

domínio quinase dependente de ATP (LIAO; SETO; NOMA, 2007). O Fasudil 

inibe ROCK competindo com o ATP para se ligar à quinase, apresentando 

resultados positivos para o tratamento de vasoespasmos cerebrais, isquemia 

cerebral aguda e angina (SHIMOKAWA; RASHID, 2007). De maneira geral, 

inibidores de ROCK inibem a contratilidade celular; por exemplo, o Y-27632 

aboliu a formação de fibras de estresse em células Swiss-3T3 na concentração 

de 10 µM (ISHIZAKI et al, 2000). 

Na Oftalmologia, os inibidores de ROCK começaram a ser utilizados para 

o tratamento de glaucoma, uma vez que efeitos positivos para a redução da 

pressão intraocular foram obtidos (HONJO; TANIHARA, 2018). Ademais, foram 

encontrados efeitos positivos dos inibidores de ROCK in vitro em processos 

relacionados com doenças que acometem a córnea, a retina (retinopatia 

diabética, degeneração macular relacionada à idade, descolamento da retina) e 

na retinopatia vítreo-proliferativa (MOURA-COELHO et al, 2019). O Fasudil 
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apresentou efeitos positivos para retinopatia diabética (ARITA; HATA; 

ISHIBASHI, 2010) e na progressão de retinopatia vítreo-proliferativa, na 

concentração de 30 µM em modelo animal (KITA et al, 2008). Neste último 

estudo, também foi observada diminuição da contração de hialócitos (células 

presentes no vítreo) tratados com o vítreo de pacientes com retinopatia vítreo- 

proliferativa (KITA et al, 2008). O Ripasudil, desenvolvido pela Kowa Company, 

que também inibe de forma potente e seletiva as duas isoformas de ROCK 

(GARNOCK-JONES, 2014), foi aprovado para o tratamento de glaucoma e 

hipertensão ocular em 2014 no Japão. 

Outros efeitos promovidos por inibidores de ROCK foram: neuroproteção 

e atenuação do processo de gliose induzidos por estresse na retina de roedores 

(TURA et al, 2009), redução da transdiferenciação em miofibroblastos (células 

que apresentam elevada contratilidade) de diferentes tipos celulares in vitro 

(HTWE et al, 2017; PITHA et al, 2018; ZHANG et al, 2019) e supressão da 

expressão de proteínas de matriz relacionadas à fibrose em células do epitélio 

pigmentado da retina (ZHU et al, 2013). Em células gliais de Müller retinianas, o 

inibidor Y-27632 diminuiu a expressão de α-actina de músculo liso (α-SMA) 

induzida pelo estresse oxidativo (ZHANG; FENG; WANG, 2018). Contudo, não 

existem estudos que elucidem suficientemente o papel da via de ROCK em 

células de Müller, principalmente em processos celulares que são importantes 

em diferentes condições patológicas que acometem a retina (particularmente as 

membranas epirretinianas), evidenciando a necessidade de novas 

investigações. 

 

1.4 Membrana epirretiniana 

Membranas epirretinianas são membranas de composição fibrocelular, 

resultantes de um processo de fibrose, que se desenvolvem na superfície interna 

da retina. Podem ser primárias ou idiopáticas (quando a sua origem não é 

identificada) (BU et al, 2014) ou secundárias, devido a uma condição patológica 

prévia, como é o caso de membranas de retinopatia vítreo-proliferativa 

(MUDHAR, 2020) e de retinopatia diabética proliferativa (HENG et al, 2013). 

Apesar das membranas idiopáticas e secundárias terem as suas próprias 

características, elas podem causar distorção da retina, metamorfopsia e gerar 
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trações, inclusive com a possibilidade de levar ao descolamento de retina (BU et 

al, 2014; PASTOR et al, 2016). 

Existem diversos tipos celulares que podem ser encontrados nas 

membranas epirretinianas, como por exemplo miofibroblastos, células gliais de 

Müller, hialócitos, células do epitélio pigmentado da retina e células do sistema 

imune (SCHUMANN et al, 2014; BU et al, 2015; VOGT et al, 2018; GUENTHER 

et al, 2019). Contudo, a composição celular e a predominância de diferentes 

células podem diferir em membranas primárias e secundárias. Foi demonstrada 

uma maior quantidade de células do sistema imune e de células do epitélio 

pigmentado da retina em membranas de retinopatia vítreo-proliferativa, em 

comparação a membranas idiopáticas, que apresentavam uma maior quantidade 

de células gliais (OBERSTEIN et al, 2011, DA SILVA et al, 2022). Além disso, os 

miofibroblastos estão presentes nas diferentes membranas e parecem ser as 

células mais comumente encontradas (BU et al, 2015; GUENTHER et al, 2018; 

DA SILVA et al, 2022).  

Além de células, a matriz extracelular também é um importante 

componente presente nas membranas epirretinianas. Fazem parte da 

constituição do tecido fibroso: fibronectina (IOACHIM et al, 2005; GEORGE et al, 

2009), tenascina (IOACHIM et al, 2005), laminina (SCHEIFFARTH et al, 1988; 

IOACHIM et al, 2005) e diferentes tipos de colágenos, tais como os tipos I, II, III, 

IV e V (SCHEIFFARTH et al, 1988; IOACHIM et al, 2005; KRITZENBERGER et 

al, 2011). 

 

1.5 Células Gliais de Müller e membranas epirretinianas 

 

As células de Müller são células gliais presentes na retina dos vertebrados 

que atuam no suporte aos neurônios e contribuem no processamento da 

informação (NEWMAN; REICHENBACH, 1996; BRINGMANN; REICHENBACH, 

2001). Além disso, estas células promovem a estabilidade estrutural da retina, 

sendo encontradas por toda a extensão da retina neural (Fig. 4). Os corpos 

celulares das células de Müller estão localizados na camada nuclear interna e 

deles se irradiam prolongamentos em direção à superfície interna da retina, 

formando uma expansão na região terminal adjacente ao humor vítreo. A lâmina 
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basal e os pés terminais das células de Müller formam a membrana limitante 

interna. Prolongamentos em direção à superfície externa apresentam microvilos 

em sua porção apical e formam junções tipo tight com os fotorreceptores, 

constituindo a membrana limitante externa. Além disso, as células de Müller 

possuem prolongamentos ramificados que se difundem e recobrem os corpos 

celulares dos neurônios fotorreceptores (NEWMAN; REICHENBACH, 1996). 

 

 

Figura 4. Representação esquemática dos componentes celulares da retina e sua 

organização. Células gliais de Müller se expandem por quase toda extensão retiniana, é possível 

observar que seus prolongamentos envolvem as células neuronais. Microglia (MG), 

astrócito/astroglia (AG), células de Müller (M), ganglionares (G), amácrinas (A), horizontais (H), 

bipolares (B), cones (C) e bastonetes (R). Epitélio pigmentado da retina (RPE), segmentos dos 

fotorreceptores (PRS), camada nuclear externa (ONL), camada plexiforme externa (OPL), 
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camada nuclear interna (INL), camada plexiforme interna (IPL), camada de células ganglionares 

(GCL), vasos sanguíneos (BV). Fonte: REICHENBACH; BRINGMANN, 2020. 

 

Diversas funções importantes são desempenhadas por estas células, de 

modo a manter o funcionamento normal do tecido, tais como: 1) a manutenção 

das concentrações de íons que estão presentes no meio extracelular, 

principalmente K+ e o controle da quantidade de água no meio extracelular 

(BRINGMANN; REICHENBACH, 2001; REICHENBACH; BRINGMANN, 2020); 

2) auxílio no metabolismo dos neurônios, absorvendo glicose e convertendo em 

lactato, no controle do pH extracelular e na remoção de CO2 gerado pelo 

metabolismo das células na retina (REICHENBACH; BRINGMANN, 2013; 

REICHENBACH; BRINGAMNN, 2020) e 3) modulação da atividade neuronal, 

contribuindo no processamento da informação, controlando a concentração dos 

neurotransmissores que estão presentes no meio extracelular e fornecendo 

precursores de neurotransmissores aos neurônios (REICHENBACH; 

BRINGMANN, 2020). Outra característica importante dessas células é o seu 

potencial como célula progenitora na retina (AHMAD et al, 2011). 

As células de Müller desempenham um papel importante na patogênese 

de membranas epirretinianas (Fig. 5). A capacidade de responder aos estímulos 

do microambiente, entrar em gliose e proliferar pode contribuir para a progressão 

do tecido fibrótico (BRINGMANN; WIEDEMANN, 2009). Além disso, a sua 

capacidade de se diferenciar em miofibroblastos e gerar trações na matriz 

extracelular também está associada com a progressão da doença (GUIDRY, 

2005). 
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Figura 5. Exemplo esquemático do surgimento e progressão de um tipo de membrana 

epirretiniana secundária. Células de Müller (amarelo) se tornam ativas (violeta) devido a 

mudanças no microambiente retiniano e participam ativamente da formação das membranas 

fibróticas e na tração do tecido. Ryan et al, 2012. 

Outro aspecto a se considerar na progressão das membranas é o papel 

das citocinas e fatores de crescimento na sinalização celular. Estudos 

demonstraram que fatores como o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), 

fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α), fator transformador de crescimento-beta 

(TGF-β) e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) estão elevados 

no vítreo de indivíduos com retinopatia vítreo-proliferativa (WIEDEMANN, 1992) 

e estão presentes na retina gliótica (EASTLAKE et al, 2016); ademais, as células 

de Müller são fontes destes fatores de crescimento (EASTLAKE et al, 2016). 

Além disso, fatores como o PDGF e TGF-β foram capazes de induzir a contração 

de células de Müller humanas in vitro, em maior e menor magnitude 

respectivamente (GUIDRY; BRADLEY; KING, 2003). Em resposta ao TGF-β, 

células gliais de Müller da linhagem humana MIO-M1 aumentaram a expressão 

de α-SMA, colágeno I e fibronectina (KANDA et al, 2019), indicando aumento na 

transição glial-mesenquimal, promovendo contratilidade e um perfil pró-fibrótico. 
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As células de Müller são capazes de responder ao microambiente em que 

estão inseridas e modular a expressão de genes relacionados com a membrana 

epirretiniana, como os genes de fator de crescimento de tecido conjuntivo 

(CTGF), de tenascina C, de colágeno I e de colágeno IV, que podem ser 

regulados pela rigidez da matriz extracelular (DAVIS et al, 2012). Isto sugere que 

a matriz extracelular retiniana não apresenta apenas um papel como 

componente estrutural, mas também pode exercer um papel regulatório no 

comportamento celular. 

 

1.6 Miofibroblastos e membranas epirretinianas 

 

O miofibroblasto é o tipo celular considerado mais abundante nas 

membranas fibrocontráteis que acometem a retina (DA SILVA et al, 2022). Este 

tipo celular é caracterizado pela expressão de α-SMA, possui a capacidade de 

contração e de gerar trações, além de produzir diferentes componentes da matriz 

extracelular (GUIDRY, 2005; ABU EL-ASRAR; MISSOTTEN; GEBOES, 2011). 

Considerando a importância dos miofibroblastos para a progressão e formação 

das membranas fibrocontráteis, podemos questionar qual seria a origem destas 

células, uma vez que não estão presentes no tecido retiniano. Em condições 

patológicas, em que há formação de membranas retinianas, considera-se que 

dentre as principais células que dão origem aos miofibroblastos estão as células 

gliais de Müller (FEIST et al, 2014, BU et al, 2015).  

As células de Müller derivadas de animais, quando mantidas por períodos 

prolongados em cultura, passam pelo processo de transdiferenciação 

miofibroblástica, no qual ocorre o aumento na expressão de α-SMA e diminuição 

da expressão de marcadores gliais como a proteína glial fibrilar ácida (GFAP) 

(GUIDRY, 1996). Inclusive, por esta razão, estima-se que a população de 

miofibroblastos derivados de células de Müller presentes nas membranas seja 

maior, uma vez que os marcadores comumente utilizados para confirmar sua 

origem são perdidos durante o processo de transdiferenciação (BRINGMANN; 

WIEDEMANN, 2009). As células de Müller transdiferenciadas em um fenótipo 

miofibroblástico, similar ao observado em cultura, estão presentes nas 

membranas retinianas (GUIDRY, 2005; FEIST et al, 2014). Além do mais, células 

gliais de Müller transdiferenciadas ao perfil miofibroblástico têm a capacidade de 



26 
 

 
 

contrair in vitro, principalmente quando estimuladas por determinados fatores de 

crescimento (GUIDRY, 1997). 

A busca por novas abordagens terapêuticas é importante no contexto das 

membranas epirretinianas, uma vez que os tratamentos atuais podem não 

apresentar um bom resultado para todos os casos. Além disso, para as 

membranas epirretinianas não existe um tratamento farmacológico, apenas a 

intervenção cirúrgica, que é mais invasiva. Considerando os processos celulares 

que estão envolvidos na gênese da membrana epirretiniana, tais como 

transdiferenciação miofibroblástica, contração, migração e produção de matriz 

extracelular, a proteína ROCK (e, consequentemente, sua via de sinalização) 

pode ser considerada um potencial alvo terapêutico a ser investigado. 

Contudo, o papel de ROCK em células gliais de Müller da retina ainda não 

está totalmente elucidado. A inibição da via de ROCK poderia contribuir para 

elucidar o papel desempenhado por esta proteína nestas células e esclarecer se 

há vantagens no uso de inibidores farmacológicos para ROCK, buscando por 

alvos terapêuticos efetivos nas membranas epirretinianas. 

 

2. Objetivos 

2.1 Objetivo geral 

Investigar o papel da proteína ROCK em células gliais de Müller da retina, 

por meio do uso de inibidor farmacológico, nos eventos celulares relacionados à 

membrana epirretiniana. 

 

2.2 Objetivos específicos 

Avaliar os efeitos de um inibidor de ROCK (Y27632) sobre as células de 

Müller em relação a: 

1) viabilidade celular, diretamente por meio do ensaio de exclusão com 

azul de tripan e indiretamente por ensaio com brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-

il)-2,5-difeniltetrazolio] (MTT); 

2) crescimento celular por meio de curva de crescimento; 

3) proliferação celular por meio de ensaio de incorporação de 5-Bromo-

2’-Desoxiuridina; 
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6. Conclusão 

 

Os resultados deste estudo sobre a inibição farmacológica de ROCK nas 

células de Müller MIO-M1 sugerem que esta pode ser uma abordagem efetiva 

para prevenir a contratilidade dessas células, sem alterar a viabilidade celular. 

Além disso, pode atenuar a transição glial-mesenquimal, conforme sugerido pela 

diminuição na expressão de α-SMA, e reduzir a proliferação celular.  

É importante que estudos sobre a inibição de ROCK in vivo sejam 

conduzidos, a fim de confirmar e complementar os resultados obtidos em cultura, 

uma vez que o microambiente é distinto. Contudo, os resultados se demonstram 

relevantes por descrever o papel regulatório de ROCK especificamente em 

células gliais de Müller, células importantes para a homeostase da retina e 

também com um papel relevante na patogênese das membranas epirretinianas. 

Esperamos que a inibição de ROCK possa prevenir a tração da retina propiciada 

pela capacidade contrátil das células nas membranas epirretinianas.  
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