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Introducdo: O glaucoma, principal causa de cegueira irreversivel em humanos,
€ marcado por eventos inflamatorios, oxidativos e isquémicos, além de morte de
células ganglionares e progressiva perda axonal. As fun¢des das células gliais
da retina e nervo Optico no glaucoma tém sido amplamente estudadas devido a
seu importante envolvimento na neuroprotecdo, inflamagcdo e morte neural.
Pesquisas anteriores do grupo revelaram efeitos neuroprotetores de
antagonistas de receptores de TRPA1l em retinas isquémicas, porém o0s
mecanismos inerentes desta acdo ainda séo incertos.

Objetivo: Investigar a participacdo de células gliais na neuroprotecdo induzida
por bloqueadores do receptor TRPAL1 em um modelo de glaucoma.



Métodos: Nos experimentos, foram utilizados camundongos C57BI/6 machos (6-
8 semanas) em conformidade ao protocolo (1057) do comité de ética para
experimentacdo animal da UFF. Foi induzido o aumento de presséo intraocular
(P1O) no olho esquerdo dos animais por uma hora, sendo o olho direito utilizado
como controle. Apés o aumento da PIO, os animais foram tratados com colirios
contendo veiculo (VEH) DMSO 4%+Tween 4% ou HPMC 0,5% ou tratados com
colirio dipirona (DIP, um bloqueador de TRPAl) a 10 mM diluido em
DMSO+Tween 4% ou HPMC uma vez ao dia por 1 semana. As retinas foram
preparadas para imunofluorescéncia (IF), incubadas overnight com anticorpos
primarios (anti-GFAP 1:200, anti-IBA1 1:300, anti-TNFa 1:150). Fotomicrografias
das laminas de retina foram realizadas usando microscopio Leica DM2500
(40x). Para cada retina, 4 diferentes campos foram capturados, € no minimo 3
cortes foram registrados por grupo experimental. Para a andlise, a média dos
valores das regides centrais e periféricas foram estimadas separadamente. A
analise das imagens foi conduzida usando Adobe Photoshop, e a fluorescéncia
mensurada em cinza, usando filtros especificos. Os dados coletados foram
normalizados para seus respectivos controles. Os valores sdo expressos como
média * desvio padrdo. As analises estatisticas foram performadas no
GraphPad Prism 8.0.2, com significancia com p<0,05 (ANOVA test).

Resultados: As retinas isquémicas (PIO aumentada) exibiram aumento
significativo de namero de feixes de Miller (VEH+ISQ 19,22+2,25; DIP+ISQ
18,6+£0,36) comparadas a retinas nao isquémicas (VEH 0,04+0,07; DIP
0,25%0,44; p 0,0115; p<0,0001; n=3). No entanto, ndo houve diferenca entre os
grupos VEH+ISQ e DIP+ISQ (p=0,96). Foi observado uma tendéncia de
aumento de reatividade em astrocitos e retina total nos grupos isquémicos
guando comparados aos seus controles, mas sem diferenca entre os grupos
VEH+ISQ e DIP+ISQ (n=3). Andlises qualitativas de cortes marcados com anti-
IBA1 mostraram aumento da marcacao para IBA1l+ em retinas isquémicas com
células menos ramificadas (n=2). A IF para anti-TNFa demonstrou, através de
analise qualitativa, um aumento da marcacao da citocina em grupos isquémicos



comparados com controle, entre os grupos isquémicos VEH e DIP parece ter
havido diminuicao da reatividade (analise preliminar, n=1).

Concluséo: Os resultados sugerem que o efeito neuroprotetor da DIP na retina
isquémica parece nao estar envolvida diretamente a inibicdo da reatividade
glial. Porém, esses achados ndo excluem um possivel envolvimento glial na
protecao tecidual, visto que estas células possuem diversos perfis de ativacao.
Além disso, o resultado preliminar com a marcacdo com anti-TNFa indica uma
possivel diminuicdo da citocina pré-inflamatéria no grupo isquémico tratado com

dipirona.
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