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RESUMO

Introducao: As retinopatias isquémicas (Rls) sdo as principais causas de alteracoes
visuais severas, podendo levar a perda de visdo. Nesse sentido, o entendimento dos
mecanismos relacionados ao desenvolvimento e a elaboracéo de novas terapéuticas
gue previnam a progressao da doenca sdo necessarios. Diversos mecanismos estao
relacionados com a génese das RIs, dentre elas destaca-se 0 aumento do processo
inflamatério, estresse oxidativo e angiogénese. Evidéncias sugerem que a ativagéao
da proteina quinase dependente de AMP (AMPK), em células retinianas é capaz de
reduzir a inflamacéo e o estresse oxidativo. Entretanto, o papel da proteina AMPK nas
Rls permanece pouco compreendido. Em contrapartida, evidencias também
demonstram o papel benéfico dos acidos graxos poli-insaturados da familia do ®3 (03-
PUFAs) no desenvolvimento de retinopatias, porém 0s mecanismos permanecem
pouco elucidados. Em relacdo a ativagcdo da AMPK, estudos sugerem que a
nutrientes, como os w3-PUFAs sdo capazes de atuar como ativadores da proteina,

porém, o papel do eixo ®3-AMPK no tecido retiniano permanece desconhecido.

Objetivo: Avaliar os possiveis efeitos benéficos do 6mega-3 em modelo de retinopatia
isquémica e se esses possiveis efeitos podem depender da ativacdo da proteina
AMPK.

Métodos: Células endoteliais primarias da microvasculatura da retina humana
(hRMECs) foram expostas a um mimético de hipoxia (Dimetiloxalilglicina — DMOG,
400um), na presenca ou auséncia de o3-PUFA (&cido docosaexaenodico — DHA,
50um), sob silenciamento ou nao para a proteina AMPKa. Apds os diferentes
tratamentos, foram avaliados parametros de isquemia, o fendmeno de transicéo
mesenquimal, integridade da barreira endotelial, angiogénese e a atividade da
proteina AMPK. Posteriormente, camundongos nocautes para AMPKo2 e  seus
controles genéticos (C57BL/J6) foram distribuidos nos seguintes grupos
experimentais: grupo controle (CT); grupo submetido ao protocolo de retinopatia
induzia por oxigénio (OIR); grupo OIR+®3, no qual houve a suplementagcdo materna
com 50uL de dleo rico em ®3-PUFAs. Ao final do periodo experimental, foram
avaliados marcadores isquémicos e de angiogénese através das técnicas de
imunofluorescéncia ou imuno-histoquimica.



Resultados: As células expostas ao DMOG apresentaram um aumento na expressao
de marcadores hipdxicos, de transicdo mesenquimal (vimentina), desarranjo da
proteina de juncdo Zbénula Occludens-1 (ZO-1), acompanhado de aumento na
migracao celular e angiogénese quando comparados ao controle (CT) (p<0.05). A
exposicdo ao DMOG reduziu a fosforilagdo em treonina 172 (Thr172) da AMPK
(PAMPKTI72) " De maneira interessante, o tratamento com DHA sob condicdo de
isquémia (DMOG+DHA) foi capaz de restaurar pAMPK™ 172 (p<0.05 vs DMOG). O
tratamento com DHA aumentou a expressdo de seu receptor (GPR120), a
concentragao intracelular de calcio e a expressao da proteina a montante da AMPK,
CaMKKp. Ainda, o tratamento com DHA restaurou as alteragbes promovidas pelo
DMOG. Sob silenciamento para AMPKa os efeitos benéficos promovidos pelo DHA,
foram perdidos. In vivo, camundongos AMPKaz27 e WT submetidos ao protocolo de
OIR apresentaram alteracdes retinianas morfolégicas similares. Por outro lado, a
suplementacdo com 6leo rico em ®3-PUFAs foi capaz de atenuar as alteracdes
promovidas pela isquemia apenas em animais WT, reforcando o possivel papel da
AMPKao nos efeitos benéficos dos acidos graxos d6mega-3 em ambiente isquémico.

Conclusao: O 6mega-3 é capaz ativar a proteina AMPK via GPR120-CaMKKp e essa
ativagdo protege a retina contra insultos isquémicos. Além disso, os efeitos
promovidos pelos ®3-PUFAs parecem ser dependentes da ativacdo da proteina
AMPK. As evidéncias apresentadas nesse estudo podem contribuir para o
desenvolvimento de uma nova ferramenta terapéutica para o controle da angiogénese
patolégica em doencas isquémicas da retina. No entanto, mais estudos sao

necessarios para a confirmagéao de tal hipbtese.

Palavras-chve: Angiogénese; retinopatia induzida por oxigénio; suplementacao;
GPR120, AMPK.



ABSTRACT

Background: Ischemic retinopathies (IRs) are the main causes of severe visual
alterations, which can lead to vision loss. Understanding the mechanisms related to
disease development and elaborating new therapies to prevent progression are
necessary. Several mechanisms are associated with the genesis of IRs, among them
the increase in the inflammatory process, oxidative stress, and angiogenesis. Evidence
suggests that activation of AMP-dependent protein kinase (AMPK) in retinal cells is
able to reduce inflammation and oxidative stress. However, the role of the AMPK
protein in IRs remains poorly understood. In addition, evidence also demonstrates the
beneficial role of polyunsaturated fatty acids of the w3 family (w3-PUFAs) in the
development of retinopathies, but the mechanisms remain poorly understood. In
relation to AMPK activation, studies suggest that nutrients such as w3-PUFAs can act
as protein activators, however, the role of the w3-AMPK axis in retinal tissue remains

unknown.

Objective: Evaluate the possible beneficial effects of omega-3 in a model of ischemic
retinopathy and whether these effects may depend on the activation of the AMPK
protein.

Methods: Primary human retinal microvascular endothelial cells (hRMECs) were
exposed to a hypoxia mimetic (Dimethyloxalylglycine — DMOG, 400um), in the
presence or absence of w3-PUFA (docosahexaenoic acid — DHA, 50um), under
silencing for the protein AMPKa. After treatments, ischemia parameters, the
mesenchymal transition phenomenon, endothelial barrier integrity, angiogenesis, and
AMPK protein activity were evaluated. After that, AMPKa2 knockout mice and their
genetic controls (C57BL/J6) were distributed into the following experimental groups:
the control group (CT); the group submitted to the oxygen-induced retinopathy (OIR)
protocol, and the OIR+w3 group that received a maternal supplementation with 50uL
of oil rich in w3-PUFAs. At the end of the experimental period, ischemic and
angiogenesis markers were evaluated using immunofluorescence or

immunohistochemistry.

Results: Cells exposed to DMOG treatment showed an increase in the expression of
hypoxic markers, mesenchymal transition (vimentin), and disruption of the zonula



junction protein Occludens-1 (ZO-1), along with an increase in cell migration and
angiogenesis when compared to the control (CT) (p<0.05). DMOG exposure reduced
threonine 172 (Thr172) phosphorylation of AMPK (pAMPKThr'72). Interestingly, DHA
treatment under ischemic conditions (DMOG+DHA) was able to restore pAMPKThr172
(p<0.05 vs DMOG). DHA treatment also increased the expression of its receptor
(GPR120), the intracellular calcium concentration, and the expression of the AMPK
upstream protein, CaMKKp. In addition, DHA treatment restored the alterations
promoted by DMOG. However, under AMPKa silencing, the beneficial effects
promoted by DHA were lost. In vivo, AMPKa2”- and WT mice submitted to the OIR
protocol showed similar morphological retinal changes. On the other hand,
supplementation with oil rich in w3-PUFAs reduced alterations promoted by ischemia
only in WT animals, reinforcing the possible role of AMPKa in the beneficial effects of

omega-3 fatty acids in an ischemic environment.

Conclusion: Omega-3 fatty acids can activate the AMPK protein via GPR120-
CaMKKp protecting the retina against ischemic insults. Furthermore, w3-PUFAs
effects seem to be dependent on the activation of the AMPK. Then, the evidence
presented in this study may contribute to the development of a new therapeutic tool to
control pathological angiogenesis in retinal ischemic diseases. However, further

studies are required to confirm this original hypothesis.

Keywords: Angiogenesis; oxygen-induced retinopathy; supplementation; GPR120;
AMPK.
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1. INTRODUGCAO

As retinopatias isquémicas (RIls), como a retinopatia da prematuridade (ROP),
retinopatia diabética (RD) e a degeneracédo macular relacionada a idade (DMRI), séo
as principais causas de alteragbes visuais severas, podendo levar a perda de visdo
em criancas, adultos portadores de diabetes e na populagao idosa, respectivamente.
De maneira simplificada, as RIs possuem duas principais caracteristicas, a
degeneragcdo da microvasculatura retiniana preexistentes e a reducdo na
disponibilidade de oxigénio que é capaz de induzir proliferagdo anormal de novos
vasos em direcao ao vitreo, podendo resultar em descolamento retiniano e cegueira.
Além disso, os eventos isquémicos decorrentes da perda inicial de vasos podem

alterar a homeostase e fung¢édo dos neurénios retinianos (1,2).

De maneira geral, a retina de recém-nascidos prematuros apresenta maior
susceptibilidade a insultos, o que pode levar ao desenvolvimento da ROP. A perda
da interacdo materno-fetal, associada a redugcdo na expressao de fatores de
crescimento devido a hiperoxia pode levar ao bloqueio da vascularizagao retiniana.
Posteriormente, a retina se torna metabolicamente ativa, porém pouco vascularizada,
tornando-se entao hipdxica, o que ird estimular a proliferacado de novos vasos pela
intensa ativacao de fatores de crescimento. Essa proliferacdo anormal pode levar ao
descolamento da retina e perda visual total (3,4).

Em relacédo a epidemiologia da ROP, na populacao geral, estima-se que 3 em cada
10.000 nascidos vivos apresentem pelo menos um dos olhos cegos em decorréncia
da ROP. Entretanto, destaca-se que a avaliacdo e comparacao da sua incidéncia em
diversas populacoes é dificultada pelas divergéncias nos delineamentos dos estudos,
inclusdo pre-termos de diferentes idades gestacionais, taxas de sobrevivéncia, além
dos diferentes tratamentos utilizados nessa populacdo que podem influenciar o
desenvolvimento da doenga (3).

Em estudo prospectivo realizado na Suécia avaliou a incidéncia de ROP em 506 bebés
nascidos com menos de 27 semanas de gestacao, neste estudo ROP em qualquer
grau foi observado em 73% e ROP severa foi reportada em 35% dos casos avaliados
(5). Além disso, estudo realizado na Australia e Nova Zelandia, que teve como objetivo
avaliar a incidéncia de ROP em bebés nascidos com menos de 29 semanas de



24

gestacdo, demonstrou que 10% dos 2105 avaliados apresentavam a forma severa de
retinopatia da prematuridade (6). Desse modo, estudo retrospectivo realizado na
Turquia entre os anos de 2012 e 2020, avaliou bebés nascidos com menos de 34
semanas de idade gestacional e com peso menor de 1700g e verificou que 43% da
populacdo estudada apresentava algum tipo de ROP (4). Em contrapartida, estudo
finlandés teve como proposta avaliar a incidéncia de ROP em bebés nascidos com
menos de 1000g e a forma severa de ROP foi observada em apenas 5-10% da
amostra (3).

Por sua vez, a RD é uma complicacao microvascular que ocorre em decorréncia do
diabetes mellitus (DM) sendo uma das principais causas de cegueira em individuos
em idade produtiva (20-74 anos) (7). Nesse sentido, dados epidemioldgicos indicaram
que no ano de 2021 cerca de 537 milhdes de pessoas eram portadores de DM. As
estimativas para o ano de 2045 n&do sdo nada animadoras e os dados apontam
aumento de 46% na prevaléncia do diabetes, ou seja, no ano de 2045 cerca de 783
milhdes de individuos serdo portadores de diabetes ao redor do mundo (8). Com o
aumento da prevaléncia de DM associado ao aumento da expectativa de vida dos
portadores da doenca, devido a avangos no tratamento, a tendéncia € que haja um

aumento no numero de pessoas com retinopatia diabética e alteragbes visuais.

Ademais, outros estudos epidemiolégicos mostram que incidéncia anual da retinopatia
diabética varia de 2,2-12,7%, podendo progredir para a fase proliferativa da doenca
em 3,4-12,3% dos casos (9). Nos Estados Unidos (EUA), estima-se que cerca de 40%
dos portadores de DM tipo 2 (DM2) e 86% dos portadores de DM tipo 1 (DM1),
apresentem algum grau de retinopatia diabética. Além dos EUA, altas prevaléncias
sao reportadas em outros paises, como a Australia, por exemplo (7). Na China, cerca
de 20% dos portadores de DM apresentam algum grau de retinopatia (10), j& na
populacao rural, as taxas de prevaléncia aumentam para 43%. Por fim, no sudeste
Asiatico, a prevaléncia de RD em portadores de DM chega a 34%, sendo que destes,
10% apresentavam risco de perda de visdo em decorréncia da doenga (7).

A RD é classificada de acordo com seus estagios, sendo que os estagios iniciais sao
definidos pela fase n&o-proliferativa e o estagio avangado pela fase proliferativa.
Clinicamente, a RD nao-proliferativa (RDNP) é caracterizada pela presenca de micro
aneurismas, hemorragias, exsudatos e alteracées na circulagdo da retina. Ja a RD
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proliferativa (RDP), apresenta como principal caracteristica a neovascularizagao
(11,12).

Por outro lado, a DMRI, € uma doenca que afeta a regido macular da retina e é
responsavel pela perda progressiva da visdo central. Com a evolugao da doenga,
estagios neovasculares podem resultar em perda severa e permanente da visao,
impactando de maneira direta na qualidade de vida do portador da doenca. As
previsdes para 2040 apontam que cerca de 300 milhdes de pessoas serao acometidas
por essa doenga em todo 0 mundo. A maioria dos casos de DMRI ocorre em individuos
com 60 anos ou mais. Estudos populacionais mostram que a prevaléncia de DMRI
tardia é de 0,2% em individuos entre 55 e 64 anos, aumentando para 13,1% em
pessoas com mais de 85 anos (13). Ainda, recente estudo apresentou projecdes para
prevaléncia e incidéncia da doenca na Europa, apontando um aumento de 15% na
prevaléncia e 75% na incidéncia até 2050 (14).

Desse modo, dados epidemioldgicos indicam aumento nas proje¢des para prevaléncia
e incidéncia das retinopatias isquémicas. Portanto, se torna essencial a melhor
compreensao dos mecanismos relacionados aos eventos isquémicos para que seja
possivel a identificacdo de novos alvos terapéuticos que possam auxiliar no

tratamento e/ou na reducao da progressao da doenca.

1.1 Retina

A parede ocular possui trés camadas concéntricas. A camada externa que € composta
pela cérnea (transparente) e a esclera (opaca), a camada média que inclui a iris e
coroide e a retina que constitui a camada mais interna do olho, essa camada é
derivada embriologicamente do diencéfalo sendo, portanto, parte do sistema nervoso
central (SNC). A parte funcional da retina € encontrada em toda a face posterior do
olho, com excegao do disco optico, que é o espaco em que o0s axénios do nervo éptico
saem da retina. Esse espacgo ndo possui receptores, sendo comumente denominado

como “ponto cego” anatdbmico (15).

A luz entra no olho através da cornea e transpassa fluidos e estruturas transparentes
denominados de meios dioptricos. Essas estruturas e fluidos correspondem a cérnea,
0 humor aquoso, a lente e o humor vitreo. Sendo que o humor vitreo e 0 humor aquoso

auxiliam na manutencdo da forma do olho. A luz de um alvo visual é focalizada de
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maneira nitida na retina pela cornea e o cristalino, que atuam na curvatura ou refracao
da luz. Além disso, a visdo de maneira apropriada da luz na retina necessita nao sé
do cristalino e da cérnea, mas também da iris que ird ajustar a quantidade de luz que
entra no olho através da pupila (Figura 1). Sobre a estrutura da retina, ela possui cerca
de 0,4mm de espessura nas proximidades do nervo éptico e se torna mais fina em
direcdo a periferia, atingindo cerca de 0,14mm. A macula corresponde a uma area
circular de 1,5mm na retina neural com alta densidade de cones, cerca de 4.000-
5.000/mm2. Em relagdo ao suprimento metabdlico, a retina neural é suprida pela

artéria central retiniana, que se divide em quatro arteriolas no disco 6ptico (16,17).

Esclera
Cordide

Cérnea

Cristalino

SN Nervo Optico

Figura 1. Diagrama das estruturas oculares (18).

Em relagéo a organizacao da estrutura da retina, na parte mais externa esta localizado
o epitélio pigmentar, que se localiza imediatamente dentro da coroide. As células
epiteliais pigmentadas se estendem a camada fotorreceptora, envolvendo os
segmentos externos dos cones e bastonetes. Essas projecdes das células epiteliais
atuam como uma barreira, impossibilitando a disperséo transversa da luz entre os
fotorreceptores. Além disso, o contato entre a camada epitelial e fotorreceptora é
essencial para que o epitélio pigmentar ofereca aporte nutricional e remova residuos
dos fotorreceptores, realize a fagocitose dos segmentos mais externos dos bastonetes
que sdo descamados de maneira continua, além de atuar na reconverséo do pigmento
visual metabolizado para que possa ser novamente utilizado e transportado de volta
aos fotorreceptores (19-21).

As células gliais da retina como as células de Miuller, astrocitos e micréglias
apresentam papel relevante na manutencao da geometria interna da retina, vigilancia

imunoldgica do tecido, ligacdo dos neurbnios com capilares sanguineos, além de
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exercer papel fundamental no fornecimento de nutrientes para os neurdnios
retinianos. Ainda, é valido ressaltar que as células de Miiller estdo organizadas
radialmente, em paralelo ao trajeto da luz através da retina. Em relag&o as principais
camadas da retina, a camada plexiforme externa (CPE), contém as sinapses entre os
fotorreceptores e os interneurbnios retinianos, contendo as células bipolares e
horizontais. A camada nuclear interna (CNI), contém os corpos celulares das células
bipolares e horizontais além de outros interneurénios retinianos (células amacrinas e
interplexiformes) e células de Mdller. J4 a camada plexiforme interna (CPIl) abriga as
sinapses entre os neurdnios presentes na camada nuclear interna e as células
ganglionares, que possuem seus corpos celulares localizados na camada de células
ganglionares (CCG). Por fim, a camada mais interna da retina € a membrana limitante
interna (MLI) formada pelos pés terminais das células de Miiller (Figura 2) (16,19,20).

MLI %ﬁ? -
cG O O OO O Células Ganglionares
CPI , { ﬁ‘?,
Células Amacrimas
CNI | 0 ' ONO 0 Células Bipolares
Ol/eY0 0
» o Células Horizontais
CPE
Células de Miiller
OHOHOHOIN O ore
o G000000
f
4|
: '_‘:h~— Bastonetes
—— Cones
RPE disi el o~ Células epiteliais

Figura 2. Diagrama do circuito basico da retina. Representagao dos sete principais tipos de células
neurais retinianas. MLI: membrana limitante interna; CFN: camada de fibras nervosas; CPl: camada
plexiforme interna; CNI: camada nuclear interna; CNE: camada nuclear externa; CPE: camada
plexiforme externa; RPE: epitélio pigmentado retiniano (19-21) .

A codificagdo das informagbes visuais tem inicio com a conversdo da energia
luminosa em quimica, através da excitacdo dos fotorreceptores. Os fotorreceptores
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sao divididos em cones e bastonetes. Os cones sdo sensiveis a luz e responsaveis
pela visdo em cores. Ja os bastonetes, sdo capazes de detectar a penumbra sendo
responsaveis pela visdo em preto e branco em condi¢des de baixa luminosidade. Além
disso, 0s cones apresentam sensibilidade cerca de cem vezes menor em comparagao
aos bastonetes, mas apresentam uma cinética de resposta muito mais rapida durante
o processo de fototransdugdo. Os fotorreceptores utilizam o glutamato como
neurotransmissor e realizam sinapses com as células bipolares glutamaérgicas de
segunda ordem na CPE. A transmissao das sinapses entre os fotorreceptores e as
células bipolares é mediada pelas células horizontais. Sobre as células bipolares, elas
podem ser divididas em células bipolares de bastonetes e de cones, sendo que cada
tipo realiza sinapses com seu tipo de fotorreceptor especifico. Posteriormente, as
células bipolares realizam sinapses com as células ganglionares e amacrinas. Cabe
destacar que as células ganglionares sdo as responsaveis pela transmissdo das
informacgdes ao encéfalo e seus axénios entram no disco 6ptico, onde deixam o olho

como nervo optico (16,19-22).

1.1.1 Barreira hemato-retiniana

A barreira hemato-retiniana (BHR) é essencial na manutencao e estabelecimento de
um microambiente ideal para o correto funcionamento da retina. A BHR, possui fungéo
similar a barreira hematoencefalica, tendo como principal caracteristica a seletividade.
Atua na regulacdo do fluxo de ions, agua e proteinas entre os leitos vasculares
oculares e tecido retiniano, além de ser responsavel pela drenagem de produtos
residuais do metabolismo da atividade retinana. Ainda, destaca-se que o correto
funcionamento da BHR é capaz de impedir que haja extravasamento de
macromoléculas e agente nocivos para a retina (23,24) .

A BHR é composta por dois tipos distintos de barreira, a barreira hemato-retiniana
interna (BHRI) e barreira hemato-retiniana externa (BHRe). A BHRe é composta pelas
células do epitélio pigmentado retinano (RPE, do inglés retinal pigmented epithelium)
que se mantém unidas por jungdes compactas (TJs, do inglés tight junctions), e atua
na regulacdo do transporte entre os coriocapilares e a retina. Ja a BHRi é composta
por células endoteliais da microvasculatura retiana (RMECs, do inglés retinal
microvascular endotelial cells) unidas por TJs e atua no controle do transporte entre
os capilares retinianos. As TJs presentes tanto na BHRi quanto na BHRe séao
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estruturas complexas e dindmicas, sendo essenciais na manutengao da integridade
da barreira (23,25,26) (Figura 3).

BHRI

Células

endoteliais Pericitos

Astrocitos

BHRi

BHRe

Corbide -Cm.rOide

Figura 3. Diagrama das barreiras hemato-retinianas (BHR). Representacdo da barreira hemato-
retiniana interna (BHRIi) e barreira hemato-retiniana externa (BHRe). RPE: epitélio pigmentado
retiniano. (23,25,26) .

A BHRe é essencial para a sobrevivéncia dos fotorreceptores, pois desempenha
fungdes essenciais como a filtragdo, transporte de nutrientes e fagocitose dos
segmentos externos dos fotorreceptores. Além disso, as células do RPE apresentam
outras funcdes como a absorcao da luz, adesao retiniana, transporte e processamento
da vitamina A, reisomerizacao de trans-retinal para 11-cis-retinal, que sdo processos

fundamentais no ciclo visual (26,27).

O RPE é composto por uma unica camada de células unidas por TJs que fazem a
uniao das membranas plasmaticas de células adjacentes. A membrana apical das
células do RPE esta direcionada para os segmentos externos dos fotorreceptores e a
membrana basolateral esta direcionada para a membrana de Brunch, separando o
RPE da coroide. A porcao apical das células epiteliais retinianas é composta por
microvilosidades que envolvem os segmentos externos de cones e bastonetes, além
de aumentar em 30 vezes a area de superficie das células, o que possibilita uma
estreita relacdo com os fotorreceptores que é essencial para a manutencao da fungao
visual. Por fim, a porcao lateral da membrana das células do RPE é o local onde ha
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comunicacéao e adesao entre as células. Jungcdes comunicantes, aderentes e TJs sado
responsaveis pela formacdo de uma barreira fisica, que atua na manutengdo da
polaridade celular e prevencdo da difusdo intramembranosa entre dominios da
membrana basolateral e apical (24,26,27).

As células endoteliais que compdem a BHRI, sao responsaveis pela manutencéo do
correto funcionamento dos capilares retinianos e estdo localizadas sobre uma lamina
basal. A BHRIi reveste a vasculatura retiniana e tem origem na artéria central da retina,
sendo responsavel pelo suprimento das camadas internas da retina. A vasculatura
retiniana é distribuida em trés plexos principais: o superficial, intermediario e profundo
que correspondem a camada de fibras nervosas, camada plexiforme interna e camada
plexiforme externa, respectivamente. Enquanto a BHRI se refere exclusivamente as
propriedades das células endoteliais retinianas, a composi¢cao geral da BHRi, &
denominada unidade neurovascular (NVU, do inglés Neurovascular unit), que
apresenta estrutura e fungcdo semelhante a barreira hemato-encefalica (BHE). De
maneira geral, a NVU compreende as células endoteliais vasculares retinianas,
pericitos e células gliais, incluindo células de Muller e astrocitos. Em relacdo a
estrutura da NVU, as células endoteliais vasculares retinianas e séo recobertas por
prolongamentos de astrécitos e células de Muller. Além destas, os pericitos também
estdo envoltos na membrana basal e mantem contato com as células endoteliais,
entretanto, ndo apresentam uma camada continua e, sendo assim, nao contribuem
para a formacdo da barreira. De maneira geral, os astricitos, as células de Mdller e
os pericitos podem influenciar a atividade das células endoteliais retinianas e o
funcionamento da BHRIi, pois transmitem sinais quando ha alteracdo do

microambiente dos circuitos neuronais retinianos.

As células endoteliais retinianas se mantém conectadas umas as outras através de
complexos juncionais, como tight junctions, jungbes aderentes e demosmossomos,
sendo que as tight junctions apresentam um papel central na regulacéo da barreira
celular. De maneira geral, essas estruturas possuem duas principais funcées: 1) gate
function, coordenando a passagem paracelular de moléculas, permitindo a livre
passagem de agua e moléculas lipossoliveis (O2 e CO2) e bloqueando a passagem
de eletrdlitos, proteinas e moléculas organicas hidrofilicas; 2) fence function, que
conferindo polaridade as células prevenindo o movimento de lipideos e proteinas entre
a membrana apical e basolateral. Além disso, evidencias mostram que as tight
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junctions estao relacionadas a diversos processos de sinalizagdo celular, como por
exemplo, na proliferacdo e diferenciagao celular.

A niveis moleculares, as tight junctions sao constituidas por mais de 40 proteinas que
podem ser divididas em: 1) proteinas transmembrana (claudinas, ocludinas e
moléculas de adesao juncional (JAMs)); 2) proteinas citoplasmaticas com fungao
andaime (Zénula Ocludens (ZO) e afadina). As claudinas sao pequenas proteinas (20-
27 kDa) transmembrana e tém papel fundamental no transporte paracelular, formando
uma barreira seletiva a ions. As claudinas possuem dominios citoplasmaticos como o
NH2 intracelular e COOH- terminal além de duas alcas extracelulares. Ainda, o
dominio carboxi-terminal das claudinas sdo capazes de interagir com a proteina ZO-
1, permitindo a conexao entre proteinas transmembrana e a actina do citoesqueleto,
coordenando a localizagdo das claudinas nas areas de contato célula-célula. Ja sua
porcdo extracelular, € capaz de interagir com claudinas das células endoteliais
adjacentes (28,29).

A ocludina, por sua vez, € uma proteina transmembrana de cerca de 60 kDa que
possui duas algas extracelulares e dominios citoplasmaticos NHz2e COOH terminal. A
porcao N-terminal da proteina interage com a E3-ubiquitina ligase que coordena a
endocitose e degradacao de ocludina. Ja a sua porcao C-terminal se apresenta em
uma espécie de espiral que é capaz de se associar a ZO-1, ZO-2 e ZO-3. A expressao
de ocludina esta diretamente relacionada a fung¢ao da barreira celular. Ja as JAMs,
pertencem a superfamilia das imunoglobulinas por conterem ao menos um dominio
lgG na sua porcao N-terminal extracelular. A cauda citoplasmatica das JAMs possui
uma sequéncia de ligacao ao PDZ que interage com o dominio PDZ de ZO-1 e sua
algca extracelular é capaz de interagir com JAMs de células adjacentes ou com JAMs
localizadas na prépria célula. Além disso, as JAMs atuam principalmente facilitando a
estrutura das juncdes (23,28-32).

Por fim, as ZOs s&o proteinas de alto peso molecular (>200 kDa) que apresentam
funcdo de suporte e conectam as proteinas transmembranas com o citoesqueleto,
sendo essenciais para a organizagao e manutencao da funcao da barreira das células
endoteliais. As ZOs sao parte da superfamilia MAGUK e possuem trés isoformas ZO-
1, ZO-2 e ZO-3, sendo a isoforma 1 a mais amplamente estudada. As proteinas ZO
possuem trés dominios PDZ que permitem a interacdo com proteinas que possuem o
mesmo dominio ou que apresentam em sua estrutura sitios de ligagdo ao PDZ, como
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as claudinas e JAMs. As ZO atuam formando uma conexdo entre os complexos
juncionais e o citoesqueleto, pois possuem habilidade de se ligar a actina, a-catetina
e afadina, dessa forma, promovendo a unido das TJ nos locais de contato célula-célula
(Figura 4). As ZO apresentam um papel central na formacao das tight junctions e no
correto funcionamento da BHR e BHE, nessa perspectiva, estudos mostram que
camundongos deficientes para ZO-1 apresentam letalidade na fase embrionaria, além
de apresentarem alteragdes no desenvolvimento da vasculatura e no desenvolvimento
do tubo neural. Ainda, estudos que tiveram como objetivo avaliar o surgimento de
algumas patologias relacionadas com a disfuncdo da BHE e BHR demonstraram que
a perda ou reducdo de ZO-1 apresentava correlacdo com o aumento da
permeabilidade paracelular, reforcando a ideia de que ZO-1 é um importante marcador

de extravasamento e disfungao das barreiras endoteliais (28,29,33,34) .
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Figura 4. Diagrama dos complexos juncionais. Representacdo dos principais complexos juncionais
responsaveis pela adesdo célula-célula e responsaveis pelo correto funcionamento das barreiras
hemato-retinianas. JAM: moléculas de adeséo juncional; ZO: Z6nula occludens (33,34).

1.1.2 Vasculatura retiniana

A vascularizacao é essencial para o correto funcionamento do organismo como um
todo, mas o sistema ocular apresenta duas principais particularidades. Em primeiro
lugar, o fato de o olho ser um dos principais 6rgaos sensoriais do corpo e a retina
apresentar uma das maiores taxas metabdlicas do organismo. Em segundo lugar,
como parte do sistema nervoso central (SNC), a retina é protegida do conteudo

vascular por barreiras hemato-retinianas. Em relacdo a fungéo e estrutura do sistema
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vascular retiniano, ele é composto por artérias e veias de maior -calibre
(macrovasculatura) e pequenos vasos (microvasculatura). De maneira geral, a
macrovaculatura é responsavel pela distribuicdo dos produtos sanguineos com alta
velocidade e pressdo, enquanto a microvasculatura sado frequentemente
especializadas, de acordo com o tecido que suprem. Os vasos sanguineos que
possuem diametros maiores que 100-200 um compdem o sistema macrovascular,
enquanto vasos menores de 100 um compdem a microvasculatura. Ainda, destaca-
se que a maioria dos vasos que irrigam o olho sao considerados do sistema

microvascular (29,35-37) .

7

Em relagdo as principais fungcdes do sistema vascular, ele € responsavel pelo
fornecimento de oxigénio, nutrientes e precursores para a realizacdo de processos
metabdlicos, transporte de fatores de crescimento e hormdnios. Além de ser
responsavel pela remocao de subprodutos do metabolismo, tem papel essencial na
defesa do organismo, através da entrega de células imunes e anticorpos, bem como
citocinas e quimiocinas. Por fim, o sistema vascular também € responsavel pela

regulacao do fluxo sanguineo para os diversos tecidos (29,35-37).

Os vasos sanguineos sao revestidos por células endoteliais e possuem pequenas
fendas intercelulares por onde fluidos sdo capazes de se mover livremente. Essas
estruturas abrangem cerca de 1 milésimo da area da superficie endotelial e possibilita
a passagem de pequenas moléculas e ions soluveis em agua. Além destas fendas,
as células endoteliais também apresentam caveolinas que possibilitam a endocitose
de moléculas maiores. Além disso, materiais lipossoluveis como o oxigénio (O2) e
diéxido de carbono (CO2) também sao capazes de se difundir através da membrana
celular, sendo a taxa de difusdo destes materiais é muito mais rapida quando
comparada a substancias solluveis em agua, como por exemplo, a glicose. Por fim, as
células endoteliais se mantem conectadas por tight junctions, que apresentam funcao
primordial no controle da permeabilidade da barreira retiniana (29,36).

Especificamente sobre a vasculatura retiniana, ela possui a funcdo de sustentar
metabolicamente a retina interna através de uma malha laminar de capilares que
permeia o tecido neural. Em contrapartida a retina externa é avascular e seu
suprimento é fornecido pela vasculatura da coroide, sendo o RPE responséavel pela
separacgao dessa vasculatura da retina neural. Existem diversas particularidades em
relacdo a vasculatura retiniana, sendo a principal o fato de que os vasos sanguineos
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sdo altamente dispersivos e se localizam no caminho da passagem de luz, podendo
interferir no processo visual, sendo assim, € geralmente aceita a teoria de que os
primatas desenvolveram uma zona foveal avascular (ZFA) que age minimizando a
dispersao vascular e concentracao essa dispersao em direcao a maior acuidade da
retina. Nesse sentido, a vasculatura retiniana é criticamente organizada, ocorrendo
poda de vasos durante a fase de desenvolvimento, para que seja possivel minimizar
0 numero de vasos e manter as altas demandas metabdlicas do tecido. Essa
vantagem do menor niumero de vasos para auxiliar o processo visual em conjunto com
as altas taxas metabdlicas da retina, pode ser a razao pela qual a retina € altamente
sensivel a insultos vasculares (29,33,35-37).

1.1.2.1 Desenvolvimento da vasculatura retiniana

A vascularizagéo retiniana se inicia durante o desenvolvimento embrionario, nesse
periodo novos vasos se originam a partir do nervo Optico, esses novos vasos
inicialmente formam um plexo primdrio na camada de fibras nervosas que,
posteriormente ira formar brotamentos na retina, estabelecendo um plexo secundario,
mais profundo. Em seres humanos, a formacéo da vasculatura hialoide e a maioria do
desenvolvimento da vasculatura retiniana se da na fase intrauterina. A vasculatura
hialoide tem origem na artéria hialoide central, que da origem a uma vesicula éptica
durante o fechamento da fissura Optica, que ocorre por volta da sexta semana de
gestacao. Ela é formada pela artéria hialoide (AH), vasculosa hyaloidea propria (VHP),
tunica vasculosa lentis (TVL) e pela membrana pupilar (MP). A ramificacao da artéria
hialoide sobre a superficie posterior da lente forma a TVL. Em seguida, ha a expanséao
da TVL na porcéo inferior da lente, dando origem a MP. A VHP, por sua vez, também
se deriva da AH (38—40).

Posteriormente, por volta da 132 semana de gestagcédo os vasos hialoides comegcam a
regredir e, de maneira concomitante, se inicia a formacao do plexo primario, que se
origina de um anel de capilares presente no nervo éptico, se espalhando pela
superficie interna da retina, em quatro principais lobos. O plexo primario atinge a
periferia da retina nasalmente na 362 de gestacédo e temporalmente por volta da 402
de gestacdo. Ainda, nas semanas gestacionais 25-26, os componentes mais
profundos dos plexos se formam através de brotamento e esses brotos penetram a
retina e estabelecem duas redes laminares em ambos os lados da camada nuclear
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interna. Por fim, o crescimento mais profundo dos vasos ocorre do centro para a
periferia e que a zona foveal permanece desprovida de vasculatura durante todo o
desenvolvimento. A vascularizagéo retiniana se completa por volta da 38-402 semana,
neste momento os vasos hialoides ja regrediram totalmente (Figura 5). Por essa
raz&o, nascidos pré-termos apresentam a vasculatura retiniana incompleta, com areas

avasculares (38—41).
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Figura 5. Diagrama representativo do desenvolvimento da vasculatura retiniana. A VH é suprida
pela AH e a drenada para a RC localizada na parte externa do olho. Posteriormente, ocorre a regressao
da VH, originando o plexo primério da vasculatura retiniana (destaca-se o plexo primario € composto
por artérias e veias). Em seguida, ocorre o desenvolvimento dos plexos mais profundos da retina, a
partir do plexo primério. VH: Vasculatura hialéide; AH: artéria hialéide; RC: Rede coroidal venosa; PP:
Plexo primario; DVP: Plexo profundo. Adaptada de Fruttiger M, 2007(40).

O desenvolvimento vascular se da em duas fases, a fase vasculogénica e
angiogénica. De maneira geral, a fase vasculogénica esta relacionada no surgimento
de novos vasos a partir de angioblastos derivados da medula 6ssea que ocorre
durante a embriogénese. Ja a fase angiogénica, mecanismos fisioldgicos de hipoxia
séo ativados culminando no desenvolvimento de novos vasos a partir de vasos pre-
existentes. Na fase de desenvolvimento fetal, a hipdxia tecidual é capaz de estimular
a atividade do fator induzido por hipéxia (HIF-1a, do inglés hypoxia inducible factor 1),
que atua aumentando a expresséo de diversos fatores de crescimento como o fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF, do inglés vascular endothelial growth
factor), o fator de crescimento placentario (PLGF, do inglés placental growth factor) e
eritropoetina (EPO). Na fase de desenvolvimento, a hipéxia € um fator essencial para
a estimulacdo da angiogénese e do correto desenvolvimento tecidual e que a
interacdo materno-fetal uterina € capaz de estimular e promover as condicoes
necessarias de oxigénio para estimular o crescimento e desenvolvimento da
vasculatura retiniana. Apos o seu desenvolvimento, a artéria central retiniana e seus

principais ramos possuem mais de 100 um de didmetro, de maneira similar a veia
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central da retina e seus principais constituintes. As artérias e veias coroides, por sua
vez, variam seu tamanho para mais de 200 um de diametro (23,25,30,38—41).

Em camundongos, o desenvolvimento da vasculatura retiniana se da de maneira
similar aos humanos, entretanto, se inicia apds o nascimento. Sendo que 0s primeiros
vasos retinianos se originam da cabega do nervo 6ptico formando o plexo primario
que atinge a periferia por volta do dia pés-natal 7 (P7). No P7, o plexo mais profundo
comecga a crescer a partir das veias do plexo primario, penetrando a retina e
estabelecendo uma rede laminar em torno da membrana limitante interna. A regressao
dos vasos hialoides também ocorre no periodo pds-natal, com acentuada regressao
da VHP e TVL entre 0 P4 e P8 (25,40) (Figura 6).

_ P3 Y et = P6 T LPY
Figura 6. Desenvolvimento da vasculatura retiniana de camundongos (40). Retinas inteiras foram
marcadas com anticorpo anti-Colageno IV. Barra de escala - 200um. A: artérias; V: veias; pontas de
setas (B): zonas livre de capilares indicando artérias; ponta de seta (C): brotamento de vasos; seta:
veias desaparecem do plexo primario e se realocam nos plexos mais profundos.

1.1.2.2 Plexos retinianos

No interior da retina existem até quatro leitos capilares principais, sendo que o nimero
e localizacado desses leitos ird variar de acordo com a anatomia retiniana local. Os
leitos capilares localizados perto da fovea s&o reduzidos a uma unica camada, sendo
gue a maioria dos individuos ndo possuem capilares na fovea, criando a ZFA. Os trés
leitos capilares intrarretinianos se localizam dentro da retina, préximo ou dentro das
camadas nucleares, suprindo os corpos celulares. O plexo vascular superficial (SVP)
se localiza na camada ganglionar da retina. Abaixo do SVP, estao os dois plexos mais
profundos, o plexo vascular intermediario (IVP) que se localiza préximo ao topo da
camada nuclear interna e o plexo vascular profundo (DVP), localizado na porcao
inferior da camada nuclear interna. A disposicao desses plexos se da de acordo com
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a espessura total da retina, e na periferia, onde as camadas retinianas sdo mais finas,
existe um Unico plexo capilar. Sendo assim, cada plexo esta localizado de maneira
estratégica para fornecer suprimento as camadas retinianas com maiores demandas
metabdlicas. Além disso, cada plexo apresenta um diferente padrao vascular, o SVP
apresenta proje¢cdes mais lineares da arteriola em direcdo a vénula e o DVP possui
uma estrutura mais tortuosa. Ainda, um quarto plexo de capilares radiais corre
paralelamente aos feixes de axbnios das células ganglionares para atender a alta
demanda metabdlica dos axdnios ndo mielinizados. Essa camada de capilares é mais
proeminente perto do nervo Optico, onde os axbnios sdo mais numerosos (Figura 7)
(38,40).
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Figura 7. Representacao dos plexos retinianos. Representacao tridimensional das conectividades
dos plexos vasculares da retina. CPl: camada plexiforme interna; CNI: camada nuclear interna; CNE:
camada nuclear externa; CPE: camada plexiforme externa; MLE: membrana limitante externa; SVP:
Plexo vascular superficial; IVP: Plexo vascular intermediario; DVP: Plexo vascular profundo. Adaptada
de Nesper e Fawzi, 2018 (42).
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1.2 Fisiopatologia das retinopatias isquémicas

1.2.1 Retinopatia da prematuridade (ROP)

A ROP é uma doenga multifatorial, que afeta o sistema vascular retiniano imaturo,
sendo assim ocorre em nascidos pré-termos que nao possuem a retina
completamente vascularizada. Os fatores de risco para o seu desenvolvimento s&o o
baixo peso ao nascer e a idade gestacional, além destes, a hiperdxia € um dos fatores
frequentemente associados ao desenvolvimento da doenca. A patogénese da ROP
tem sido amplamente estudada tanto em seres humanos, quanto em modelos animais
(3,43).

Como ja abordado anteriormente, o desenvolvimento da vasculatura retiniana se inicia
por volta da 132 semana de gestacao e é finalizada na 402 semana. Sendo assim,
bebés prematuros apresentam o desenvolvimento incompleto da vasculatura
retiniana, além de uma zona avascular periférica. Ainda, o aumento na
biodisponibilidade de oxigénio expde os bebés prematuros a um ambiente
relativamente hiperdxico, que em conjunto com o sistema antioxidante imaturo, leva
ao aumento do estresse oxidativo e inflamagdo. Além disso, o aumento na
disponibilidade de oxigénio também é capaz de inibir a expressédo HIF-1a e de VEGF,
interrompendo o crescimento dos vasos sanguineos retinianos (4,43,44).

O desenvolvimento da ROP se da em duas fases. A fase 1 é conhecida como vaso-
obliterativa. Essa fase se caracteriza pela interrupgdo e atraso no crescimento da
vasculatura retiniana, associada a degeneragdo da microvasculatura. Essas
alteracdes ocorrem, pois, 0s bebés prematuros sao expostos a maiores tensdes de
oxigénio apds o nascimento quando comparado ao utero, o que diminui 0s
mecanismos fisioldégicos de ativacao da hipdxia. Nesse sentido, a hiperdxia atua
reduzindo a expressao e atividade de HIF-1, VEGF e EPO, além de aumentar a vaso-
obliteragdo dos capilares retinianos imaturos pelo aumento do estresse oxidativo e

inflamacao (2,4,45).

Ja nafase 2, com a perda de vasos sanguineos e o aumento da demanda metabdlica
faz com que a retina se torne gradualmente hipdxica, o que leva a intensa liberagao

de fatores de crescimento, especialmente o VEGF, que induzem o crescimento,
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diferenciacdo e migragdao das células endoteliais. Essas alteragdes induzem o
crescimento anormal de novos vasos. Interessantemente, esses novos vasos falham
em reperfundir a retina avascular, uma vez que ao invés de crescer em areas de
necessidades, eles crescem de maneira desordenada em direcdo ao vitreo, podendo
levar ao desenvolvimento de fibrose que pode causar o descolamento da retina e levar
a perda da visao (1-3).

De acordo com a classificacao internacional de ROP a doenca pode ser dividida em 5
estagios. Inicialmente ocorre a demarcagao da retina vascular e avascular por uma
fina linha (estagio 1). Apds isso, com a progressdao da doenga surge uma crista
elevada entre a retina vascular e avascular (estagio 2). Os dois estagios iniciais sdo
considerados leves e a doenga € capaz de regredir de maneira espontanea.
Entretanto, a vasculatura pode continuar a crescer para fora do plano retiniano,
levando ao estagio de proliferagao fibrovascular a partir da crista elevada (estagio 3).
Esses novos vasos, sao extremamente frageis e podem sangrar no vitreo, causando
tracao e fibrose o que pode levar aos ultimos estagios, 4 e 5. Sendo o estagio 4
marcado pelo descolamento parcial da retina e o estagio 5, pelo descolamento total
do tecido retiniano, levando a cegueira permanente (3,43) (Figura 8).

Figura 8. Imagens representativas dos estagios da retinopatia da prematuridade (ROP). Caixas
indicam os locais das lesdes. A) Estagio 1: linha de demarcacado. B) Estagio 2: Crista elevada. C)
Estagio 3: Proliferagao fibrovascular a partir da crista elevada. D) Estagio 4: Descolamento parcial da
retina. E) Estagio 5: Descolamento total da retina. F) Doenca plus: dilatagédo e torsuosidade dos vasos
retinianos. Adaptada de Tong et al. 2020 (46).
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Como um dos fatores de risco € a adocao da terapia de oxigénio em bebés
prematuros, diversos ensaios clinicos foram realizados na tentativa de encontrar uma
faixa ideal de saturacao de oxigénio que seja capaz de proteger contra as alteracdes
da ROP nafase 1 sem que haja 0 aumento na morbidade e mortalidade desses bebés.
Além disso, outros estudos com foco em realizar tratamentos com altos niveis de
oxigénios em bebés com ROP na fase 2 ndo apresentaram nenhum efeito na remissao
da doenca. Apesar de a faixa ideal ndo ter sido encontrada, estes estudos sugerem
que a faixa de saturacado de oxigénio de 90 a 95 % parece ser mais segura em
comparacado a de 85 a 89%, um outro fator que parece ser importante em relagéo ao
surgimento da ROP sdo as alteragcbes na flutuacdo de oxigénio, sendo assim,
recomenda-se estrito monitoramento para que tais alteragdes sejam prevenidas. Por
fim, mais estudos se fazem necessarios para que seja possivel otimizar a terapia de

oxigénio para que seja possivel prevenir a ROP (3,4,43).

1.2.2 Retinopatia diabética (RD)

A RD é uma complicagdo microvascular associada ao diabetes e é considerada a
principal causa de cegueira em individuos em idade produtiva ao redor do mundo.
Nesse sentido, diversos fatores de risco estdo associados com o surgimento e
progressdo da RD, como o tempo de duracdo do diabetes, a hiperglicemia,
hipertenséo, entre outros. Sua evolugdo € marcada pelo aumento na permeabilidade
vascular, isquemia e proliferagdo anormal de novos vasos. Clinicamente a doenga €
definida por alteracées microvasculares retinianas em pacientes diabéticos. A RD tem
sua fase inicial denominada como retinopatia diabética ndo proliferativa (RDNP) e
pode evoluir para a fase proliferativa (RDP) (7) (Figura 9).

A RDNP é caracterizada pela alteracao na microvasculatura retiniana. No inicio da
RD, ocorre uma diminuicdo da perfusdo retiniana causada pela constricdo da
vasculatura arterial retiniana. Além disso, alteracées na expressao de proteinas de
juncdo, apoptose de pericitos e células endoteliais induzem o espessamento da
membrana basal. Posteriormente, pacientes diabéticos apresentam um aumento no
calibre das arteriolas da retina. A dilatacdo atua como precursor de disfungéo
microvascular, indicando deficiéncia na autorregulacao arteriolar. Essa dilatacao leva
ao aumento da pressao do capilar podendo gerar microaneurismas, extravasamento
de exsudatos e hemorragia. Além disso, nesse estagio também ha a disfuncao da
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barreira hemato-retiniana, isquemia e aumento da permeabilidade vascular
(7,9,11,47,48) (Figura 9).

A neovascularizacao distingue a fase nao-proliferativa da fase proliferativa. Com o
surgimento de novos vasos, pode haver hemorragia vitrea ou descolamento da retina,
levando o individuo a perda total da visdo (Figura 9). Em relagdo as alteragbes
moleculares, diversos mecanismos estao relacionados com a patogénese da doenca.
A formacéao de produtos de glicacdo avancada (AGEs, do inglés advanced glycation
end-products), o aumento do estresse oxidativo, a ativagdo da proteina quinase C
(PKC), aumento de processos inflamatérios e na expressédo e atividade de VEGF
estao intimamente relacionados com o desenvolvimento da doencga, sendo a intensa
ativacao de VEGF o fator mais relevante na progressao da RD (7,49,50).

Hemorragia

Microaneurismas ou
hemorragias
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Figura 9. Imagens representativas dos estagios da Retinopatia Diabética (RD). A) RD néo
proliferativa (RDNP) leve com a presenga de microaneurisma e hemorragia. B) RDNP moderada com
microaneurismas, hemorragias e manchas algodonosas. C) RD proliferativa (RDP) evidenciando novos
vasos sanguineos no disco 6ptico. D) Edema macular diabético com a presenga de exsudatos no centro
da fovea. Adaptada de Wong et al. 2016 (47).
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1.2.3 RD e ROP

Em patologias como a RD e a ROP, ocorre o comprometimento da vasculatura
retiniana e apesar de as alteragdes iniciais diferirem os estagios finais apresentam
semelhancas. No caso da RD, o diabetes expde o tecido retiniano a AGEs, altas
concentragdes de citocinas de carater pro-inflamatério como a interleucina-1p (IL-1p)
e TNF-a e aumento do estresse oxidativo alteram a homeostase do tecido e podem
induzir a apoptose de células retinianas. Além disso, a resisténcia a insulina também
pode levar a alteragbes capilares, levando a prejuizos na vasculatura do tecido. Ja na
ROP, os leitos vasculares ndo se formam de maneira adequada devido a altas tensées
de oxigénio associado a redugédo na expressao de VEGF (2,43,51,52).

Em resposta as alteragcées vasculares que ocorrem nas fases iniciais, o tecido
retiniano aciona mecanismos de crescimento na tentativa de garantir niveis
adequados de perfusao para a retina isquémica. Durante as fases proliferativas da RD
e ROP, neur6nios, astrécitos e outras células retinianas se tornam hipdxicas devido a
perda da vasculatura. Posteriormente, ocorre um aumento na expressao de fatores
angiogenicos, em especial o VEGF, que induz o crescimento desordenado de novos
vasos em direcao ao vitreo. Deste modo, os dados obtidos em estudos experimentais
S0 essenciais para compreender 0s mecanismos relacionados com o
desenvolvimento da fase proliferativa das doengas e dados obtidos em modelos
animais de ROP podem ser extrapolados e aplicados a RDP (2,51).

Durante a hipoxia ou episédios isquémicos, ocorre degeneragao capilar e isso pode
alterar o metabolismo e a homeostase de diversos tipos celulares, contribuindo para
a progressédo das retinopatias. Alguns metabolitos como o succinato e a adenosina,
podem gerar uma resposta angiogenica. A adenosina € gerada durante o metabolismo
do ATP e o succinato é produzido como um intermediario do ciclo de Krebs durante a
respiracdo celular. Esses metabdlitos, além de seu papel descrito na producédo de
energia, apresentam outras fungdes. De maneira geral, em condicdo de oxigenacao
adequada, o ciclo de Krebs produz energia o que eleva os niveis de ATP e mantem
0s niveis de adenosina baixos. Entretanto, em casos de baixa disponibilidade de
oxigénio, os intermediarios do ciclo de Krebs, como o succinato, se acumulam além
de aumentar os niveis de adenosina. Com esse aumento, o succinato e a adenosina

sdo capazes de atuar como mediadores pré-angiogénicos na tentativa de
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reestabelecer o suprimento sanguineo e o fornecimento de oxigénio para as células.
Ainda, além das células endoteliais esse mecanismo pode ser ativado em monaocitos
e neurdnios retinianos, evidenciando o papel orquestrado de diversos tipos celulares
retinanos na tentativa de restaurar o equilibrio energético em situacdo de estresse
(1,2,43,44,48,52-56).

1.2.4 Fator induzido por hipoxia (HIF)

A hipdxia é definida pela redug¢é@o na disponibilidade de Oz em determinada célula,
tecido ou 6rgao. A reducao nos niveis de Oz pode causar alteracdo na transcricao
genica ou levar a alteracdes pds-transcricionais, levando a alteracées no metabolismo
celular. Os principais reguladores da homeostase de oxigénio sdo os fatores
induziveis por hipoxia (HIFs), sendo sua expressédo e atividade relacionada nao
apenas ao desenvolvimento fisiol6gico, mas também ao surgimento de diversas

doencas, dentre elas as retinopatias isquémicas (57,58).

HIF é um fator de transcricdo composto por um complexo heterodimerico com duas
subunidades: uma subunidade dependente de oxigénio (HIF-a) e uma subunidade
nuclear expressa de maneira constitutiva (HIF-1B) também denominada como
translocador nuclear receptor aril hidrocarboneto (ARNT, do inglés aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator). Existem trés isoformas da subunidade a (HIF-1a, HIF-
2a e HIF-3a), sendo as isoformas HIF-1a, HIF-2a essenciais para a resposta a hipdxia

e capazes de formar um complexo com HIF-1p (59).

Em condi¢des normais de oxigénio (normdxia), a subunidade o de HIF ainda no citosol
sofre hidroxilag&o pelas enzimas prolil-hidroxilase (PHDs). As PHDs s&o parte de uma
pequena familia de proteinas e nos seres humanos se apresentam em trés isoformas
(PHD1, PHD2 e PHD3). A hidroxilagao de HIF pelas PHDs leva ao recrutamento da
proteina Von-Hippel-Lindau (VHL) e outros cofatores que permitem a ubiquitinacao e
HIF pelo complexo CRL2VH- E3 e degradacgéo pelo proteassoma 26S. Uma vez que
as PHDs utilizam como cofatores oxigénio e ions de ferro, com baixa disponibilidade
de oxigénio (hipdxia) ha uma reducdo na atividade das PHDs o que leva a
estabilizacao de HIF-o e subsequente translocag¢ao ao nucleo celular. Posteriormente
a proteina forma um dimero com a isoforma constitutiva (HIF-1p) formando o

complexo HIF-1 que se liga aos elementos de resposta a hipdxia em regides
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promotoras especificas do genoma. Uma vez no nucleo, HIF € capaz de ativar a
expressao de diversos genes relacionados com o processo de angiogénese como
VEGF, EPO, PDGF, genes relacionados ao metabolismo de glicose, sobrevivéncia e

proliferacao celular (Figura 10) (57-59).
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Figura 10. Sinalizacao do fator induzivel por hipoxia (HIF) (58,60). Em condicdes normais de
oxigénio (O2) as enzimas prolil-hidroxilazes (PHDs) coordenam a hidroxilagdo de HIF-1a no citosol.
Posteriormente, ha o recrutamento da proteina Von-Hippel-Lindau e ubiquitinagéo de HIF-1a, marcando
a proteina para degradacgao proteassomal. Em contrapartida, em baixas concentragées de oxigénio
(hipdéxia), ha redugdo da atividade das PHDs, estabilizando HIF-1a no citosol e possibilitando a
migracao ao nucleo e ligagdo aos elementos de resposta a hipéxia (HRE), ativando a transcricéo de
diversos genes responsivos a hipoxia. Imagem criada com biorender.

1.2.5 Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) apresenta papel central na
fisiopatologia das retinopatias isquémicas. O VEGF é reconhecido pelo seu receptor
localizado na membrana plasméatica das células e ha trés isoformas dos receptores
de VEGF em humanos, o VEGFR1 (FLT1), VEGFR2 (FLK1) e VEGFR3 (FLT4). Todos
os receptores possuem um dominio extracelular de interacao ao ligante composto por
sete loops, um dominio justamembranar, um dominio TK intracelular e uma cauda C-

terminal. As isoformas apresentam diferentes propriedades de interacao ao ligante e
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funcdes bioldgicas distintas. Os receptores sdo capazes de reconhecer a familia do
VEGF (VEGF-A, -B, C, -D e PLGF). Sendo o VEGF-A, mais relevante nos processos
relacionados as alteracbes nas células endoteliais retinianas e no processo de
angiogénese (61-63).

Em relagédo a afinidade, o VEGF-A se liga ao VEGFR1 e VEGFR2, enquanto o VEGF-
B e PLGF séo capazes de interagir apenas com o VEGFR-1. Ja o VEGF-C e VEGF-
D possuem maior capacidade de se ligar ao VEGFRS3. Entretanto, as vias
desencadeadas pela interagdo VEGF-C/VEGF-D/VEGFR3, culminam na formagao
dos vasos linfaticos, que ndo estdo presentes na retina, sendo assim nao apresentam
relevancia na fisiopatologia das retinopatias isquémicas. Ja a expressao de VEGFR1
foi encontrada em diversos tipos celulares retinianos, como as células endoteliais da
retina e coroide, pericitos, células do sistema imunoldgico residentes na retina, células
de Muller, fotorreceptores e células do RPE, sendo que a expresséo varia de acordo
com o microambiente retiniano em diferentes fases como o desenvolvimento, doencas
e até mesmo na homeostase do tecido. Cabe ressaltar que dois processos sao
capazes de influenciar a expressao do VEGFR1, reducdo na concentracdo de
oxigénio e processos inflamatorios (61,64,65).

Em relagéo a hipéxia, mecanismos transcricionais e pds-transcricionais sdo capazes
de modular a expressdo de VEGF-A, sendo o principal regulador da expressao de
VEGF-A a ligacao de HIF-1 e HIF-2 na regiao promotora ou em regidées regulatérias
no genoma. Além disso, em hipdxia ha a estabilizacdo do mRNA de VEGF-A,
aumentando a sua meia vida de cerca de 45 minutos para mais de 8 horas, gerando
grande impacto na producao da proteina VEGF-A. Ainda, HIF também & capaz de
aumentar a expressdao de outros membros da familia do VEGF, bem como seus
receptores (61,66).

A respeito da sinalizacdo mediada pela ligacdo de VEGF-A a seu receptor, apos a
interacdo com o ligante alteragbes conformacionais no receptor induzem a
autofosforilagcdo nos residuos de tirosina intracelular. Apés a ativacao do receptor,
diversas vias de sinalizacdo sao ativadas, como a proteina quinase regulada por
estimulos extracelulares (ERK — do inglés Extracellular Signal-Regulated Kinase) /
proteina ativada por mitégeno quinase (MAPK), fosfoinositideo 3-quinase (PI3K)/AKT
e p38. Ainda, a sinalizacao a jusante do receptor, converge para regular a transcricao
de diversos genes relacionados a proliferagéo e migracao celular, regulando o contato
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célula-célula, expressao de moléculas de adeséo e rearranjo do citoesqueleto (Figura
11) (67,68).
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Figura 11. Sinalizacao mediada pelo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (61,66,67).
Apés a ligagdo do VEGF ao seu receptor localizado na membrana plasmatica de células endoteliais,
alteracdes conformacionais levam a autofosforilacdo do receptor, culminando na fosforilacdo de
proteinas e ativagao de vias que levam ao aumento da permeabilidade vascular, proliferacao celular e
aumento da mobilidade, aumentando a angiogénese. Imagem criada com biorender.

1.3 Proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK)

A proteina AMPK é conhecida como um sensor energético celular que é ativado em
condigbes de baixa disponibilidade de energia, sendo a via classica de ativagao da
AMPK responsavel pela restauracdo da homeostase energética através da ativagao
de vias catabdlicas e bloqueio de vias anabdlicas ou processos que consomem ATP.
A AMPK é uma proteina heterotrimérica que possui uma subunidade catalitica (o) e
duas subunidades regulatérias (B e y). Os genes responsaveis pela codificacdo da
proteina estdo presentes em praticamente todas as células eucariotas e nos
mamiferos multiplas isoformas sédo expressas (al, a2, p1, p2, y1, y2 e y3). A ativagcao

da AMPK ocorre através de dois principais mecanismos, quando ha aumento nos
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niveis de AMP:ATP ou ADP/ATP, o AMP ou ADP é capaz de se ligar a subunidade y
regulatéria da AMPK, promovendo alteracbes conformacionais que expdéem a
subunidade a, possibilitando a forsforilacdo no residuo Thr172, além de proteger
contra a acao de fosfatases que atuam inativando a AMPK. Ainda, destaca-se que a
fosforilagdo no residuo Thr172 é essencial para a maxima atividade da AMPK. Esse
sitio de fosforilacdo é alvo das proteinas quinases Liver kinase B1 (LKB1) e
Ca?*/quinase dependente de calmodulina (CaMKKp) (69-73).

A AMPK foi originalmente definida como uma proteina quinase a montante da enzima
acetil-CoA carboxilase (ACC), cuja funcédo esta relacionada a sintese de acidos
graxos. Logo, ao ser fosforilada no residuo serina 79 pela proteina AMPK, a ACC é
inibida, reduzindo processos celulares anabdlicos. Além disso, em condicdes de
deplecao de nutrientes a AMPK atua como um sensor metabdlico, inibindo o
crescimento celular. O mecanismo classico pelo qual a proteina exerce tal efeito é
através de inibicdo da proteina alvo mamifero do complexo 1 de rapamicina
(mTORCH1), sendo que a AMPK é capaz de controlar a mTORC1 através de dois
mecanismos principais: 1) coordenando a fosforilagdo de TSC2 no residuo serina
1387 (proteina a montante de mTORC1); e 2) através da fosforilagdo direta da
subunidade RAPTOR de mTORC1. Além de coordenar o crescimento celular, a
ativacao de AMPK também é capaz de ativar mecanismos autofagicos, através da
fosforilacdo de UKL1. Por fim, estudos recentes também tém evidenciado o papel da
AMPK na coordenacao da polaridade, migracdo e organizagcao do citoesqueleto
(Figura 12) (69,70,73).
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Flgura 12 Atlvagao e sinalizag¢ao da proteina AMPK (70,71,74). A AMPK ¢é ativada quando ha um
aumento nos niveis de AMP e ADP intracelular, por estresse fisiolégico ou através da utilizacdo de
indutores farmacoldgicos. LKB1 é uma quinase a montante de AMPK, coordenando a fosforilagcao e
ativacdo da proteina em resposta ao aumento de AMP ou ADP. J&4 a CAMKK®, outra proteina a
montante de AMPK, ativa AMPK em resposta ao aumento de calcio. A AMPK ativada fosforila
diretamente varios substratos alterando o metabolismo e o crescimento, bem como a reprogramacao
metabdlica de longo prazo. Imagem criada com biorender.

1.3.1 AMPK e angiogénese

A angiogénese possui fungdes essenciais em diversos processos, tanto fisiolégicos
quanto patoldgicos, sendo ativada sob hipdxia, nos processos de contracdo muscular
e na cicatrizacao de feridas. De maneira geral, quando ha um aumento na demanda
de oxigénio, processos angiogénicos sao ativados para compensar a deficiéncia de
O2. Durante esse processo, ha a disrupcao da barreira dos vasos sanguineos
existentes, aumento da proliferacdo e migracado de células endoteliais. Esses
processos iniciais sdo coordenados pelo aumento na expressao de citocinas e fatores
de crescimento, como o VEGF. Em situacbes patolégicas, como o caso das
retinopatias isquémicas e no cancer, a superproducdo de VEGF altera a
permeabilidade da vasculatura, reduzindo a estabilidade dos novos vasos e
aumentando processos hemorragicos (69,75,76).

Em relacdo a AMPK, sua ativacdo é um alvo terapéutico bem estabelecido no
tratamento de doencas metabdlicas, uma vez que ativadores farmacolégicos da

proteina sdo amplamente utilizados na pratica clinica para o tratamento da obesidade



49

e DM2 (77-79). Ja no processo de angiogénese, ndo ha um consenso sobre o papel
da proteina. Sendo que a AMPK parece exercer um duplo papel, coordenando tanto
efeitos positivos quanto negativos. Sobre os efeitos positivos da AMPK na
angiogénese, estudos mostram que a ativacdo de AMPK é capaz de estimular a
diferenciacdo de células progenitoras endoteliais, induzindo sua proliferacdo e
migracao, auxiliando na vasculogénese, além de atuar como quinase a montante de
oxido nitrico endotelial (eNOS) induzindo a producao de NO, resultando no aumento
da vasodilatacao e angiogénese (80,81). Ainda, a ativacao da AMPK em modelo de
desnaturagdo dérmica é capaz de aumentar a autofagia e angiogénese em HUVECs
(82). Deste modo, estudo in vivo demonstrou que a ativagdo da via LKB1/AMPK atua
na regulagéo da angiogénese em membros posteriores (83). Por fim, diversos estudos
na literatura demonstram o papel benéfico da AMPK na angiogénese em condicdes

de isquemia, auxiliando na recuperagao e regeneracgao tecidual (80-88) .

Em contrapartida, diversos estudos também demonstram o efeito negativo da AMPK
na angiogénese. Alguns estudos mostram que o tratamento com metformina ou
sinvastatina € capaz de levar a ativagdo da AMPK e essa ativacao bloqueia a atividade
de HIF-1a, inibindo a angiogénese em modelos de cancer de mama (89,90).
Especificamente em relacdo as doencas retinianas, estudo demonstrou que o
tratamento com metformina (ativador farmacolégico de AMPK) foi capaz de prevenir
a degeneracao de fotorreceptores e do RPE, através da reducdo do estresse
oxidativo, reducao do dano ao DNA e aumento da produgédo de energia (91). Em
modelos in vitro e in vivo de diabetes, a ativacdo da AMPK foi associada com o
aumento da autofagia, reducdo de apoptose e aumento da biogénese mitocondrial
(92,93). Entretanto, o papel da AMPK em modelo de retinopatia isquémica ainda nao
€ bem estabelecido.

1.4 Acidos graxos 6mega-3 (w3)

Os acidos graxos poli-insaturados ®3 (o3-PUFAs) foram inicialmente descritos e
amplamente estudados por suas propriedades antitromboticas e anti-inflamatérias
(94). Os w3-PUFAs, sao acidos graxos essenciais, ou seja, devem ser ingeridos a
partir da dieta e ndo sao sintetizados no organismo. Os principais representantes
dessa classe de acidos graxos sdo acido alfa linolénico (ALA, C18:3), o &cido
eicosapentaendico (EPA, C20:5) e o acido docosahexaendico (DHA, 22:6) (95). Ao
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longo dos anos diversos estudos demonstraram que os ®3-PUFAs eram capazes de
interferir em diversos pontos da cascata de sinalizacao inflamatéria, culminando na
reducado da expressao de citocinas inflamatérias como, por exemplo, o TNF-o (96—
100). Apos cerca de trés décadas de investigacao, foi possivel identificar um receptor
capaz de reconhecer 0 o3, o receptor acoplado a proteina G 120 (GPR120), e foi
atribuido a este receptor os efeitos bloqueadores da cascata de sinalizagédo
inflamatoria (101,102).

O GPR120 ou FFAR4 (do inglés - free fatty acid receptor 4) pertence a familia dos
receptores acoplados a proteina G (GPCRs) e é amplamente expresso em diversos
tecidos. Estudos mostram que a ac¢do do receptor € capaz de impactar na homeostase
do organismo, alterando diversos mecanismos como a sensibilidade a insulina, a
secrecdo hormonal em células endécrinas, a funcdo de macréfagos, captacao de
glicose, entre outros (96,97,102—106). De maneira geral, ha dois tipos de sinalizagao
a jusante do GPR120 que sao responsaveis pelas fung¢des citadas acima, a via de

sinalizacdo mediada por Gaq e a via dependente de B-arrestina2 (95,104,107).

Em relacdo a via de sinalizacdo mediada por Gaq, apds a interacdo com o ligante,
alteracdes conformacionais no receptor o tornam ativo. Com isso ocorre a dissociacao
da subunidade Gaq que ativa a fosfolipase C (PLC), que atua hidrolisando o
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) em Inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol
(DAG). O IP3 se associa a receptores presentes no reticulo endoplasmatico
aumentando a liberagdo de Ca?* do reticulo endoplasmatico, levando ao aumento das
concentragdes de calcio no citosol. Em paralelo a ativacdo do GPR120 é capaz de
recrutar a proteina B-arrestina2, o complexo GPR120- B-arrestina2 €& entdo
internalizado e atrai para si proteinas TAB1/2, que sdo necessarias para sinalizagao
de vias pré-inflamatorias disparadas pelos receptores TNFR e TLR-4. Com isso, ha a
desarticulagdo dessas vias e reducao do tonus inflamatério (Figura 13) (107,108).
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Figura 13. Ativacao e sinalizacao anti-inflamatéria de GPR120 (107,108). A ligagdo dos acidos
graxos da familia do 6mega-3 ao GPR120 induz o aumento na concentracdo de calcio intracelular. Em
paralelo, a internalizacdo do receptor recruta a proteina TAB2/3 (comum as vias de sinalizagao
inflamatdrias) desarticulando a cascata de sinalizagéo, reduzindo a inflamacao. A Imagem criada com
biorender.

Além da desarticulacdo da cascata inflamatéria, a ativacdo do GPR120 apresenta
outros efeitos no metabolismo celular. Evidéncia recente mostrou que o aumento de
célcio promovido pela ativacdo do receptor € capaz de ativar proteinas como a
CamKKpB, culminando na fosforilagcdo e ativacdo da proteina AMPK em células do
musculo esquelético, levando ao aumento da captagédo de glicose por essas células
(109). Entretanto, a relagdo entre os ®3-PUFAs, GPR120 e AMPK na retina
permanece desconhecido.

Em relacdo a funcédo dos acidos graxos o3 na retina, o ®3 é um dos principais
constituintes do tecido e estudos clinicos recentes mostraram os efeitos protetores da
suplementacdo no desenvolvimento de ROP, onde a suplementacdo com &cido
araquidénico e DHA no periodo po6s-natal foi capaz de reduzir a incidéncia de ROP
severa em 50% (110,111). Além disso, em portadores de DM2, a ingestao de
500mg/dia de ©3-PUFAs reduziu em 46% o risco de perda de visdo por RD (112).
Nesta perspectiva, estudos na literatura visam descrever os mecanismos relacionados
a esse potencial beneficio dos ©3-PUFAs no desenvolvimento e progressédo das
doencas retinianas(113—-118). Recentemente, foi descrito a expressao de GPR120 no
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tecido retiniano de camundongos e estudos in vivo, também evidenciaram que a
ingestdo ou suplementagdo com 3 é capaz de reduzir a inflamagédo e angiogénese
de retinopatia (115,119,120). Entretanto, os mecanismos pelos quais os acidos graxos

®3 exercem tais efeitos ainda ndo estdo completamente compreendidos.

Sendo assim, nosso grupo de pesquisa acredita que a investigagdo dos mecanismos
relacionados com o desenvolvimento da retinopatia isquémica, bem como do papel
do receptor GPR120/w-PUFAs e da proteina AMPK como potenciais alvos séo

essenciais para fortalecer os instrumentos terapéuticos contra o avango da doenga.
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2. OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo avaliar os possiveis efeitos benéficos do
6mega-3 em modelo de retinopatia isquémica e se tais efeitos podem ser dependentes
da ativacao da proteina AMPK.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Cultura de células e tratamentos

Células endoteliais primarias da microvasculares da retina humana ou hRMEC (células
ACBRI 181) foram adquiridas da Cell Systems Corporation ® (Kirkland, WA, EUA) e
cultivadas em meio de crescimento de células endoteliais (do inglés Endothelial Cell
Growth Medium-2 - EGM-2, Lonza®, Suiga) contendo 10% de soro fetal bovino (do inglés
fetal bovine serum — FBS), 100 U/mL de penicilina e 100mg/mL de estreptomicina a 37
°C em uma atmosfera de 5% de CO2. Foram utilizadas no presente estudo células na
passagem 4-6. Ao atingirem 70% de confluéncia as células foram divididas nos seguintes
grupos experimentais: Controle (CT), mantidas em meio EGM-2; DMOG, células
expostas a 400uM de DMOG (Dimetiloxalilglicina; Tocris Bioscience, Bristol, Reino
Unido); DMOG+DHA, células expostas a 400 uM de DMOG e suplementadas com 50uM
de acido docosaexaenoico (DHA, do inglés — Docosahexaenoic acid; Cayman Chemical,
MI, EUA); siAMPKa+DMOG+DHA, células foram silenciadas para AMPKa e,
posteriormente, expostas ao DMOG (400uM) e suplementadas com DHA (50uM). O
DMOG é um composto pré-angiogénico que atua inibindo a atividade da enzima prolil-4-
hidroxilase (PHD), que em condigdes normais atua hidroxilando HIF-1a e marcando a
proteina para degradacédo proteassomal. Sendo assim, evidencias mostram que o
tratamento com DMOG, culmina na ativacao de HIF-1a, mimetizando quimicamente um
ambiente isquémico (28). Apds os tratamentos, as células foram coletadas para analises

posteriores.

3.1.1 Ensaio de viabilidade celular

Para avaliagédo da viabilidade celular, citotoxicidade dos compostos utilizados e escolha
das doses de tratamento foi realizado o ensaio de MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5
brometo de difenil tetrazdlio) (121,122). Para a realiza¢do do ensaio, 1x103 hRMEC foram
semeadas em placas de 96 pogos e, posteriormente, expostas a diferentes
concentragdes de DMOG (100uM, 200uM, 400uM, 600uM, 800uM, 1mM e 1,2mM) ou
DMOG+DHA com diferentes concentracées de DHA (10uM, 50uM, 100uM, 150uM e
200uM) por 24 horas a 37 °C em uma atmosfera de 5% de CO2. Ao final do periodo, foi
adicionado 20uL de solucado de MTT (5mg/mL; M2128-1, Sigma, MI, EUA) por 4 horas a
37 °C em incubadoras de COz2. Durante esse periodo de incubag¢do o MTT € convertido

em cristais de formazan pelas mitocéndrias, que em células viaveis apresentam atividade
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constante, porém, com a diminuicdo do numero de células viaveis, ha redugédo na
atividade mitocondrial e, consequentemente, diminuicdo na conversdao do MTT em
cristais de formazan. Dessa forma, qualquer aumento ou reducao no numero de células
viaveis pode ser detectada apds a dissolugdo dos cristais de formazan e leitura da
absorbancia. Ao final das 4 horas de incubagcao com MTT, para a dissolugéo dos cristais,
foi removido o meio de cultura contendo e adicionando 150uL de solvente, DMSO
(Dimetilsulféxido), por 5 minutos. Posteriormente, a densidade optica em 540nm foi
medida com o auxilio de um espectrofotdmetro Power Wave XS2 (BioTeK, VT, EUA).
Em todos esses ensaios, 5 a 7 pogos replicados foram utilizados na determinagéo de
cada ponto. A dose selecionada foi a que apresentou toxicidade menor que 25%.

3.1.2 Silenciamento da proteina AMPKa

hRMEC na passagem 5 ou 6 foram cultivadas, como descrito anteriormente, em placas
de 60mm e ao atingirem 80% de confluéncia foram transfectadas por 6 horas com 40nm
de siRNA para AMPKa12 (sc-45312, Santa Cruz Biotechnology, Tx, EUA) ou controle
negativo do siRNA (sc-37007, Santa Cruz Biotechnology, Tx, EUA) utilizando 5uL/mL
de reagente de transfeccao lipofectamina (Lipofectamine™ 3000, Invitrogen, CA, EUA)
de acordo com as instrucdes do fabricante. Apds 6 horas de transfecgdo, o meio de

cultura foi removido e adicionado meio completo contendo os respectivos tratamentos.

3.2 Ensaio de migracao celular

Para avaliar a migracao celular, foi realizado o ensaio de scratch wound healing
(123,124). As células foram cultivadas em placas de 60mm até formarem uma
monocamada confluente. Quando esse estagio foi atingido, foi realizada uma ranhura
em linha reta na placa, criando uma fenda sem células. Essa ranhura foi realizada com
o auxilio de ponteira de micropipeta de 1000uL estéril sob angulo de 90 graus, para que
fosse mantida a largura uniforme da fenda. Apés isso, o0 meio foi removido e as placas
foram lavadas com solucao balanceada de Hanks (Cultilab, Campinas, Brasil) para a que
as células sobrenadantes fossem removidas. Apos isso, as células foram submetidas
aos respectivos tratamentos por 24h. Para a quantificacdo da area de migracao, a area
livre foi fotografada digitalmente utilizando um microscépio invertido (Axio Observer A.1,
Carl Zeiss Microscopy, NY, EUA) e o software AxioVision (Carl Zeiss Microscopy, NY,
EUA) antes do inicio dos tratamentos (tempo 0), bem como apds 24h de tratamento. Ao

menos cinco imagens de cada placa foram obtidas em cada ponto, utilizando um
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aumento de 100x. A migrag&o celular foi calculada subtraindo a area livre inicial da area
livre final, sendo essa area calculada com o auxilio do software ImagedJ (Software 1.48q,
Rayne Rasband National Institutes of Health, EUA). Os resultados estao expressos em
pixels? (px?). Os experimentos foram repetidos trés vezes.

3.3 Ensaio de tubulogénese

O ensaio de tubulogénese foi utilizado para avaliar o efeito dos tratamentos na
angiogénese in vitro (124). Em resumo, foi adicionado a placas de 96 pogos previamente
resfriadas 50uL de ECM Gel, com fator de crescimento reduzido (E6909, Sigma Aldrich®,
MO, EUA) e gelificadas a 37 °C por 30 minutos. Posteriormente as células foram
semeadas a uma densidade de 2x10° células/mL e mantidas por 6h a 37 °C numa
atmosfera umidificada contendo 5% CO2em meio contendo os respectivos tratamentos.
No grupo siAMPKo+DMOG+DHA, o silenciamento ocorreu previamente ao inicio do
ensaio de tubulogénese. Ao final do periodo, os tubulos vasculares foram observados
em microscopio invertido e quatro campos diferentes por poco foram selecionados
aleatoriamente e fotografados usando o software AxioVision (Carl Zeiss Microscopy, NY,
EUA). A quantificagdo da rede tubular foi realizada com o auxilio do analisador de
angiogénese do software ImagedJ (Software 1.48q, Rayne Rasband National Institutes of
Health, EUA).

3.4 Avaliacao resisténcia elétrica transendotelial

A avaliagdo da resisténcia elétrica transendotelial (TEER, do inglés transendothelial
electrical resistance) é um método amplamente utilizado para avaliagdo da integridade
da barreira celular (125,126). Para esse ensaio, hRMEC foram semeadas em uma
densidade de 8x10% no compartimento superior em placas de 24 inserts de membrana
de poliéster (area do insert 0,33 cm?, tamanho do poro 0,4 pm; 3470, Corning® Brand
Products, NY, EUA), no compartimento inferior foi adicionado 800uL de meio de cultura.
As células foram cultivadas por sete dias a 37 °C numa atmosfera umidificada contendo
5% CO2. Posteriormente, deu-se inicio aos tratamentos, conforme descrito
anteriormente. A TEER foi medida com o auxilio de um voltimetro (Millicell-ERS;
Millipore, MA, EUA). A TEER foi medida no tempo 0 (inicio do tratamento), ap6s 24h e
48h. Os valores apresentados sao a média de trés medi¢cdes consecutivas. Cada grupo
& composto por trés amostras. Os valores sdo apresentados em ohms/cm?. Para que os
valores reais da resisténcia elétrica das hRMEC fossem demonstrados, subtraiu-se os
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valores de TEER dos inserts que continham células dos inserts brancos (inserts com

meio sem células).

3.5 Avaliacao da concentracao de Calcio intracelular

A avaliacdo da concentragao de calcio foi realizada através da marcacao de Fluo-3 AM
(73881; Sigma Aldrich, MO, EUA), como descrito anteriormente (109). De maneira
simplificada, hRMEC na densidade de 1x10° foram semeadas em placas de 24 pocos.
24h horas antes do inicio do experimento os grupos DMOG e DMOG+DHA foram
expostos a 400uM de DMOG. Apds 24h de exposicao ao DMOG, as células foram
expostas a 5uM de Fluo-3 AM por 30 minutos a 37 °C, sob abrigo de luz. Apds o periodo
de incubagéo as células foram lavadas suavemente com solu¢do balanceada de Hank’s,
para a remogao do excesso de reagente. ApOs a lavagem as células foram submetidas
imediatamente a experimentacdo através da microscopia de fluorescéncia, sendo a
variacao na concentracao de calcio avaliada através em filtros de 488 nm de excitagao,
ampliadas 400x. As imagens foram capturadas do tempo zero (T0) até o tempo de 45
(T45) segundos com software AxioVision. A intensidade de fluorescéncia emitida pelas
hRMEC foi analisada pelo do software Imaged (Software 1.48q, Rayne Rasband National
Institutes of Health, EUA). Para a observacao da concentracao de calcio intracelular em
hMREC sob condigdo mimética de hipdxia e tratadas com DHA (DMOG+DHA), o DHA
(50uM) foi adicionado ao meio apds a captura da primeira imagem.

3.6 Imunofluorescéncia

Células foram fixadas com metanol gelado por 15 minutos. Apéds isso, as células foram
permeabilizadas com Triton 0,05% em solucdo de PBS 1x. Posteriormente, foram
incubadas em solugédo bloqueadora (1 x PBS contendo 5% BSA, 0,3M glicina, 0,1%
Tween) por 1 hora em temperatura ambiente. Apos isso, as placas foram incubadas
overnight a 4 °C com anticorpos primarios de interesse: anti-HIF-1a (NB100-105; Novus
Biologicals, CO, EUA), anti-HIF-2a (NB100-22; Novus Biologicals, CO, EUA), anti-
VEGFa (ab1316; Abcam, Reino Unido), anti-Vimentina (ab92547; Abcam, Reino Unido),
anti-ZO-1 (33-9100; Thermo Fisher Scientific, MA, EUA). Em seguida, as células foram
incubadas com anticorpos secundarios conjugados ao Alexa Fluor® 488 (Abcam, Reino
Unido). Por fim, as placas foram montadas com Vectashield Mounting Medium com DAPI
(#H-1200; Vector Laboratories, CA, EUA), responsavel pela coloracdo em azul dos

nucleos celulares. As imagens foram avaliadas em microscopio de fluorescéncia e
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capturadas com o software AxioVision. Cinco polos diferentes por placa foram
selecionados aleatoriamente e fotografados com um aumento de 400x. Ao menos trés
experimentos independentes foram realizados. A intensidade de fluorescéncia emitida
pelas hRMEC foi analisada pelo do software Imaged (Software 1.48q, Rayne Rasband
National Institutes of Health, EUA).

3.7 Immunobloting

As células e tecidos foram homogeneizadas com tampé&o RIPA contendo 100 mM de Tris
(pH 7,4), 100 mM de pirofosfato de sddio, 10 mM de fluoreto de soédio, 10mM de EDTA,
10mM de ortovanadato de soédio, 2 mM de fluoreto de fenilmetanossulfonil e
suplementado com um coquetel inibidor de proteases e fosfatases (Complete,
Boehringer-Mannheim ®, IN, EUA) a 4 °C, com o auxilio de um sonicador vibra-cell VCX
130 (Sonics ®, CT, EUA). Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 15
minutos a 14.000 RPM (Eppendorf ® , 5424 R) e o sobrenadante coletado. Apdés isso, a
andlise da concentracao de proteinas foi realizada através do método de Bradford (127)
e as amostras foram concentradas entre 40 e 60ug para a realizacao da técnica. Em
seguida, tampao Laemmli (128) foi adicionado as amostras e foram incubados por 5
minutos a 95 °C.

Apoés a preparagao das amostras, os lisados foram aplicados em gel de poliacrilamida (6
a 15%) para a separacgao por eletroforese (SDS-PAGE). As proteinas contidas no gel
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose, sendo a eficiéncia da
transferéncia avaliada através de corante sintético vermelho especifico para tal finalidade
(Ponceau). Apos isso, as membranas foram incubadas com solugéo de bloqueio (5% de
leite em pd desnatado ou BSA; 10 mmol/L de Tris; 150 mmol/L de NaCl e 02% de Tween
20) para a diminuigao de ligagbes inespecificas por 1 hora em temperatura ambiente.
Apb6s o bloqueio, as membranas foram incubadas com anticorpo primario especifico
overnight, a 4 °C sob agitagcao constante, e posteriormente, com incubadas por uma hora
a temperatura ambiente com seus respectivos anticorpos secundarios. Por fim, as
bandas imunorreativas foram detectadas através do método de quimioluminescéncia
aprimorada (Super Signal CL-HRP Substrate System, Pierce ® , IL, EUA) e
documentadas com o auxilio de um fotodocumentador (ImageQuant LAS 500; GE
Healthcare, IL, EUA). O carregamento de proteinas e a eficacia da transferéncia foi

avaliada através da hibridizacdo das membranas com anticorpos anti-Vinculina e anti-
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GAPDH (Cell Signaling Technology ®, BOS, EUA). A quantificagdo das bandas ocorreu
com o auxilio do software Imaged (Software 1.48q, Rayne Rasband National Institutes of
Health, EUA). Para a analise de cada proteina foram realizados trés experimentos
independentes. As imagens obtidas apresentadas neste trabalho sao originais, nao
foram cortadas, giradas, invertidas ou emendadas. Os anticorpos utilizados nos
experimentos estdo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1. Anticorpos utilizados

Anticorpo Diluicao Técnica Fabricante Caddigo
Anti-rabbit  phospho-AMPKa | 1:1000 B Cell Signaling | Cat. #2535
Thr172 Technology
Anti-rabbit AMPKa 1:1000 B Cell Signaling | Cat. #5831
Technology

Anti-rabbit ACC 1:1000 B Cell Signaling | Cat. #3676
Technology

Anti-rabbit phospo-ACC Ser79 | 1:1000 B Cell Signaling | Cat.
Technology #11818

Anti-rabbit vinculin 1:1000 B Cell Signaling | Cat.
Technology #13901

Anti-rabbit GAPDH 1:1000 B Cell Signaling | Cat. #5174
Technology

Anti-mouse GPR120 1:100 B Santa Cruz | sc-390752
Biotechnology

Anti-Goat Camkkp 1:400 B Santa Cruz | sc-9629
Biotechnology

Anti-Mouse ZO-1 1:25 IF Invitrogen Cat. #33-

9100

Anti-Rabbit Vimentin 1:200 IF Abcam ab92547

Anti-Mouse VEGFA 1:25/1:200 | IF/IH Abcam ab1316

Anti-Mouse HIF-1a 1:25/1:200 | IF/IH Novus Biologicals NB-100-

105
Anti-Rabbit HIF-2a 1:50 IF Novus Biologicals NB100-22
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Isolectin GS-1B4 1:100 IF Thermo Fisher | 121413
Scientific

Anti-goat HRP-linked 1:2000 IB Santa Cruz | sc-2354
Biotechnology

Anti-rabbit HRP-linked 1:2000 B Cell Signaling | Cat. #
Technology 7074S

Biotinylated anti-mouse H+L 1:200 IH Vector Laboratories | Cat. # BA-

200

Anti-mouse HRP-linked 1:2000 B Thermo Fisher | Cat. #

Scientific 31430

Anticorpos utilizados durante o desenvolvimento do projeto. IB: Immunobloting; IF:
Imunofluorescéncia; IH: Imuno-histoquimica.

3.8 Modelo animal e desenho experimental

Foram utilizados animais neonatais deficientes para a proteina AMPKaz (B6.129-
Prkaa2tm1.1Vio/Orl) (129—-131) adquiridos do EMMA (European Mouse Mutant Archive,
Alemanha) e mantidos do Centro Multidisciplinar para Investigagao Biol6gica (CEMIB)
da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Os controles genéticos (C57BL/6J)
também foram obtidos do CEMIB-UNICAMP. Apés a aprovacdo pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas (CEUA — UNICAMP), sob o
namero de protocolo 5710-1/2021, deu-se inicios aos protocolos experimentais. Ainda,
todo o estudo também estava de acordo com as normas estabelecidas pela ARVO
(Association for Research in Vision and Ophthalmology) para o Uso de Animais em
Pesquisa Oftalmica e da Visdo. Cada fémea com sua prole foi alocada em gaiolas
individuais e colocadas em estantes ventiladas, acondicionados em ambiente com
temperatura (22 °C * 2) e alternancia de 12/12 horas do ciclo claro/escuro, com livre
acesso a agua e dieta padrao comercial (Nuvilab ®). Os animais divididos nos seguintes
grupos experimentais: Grupo controle (CT), onde fémeas selvagens (WT) e deficientes
para proteina AMPKa2 (AMPKaz27) e suas respectivas proles ndo foram submetidas a
nenhum tipo de tratamento; Grupo OIR, fémeas CT e AMPKa2” ndo foram
suplementadas, porém os suas proles foram submetidas ao modelo de retinopatia
induzida por oxigénio; Grupo OIR+ w3, fémeas CT e AMPKa2"- foram suplementadas
diariamente com éleo rico em acidos graxos w3 e prole submetida ao modelo de

retinopatia induzida por oxigénio.
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O modelo de retinopatia induzida por oxigénio (OIR — do inglés Oxygen Induced
Retinopathy) foi realizado de acordo com proposto por Smith e colaboradores (132). De
maneira simplificada, os animais neonatais foram mantidos em condi¢do de hiperdxia
(75% de O2) por cinco dias consecutivos, do dia 7 (P7) ao dia 12 (P12) p6s nascimento.
Os altos niveis de oxigénio, diminuem a expressao de VEGF, reduzindo o processo de
neovascularizagao retiniana dos neonatos além de reduzir o numero de capilares na area
central da retina dos animais. Apds retornarem ao ar ambiente (21% de O2) no P12, os
vasos remanescentes ndo sdo capazes de prover de maneira suficiente oxigénio que
sao demandados dos fotorreceptores. Sendo assim, o tecido retiniano se encontra em
isquemia, sendo capaz de ativar de maneira anormal vias que culminam no aumento da
expressao de VEGF e levam a neovascularizacdo, atingindo o nivel maximo de
neovascularizacdo no dia 17 pés nascimento, quando entdo os animais foram
eutanasiados. Em relacdo aos animais controle (CT), eles foram mantidos em ar

ambiente do durante todo o periodo experimental.

Ao final do periodo experimental, os animais foram eutanasiados por asfixia em cadmara
de dioxido de carbono (COg2). Os procedimentos anestésicos foram utilizados
integralmente e todos os cuidados foram tomados para garantir que os animais nao
sofressem indevidamente durante e apds o procedimento experimental. Posteriormente,
os dois globos oculares foram removidos por completo, sendo utilizados para analises
histoldgicas e morfoldgicas. Ja, para a realizacao da técnica de immunobloting, a retina
foi removida com o auxilio de uma lupa (Leica Wild®, Alemanha), bisturi oftdlmico. Em
seguida, foi feita uma incisao, onde a iris e as estruturas internas oculares como o vitreo
e cristalino foram retiradas. Por fim, a retina foi removida com o auxilio de uma pinga. e

armazenada a -80 °C até o inicio das analises.

3.8.1 Suplementacao com acidos graxos-w3

As fémeas foram alimentadas com ragdo comercial padrdo ad libitum e receberam
suplementacao via gavagem com 50uL de acidos graxos- w3 (240mg/g de DHA e
360mg/g de EPA, Essentia Pharma, SC, Brasil) diariamente, do dia 1 apds nascimento
dos filhotes até o dia 17. A dose suplementada corresponde a 2% da fracao lipidica
ingerida diariamente (120). Em relacdo ao grupo CT, as fémeas receberam gavagem
diaria contendo 50 pL de solugdo salina, com forma de mimetizar o estresse gerado pela
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manipulagédo do animal. A ingestédo alimentar foi avaliada diariamente. Para cada grupo

experimental, ao menos duas fémeas e dez filhotes foram utilizados.

3.8.2 Imunofluorescéncia

Para as analises de Imunofluorescéncia, o globo ocular foi extraido e imediatamente
fixado em solucao de glurataldeido e formaldeido a 2,5% e 2%, respectivamente, por 1
hora a 4 °C. Apos isso, a solucao fixadora foi removida e substituida por uma solucéao
crioprotetora, para isso os tecidos foram expostos a solugdo de sacarose (30%) por 24
horas a 4 °C. Em seguida, os globos oculares foram congelados em meio de montagem
especifico, Tissue-Tek® O.C.T. Compound. Os globos oculares foram entao
seccionados a 12 um com o auxilio de um criostato (Leica CM1850®). As laminas foram
lavadas com solugéo de borohidreto de sédio (1mg/mL) e, posteriormente, foi realizado
o blogueio de ligacbes inespecificas através da exposicao a solugdo de PBS1x contendo
Triton x100 0,3%, BSA 0,2% e soro de cabra 5% por 1 hora a temperatura ambiente.
Apoés isso, as laminas foram incubadas overnight a 4 °C com anticorpo anti-Isolectina
GS-1B4 conjugado ao Alexa Fluor 594 (1:100; 121413, Thermo Fisher Scientific, AS, EUA)
em solucdo de PBS1x contendo BSA 0,2% e Triton 0,3%. Por fim, laminas foram
montadas com Vectashield Mounting Medium com DAPI (#H-1200; Vector Laboratories,
CA, EUA), responsavel pela coloragdo em azul dos nucleos celulares. As laminas foram
analisadas em microscopio de fluorescéncia (Zeiss®, Alemanha) sob um aumento de
420x e as imagens digitais capturadas com o auxilio de um software AxioVision® (Carl
Zeiss Microscopy, NY, EUA). A quantificacdo da intensidade de fluorescéncia de células
positivas para |IB4 foi realizada com o auxilio do software Imaged. Ao menos cinco
imagens de cada retina foram capturadas de ao menos cinco cortes ndo consecutivos

de cada animal.

3.8.3 Imuno-histoquimica

Para as analises de imuno-histoquimica, os globos oculares foram fixados em solucao
de Davidson por 24 horas a 4 °C (133,134). Posteriormente, os globos oculares foram
incluidos em parafina e seccionados a 4 um de espessura montados em laminas de vidro
pré-revestidas com silano. Em seguida, os cortes foram desparafinizados e reidratados
usando técnicas convencionais, aquecidos em tampao citrato por 10 minutos para
recuperacao de antigenos e, posteriormente, tratados com perdxido de hidrogénio a 10%
em metanol. Apds isso, os tecidos foram incubados com solucao de bloqueio contendo



63

soro de cabra 5% diluido em PBS1x. Em seguida, as ldminas foram incubadas overnight
a 4 °C com anticorpo primario anti-HIF-1a (1:200; NB100-105; Novus Biologicals, CO,
EUA) ou anti-VEGFa (1:200; ab1316; Abcam, Reino Unido), ambos diluidos em solugao
contendo BSA 1%, soro de cabra 1,5% e Triton x100 0,3%. Para os controles negativos,
o anticorpo primario foi omitido. Apos isso, os tecidos foram incubados por 1 hora a
temperatura ambiente com anticorpos secundarios conjugados a enzima peroxidase
(HRP) (1:200; Dako®, Dinamarca). Em seguida, os cortes foram incubados com o
Complexo Estreptavidina-Biotina-Peroxidase (ABC Kit, PK4000; Vector laboratories, CA,
EUA) por 30 minutos a temperatura ambiente. Por fim, os tecidos foram expostos a
solucdo cromogénica substrato de 3,3"-diamino-benzidina (DAB; Dako®, Glostrup,
Dinamarca). As imagens foram analisadas em microscopio éptico (Leica® — DMLB 100S)
em um aumento de 420x e as imagens digitais capturadas com o auxilio de um software
AxioVision® (Carl Zeiss Microscopy, NY, EUA). A quantificagdo das densidades
proteicas foi realizada com o auxilio do software Imaged. Ao menos cindo imagens de
cada retina foi capturada de ao menos cinco cortes nao consecutivos de cada animal.
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4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrdao (DP). Para a
comparacao entre dois grupos experimentais foi utilizado o teste T de Student. Para
comparacao entre 3 ou mais grupos a analise de variancia (ANOVA) unidirecional com
comparagOes pos-teste pareadas de acordo com o método de Fisher, foi utilizado. Os
testes foram realizados com o auxilio do software GraphPad Prism versao 6. Valores de

p<0.05 foram considerados estatisticamente significantes.
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5. RESULTADOS

Antes do inicio dos experimentos foi realizado ensaio para a verificacdo morfoloégica das
células endoteliais por meio da avaliacao da expressao de VE-caderina, marcador de
células endoteliais maduras, utilizando a técnica de imunofluorescéncia nas hRMECs.
Com isso, foi possivel observar a marcagdo da VE-caderina delimitando as jungdes
intercelulares e apresentando pouca marcacéo citoplasmatica em condicbes normais de
oxigénio (Figura 14a). Apbés o ensaio de caracterizagdo, foi realizado o ensaio de
viabilidade celular para avaliagcao da toxicidade e selegcdo da melhor dose de tratamento
em hRMECs exposta ao DMOG por 24h. Foram utilizados no tratamento doses entre
100uM e 1,2mM e foi possivel observar que o tratamento com doses maiores de 400uM
de DMOG foi toxico para células primarias da microvasculatura retiniana, apresentando
taxas viabilidade celular menores que 75% (Figura 14b). Sendo assim, foi selecionada a

dose de 400uM para as analises posteriores.
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Figura 14. Caracterizacao de hMRECs e avaliacado da viabilidade celular em exposicdao ao DMOG. a.
Localizagdo de VE-caderina (Verde - Alexa fluor 488) em hMRECs. As fotografias foram obtidas com
aumento de 420x. b. Ensaio de viabilidade celular em hMRECs na passagem 7, expostas a diferentes
concentracoes de DMOG (100uM e 1,2mM) por 24 horas. Linha tracejada indica toxicidade maxima
adotada no estudo.

ApGs a selecao da dose, foi avaliado se 400uM de DMOG seria capaz de modular a
expressao de marcadores classicos de hipdxia, para isso avaliamos a expressao dos
fatores de transcricdo o induziveis por hipoxia (HIF-a), nas isoformas 1 e 2, além da
expressdao de VEGF, proteina de carater pré-angiogénico que tem sua expressao
controlada pela agdo dos HIFs. Observamos que 24h de estimulo com DMOG resultou
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aumento da expressao e translocagado ao nucleo HIF-1a quando comparado ao grupo
controle (p<0.05). Além disso, 0 DMOG apesar de ndo aumentar a expressao de HIF-2a,
foi capaz de promover a translocag¢ao nuclear da proteina, indicando um aumento de sua
atividade. O aumento na translocagao nuclear de HIFs (HIF-1a e HIF-2a) promovido pela
exposicdo ao DMOG culminou no aumento significativo na expressao de VEGF quando
comparado ao grupo CT (p<0.0001), confirmando a agdo de DMOG como um agente

isquémico em nosso modelo in vitro (Figura 15).
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Figura 15. DMOG induz isquemia em hMRECs. Imagens representativas de fotomicrografias e analise
semiquantitativa da intensidade de fluorescéncia de HIF-1a, HIF-2a e VEGF (Verde - Alexa fluor 488) em
hMRECs expostas por 24 horas a 400uM de DMOG. As fotografias foram obtidas com aumento de 420x.
Barra de escalas = 20 um. As barras representam a média = DP de células positivas corrigidas pelo nimero
total de células em cada campo. Os dados estdo expressos como a porcentagem de variagdo em relagao

ao grupo CT. 5 campos diferentes foram fotografados cada placa.*p< 0.05; ****p < 0.0001 pelo teste T de
Student.
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Posteriormente, avaliamos o fen6tipo das hRMECs apés a exposigcao ao DMOG por 24
horas e verificamos que as células endoteliais da microvasculatura retiniana em
ambiente mimético de hipbxia apresentaram maior capacidade migratéria quando
comparadas ao grupo CT (p<0.05) (Figura 16a). Além disso, o grupo DMOG também
apresentou aumento na expressdo da proteina vimentina (p<0.0001) (Figura 16b),
marcador de transicdo mesenquimal, além de desarranjo na expressao de ZO-1 (tight
juction) na barreira intercelular em comparacao ao grupo CT (Figura 16b). Com isso foi
possivel constatar que a mimetizagdo de ambiente isquémico promovido pelo DMOG foi
capaz de promover o fendmeno de transicdo endotélio-mesenquimal (EndMT, do inglés
endothelial to mesenchymal transition), que se trata de um processo biolégico onde
células endoteliais apresentem caracteristicas de células mesenquimais, apresentando
alteracoes morfoldgicas, aumentando sua capacidade migratoria e rompendo a barreira

entre as células, indicando alteragdes estruturais na microvasculatura.

ApGs isso, iniciamos as investigacoes a respeito do possivel papel da AMPK nesse
fenbmeno e verificamos que células tratadas com DMOG, apresentaram reducao
fosforilagdo de AMPK no sitio Treonina 172 (p<0.05) (Figura 17) e a fosforilagdo de sua
proteina a jusante, ACC no sitio Serina 79 (p<0.001) (Figura 17) quando comparado ao
grupo CT, indicando reducédo na atividade da AMPK apés 24 horas de exposicdo ao
mimético de hipoxia. Sendo assim, & possivel inferior que a condicdo de hipdxia
promovida pela exposicdo ao DMOG induz aumento de fatores isquémicos e EndMT,

associado a uma diminui¢cao na atividade da AMPK.
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Figura 16. DMOG induz EndMT em hMRECs. a. Imagens representativas de fotomicrografias e
quantificacdo da area de migracao de células endoteliais expostas por 24 horas a 400uM de DMOG. As
fotografias foram obtidas com aumento de 100x. Barra de escalas = 100 um. As barras representam a
média + SD da variacdo da area migratéria em relagcdo ao controle em pelo menos trés experimentos. 5
campos diferentes foram fotografados em cada placa para o calculo da area de migracao b. Imagens
representativas de fotomicrografias e analise semiquantitativa da intensidade de fluorescéncia de
Vimentina e ZO-1 (Verde - Alexa fluor 488) em hMRECs expostas por 24 horas a 400uM de DMOG. As
fotografias foram obtidas com aumento de 420x. Barra de escalas = 20 um. As barras representam a média
+ DP de células positivas corrigidas pelo nimero total de células em cada campo. Os dados estao
expressos como a porcentagem de variacdo em relagdo ao grupo CT. 5 campos diferentes foram
fotografados cada placa. *p< 0.05; ****p < 0.0001 pelo teste T de Student.
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Figura 17. DMOG reduz atividade de AMPK em hRMECs. Expressdes de proteinas representativas
avaliadas por Imunoblotting e andlises densitométricas de AMPK™172/AMPK e pACCSe79/ACC, ambos
normalizado pelo controle interno Vinculina em hRMECs expostas a DMOG por 24 horas. As barras
representam a média £ DP das densidades das bandas expressas em unidades arbitrarias como a
porcentagem de variagdo em relagao ao controle. *p< 0.05; ***p < 0.001; pelo teste T de Student.

Para nos aprofundarmos na participagdo da AMPK nas alteracdes promovidas pela
hipdxia, a restauragédo da atividade da proteina se faz necessaria. Neste sentido, deu-
se inicio ao tratamento das hRMECs com DHA em condicdo de hip6xia. Como ja
mencionado anteriormente, tal acido graxo foi proposto na literatura como um possivel
ativador de AMPK. Inicialmente, foi realizado o ensaio de toxicidade para a definicdo da
melhor dose para o tratamento. Em sequéncia, as hRMECs foram submetidas a
diferentes concentracdes de DHA, sob 400 uM de DMOG por 24 horas. Foram utilizados
no tratamento doses entre 10uM e 250 uM de DHA, com isso foi possivel observar que
o tratamento com doses maiores de 100uM de DHA sob DMOG foi toxico para células
primarias da microvasculatura retiniana, apresentando taxas viabilidade celular menores
que 75% (Figura 18). Sendo assim, foi selecionada a dose de 50uM para as andlises

posteriores.
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Figura 18. Ensaio de viabilidade celular em exposicao ao DHA em condicao de hipoxia quimica.
Ensaio de viabilidade celular em hMRECs na passagem 7, expostas a diferentes concentragdes de DHA
(10uM e 250uM) por 24 horas, sob tratamento com 400uM de DMOG. Linha tracejada indica toxicidade
maxima adotada no estudo.
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Em nosso modelo de estudo, o tratamento com 50uM de DHA em células submetidas a
hipéxia, foi capaz de aumentar a fosforilagdo de AMPK no residuo Thr172 em
comparagéo ao grupo DMOG (p<0.05). Além disso, o tratamento com DHA foi capaz de
aumentar a expressao do receptor de dmega-3, GPR120, em comparag¢do aos demais

grupos experimentais (p<0.05 vs CT; p<0.001 vs DMOG) (Figura 19).
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Figura 19. DHA restaura fosforilacao de AMPK em hRMECs sob condicao de hipdxia
quimica. Imagem representativa da expressdo de proteinas avaliadas por /munoblotting e anélises
densitométricas de GPR120, CamKKp e AMPK™172/AMPK, normalizados pelos respectivos controles
internos, Vinculina ou GAPDH, em hRMECs expostas a situagdo CT, DMOG ou DMOG+DHA por 24 horas.
As barras representam a média =+ SD das densidades das bandas expressas em unidades arbitrarias como
a porcentagem de variagao em relagao ao controle. *p< 0.05; ****p < 0.0001 através do teste de ANOVA,
seguido do pos teste de Fisher.

Ainda, o DHA também foi capaz de aumentar a expressao da proteina a montante da
AMPK, CamKKB em relagéo ao grupo DMOG (p<0.05). Em seguida, foi avaliado a [Ca?*i]
apds o tratamento com DHA em condicdo de hipdxia foi observado aumento na
concentragdo de calcio intracelular em comparacdo aos demais grupos experimentais
(p<0.001 vs CT; p<0.05 vs DMOG) (Figura 20). Tais achados indicam que o DHA é capaz
de se associar ao GPR120, levando a producdo de segundos mensageiros, que
resultam no aumento da concentracdo intracelular de célcio. O aumento da [Ca?*i],
promove a atividade de CamKKp, sendo esta responsavel pela fosforilagdo da proteina
AMPK no residuo Thr172.
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Figura 20. DHA aumenta niveis de calcio intracelular hLRMECs sob condicao de hipoxia
quimica. Imagens representativas da fluorescéncia de Fluo-3 AM em hRMECs expostas a situagdo CT e
DMOG por 24 horas. O tratamento com DHA (50uM) foi realizado apés a captura da primeira imagem do
time course. As imagens foram capturadas do TO ao T45, sob aumento de x420. A area sob a curva (AUC)
da intensidade de fluorescéncia emitida por Fluo-3 AM foi calculada para avaliar a alteragéao no influxo de
calcio nos diferentes grupos experimentais. As barras representam a média + DP expressas em unidades
arbitrarias. *p< 0.05 através do teste de ANOVA, seguido do péds teste de Fisher.

Posteriormente, para avaliarmos se: 1) a ativagcdo de AMPK promovida pelo DHA seria
capaz de promover efeitos benéficos nas hRMECs em condi¢gdo miméticas de hipdxia, e
2) se os possiveis efeitos promovidos pelo DHA seriam dependentes da acao da proteina
AMPK, foi adicionado um quarto grupo de investigacdo, células silenciadas para
AMPKa12 e submetidas ao tratamento com DMOG+DHA (siAMPKa+DMOG+DHA).
Inicialmente, foi realizada a otimizacdo e confirmagéo da eficiéncia do silenciamento.
Com isso, foi possivel selecionar a melhor dose (40nM), no qual obtivemos uma reducao
de 55% na expressao de AMPKa (Figura 21a). ApGs isso, as células foram expostas sob
silenciamento ao tratamento com DMOG+DHA. O grupo siAMPKa+DMOG+DHA
apresentou reducao significativa na expressdao de AMPKa em comparacao aos demais
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grupos experimentais (p<0.0001). O silenciamento génico da proteina AMPKa impediu
0 aumento na atividade da AMPK promovida pelo DHA em condigdo de hipdxia,
reduzindo a fosforilacdo no sitio Ser79 da proteina a jusante da AMPK, a ACC
(**=p<0.001 DMOG+DHA vs siAMPKa+DMOG+DHA) (Figura 21b).
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Figura 21. Conteudo proteico e atividade de AMPK em células endoteliais silenciadas para AMPKa.
a) Imagem representativa da expressao da proteina AMPKo avaliada por /munoblotting e analise
densitométrica da AMPK, normalizada pelo controle interno, Vinculina, em hRMECs expostas a situacédo
CT ou siAMPKa (40nm) por 24 horas. As barras representam a média + SD das densidades das bandas
expressas em unidades arbitrarias como a porcentagem de variagdo em relagéo ao controle. ***p < 0.001
pelo teste T de Student. b) Imagem representativa da expressao de proteinas avaliadas por Imunoblotting
e andlises densitométricas de AMPKa e pACCSe79/ACC normalizados pelos respectivos controles
internos, Vinculina, em hRMECs expostas a situagdo CT, DMOG, DMOG+DHA ou siAMPKa+DMOG+DHA
por 24 horas. As barras representam a média = DP das densidades das bandas expressas em unidades
arbitrarias como a porcentagem de variacao em relacéo ao controle. *p< 0.05; ***p < 0.001; ****p < 0.0001
através do teste de ANOVA, seguido do pés teste de Fisher.

Em seguida, foi avaliado a expressao de marcadores classicos de hipéxia (HIF-1a, HIF-
2a e VEGF) em hMRECs expostas ao DMOG e tratadas com DHA sob silenciamento
génico ou nao para AMPKa. O grupo DMOG+DHA apresentou redugao significativa na
expressao e translocagdo ao nucleo HIF-1a quando comparado ao grupo DMOG (p<
0.0001). Além disso, apesar de nao haver alteragao significativa na expressao de HIF-
2a, o tratamento com DHA foi capaz de diminuir a atividade desse fator de transcricao,
através da reducéo da translocacao nuclear da proteina em condi¢ao de hipdxia. Por fim,
a reducéo da translocacao nuclear de HIFs (HIF-1a e HIF-2a) promovido pelo tratamento
com DHA, resultou na reducao significativa na expressdao de VEGF em comparacéo ao
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grupo DMOG (p< 0.0001). Em contrapartida, os efeitos benéficos promovidos pelo DHA
sob tratamento com DMOG foram perdidos em condi¢ao de silenciamento para AMPKa.
O grupo siAMPKa+DMOG+DHA apresentou aumento significativo na expressao e
translocacao ao nucleo de HIF-1a (p<0.001), aumento na localizacao nuclear de HIF-2a
e aumento na expressao de VEGF, quando comparado ao grupo DMOG+DHA (p<0.001)
(Figura 22a-b).
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Figura 22. Efeitos benéficos promovidos pelo DHA em condicao mimética de hipéxia nas hRMECs
sao dependentes de AMPK. a) Imagens representativas de fotomicrografias e b) analise semiquantitativa
da intensidade de fluorescéncia de HIF-1a, HIF-2a e VEGF (Verde - Alexa fluor 488) em hMRECs expostas
por 24 horas a situagdo CT, DMOG, DMOG+DHA ou siAMPKa+DMOG+DHA. As fotografias foram obtidas
com aumento de 420x. Barra de escalas = 20 um. As barras representam a média + DP de células positivas
corrigidas pelo numero total de células em cada campo. Os dados estdo expressos como a porcentagem
de variacao em relacdo ao grupo CT. 5 campos diferentes foram fotografados cada placa. ***p < 0.001;
****n < 0.0001 através do teste de ANOVA, seguido do pos teste de Fisher.

Posteriormente, foi realizado o ensaio de tubulogénese in vitro. Com isso, foi possivel
observar que o tratamento com DMOG foi capaz de induzir a formacao de uma rede
tubular similar a vasos endoteliais in vitro, quando comparado ao grupo CT (Figura 23a-
b). Em contrapartida, o tratamento com DHA em condicao de hipdxia, foi capaz de afetar
a estruturacao tubular, reduzindo a formacéao da trama tubular, diminuindo a quantidade
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de tubos e aumentando o espagcamento entre eles (Figura 23c). Por outro lado, em
condicao de silenciamento, os efeitos promovidos pelo DHA na reduc¢ao da trama tubular
promovido pelo DMOG foi parcialmente abolido (Figura 23d).

Em seguida, trés parametros relacionados a tubulogénese foram analisados com o
intuito de avaliar o potencial antiangiogénico do DHA: comprimento dos tubulos, nimero
de juncdes e a malha tubular. O tratamento com DMOG apresentou aumento na
angiogénese, aumentando o comprimento tubular (p<0.05), numero de juncdes (p<0.05)
e a malha tubular (p<0.05) em comparagao ao grupo CT. Ja o tratamento com DHA em
condicao de hipoxia inibiu todos os parametros testados (comprimento tubular, nimero
de juncdes e malha tubular = ***p < 0.001) em comparag¢ao ao DMOG, apresentando um
importante potencial antioangionénico em condicdo de isquemia. De maneira
interessante, em condi¢cdo de silenciamento de AMPKa, os efeitos antioangionénicos
promovidos pelo DHA em condicdo de isquemia foram parcialmente perdidos. Sendo
que o grupo siAMPKa+DMOG+DHA, apresentou aumento no comprimento tubular
(p<0.05), numero de jungdes (p<0.05) e malha tubular (p<0.05) em comparagéo ao grupo
DMOG+DHA (Figura 23m).
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Figura 23. Avaliacao do potencial antiangiogénico do DHA em condicao mimética de hipoxia
isquemia em células silenciadas ou nao para AMPK. Ensaio de tubulogénese realizado em hMRECs
na passagem 5 expostas por 6 horas a situacdo CT, DMOG, DMOG+DHA ou siAMPKa+DMOG+DHA. a-
d) Fotomicrografia representativa da rede tubular formada apés exposicdo ao CT, DMOG, DMOG+DHA
ou siAMPKa+DMOG+DHA. As fotografias foram obtidas com aumento de 100x. Barra de escalas = 100
um. e-h) Imagens representativas da rede tubular transformada em imagem binaria através do software
AngioAnalyzer. i-I) Imagens representativas da malha tubular com células individuais transformadas em
imagem binaria através do software AngioAnalyzer. m) quantificacdo do comprimento tubular, nimero de
juncbes e malha tubular nos diferentes grupos experimentais. As barras representam a média + DP
expressas em unidades arbitrarias. *p< 0.05; ***p < 0.001 através do teste de ANOVA, seguido do pos
teste de Fisher.

Posteriormente, avaliamos se o tratamento com DHA em condic¢ao de hipoxia seria capaz
de reverter o fenémeno de transicdo mesenquimal promovido pela hipdxia e se tal efeito
seria ou ndo dependente da acao da proteina AMPK. Para isso, foi avaliado o fenémeno
de EndMT, através do ensaio de migracao celular e anédlise da barreira celular. Como ja

evidenciado anteriormente, a hipoxia quimica foi capaz de aumentar a expressao de
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Vimentina (marcador de transicdo mesenquimal) e junto com isso, ocorreu um aumento
na migracao e uma alteragao na estruturacao da barreira celular, através do desarranjo
de ZO-1 na membrana celular. De maneira interessante, o tratamento com DHA em
condicao de hipoxia foi capaz de reduzir a migracao celular quando comparado ao grupo
DMOG (p<0.01) (Figura 24).
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Figura 24. Os efeitos benéficos do DHA sobre a migracao celular em hRMECs sao dependentes da
acao de AMPKa. Imagens representativas de fotomicrografias e quantificagao da area de migracao de
células endoteliais expostas por 24 horas a situacdo CT, DMOG, DMOG+DHA ou siAMPKa+DMOG+DHA.
As fotografias foram obtidas com aumento de 100x. Barra de escalas = 100 um. Area de migragéo celular
nos diferentes grupos experimentais. As barras representam a média = SD da variagédo da area migratoria
em relacdo ao controle em pelo menos trés experimentos. 5 campos diferentes foram fotografados em
cada placa para o célculo da area de migracéo. *p<0.05; **p<0.01; através do teste de ANOVA, seguido
do pos teste de Fisher.
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Além disso, o grupo DMOG+DHA também apresentou reducdo na expressado de
vimentina (p<0.0001), marcador de transicdo mesenquimal, além de restaurar a
expressao de ZO-1 na barreira intercelular das hRMECs quando comparados ao grupo
DMOG (Figura 25a). Além disso, destaca-se que os efeitos protetores do DHA em
condi¢éo de hipdxia no fendmeno de EndMT foi perdido em células silenciadas para
AMPKao (Figura 24a-c; 25).

Apos isso, realizamos um teste funcional com a finalidade de avaliar a integridade da
barreira celular através da andlise da resisténcia elétrica da barreira transendotelial
(Transendothelial electrical resistance — TEER) e ap6s 24h horas de tratamento todos os
grupos tratados com DMOG apresentaram redugao na resisténcia quando comparados
ao grupo CT (p<0.0001), sendo que o grupo silenciado para AMPKa apresentou uma
reducdo ainda mais acentuada em comparacao aos demais. Tendo em vista que as
alteragbes moleculares precedem as funcionais, continuamos o acompanhamento por
mais 24h, totalizando 48h de tratamento, e com isso continuamos observando uma
reducéo em comparagao com o grupo CT (p<0.001). Entretanto, o tratamento com DHA,
em condicao de hipdxia, foi capaz de impedir a redugcdo mais acentuada na resisténcia
da barreira apés 48h quando comparado ao grupo apenas com DMOG (p<0.05). Em
contrapartida, ao silenciarmos AMPKa, o efeito protetor do DHA foi perdido (p<0.05)
(Figura 25c). Sendo assim, foi possivel demonstrar o papel protetor do DHA na
manutencado da barreira endotelial e no fendbmeno de transicdo mesenquimal, além de

confirmar que tais efeitos sdo dependentes da acao da proteina AMPKa.
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Figura 25. Os efeitos benéficos do DHA na transicdo mesenquimal e na funcao de barreira em
hRMECs sao dependentes da acao de AMPKa. a. Imagens representativas de fotomicrografias e andlise
semiquantitativa da intensidade de fluorescéncia de Vimentina e ZO-1 (Verde - Alexa fluor 488) em
hMRECs expostas por 24 horas a situagdo CT, DMOG, DMOG+DHA ou siAMPKa+DMOG+DHA. As
fotografias foram obtidas com aumento de 420x. Barra de escalas = 20 um b. Andlise semi-quantitativa da
expressao de Vimentina. As barras representam a média + DP de células positivas corrigidas pelo nimero
total de células em cada campo. Os dados estdo expressos como a porcentagem de variacdo em relagao
ao grupo CT. 5 campos diferentes foram fotografados cada placa. c. TEER expressa em Q x cm2. As barras
representam a média + DP da resisténcia obtida nos tempos 0, 24, e 48 horas em cada condigao
experimental. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001; ns = ndo significante através do teste de
ANOVA, seguido do pos teste de Fisher.

Posteriormente, deu-se inicio as analises in vivo. Inicialmente, com o objetivo de avaliar
se 0 6mega-3 possui papel protetor na retinopatia isquémica, grupos wild type (WT —
C57BL/6), foram submetidos a diferentes intervengdes. Sendo o grupo WT-CT,
composto por filhotes que permaneceram em ar atmosférico durante todo o periodo
experimental (p1-p17) e grupo WT-OIR, no qual os filhotes foram submetidos ao
protocolo de retinopatia induzida por oxigénio descrito anteriormente. Por fim, o grupo
WT-OIR+®3, no qual fémeas foram suplementadas diariamente via gavagem com 2%
da fracao lipidica com éleo rico em é6mega-3 (EPA e DHA). A suplementacao das fémeas
ocorreu a partir do dia 1 (p1) ap6s o nascimento dos filhotes e se deu durante todo o
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periodo experimental (p17). Em paralelo, fémeas nocautes para AMPKaz foram
submetidas ao mesmo protocolo e alocadas nos trés grupos experimentais, com a
finalidade de avaliar se os possiveis beneficios do émega-3 seriam dependentes da
proteina AMPK e se a delecdo da AMPK teria algum impacto no desenvolvimento da
doencga, uma vez que nao foram encontrados dados sobre a delecédo da proteina nesse
modelo animal (Figura 26a).

Inicialmente, foi confirmado a delecdo da AMPKa:z através da analise do conteldo
proteico no figado e na retina dos animais experimentais, evidenciando que os animais
nocautes para AMPKo2 ndo expressavam a proteina em ambos os tecidos, quando
comparados aos animais WT (C57BL/6) (Figura 26b). Posteriormente, foi avaliado por
meio da coloracdo em Hematoxilina-eosina (HE) a estrutura da retina dos animais
submetidos ao modelo de retinopatia isquémica. Com isso, foi possivel verificar que os
animais WT-OIR apresentaram maior marcacdo de nucleos na membrana limitante
interna e presenca de vasos na camada plexiforme interna quando comparados ao grupo
WT-CT. Além disso, os animais que foram submetidos a suplementacao com 6éleo rico
em Omega-3 apresentaram marcagcbes nucleares na membrana limitante interna e
formacao de novos vasos na camada plexiforme. Entretanto, essas alteracdes apesar de
presentes foram atenuadas quando comparados com O Qgrupo que nao recebeu
suplementacdo. Em relacao aos animais nocautes para AMPKaz, a dele¢ao da proteina
néo alterou o desenvolvimento do tecido retiniano e ndo gerou um fenotipo mais severo
de retinopatia isquémica. De maneira interessante, animais suplementados com 6mega-
3 apresentaram o0 mesmo padrao de neovascularizacdo que o grupo nao suplementado

em animais nocautes (Figura 26c¢).
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Figura 26. Beneficios promovidos pelo 6mega-3 no desenvolvimento retinopatia isquémica
proliferativa sdao dependentes de AMPK. Globos oculares em parafina foram cortados em secdes
de 5uM. a. modelo de retinopatia isquémica induzida por oxigénio. b. contelido proteico de AMPKa2 na
retina e figado de camundongos WT e AMPKaz"-. As barras representam a média + DP das densidades
das bandas expressas em unidades arbitrarias como a porcentagem de variagdo em relagao ao controle.
c. Imagens representativas da coloragao com eosina-hematoxilina. Setas indicam marcagées nucleares
nos grupos submetidos ao modelo de retinopatia induzida por oxigénio. Ponta de setas indicam vasos
presentes nas camadas mais internas da retina. Setas indicam a presencga de nucleo na MLI e vasos na
CPI. MLI: membrana limitante interna; CPIl: camada plexiforme interna; CNI: camada nuclear interna; CNE:
camada nuclear externa; CPE: camada plexiforme externa; MLE: membrana limitante externa.
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Em relacdo ao marcador classico de hipéxia (HIF-1a) avaliado por meio de imuno-
histoquimica, animais OIR, em ambas as condicdes — nocaute e wild type, apresentaram
maior expressdo nuclear de HIF-1a na camada nuclear interna, plexiforme externa e
membrana limitante, indicando maior atividade do fator de transcricdo em modelo de
retinopatia isquémica em comparagcdo aos seus respectivos controles (WT-CT vs WT-
OIR = p<0,01. AMPKa2"-CT vs AMPKaz2"-OIR = p<0,001). Em contrapartida, animais
CT-OIR+w3 apresentaram redugao na localizagdo nuclear e expressao global de HIF-1a
quando comparado ao grupo CT-OIR (p<0,05) e a delegcao da AMPKa:2 foi capaz de abolir
os efeitos benéficos promovidos pela suplementacdo de démega-3, aumentando
novamente a expressdo e localizagcdo nuclear de HIF-1a aos niveis observados em

animais nao suplementados (Figura 27).
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Figura 27. Efeitos benéficos do 6mega-3 na expressao de HIF-1¢. em modelo de retinopatia induzida
por oxigénio sdao dependentes de AMPKa . Globos oculares em parafina foram cortados em segdes
de 5uM. Imagens representativas de analises de imuno-histoquimica para HIF-1a e analises semi-
guantitativas da expressado de HIF-1a. As barras representam a média + DP da positividade de HIF em
unidades arbitrarias como a porcentagem de variagcdo em relacdo ao controle. MLI: membrana limitante
interna; CPl: camada plexiforme interna; CNI: camada nuclear interna; CNE: camada nuclear externa;
CPE: camada plexiforme externa; MLE: membrana limitante externa. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001;
****n<0.0001; ns = ndo significante através do teste de ANOVA, seguido do pds teste de Fisher.
(n=3/grupo).

Em relagéo ao fator de crescimento endotelial (VEGF), molécula chave no processo de
angiogénese e proliferagédo, animais OIR, em ambas as condi¢ées — nocaute e wild type,
apresentaram um aumento na expressao de VEGF especialmente na camada plexiforme
interna e externa e membrana limitante externa, quando comparados aos seus
respectivos controles (WT-CT vs WT-OIR =p<0,001. AMPKaz"-CT vs AMPKaz"-OIR =
p<0,01). J& animais WT-OIR suplementados com édmega-3 apresentaram uma redugao
na expressdo de VEGF, quando comparados aos animais nao suplementados
(p<0,0001) e de maneira similar ao seu fator de transcricdo (HIF-1a) , a delecdo da

AMPKaz anulou os efeitos benéficos promovidos pela suplementacdo com 6émega-3.
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Evidenciando que o papel protetor do émega-3 na retinopatia isquémica proliferativa é
dependente da participagcao da proteina AMPK (Figura 28).
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Figura 28. Efeitos benéficos do 6mega-3 na expressao de VEGF em modelo de retinopatia induzida
por oxigénio sdao dependentes de AMPKa . Globos oculares em parafina foram cortados em segbes
de 5uM. Imagens representativas de andlises de imuno-histoquimica para VEGF e analises semi-
guantitativas da expressdo de VEGF. As barras representam a média + DP da positividade de VEGF em
unidades arbitrarias como a porcentagem de variacdo em relacdo ao controle. MLI: membrana limitante
interna; CPl: camada plexiforme interna; CNI: camada nuclear interna; CNE: camada nuclear externa;
CPE: camada plexiforme externa; MLE: membrana limitante externa. **p<0.01; ****p<0.0001; ns = ndo
significante através do teste de ANOVA, seguido do pés teste de Fisher. (n=3/grupo).

Por fim, foi avaliado a expressdo do marcador de células endoteliais, a isolectina B4
(IB4), em condicdo controle as retinas de animais WT e AMPKaz"" apresentaram leve
coloragdo de células positivas para IB4 na camada limitante interna (CLI), que
corresponde a densidade vascular do plexo capilar superficial. Em ambas as linhagens
submetidas ao modelo OIR (WT e AMPKaz"), grande niimero de células positivas para
IB4 foram observadas na CLI, na camada plexiforme interna (CPl) e na camada
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plexiforme externa (CPE), que correspondem aos plexos capilares superficial,
intermediario e profundo, indicando maior proliferacao e neovascularizagéo retiniana nos
animais submetidos ao modelo de retinopatia induzida por oxigénio. Em filhotes WT-
OIR+w3 WT, as células IB4+ foram restritas a camada limitante interna, mesmo padrao
observado na condigdo CT, indicando redugdo no processo de neovascularizagao.
Entretanto, os efeitos do 6mega-3 nédo foram observados no grupo AMPKaz2"-OIR+w3,
evidenciando a participagdo da AMPK no efeito benéfico do w3-PUFA no tecido retiniano
(Figura 29).
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Figura 29. Efeitos benéficos do 6mega-3 na angiogénese em modelo de retinopatia induzida por
oxigénio sdao dependentes de AMPKua . Globos oculares em OCT foram cortados em segdes de 12uM.
Imagens representativas de analises imunofluorescéncia para Isolectina B4 e analises semi-quantitativas
de células positivas para IB4. As barras representam a média £ DP da positividade de 1B4 em unidades
arbitrarias como a porcentagem de variacao em relacao ao controle. MLI: membrana limitante interna; CPI:
camada plexiforme interna; CNI: camada nuclear interna; CNE: camada nuclear externa; CPE: camada
plexiforme externa; MLE: membrana limitante externa. **p<0.01; ns = nao significante através do teste de
ANOVA, seguido do p6s teste de Fisher. (n=3/grupo).
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6. DISCUSSAO

Os achados do presente estudo fornecem uma melhor compreensdo dos mecanismos
celulares e moleculares da neovascularizacdo retiniana. O entendimento desses
mecanismos é essencial para identificacdo de possiveis alvos terapéuticos que sejam
capazes de controlar ou retardar a progressao das retinopatias isquémicas, uma vez que
sao o estagio final de diversas doengas da retina com o desfecho devastador para visao.

Em suma, na tentativa de compreender o0s mecanismos relacionados ao
desenvolvimento e progressao das retinopatias isquémicas, HRMECs foram expostas a
um ambiente isquémico (tratamento com DMOG) e essa exposicao induziu o aumento
da expressao de marcadores hipéxicos (HIFs e VEGF), EndMT, além de promover um
desarranjo na barreira intercelular de ZO-1, bem como aumento da migragéo celular e
aumento da angiogénese. Além disso, 0 modelo in vitro de hipoxia diminuiu a atividade
da AMPK, avaliado por meio da pAMPK™172 ¢ pACCSe7°. Em contrapartida, a
suplementagao com DHA preveniu essas anormalidades ao restaurar a atividade da
AMPK por meio de sua via candnica. Ainda, o DHA foi capaz de regular positivamente a
expressao de seu receptor GPR120, seguido pelo aumento do influxo intracelular de
Ca?*, que por sua vez, aumentou a expressdo da proteina CaMKKpB, a montante da
AMPK. Os efeitos benéficos do DHA observados em condi¢des hipdxicas ndo foram
observados nas células silenciadas para AMPKa, revelando o papel central da AMPK no
mecanismo desempenhado pelo DHA. Em camundongos submetidos ao modelo OIR, a
suplementagao oral com w3-PUFAs foi eficiente na prevencgéo de alteragbes vasculares
retinianas isquémicas em camundongos selvagens, mas ndo em camundongos AMPKaz
’-, indicando que AMPKaz desempenha um papel importante nos efeitos protetores de

w3-PUFAs na angiogénese patoldgica da retina.

Diversos estudos na literatura demonstram a relacao da AMPK no desenvolvimento de
diversos processos patolégicos da retina (76,91,93,135,136). Estudos anteriores
demonstraram que a ativagdo de AMPK, seja por compostos farmacol6gicos ou
fitoterapicos, foi capaz de diminuir o fendmeno de transicdo mesenquimal em células no
RPE e nas células de Miller, a ativagdo de AMPK também diminuiu a apoptose e
aumentou a autofagia (93,137). Ja o tratamento com metformina, um classico ativador
farmacoldgico de AMPK, foi capaz de reduzir 0 estresse oxidativo, aumentar a producao
de energia pelas mitocondrias, levando a protecdo de fotorreceptores e do RPE em
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diferentes modelos de retinopatia (91). Ainda, em ratos espontaneamente obesos e
diabéticos (db/db), alimentados com uma dieta rica em wolfberry, fruto do Lycium
barbarum, foi capaz de reduzir o estresse mitocondrial e expressdao de marcadores
isquémicos na retina desses animais, sendo esses efeitos relacionados ao aumento de
AMPKaoz2 no ndcleo das células retinianas (92). Por fim, em modelo OIR, o tratamento
com metformina foi capaz de reduzir a expressao e fosforilagdo do receptor de VEGF,
FLK-1, sendo relacionado com a inibicdo da angiogénese patolégica nesses animais
(138). Apesar de tais evidéncias demonstrarem o papel de ativadores de AMPK no
desenvolvimento e progressédo da retinopatia, até onde sabemos, este € o primeiro
estudo que avalia o papel da AMPKa na protecao da retina contra insultos isquémicos.

No presente estudo demonstramos que a ativacdo da AMPK foi capaz de reduzir
marcadores isquémicos, como a expressao e localizacao nuclear de HIF, que levou a
uma diminuicdo na expressdao de VEGF, culminando na reducdo da angiogénese

patolégica.

Entretanto, os efeitos da AMPK na angiogénese nao sao conclusivos, podendo
apresentar efeitos tanto positivos quanto negativos. Em relagdo aos efeitos positivos
mediados pela AMPK na angiogénese, estudos mostram que a ativagcdo da AMPK é
capaz de proteger células endoteliais de insultos promovidos pela alta glicose ou altas
concentracdes de acidos graxos. Ainda, estudo na literatura demonstrou que a ativacao
da AMPK promoveu o aumento da migracao, proliferacao e diferenciacdo de células
endoteliais progenitoras. Tal achado evidenciou que o estimulo de células endoteliais
progenitoras (EPCs) com VEGF induzia o aumento da fosforilagdo de AMPK de maneira
dose-dependente e que apds ser ativada, AMPK era capaz de fosforilar e ativar eNOS
levando ao aumento da formacédo de tubos, aumento da expressdo de marcadores
endoteliais (ex. VE-caderina), sendo esses efeitos perdidos quando as EPCs eram
tratadas com inibidores farmacol6gicos da AMPK (80,81). Corroborando com esses
dados, a ativagdo de AMPK também induziu a um aumento na fosforilagdo de eNOS,
coordenando o aumento da migracdo e formacdo de tubos em células endoteliais
umbilicais (HUVECs) (80). Ainda, a ativagdo da AMPK em modelo queimadura profunda,
foi capaz de aumentar a autofagia, proliferacdo celular e angiogénese, auxiliando na

recuperagéo tecidual (85).
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Em contrapartida, diversos estudos na literatura também evidenciaram o efeito negativo
da AMPK na angiogénese, corroborando com os achados do presente trabalho. Estudos
na area do cancer evidenciaram que a ativacdo de AMPK por metformina, AICAR ou
sinvastatina foi capaz de diminuir o crescimento de tumores, além de reduzir a
angiogénese no microambiente tumoral. Tais estudos, também evidenciaram que a
AMPK é capaz de regular negativamente a expressado de HIF-1 e VEGF (139-141).
Entretanto, os mecanismos pelos quais a AMPK exerce tais efeitos merecem maiores
investigacbes. Ainda, em modelo de angiogénese patoldgica, a ativacao farmacologica
da AMPK foi capaz de diminuir a fosforilagdo de Smad1/5 e a formacao de tubulos em
HUVECs tratadas com BMP9, além de reduzir a expressao de outros membros da familia
do fator de crescimento transformador beta (TGF-B), responsaveis pelo remodelamento
vascular e angiogénese patoldgica (142). Além disso, a ativacdo de AMPK por
resveratrol, foi capaz de reduzir a fosforilacdo de NF-KB em células retinianas expostas
a TNF-a levando a reducao de VEGF além de diminuir a expressdo de moléculas de
adesao em células do RPE e da microvasculatura retiniana, culminando na diminuicao
da infiltragcdo de macrofagos e suprimindo a neovascularizagdo da coroide (processo
relacionado a génese da DMRI) (143). Por fim, o resveratrol também foi capaz de reduzir
a apoptose em células da microvasculatura retiniana expostas a alta gliceose, via
AMPK/Sirt1/PGC-1a (135).

Outro topico abordado no nosso estudo foi o fenbmeno de transicdo endotélio-
mesenquimal (EndMT), processo relacionado com o desenvolvimento e progresséo das
retinopatias. Por definicao, durante o processo de EndMT ha a reducéo na expressao de
marcadores endoteliais e de proteinas de jungcdo e aumento na expressao de
marcadores mesenquimais, como por exemplo, a vimentina (144). Além disso, os
brotamentos aberrantes do endotélio sdo capazes de alterar os componentes da
membrana basal. Durante esse processo, ha uma alteracdo morfolégica nas células
endoteliais, fazendo com que elas adquiram um formato mais alongado e aumentem sua
capacidade migratéria (144), alteracdes também encontradas no presente estudo. Esse
fenbmeno ocorre pela ativacao de diversas vias, como as ativadas por VEGF, citocinas
inflamatérias e via de TGF-p e Wnt (144—-148). De maneira interessante, a ativacao de
AMPK parece ser uma interessante estratégia na contencéo desse fenébmeno uma vez

que estudos mostram que a AMPK é capaz de interferir na via de sinalizacao disparada
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por TGF, reduzindo o fenémeno de transicdo mesenquimal em células epiteliais da retina
(149,150), corroborando com os achados do presente estudo.

Dados do presente trabalho também demonstraram que a reducéo na atividade da AMPK
levou ao desarranjo de ZO-1 na barreira das células endoteliais, o que induziu a
disfuncao da barreira e o aumento da permeabilidade e que, em contrapartida, sua
ativagéo foi capaz de reverter tais para@metros. De maneira interessante, ativagdo de
AMPK parece estar relacionada com o correto funcionamento da barreira celular, bem
como com a deposicao de ZO-1 na membrana plasmatica. Em células renais (MDKC -
Madin-Darby Canine Kidney cells), a AMPK foi capaz de fosforilar a proteina Afadin no
sitio S1102. Uma vez fosforilada, a Afadina foi capaz de interagir com ZO-1, promovendo
sua localizacdo na barreira das células, associada a outras proteinas de jungao (151).
Nesta perspectiva, estudos evidenciam que a ativacdo de AMPK por ativadores
farmacolégicos, como AICAR ou metformina, foram capazes de restaurar a barreira
epitelial intestinal (152,153). Entretanto, até onde se sabe essa € a primeira evidéncia de
que a ativacao de AMPK por ©3-PUFAs é capaz de restaurar a deposicao de ZO-1 na

barreira de células endoteliais retinianas em condi¢ao de hipodxia.

Em relacao aos acidos graxos da familia do 6mega-3, seu consumo ou suplementacao
tém sido recomendados tanto por auxiliarem na prevengdo quanto na reducdo da
incidéncia de formas mais graves das retinopatias (110-112). Os acidos graxos da
familia do 6mega-3 (DHA, EPA, ALA), sdo acidos graxos essenciais, ou seja, ndo sao
produzidos pelo organismo e devem ser adquiridos pela dieta. Eles possuem diversas
funcdes no organismo. Especificamente, sobre a retina, o DHA € o principal componente
estrutural do tecido, correspondendo a cerca de 30% dos acidos graxos da retina. Sendo
assim, alteracbes na ingestdo ou na disponibilidade desses acidos graxos, estado
associados com o desenvolvimento e progressao das retinopatias. Além disso, diversos
estudos na literatura descreveram o papel terapéutico desses acidos graxos e seu
receptor em diversos tecidos e tipos celulares, como hipotalamo, tecido adiposo, figado
e macréfagos (96,154-157).

A respeito dos beneficios da ingestdo de 6mega-3 na retinopatia isquémica, ensaios
clinicos demonstraram que a suplementacao de bebés nascidos prematuros auxilia no
correto desenvolvimento do tecido além de proteger contra a neovascularizacao
patoldgica retiniana. Nesta perspectiva, ensaio clinico randomizado avaliou 206 bebés
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nascidos com menos de 28 semanas de gestacao os quais foram suplementados ou nao
com 50mg/kg/dia de DHA do dia 3 apds o nascimento até 40 semanas e verificaram que
a suplementacao com DHA diminuir em 50% o risco de desenvolvimento de ROP na sua
forma severa (110). Ainda, 343 bebés suplementados com diferentes doses de DHA
constatou que a suplementagdo com férmula infantil contendo 0.32% de DHA foi capaz
de melhorar a acuidade visual em comparagéao a bebés nao suplementados (158). Em
relacdo a retinopatia diabética, estudo prospectivo randomizado realizado entre os anos
de 2003 e 2009 com 3614 pacientes, demonstrou que a ingestao de 500mg/dia de acidos
graxos da familia do émega-3 era capaz de diminuir o risco de perda de visdo em
decorréncia do diabetes (112). Por fim, ensaio clinico multicéntrico realizado entre os
anos de 1992 e 2005, avaliou 1837 individuos e evidenciou que pacientes que
apresentavam maior ingestao de w3-PUFAs, tinham 30% menos chance de desenvolver
degeneracdo macular relacionada a idade neovascular e atrofia geografica central
quando comparados aos individuos que apresentavam menor ingestdo de »3-PUFA
(159). Portanto, a ingestao ou suplementacao com o3-PUFAs parece ser essencial para

a prevencao ou reducao das formas graves de doengas que acometem a retina.

Sobre 0s mecanismos moleculares relacionados aos beneficios do 6mega-3 na retina,
h& evidéncias do potencial anti-inflamatério e anti-angiogénico exercidos pelos ®3-
PUFAs na retina em diversos modelos experimentais (113—-115,117,118). Em modelo in
vivo de neovascularizacdo de coroide a suplementacdao do 5% de EPA foi capaz de
reduzir a neovascularizagéo, expressao de moléculas de adeséo, citocinas inflamatorias
e VEGF (160). Além disso, o tratamento com neuroprotectina D1 (derivado de DHA)
também o foi capaz de reduzir em 80% as lesdes causadas na retina por descolamento
a laser, além de diminuir o volume de células endoteliais apos lesdo, quando comparado
aos grupos nao tratados (161). Em relagdo aos principais mecanismos relacionados a
acao do 6mega-3 no tecido retiniano a reducdo do ténus inflamatério, de moléculas de
adesao e expressao de fatores de crescimento estdo relacionados com tais beneficios.
Além disso, recentemente foi descrito a presenca do receptor para acidos graxos da
familia do émega-3, o GPR120, no tecido retiniano. Tal estudo demonstrou a presenca
do receptor no tecido e que em modelo retinopatia diabética induzida por dieta
hierlipidica, a suplementagdo com 6leo de semente de linhaga (fonte de dmega-3) foi
capaz de desarticular a cascata de sinalizacdo inflamatéria culminando na reducao
fosforilagdo de NF-KB, expressao de citocinas inflamatérias e VEGF (119), corroborando
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com os dados obtidos no presente estudo onde foi possivel demonstrar a presenga de
GPR120 em células da microvasculatura retiniana além de descrever seu possivel seu

mecanismo de acao.

A ativacdo do GPR120 pode gerar uma cascata de sinalizagdo que culmina na ativacao
de segundos mensageiros, como o IP3 que coordena a liberagdo de Ca?* do RE para o
citosol. Estudos mostram que o aumento de Ca?* gerado através da ativacdo de
receptores para acidos graxos é capaz de ativar a proteina CamKKp, aumentando a
fosforilacdo e atividade de AMPK em células musculares e epiteliais do sistema
respiratério, promovendo aumento na captacao de glicose e auxiliando na organizacao
de tight junctions na barreira celular, respectivamente (109,162). De maneira
interessante, o presente estudo foi capaz de demonstrar tal mecanismo de ativacdo de
AMPK nas células da microvasculatura retiniana, além de demonstrar que os efeitos
benéficos promovidos pelos 3-PUFAs em condicdo de hip6xia sdo dependentes da
acao de AMPK, uma vez que em condigao de silenciamento tais efeitos benéficos foram
perdidos.

Dessa forma, os resultados obtidos com o presente estudo corroboram com os estudos
acerca do tema, evidenciando o potencial terapéutico dos w3-PUFAs, além de descrever
a presenca dos receptores para tais acidos graxos nas células da microvasculatura
retiniana e destacar o papel central da proteina AMPK como mediadora dos efeitos
promovidos pelos ©3-PUFAs nas retinopatias isquémicas, o que auxilia na maior
compreensao dos mecanismos relacionados ao desenvolvimento das Rls e possibilita a
elaboracao de novas terapias nao farmacolégicas de baixo custo e facil implementagao

para a prevencao e/ou tratamento da doenca.

Em relacdo as limitagbes do estudo, nossos experimentos in vitro foram realizados em
apenas de um tipo celular, além de que para a confirmacao da hipétese se faz necessario
a realizacao de experimentos adicionais como, por exemplo, a utilizagdo de bloqueador
especifico para o receptor GPR120. Em relacdo aos dados in vivo, a utilizacdo de
animais nocautes especificos para AMPK em células da microvasculatura retiniana
seriam necessarios para confirmar a hipétese levantada, além da utilizagdo de outros
modelos de retinopatias isquémicas. Por fim, ressalta-se que tal hipbtese também deve

ser testada em estudos envolvendo seres humanos.
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7. CONCLUSAO

Pode-se concluir o 6mega-3 foi capaz de proteger a retina contra insultos isquémicos
e seus efeitos parecem ser dependentes da ativacdo da proteina AMPK. Nesse
sentido, esta evidéncia pode ser relevante como uma nova ferramenta terapéutica
para controlar a angiogénese patolégica em doengas isquémicas da retina. Entretanto,
destaca-se a necessidade de experimentos/estudos adicionais para a confirmagao da

hip6tese apresentada no presente trabalho.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
Retinal ischemia

Purpose: To investigate the possible beneficial effects of omega-3 polyunsaturated fatty acids (@3-PUFAs) in
ischemic retinal angiogenesis and whether AMP-activated protein kinase (AMPK) is involved.
AMPK - Methods: Human retinal microvascular endothelial cells (hRMECs) were exposed to dimethyloxalylglycine
:::s::l;::iﬁ:wm e (DMOG), a hypoxia-inducible factor hydroxylase inhibitor, in the presence or absence of docosahexaenoic acid
Oxygen-induced retinopathy (DHA) and small interfering RNA (siRNA) for AMPKa for 24 h. Ischemic factors, endothelial mesenchymal
transition marker, endothelial barrier integrity, cell migration, and tube formation were evaluated. Neonatal
AMPKe3"~ and control wild-type (WT) mice were submitted to an oxygen-induced retinopathy (OIR) protocol;
their nursing mother mice were either fed @3-PUFAs or not. In the end, ischemic markers and endothelial cell
proliferation were evaluated in neonatal mouse retinal tissue through immunohistochemical or immunofluo-
rescent assays among all studied groups.
Results: Cells exposed to DMOG displayed increased expressions of hypoxic and endothelial mesenchymal
transition (vimentin) markers and barrier disarrangement of Zonula Occludens-1 compared to the control,
accompanied by increased cellular migration and tube formation (p < 0.05). AMPK activity was significantly
decreased. Supplementation with DHA restored the mentioned alterations compared to DMOG (p<0.05). In
SiRNAnmpgq-treated cells, the beneficial effects observed with DHA were abolished. DHA upregulated G-protein
receptor-120 (GPR120), which promptly increased intracellular levels of calcium (p < 0.001), which conse-
quently increased Calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase P expression (CaMKKp) thus phos-
phorylating AMPK™ 172, AMPKaz"~ and wild-type (WT) OIR mice exhibited similar retinal ischemic changes,
and the oral supplementation with @3-PUFA efficiently prevented the noticed ischemic alterations only in WT
mice, suggesting that AMPKua; is pivotal in the protective effects of @3-PUFA
Conclusions: ®3-PUFAs protect the retina from the effects of ischemic conditions, and this effect occurs via the
GPR120-CaMKKB-AMPK axis. A better understanding of this mechanism might improve the control of patho-
logical angiogenesis in retinal ischemic diseases.

1. Introduction extensive retinal fibrotic scar, leading to blindness in infants and adults

(Rivera et al., 2017; Sabanayagam et al.,, 2019). Mechanistically, the

Ischemic retinopathy (IR) is the late stage of several retinopathies,
such as retinopathy of prematurity (ROP) (Hellstrom et al., 2013), dia-
betic retinopathy (DR) (Dub et al., 2017), age-related macular degen-
eration (AMD) (Campochiaro, 2015), and retinal central vein occlusion
(RVO) (Phillips et al., 2005). IR is characterized by the loss of preexisting
vessels and the formation of abnormal vessel proliferation into the vit-
reous, associated with significant visual sequelae. These visual sequelae
are secondary to vitreous hemorrhage, retinal detachment, and

local high level of ischemic factors drives an increase in microvascular
sprout formation with aberrant remodeling as a compensatory mecha-
nism. The early endothelial barrier breakdown leads to profound local
tissue damage, which worsens the local oxygen supply (Wilson et al.,
1995), followed by the migration of endothelial cells (Gerhardt et al.,
2003; Jin et al., 2014).

One of the fundamental requirements of all cell types is the balance
between adenosine triphosphate consumption and generation. With this
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essential role, AMPK (5 AMP-activated protein kinase) is highly
conserved among species as an energy sensor (Lin and Hardie, 2018).
AMPK is a heterotrimeric protein composed of two regulatory (p and v)
and one catalytic subunit (%), Under low energy status, AMPK can be
phosphorylated at threoninl72 and activated by its upstream kinases,
such as Liver Kinase B (LKB1) and Calmodulin-Dependent Protein Ki-
nase Kinase p (CaMKKp). Once activated, AMPK restores intracellular
energy by increasing catabolic pathways and decreasing anabolic
pathways (Lin and Hardie, 2018). Besides energy sensing, AMPK plays
an important role in incracellular homeostasis and metabolism, coordi-
nating autophagy (Mihaylova and Shaw, 2011), and cell migration
(Wang et al., 2021).

The role of AMPK in angiogenesis is complex and might be dual; thus
far, no definitive findings are available (Li Y et al., 2019). Through
different pathways, AMPK may promote angiogenesis. AMPK regulates
fatty acid oxidation and induces phosphorylating PFKFB3, a pivotal
glycolysis activator (de Bock et al, 2013). These events promote
vascular sprouting, migration of tip cells, and vessel proliferation.
Therefore, AMPK enhances angiogenesis through glycolysis via vascular
endothelial growth factor (VEGF). Alternatively, AMPK stimulates
endothelial progenitor differentiation and migration (Li et al., 2008),
phosphorylating endothelial nitric oxide synthase and leading to vaso-
dilation and angiogenesis (Zheng et al., 2010). In the context of diabetes,
studies have shown that AMPK may have positive effects since ischemia
and hypoxia conditions are frequent comorbidities found in patients
with diabetes(Catrina and Zheng, 2021) (Fig. 1). However, the so-called
positive effects of AMPK on angiogenesis are deleterious to retinal tissue
because pathological retinal wvascular proliferation causes retinal
detachment and/or vitreous hemorrhage in its late stage.

By contrary, studies have illustrated the anti-angiogenic effects of
AMPK in retinal tissue, demonstrating that AMPK in retinal tissue pro-
tects non-vascular retinal cells (neurons, glia, and pigmented epithe-
lium) from the toxic effects of diabetes, especially inflammation and
oxidative stress (Fu et al., 2016; Kim et al., 2018; Songet al., 2021), and,
notably, this inhibits retinal angiogenesis. Activators of AMPK, such as
Metformin and Aminoimidazole carboxamide ribonucleotide (AICAR),
inhibit IR and retinoblastoma growth in vivo by decreasing angiogenesis
and inducing apoptosis (Joe et al., 2015; Theodoropoulou et al,, 2013).
A proposed mechanism suggests that AMPK activation induces nuclear
AMPKa,, suppressing HIF-1o and VEGF (Nagai et al., 2014; Theodor-
opoulou et al., 2013)or itsreceptor and inhibiting angiogenesis in db/db
mice (Yu et al., 2013). From this point of view, a better understanding of
AMPK modulation is of great interest for controlling the mechanisms of
angiogenesis in retinal ischemic diseases (Fig. 1).

Besides several pharmacological agonists of AMPK, such as AICAR
(Lin and Hardie, 2018), A-769662 (Kim et al., 2016), metformin (Rena
etal., 2017), phenformin (Faubert et al., 2015) certain nutrients are also
able to increase AMPK activity. Recent evidence showed that omega-3
polyunsaturated fatty acids (w3-PUFAs) were able to increase AMPK
activity in skeletal muscle (Kim et al., 2015) and intestinal epithelial
cells (Choi et al., 2019). Furthermore, the long-chain role in health and
disease has been extensively studied. Clinical studies have shown the

Dual Role of AMPK in Angiogenesis

Antioxidant
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beneficial effects of ®3-PUFAs in different conditions, such as cognitive
impairment, and Alzheimer’s disease (Kotani et al, 2006), car-
dioprotection (Ebrahimi et al., 2009; Farrell et al., 2020), immunity and
allergy (Ebrahimi et al,, 2009; Lee et al,, 2013), dry eye (Giarmaccare
et al.,, 2019), and multiple sclerosis (AlAmmar et al., 2021). A recent
clinical trial showed that diet supplementation with arachidonic acid
(AA) and docosahexaenoic acid (DHA) seemed to be a promising adju-
vant intervention to mitigate sight-threatening in cases of retinopathy of
prematurity (Hellswom et al.,, 2021a), and another randomized clinical
mial with diabetic patients revealed that a diet supplemented with
@3-PUFAs was associated with reduced risk of DR-related sight--
threatening (A Sala-Vila et al., 2016). However, the molecular mecha-
nism by which @3-PUFAs protect the retina against ischemic insults
remains poorly understood.

‘We investigated the possible beneficial effects of ®3-PUFAs in the
early events in an ischemic retinopathy model and whether the mech-
anism of action could occur via AMPK activation. To this end, we used
an ir vitro model to mimic the early molecular and cellular events pre-
sent in endothelial cells under ischemic conditions; for the in vivo study,
mice knocked-down for AMPKu, and its genetic control were submitted
to oxygen-induced retinopathy (OIR). In this study, we show that @3-
PUFA in vitro decreased the expression of ischemic markers, endothelial
cell migration, and tube formation and improved the intercellular bar-
rier under hypoxic conditions; moreover, we revealed that these effects
were dependent on AMPK. In the animal model, the oral supplementa-
tion of w3-PUFAs was retinal protective in wild-type mice but not in
AMPKop” mice. This indicates that AMPKey plays a pivotal role in the
beneficial retinal effects of @3-PUFAs under ischemic conditions.

2. Methods
2.1. Invitro assay

Primary human retinal microvascular endothelial cells (hRMEC -
ACBRI 181) were purchased from Cell Systems (Kirkland, WA) and
cultured with endothelial cell growth medium-2 (EGM-2; CC-3162;
Lonza, Switzerland). Cells in passages 4-6 were used in this study.
Cells at 70% confluence were submitted to normal conditions or dime-
thyloxalylglycine (DMOG; 400 uM; Tocris Bioscience, USA) conditions,
supplemented or not supplemented with @3-PUFA (docosahexaenoic
acid-DHA; 50 pM; Cayman Chemical, Ann Arbor, MI). The concentra-
tions used were determined based on a thiazolyl blue tetrazolium bro-
mide (MTT) colorimetric assay that estimate the condition with toxicity
lower than 25% (Supplementary Fig. Al).

2.2. Western blot analysis

Protein extracts from total cell lysates were subjected to SDS-PAGE in
a Bio-Rad gel apparatus (Mini-PROTEAN Tewa cell; Bio-Rad, Hercules,
CA) and electronically transferred to a nitrocellulose membrane. The
membranes were incubated with primary antibodies for anti-Phospho-
AMPKx (Thrl72), anti-AMPKa, anti-Phospho-ACC (Ser79), anti-ACC,

Fig. 1. Dual role of AMPK in angiogenesis.
Depending on the cell type or biclogical system, the
activation of AMPK by different upstream may lead to
specific pathways. The wide range of effects of AMPK
may result in angiogenesis induction through the
VEGF pathway or fatty acid oxidation or inhibition
via antioxidant/anti-inflammatory pathways., EGC:
endothelial cell; eNOS: Endothelial nitric oxide syn-
thase; VEGF: Vascular endothelial growth factor;
AGG: acetyl-CoA carboxylase; PCG-1w: Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-
alpha; NF-KB: Nuclear factor kappa-B; TXNIP: thio-
redoxin interacting protein; PPAR-delta: Peroxisome
proliferator-activated receptor delta.

Tip cell migration
Vascular sprouting
EC differentiation
Vasodilation
Angiogenesis
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anti-Vinculin, and anti-GAPDH (Cell Signaling Technology, Danvers,
MA), and with the antibodies, anti-GPR120 and anti-CaMKKp (Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, TX), followed by appropriate secondary. As
an internal control, the membranes were hybridized against vinculin or
GAPDH (Cell Signaling Technology, Danvers, MA). Immunoreactive
bands were visualized using the enhanced chemiluminescence method
(Super Signal CL-HRP Substrate System; Pierce, IL). The membranes
were scanned with a digital photodocumentator (ImageQuant LAS 500,
GE; Boston, MA) and analyzed quantitatively with ImageJ software
(National Institutes of Health, Bethesda, MD). At least three independent
experiments were carried out.

2.3. Transient transfection with siRNA

The duplexes of siRNA and scramble siRNA (Santa Cruz Biotech-
nology, Dallas, Tx) correspending to human AMPKoi » were transiently
transfected using a lipofectamine transfection reagent (Lipofectamine™
3000, Invitrogen; Waltham, MA) in accordance with the manufacturer’s
instructions.

2.4. Migration assay

As previously described (Martinotti and Ranzato, 2020), to assess the
cellular migration ability, a scratch wound healing assay was performed.
Cells were plated in 60 mm dishes to create a confluent monolayer, after
a scratch in a straight line was performed on the monolayer using a
pipette tip. Thereafter, the cells were exposed to the treatments.
Migration progress was evaluated through digital photographs taken at
different time points using 100x magnification. At least 5 images per
plate per time point were captured using a light microscope. Cell
migration was calculated by subtracting the initial free area from the
final free area using ImagelJ; the results are expressed in square pixels
(px?). This experiment was repeated three times.

2.5, Tube formation assay

A tube formation assay was performed to evaluate the angiogenesis
in vitro. Briefly, 50 pL of extracellular matrix (ECM) gel (E6909; Sigma
Aldrich®, San Luis, MO) was added to 96-well plates and incubated for
30 min at 37 °C, as previously described (Francescone et al,, 2011).
Thereafter, 2 x 10° cells/mL were seeded onto a hardened ECM culture
at 37 °C for 6 h. Cells were observed in an inverted microscope using
100x magnification and 4 different fields per well were randomly
selected, photographed using AxioVision software (Zeiss Microscopy,
Oberkochen, Germany), and quantified using ImageJ software.

2.6. Measurement of transendothelial electrical resistance (TEER)

TEER was performed as previously described (Rosales et al., 2014b;
Srin 1 et al,, 2015), Briefly, 8 x 10* hRMECs were seeded onto a
polyester filter membrane of a ranswell device (24-well format, 0.4 mm
pore size; Corning Ine., NY). Gells were cultured for 7 days, and the
respective treatments were performed as described. The TEER values
were measured using a voltmeter (Millicell-ERS; Millipore, Burlington,
MA). Three different samples with three reproducible measurements in
each condition were considered. Values were expressed in ohms and
corrected by the area of the palyester membrane (chms/cm?) subtracted
from the blank (polyester membrane only).

2.7. Measurement of intracellular Ca®*

As done previously (Kim et al, 2015), Ca®* concentration was
measured by fluorescence of Ca?* sensitive indicator Fluo 3-AM (73881 1
Sigma Aldrich®, San Luis, MO) under a fluorescence microscope (Zeiss,
Oberkochen, Germany) with 5 pM of Fluo 3-AM for 30 min at 37 °C.
Plates were observed at 420x magnification and the signal detected was
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at an excitation of 488 nm. The images were captured from time 0-45 s
using AxioVision software, and fluorescence intensity was measured
using ImageJ software. Cells under ischemie conditions were previously
exposed to DMOG for 24h, and at the time of signal fluorescence
observation, DHA (50 uM) was added to the cell medium.

2.8. Invitro mmunofluorescence

Plates were fixed using a pre-cooled methanolfor 15 min. They were
then incubated with anti-HIF-1 o (NB100-105; Novus Biologicals, Lit-
tleton, CO), anti-HIF-2« (NB100-22; Novus Biologicals, Littleton, CO),
anti-VEGFa (ab1316; Abcam, Cambridge, UK), anti-vimentin (ab92547;
Abcam, Cambridge, UK), and anti-ZO-1 (33-9100; Thermo Fisher Sci-
entific, Waltham, MA) overnight at 4 °C, followed by incubation with
Alexa Fluor-595-labeled secondary antibody. Antifade with DAPI was
used as a mounting medium. Images were examined under a fluores-
cence microscope (Zeiss) using 420x magnification, and images were
captured using AxioVision software. At least three independent experi-
ments were performed.

2.9. Animal model and experimental design

The protocols employed were approved by the local animal research
ethics committee of the multidisciplinary center for biological research
at the State University of Campinas (Protocol 5710-1/2021) in accor-
dance with the Association for Research in Vision and Ophthalmelogy
(ARVO) Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision
Research. The generation and genetically modified mouse employed in
this study was previously characterized (Viollet et al., 2003). The ani-
mals were housed under a controlled temperature (22 4+ 2 °C), with12h
of light and 12 h of dark and had free access to water and a standard
mouse chow diet (Nuvilab®, Quimtia, Colombao, BR).

The oxygen-induced retinopathy (OIR) model (Smith et al,, 1994)
was used with some modifications: mouse pups (AMPKocg/ and the
genetic control C57BL/6J), and their nursing mothers were exposed to a
hyperoxic chamber (75% Oo) for 5 consecutive days from postnatal day
7 (P7) to postnatal day 12 (P12). At P12, animals were returned to room
air and kept there until P17 when a pathological neovascularization
response in the retina reached its maximum response (Smith et al,
1994). The control animals were kept in room air from PO until P17
(Fig. 2).

2.10. @3-PUFAs supplementation

The nursing mother mice were fed ad lbitum with a standard rodent
diet and supplemented with 50 pL of oil rich in w3-PUFAs (240 mg/g of
DHA and 360 mg/g of eicosapentaenoic acid [EPA]; Essentia Pharma,
Florianopolis, BR) by oral gavage. This dose corresponds to 2% of the
lipid fraction ingested daily (Connor et al, 2007). The oral
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OIR - WT Roomair | 75%0xygen. |  Room air
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Oral gavage: saline
P1 F7
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]
OIRtx3 - WT —
ke Room air I 75% oxygen I Room air l

OIR+w3 - AMPKu2 ‘

Oral gavage: 3 rich il

Fig. 2. Experimental design of oxygen-induced retinopathy used for neonatal
AMPKoz”~ and their control mice in which their nursing mother mice were fed
or not fed w3-PUFAs.
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supplementation was performed from P1 until P17. The control group
received 50 uL of saline by oral gavage. Two nursing mother mice were
submitted to each experimental group, and at least 10 pups in each
group were studied. All the experiments include both male and female
pups.

2.11. Immunohistochemistry/immunofluorescence in mice retinal sections

Immunochistochemisoy immunofluorescence was performed as pre-
viously described (Pinto et al,, 2007; Rosales et al., 2014a,b). Retinal
sections were incubated with primary antibody anti-HIF-1o
(NB100-105, Novus Biologicals, Littleton, CO), anti-VEGFa (ab1316;
Abcam, Cambridge, UK), or anti-Isolectin GS-IB4 (121411, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA) overnight at 4 °C, followed by incuba-
tion with appropriated secondary antibodies (Dako, Glostrup,
Denmark). Images were examined under a light or fluorescence micro-
scope (Zeiss) using 420x magnification, and images were captured using
AxioVision software. Retinal positivity of HIF-1¢, VEGF, and IB4 was
measured with ImageJ software in 5 images per retinal section of at least
5 non-consecutive retinal slides for each animal.
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2.12. Sratistical analysis

The data represent the mean + standard deviation (SD). The com-
parisons between the groups were assessed by a one-way analysis of
variance, followed by Fisher’s post hoc test. GraphPad Prism® 6 soft-
ware was used for all comparisons. Any p-value less than 0.05 was
considered statistically significant.

3. Results
3.1. hRMECG alterations in the ischemic environment

DMOG is a pro-ischemic compound that inhibits the activity of the
enzyme prolyl hydroxylase domain (PHD), which is responsible for the
degradation of HIF (Zhdanov et al,, 2015). The stimulation of hRMECs
with DMOG (400 uM) for 24 h induced increased expression of VEGF
and HIF-1o as well as nuclear tanslocation of HIF-2x, demonstating
that DMOG is an ischemic agent in the in vitro model. In addition,
hRMECs treated with DMOG developed a phenotype of endothelial
mesenchymal transition (EndMT) with increments in cell migration and
vimentin expression accompanied by disarrangement of ZO-1 expres-
sion in the intercellular barrier (Fig. 3A and B).

24h

CT DMOG
PANIPK"[ W - - |-» 62kDa
pACC™ ™| J»280kDa
VINCUIin| ooy o s g o o o= o], 174Da

AM PK|~ e - |-’62kDa

ACC | p— e —— =SS 020K

[
=

i

0.5

Migrative area
(Fold change)
2

e
o

CT DMOG

P —

VINCUlIN s g gy o g o v == |_, {54} Da

n

29 ek

o
s
i

[
&

pACCEACC
(Fold change)

pAMPK 72 AMPK
(Fold change)

e
=
=
=

CT DMOoG

CT DMQG

Fig. 3. DMOG stimulus induces ischemic changes accompanied by an inerement of endothelium mesenchymal transition (EMT) matker and disar-
rangement of the intercellular barrier in hRMECS. (A) A representative photomicrograph and semiguantitative analysis of HIF-1¢, HIF-2¢, VEGF, vimentin, and
Z0-1 immunofluorescences in hRMECs cultured for 24 h under DMOG conditions. Magnification 420 x. The bars represent the mean =+ 8D of positive cells corrected
by the total number of cells expressed as the percentage of variation relative to control positive cells in 5 different fields in each plate. (B) Representative photo-
micrograph and quantification of the migrative area of endothelial cellular migration. Magnification 100x. The bars represent the mean + SD of migrative area
variation relative to control in at least three independent experiments. (G) Representative protein expressions were evaluated by Western blotting assays and
densitometric analysis of AMPKT'72/AMPK and pAGG™7°/AGC, both normalized by the internal control vinculin in hRMECs exposed to DMOG for 24 h, The bars
represent the mean + SD of band densities expressed in arbitrary units as the percentage of variation relative to control in at least three independent experiments. *p

< 0.05; ***p < 0.001; ****p < 0.0001 by Student’s test.
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hRMECs exposed to DMOG showed a decrease in the expression of
AMPK 172 (p < 0.05)and ACC*™° (p < 0.001) compared to the control
condition (Fig. 3C), indicating a decrease in AMPK activity, Taken
together, this set of results indicates that the hypoxia condition pro-
moted by DMOG exposure induces an augment of ischemic factors and
EndMT markers accompanied by disarrangement of the intercellular
barrier, which is associated with a significant decrease in AMPK activity.

3.2. Protective effects of DHA on hRMECs under ischemic conditions are
dependent on AMPK

Thereafter, hRMECs were exposed to DHA under ischemic condi-
tions. In the DMOG + DHA group, DHA was able to decrease expressions
of HIF-1a (p<<0.0001) and VEGF (p<0.001) when compared to DMOG
(Fig. 4A). In addition, DMOG + DHA also reduce nuclear expression of
HIF-20 when compared to DMOG. After that, we evaluated angiogenesis
in vitro. DMOG inecreased tube formation, both in tube length (p < 0.05)
and in the number of nodes (p<0.05) when compared to the control
(Fig. 4B). On the other hand, DHA weatment under ischemic conditions
reduced tube formation and promoted by DMOG (p < 0.001 for length
and nodes) (Fig. 4B). To assess the possible role of AMPK in ischemic
molecular events, hRMECs were treated with siRNAaupk, which reduced
protein expression of AMPK in 70% when compared to CT. The reduc-
tion of AMPKo expression also promoted decreased phosphorylation at
Ser” of ACC, a downstream of AMPK, indicating a reduction in AMPK
activity under silencing (Supplementary Fig. B1). The beneficial effects
of DHA in DMOG conditions were abolished under AMPKq silencing (p
< 0.001; p < 0.01; p < 0.01; p < 0.05; and p < 0.05 for expressions of
HIF-1o, HIF-20, VEGF, tube length, and number of nodes, respectively,
for comparisons between the DMOG + DHA and the siRNAaypx +
DMOG + DHA groups) (Fig. 4).

The EndMT alterations (vimentin expression and cell migration) and
ZO-1 disarrangement present in cells exposed to DMOG conditions were
prevented with DHA treatment when compared to DMOG (Fig. 5A and
B). These observed effects of DHA under DMOG conditions were not
present in siRNAypi cells (Fig. 5A and B). To evaluate intercellular
barrier function, the TEER assay was performed. After 24 h of hypoxia,
there was a massive reduction in TEER in all DMOG-teated groups
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(p<0.0001 vs. contol). At 48 h, the deleterious effect of DMOG was
sustained (p < 0.0001 vs. CT). The presence of DHA prevented the
further decrease of TEER (p <0.05 DMOG + DHA vs. DMOG alone) but
not in cells treated with siRNAgypk (p < 0.05, DHA vs. siAMPKa+D-
MOG + DHA) (Fig. 5C)., These results indicate that DHA partially pro-
tected the barrier function under hypoxia conditions and that this effect
was partially dependent on AMPK.

3.3. DHA restores AMPK activity in hRMECs through the G-protein-
receptor-calcium calimodulin kinase kinase pathway

Previous research has demonstated that AMPK can be activated by
DHA through G-protein receptor 120 (GR120) (Kim et al., 2015). In our
study, we evaluated the phosphorylation of AMPK™172 in cells exposed
to DMOG and supplemented with DHA for 24 h. DHA restored
AMPK 172 phosphorylation (p < 0.05). To better understand the
mechanism by which DHA improves AMPK, we addressed the
GPR120-CamKKp axis, a canonical upsaeam of AMPK signaling. The
treatment with DHA inereased GPR120 (p < 0.001) and CamKKp (p <
0.05) expressions under ischemic conditions compared with DMOG
(Fig. 6A). Treatment with DHA in cells under ischemia increased
intracellular Ca?* (p < 0.01), which in turn upregulated CaMKKp
(Fig. 6B). This cascade of events demonstrates the intracellular signaling
by which DHA activates AMPK in endothelial retinal cells under
ischemic conditions.

3.4. Deletion of AMPKuy impedes the beneficial effects of ®3-PUFAs on
the oxygen-induced retinopathy model

To evaluate the potential benefits of @w3-PUFAs in protecting the
retina from the insult of ischemia, we submitted mouse pups to the OIR
model, In this study, nursing mice from AMPKa,” and its genetic
control WT strains were randomized to receive or not receive 50 pl of
oral supplementation of w3-rich oil from P1 to P17. The confirmation of
AMPKo, deletion is demonstrated in Supplementary Fig. C1.

The OIR-WT mice showed increased endothelial cell numbers in the
ganglion cell layer compared to the CT-WT group, similarly, as seen
among OIR-AMPKe»/ animals, It is possible to observe cell clumps
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Fig. 4. The beneficial effects of DHA on ischemia in hRMECs were dependent on AMPK. (A) A representative photomicrograph and semiquantitative analysis of
HIF-1¢, HIF-2¢, and VEGF immunofluorescences of hRMECs exposed for 24 h to DMOG and DMOG + DHA under silencing or not of AMPKo for 24 h. Magnification
420, The bars represent the mean =+ SD of positive cells corrected by the total number of cells expressed as the percentage of variation relative to control positive
cells in 5 different fields in each plate. (B) Phase contrast photomicrograph of endothelial tube formation in each studied conditon, followed by angiogenesis analysis
and binary transformation using ImageJ software. Magnification 100 x. Quantitative analysis of tube length and the number of nodes of endothelial tube formation in
all tested conditions was conducted. The bars represent the mean + SD in three independent experiments. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001 by

Fisher's test,
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mesenchymal transition and barrier function in hRMECs were dependent on AMPKa. (A) A representative photomicrograph and semiquantitative analysis of
vimentin and ZO-1 immunofluorescence in hRMECs exposed for 24 h to DMOG and DMOG + DHA in cells under siRNAppx,2 or not for 24 h. Magnification 420 x.
The bars represent the mean + SD of positive cells corrected by the total number of cells expressed as the percentage of variation relative to control positive cells in 5
different fields in each plate. (B) Gellular migration and quantification of migrative area hRMECs exposed for 24 h to DMOG and DMOG + DHA in cells under
SIRNA gpp OF NOL. Magnification 100, The bars represent the mean =+ SD of migrative area variation relative to control in three independent experiments. (C) TEER
is expressed in 0 x cm”. The bars represent the mean + SD of measurements at 0, 24, and 48 h in each condition. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p <

0.0001; ns  not significant by Fisher's test.

invading the inner limiting membrane from the ganglion cell layer to-
ward the vitreous. In pups whose nursing mothers were supplemented
with @3-PUFAs, there was a clear reduction in the number of endothelial
cells in the ganglion cell layer among OIR-WT mice but not in OIR
AMPKex,” mice (Fig. 7A).

HIF-1o and VEGF expressions evaluated by immunohistochemistry
were shown to have increased in all retinal cell layers (p<0.01 and
p<0.0001 vs. control, respectively). For pups whose nursing mothers
were supplemented with w3- PUFAs, there was a significant reduction in
retinal staining of HIF-1x and VEGF among OIR-WT mice (p<0.01 and

P<0.0001, respectively) but not among OIR- AMPKay,” mice (p=0.3
and p=0.3, respectively). No beneficial effects were observed in AMPKoto

/" pups whose nursing mothers were supplemented with @3-PUFA
(Fig. 6A and B). Isolectin B4 (IB4), a marker of endothelial cells, dis-
played the same pattern: in the control condition, retinal sections from
either WT or AMPKa,” pups showed mild staining of B4+ located at
the nerve fiber layer (NFL), corresponding to the superficial vascular
plexus (SYP). In both mouse strains submitted to the OIR model, IB4+
was abundantly found at the NFL, inner plexiform layer (IPL), and outer
plexiform layer (OPL), comresponding to the superficial, intermediate,
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Fig. 6. DHA restores the phosphorylation of AMPK in hRMECs under hypoxia. (A) Representative Western blotting assay and densitometric analysis of GPR120,
GamKKp, AMPKT""72/AMPK normalized by the internal control vinculin in lysates of hRRMEGs exposed to DMOG and DMOG + DHA for 24 h. The bars represent the
mean + SD of band densities expressed in arbitrary units as the percentage of variation relative to control in at least three independent experiments. (B) Repre-
sentative images of Fluo 3-AM loaded-hRMECs exposed to CT and DMOG for 24 h, The supplementation of DHA (50 ulv) was done prior to starting the time course of
fluorescent images up to 45 s. Magnification 420 x. Area Under the Curve (AUC was calculated in order to compare intracellular calcium influx in each condition by
fluorescence microscope. The bars represent the mean + SD expressed in arbitrary units. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001 by Fisher's test.

and deep vascular plexuses, indicating an increase and diffuse retinal
neovascular proliferation. In OIR+w3 WT pups, IB4+ cells were
restricted to the SVP, as seen in the CT condition. These effects were not
observed among the OIR+®3-AMPKa»” group, which demonstrates the
role of AMPK in @3-PUFA’s beneficial retinal effect (Fig. 7A and B).

4. Discussion

A better understanding of the early cellular and molecular mecha-
nisms of retinal neovascularization is needed to control this devastating
end stage of diverse ischemic retinal diseases. In this study, we showed
that ischemic milieu conditions led to increased expressions of hypoxic
markers, EndMT, and intercellular barrier disarrangement of ZO-1 as
well as increased cell migration and tube formation in human endo-
thelial retinal cells. Additionally, the in vitro model of hypoxia decreased
AMPK activity, as evaluated through pAMPK™172 and pACC®*7?. The
supplementation with DHA prevented these abnormalities by restoring
AMPK activity via its canonical pathway. DHA upregulated the expres-
sion of its receptor GPR120, followed by intracellular Ca* influx, which
in turn, upregulated CaMKKp. The beneficial effects of DHA observed
under hypoxic conditions were not present in cells tweated with
siRNAampky, Tevealing the pivotal role of AMPK in the DHA mechanism.
In mice submitted to the OIR model, oral supplementation with w3-
PUFA was efficient in preventing ischemic vascular retinal alterations
among wild-type mice but not among AMPKa,’/ mice, indicating that
AMPKo; plays an impertant role in the protective effects of ®3-PUFA on
patheological retinal angiogenesis.

The novelty of this study relies on the evidence of the AMPK acti-
vation, especially the retinal isoform ap, as a pivotal player in the
observed beneficial effects of diet supplementation of w3-PUFAs in
ischemic retinal conditions. The control of pathological retinal

neovascularization is a clinical challenge found in patients with late-
stage diabetic retinopathy, exudative macular degeneration, retinal
vein obstruction, and in premature newborns with a high risk to develop
retinopathy of prematurity.

The inhibition or activation of AMPK affects several pathological
processes in ocular diseases. Previous reports showed that AMPK acti-
vation by AICAR in retinal pigmented epithelial (RPE) cells reduced
EMT and, in Miiller cells, attenuated apoptosis (Chen et al., 2018). The
AMPK activation promoted by metformin prevents the degeneration of
photoreceptors and of RPE in vivo (Xu et al., 2018). In spontaneous
diabetic and obese mice (db/db mice), a diet with wolfberry increased
AMPKTh172 phosphorylation and nuclear wanslocation of AMPKu,,
leading to a decrease in HIF-1x and VEGF expressions (Yu et al,, 2013).
Paradoxically, the beneficial effect of fenofibric acid in the maintenance
of retinal pigmented epithelial (RPE) cell barrier in vitro in presence of
interleukin-1p was associated with decreased AMPK™172 (villarroel
et al,, 2011). A study by Higuchi and colleagues also demonstrated a
reduction of retinal pathological angiogenesis through an
adiponectin-dependent pathway correlated with the PPARx-AMPK axis
(Higuchi et al,, 2010). In the OIR model, treatment with metformin
suppresses the activity of the VEGF receptor FLK-1 (Joe et al., 2015).
Interestingly, AMPK activation has also been shown to be beneficial in
cancer development. Activation of AMPK by metformin, AICAR, or
simvastatin diminishes tumor growth by controlling tumor angiogenesis
(Cauchy et al.,, 2017; Theodoropoulou et al,, 2013). Simvastatin, a drug
that lowers lipid levels, has been shown to control breast tumor growth
by attenuating angiogenesis via downregulating HIF-1u and the down-
stream pro-angiogenic factor VEGF (Wang et al,, 2018). To the best of
our acknowledgment, this is the first study to address the role of AMPK,,
in the mechanism of retinal protection against ischemic insults.

®3-PUFAs, such as eicosapentaenoic acid (EPA) and DHA, are widely
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Fig. 7. Deletion of AMPKa, impedes the beneficial effects of @-3PUFAs on the retinas of mice submitted to the oxygen-induced retinopathy model. (A) A
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distributed throughout the body, especially in cell membranes in the
brain (Sun et al, 2018) and retina (SanGiovanni and Chew, 2005).
Several mechanisms by which w3-PUFAs exert anti-inflammatory effects
were described, such as reduction in leukocyte tracking (Serhan, 2014),
inflammatory cells (CD4, CD8, and CD11b) (Li et al,, 2021), and cyto-
kine levels (Li et al.,, 2014). Additionally, studies in the literature have
stated that some anti-inflammatory effects promoted by ©3-PUFAs are
mediated by GPR120 (Datilo et al, 2018; Oh et al, 2010, 2014).
However, the mechanisms triggered by m3-PUFAs are not fully under-
stood. The identification of these bioactive effects of omega-3 poly-
unsaturated fatty acids has opened a new field of investigation.

In vivo and clinical studies demonstrate that supplementation with
®3-PUFAs coordinates anti-angiogenic and neuroprotective mechanisms
in the retina, which can ameliorate ischemia (Connor et al, 2007;
Georgiou et al., 2017), inflammation (Datilo et al., 2018), oxidative
stress (Johansson et al., 2015), and neurodegeneration (Kalogerou etal.,
2022; Osada et al., 2021) in several models of retinal disease. Moreover,
Studies from Prokopiou and colleagues have shown the potential retinal
neuroprotective effect of oral supplementation in different experimental
models of ocular diseases such as dry macular degeneration (Georgiou
and Prokepiou, 2015; Prokopiou et al, 2017), Stargardt disease

non-significant by Fisher's test.

(Prokopiou et al,, 2018), Anterior Ischemic Optic Neuropathy and he-
reditary glaucoma (Kalogerou et al., 2018). In this context, clinical trials
have indicated that infants with higher serum levels of DHA are asso-
ciated with less severe ROP (Hellstrom et al., 2021c). Moreover, sup-
plementation with oil containing DHA and arachidonic acid in the initial
postnatal months reduces severe ROP in infants by 50% (Hellstom
etal,, 2021b), Of great relevance is the consortium Prevencién con Dieta
Mediterranea (PREDIMED). The prospective randomized controlled
study aiming to test the efficiency of the Mediterranean diet, which is
rich in of ©3-PUFAs, as a primary intervention against cardiovascular
disease, also revealed the efficiency of this ®3-PUFAs rich diet in pro-
tecting from sight-threatening at middle age and older individuals with
diabetes. In type 2 diabetic patients, intake of 500 mg/d of ©3-PUFAs
reduces by 46% the risk of sight-threatening diabetic retinopathy.
(Sala-Vila et al., 2016). This present work contributes to the knowledge
of the mechanism of action by which the @3-PUFAs exert their beneficial
effect against ischemic injury in retinal tissue.

5. Conclusions

In conclusion, the present study demonstrated, either in human
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endothelial retinal cells or in an experimental ischemic retinopathy
model induced by oxygen, that AMPKx activation by w3-PUFA was
efficient in preventing the inwracellular cascade evoked by the ischemic
milien. DHA, through GPR120, induces intracellular caleium influx,
which subsequently activates CamKKp/AMPK axis, a canonical up-
stream of AMPK signaling, reducing HIF-1a and nuclear translocation of
HIF-2u and diminishing VEGF expressions thus abrogating the ischemic
insults. This evidence may be relevant as a new therapeutic tool for
controlling pathological angiogenesis in ischemic retinal diseases.
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Chapter

Deficient Autophagy Contributes
to the Development of Diabetic
Retinopathy

Jacqueline M. Lopes de Faria and Marcella Neves Ditilo

Abstract

Autophagy is a self-degradation process essential to maintain intracellular
homeostasis and cell survival, controlling elimination of pathogens, damage to
organelles, and nutrient recycling to generate energy. Alterations in autophagic flux
have been reported in the mechanisms of several diseases such as neurodegenerative
diseases, cancer, diabetes mellitus, and its associated complications. Diabetic reti-
nopathy (DR) is a microvascular complication of diabetes, affecting nearly 30% of
diabetic patients. Several pathways are triggered and repressed in the development
of DR, and autophagy showed to be relevant in the pathogenesis of this devastating
complication. In this chapter, autophagy’s involvement in the developmentand
progression of DR will be discussed, mainly in retinal pigmented epithelial cells and
retinal microvascular endothelial cells, as well as in Miiller cells—the more promi-
nent retinal glial cell.

Keywords: retina, diabetic retinopathy, autophagy, ARPE-19, endothelial cell,
Miiller cell

1. Introduction

Autophagy (from Greek, meaning “self-eating”) refers to a highly conserved
process in eukaryotic cells, which coordinates the degradation of intracellular com-
ponents and nutrient recycling. This process is essential for cellular homeostasis,
survival, and differentiation. In basal conditions, the autophagic process happens
in low levels to maintain cellular homeostasis. However, in such conditions as low
levels of adenosine triphosphate (ATP) or depletion of essential amino acids and
glucose, autophagic flux can increase to generate energy and raise basal levels. More
recently, the understanding of this process has gained attention due to its pivotal
role in cellular physiology and a variety of diseases from cancer, chronic degenera-
tive diseases, and immune diseases (Table1).

Autophagy is a primary cell response to stress and can be induced by starvation,
endoplasmic reticulum (ER) stress, hypoxia, cytotoxicity, and infection (Figure1).
Sensation, initiation, and regulation of the autophagy-lysosomal pathway is con-
trolled by the heterotrimeric serine/threonine kinase AMP (AMPK) and rapamycin
complex 1 (mTORC1), either triggering or repressing autophagy and mitophagy.
Unc-51-like kinase 1 (ULK1) is a primary initiating protein, as is mTORC1-
supressed transcription factor EB (TFEB), which coordinates the synthesis of
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Gene Disease References
; o Schapira, 2015;

GBA1[1], TMEM230[2] Parkinson’s disease Kim et al, 2017

; . o Lee et al, 2010;
PS1[3], APP[4] Alzheimer’s disease Reddy et al, 2018
PTPN2[5] Typed dishetes, juvehile Scharl et al, 2012

arthritis

Vega-Rubin-de-Cellis et

E:l?eizlé']’ EANC[7) Breast Cancer al, 2018;
8 Sumpter etal, 2016
GPR65[8] Inﬂammatory Ll Lassen et al, 2016

disease

Table 1.

In this table, some examples of genetic diseases associated with autophagic impairment [1-8].
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Figure1.
Several cellular sensors regulate autophagic flux to maintain homeostasis.

lysosomes and other essential proteins maintaining the autophagic flux [9-12].

In addition, sirtuin-1—a class I1I deacetylase dependent on nicotinamide adenine
dinucleotide (NAD+)—becomes a positive autophagy regulator, since it may also be
considered a cellular sensor [13].

This process is mainly regulated at a post-translational level, increasing mRNA
expression of autophagy genes [14]. Under stress conditions, TFEB is translocated
from cytosol to the nucleus, activating transcription of ATG genes and coordinating
upregulation of the entire autophagy-lysosomal pathway [15].

Autophagy can be constitutive or inducible, rapidly adjusting to altera-
tions within the internal and external environment of the cells. Autophagy
serves as a housekeeping system, demonstrated by animal models deficient in
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autophagy-related genes (ATG). For example, deletion of specific neurons of ATG7
or 5 genes leads to postnatal neurodegeneration [16, 17].

Intrinsically, cellular sensors detect changes in levels of glucose, cytosolic Ca*™, reac-
tive oxygen species (ROS), and metabolic intermediates. Therefore, a decrease in glucose
availability or impairment of mitochondrial respiration-compromising ATP production
leads to an increase in the AMP/ADP ratio, activating the AMPK o subunit [10].

An example of extrinsic sensing occurs via drug-targetable mechanisms at the
plasma membrane level. Tyrosine kinase receptors converge on mTOR, AMPK, or
Beclin-1-Vps complex by modulating autophagy following growth factors [18, 19].
Even G-protein-coupled receptors (GPCRs) control autophagy via intracellular
pathways that similarly modulate AMPK and mTOR [20-22].

This discussion includes a short overview of the more common types of
autophagy and will highlight the role of autophagy in retinal diseases, with special
attention to diabetic retinopathy.

2. Types of autophagy

There are three forms of autophagy previously described in the literature:
macroautophagy, chaperone-mediated autophagy, and microautophagy (Figure 2).

2.1 Macroautophagy

Usually known as autophagy, this intracellular pathway includes cytosolic
components such as proteins, lipids, organelles, and parts of the nucleus [23, 24].
Autophagy was first described by Christian du Duve 50 years ago and has been
highly preserved across the species. From beginning to end, the whole process is
controlled by the ATG protein family, and more than 35 genes have been identified
to orchestrate the process [25].

Autophagosome formation is the hallmark of this process. The well-coordinated
process begins with an initiation phase, when ULK1 kinase forms a complex with
ATG13, ATG10, and FIP200 (known as RBICC1) at a specific cell site located in the
perivacuolar region known as the phagophore assembly site (PAS). ULK1 kinase
activity triggers the formation of the phosphoinositide 3-kinase (PI3K) complex,
which favors the formation of phosphatidylinositol 3-phosphate, initiating the
nucleation phase [26]. Ubiquitin-like conjugation systems are then activated,
catalyzed by ATG7. ATG12 is conjugated to ATGS, then phosphatidylethanolamine
to microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3 (L.C3) through ATG7 kinase,
forming an autophagosome bound to LC3 (also called LC3-11) [27, 28]. The late
stage of autophagy is controlled by molecules that regulate maturation of the
autophagosome, fusion with lysosomes, acidification of the inside compartment of
the autophagosome components, and recycling of metabolites from the lysosomal
compartment. This coordinated process—including a sequence of protein—protein
and protein-lipid interaction—is a dynamic process, where the autophagosome for-
mation, fusion to the lysosome, and digestion of the inside components occur in less
than 10 minutes. Therefore, any sort of autophagy dysfunction (such as blockage of
lysosomal fusion or lysosomal function impairment) may lead to accumulation of
harmful damaged organelles and protein aggregates inside the cell [29] (Figure 2).

2.2 Chaperone-mediated autophagy

In chaperone-mediated autophagy, there is no reorganization of the lysosomal
membrane. This selective autophagy is only described in mammals [30], which
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Types of autophagy. (1) Macroautophagy: initiation of autophagy through iselation membrane, extension

of membrane, and closure forming the autophagosome. Finally, the autophagosome merges with lysosome.
Lysosomal hydrolases digest the contents to vecycling nutrients. (2) Chaperone-mediated autophagy:
identification of KFERQ-motif by Hsczo. Transportation of damage protein to lysosome. Recagnition and
multimerization of LAMP-2. Damage proteins ave translocated to inside of the lysosome to suffer the action of
lysosomal hydrolases. (3) Microautophagy: recognition and internalization of cytoplasmatic component.

mediates delivery of specific proteins to the lysosome. The distinction occurs because
the cytosolic proteins need to be degraded by the presence of a pentapeptide amino acid
sequence, KFERQ. This sequence permits recognition of the target protein by a family
of chaperones and co-chaperones: the heat shock cognate, 70-kDa (Hsc70)—the most
abundant in the family. After recognition of the KFERQ sequence, Hsc70 presents the
unfolded proteins to the lysosome, one by one, where they are recognized by the trans-
membrane domain of lysosome-associated membrane protein type 2A (LAMP2-A).
After this, the multimerization of LAMP2-A occurs, allowing transportation of the
substrate into the lysosome for degradation. At the end of this process, the LAMP2-A
complex is disassembled, and the chaperone Hsp70 is released to start a new cycle [31].

2.3 Microautophagy

Microautophagy is not well described in mammalian cells. However, recent
evidence has shown that there is recognition and internalization of small cytoplas-
matic components in late endosomes. This type of autophagy requires the chaper-
one Hsc70. However, the microautophagy process is independent of the unfolding
of KFERQ and the multimerization of LAMP2-A [32, 33].

2.4 Role of autophagy in disease development

Since the primary function of autophagy is to eliminate harmful components
from cells (aggregated proteins, damaged organelles, and pathogens), malfunction-
ing of this mechanism implicit in diseases—such as Huntington’s and Parkinson’s
diseases [34, 35]—results in protein accumulation.
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In physiological conditions, autophagy is involved in cellular homeostasis, as
demonstrated in heart diseases, as seen in heart failure and ischemia-reperfu-
sion injuries [36]. In the pancreas, autophagy is required to maintain function
of B cells, revealing significance in the pathogenesis of diabetes. Alterations in
autophagy have also been described in a more complex model in cancer research:
it can suppress tumors but also helps the tumor adapt to metabolic stress in its late

stages [37].

3. Diabetic retinopathy

Diabetes mellitus is a public health issue, estimated to affect about 500 million
people by 2035 [38]. Nearly 30% of patients are likely to suffer from retinal micro-
vascular complications and 10% may experience visual threatening due to macular
edema or proliferative diabetic retinopathy [39, 40].

Multiple mechanisms are triggered under hyperglycemic conditions (hexos-
amine and polyol pathways [41], synthesis de novo of diacylglycerol-PKC [42, 43],
low grade oxidative stress [44-46], inflammation [47-51], and advanced glycation
end products [52, 53]). Although vascular changes are presumed to be the hallmarks
of DR, abnormalities in retinal function are detected in patients with diabetes who
have good visual acuity [54-59].

The characteristics of retinal neurodegeneration are apoptosis of neuro cells and
dysfunction of glial cells—mainly Miiller cells [29, 50, 60]. In microvascular disease
of diabetic retinopathy, both inner and outer blood retinal barrier break down [61].

3.1 Autophagy in diabetic retinopathy

Since their pioneering studies, Remé et al. —describing the presence of active
autophagy in photoreceptors during hibernation with a decreased number of
mitochondria and organelles compared to animals in non-hibernating conditions—
observed an increased number of autophagosomes [62]. These data show the pivotal
role of autophagy in the retina, degrading cellular components (such as mitochon-
dria) during hibernation.

Implications of autophagy in retinal ganglion cells (RGCs) attracted interest as
a potential tool for neuroprotection in glaucoma. The first evidence of the cyto-
protective role of autophagy in RGCs was shown by Rodriguez-Muela et al. using
autophagy-deficient mice, which displayed increased axonal damage following
optic nerve transection (ONT) models of optic neuropathy [63-65].

3.2 Autophagyin blood retinal barriers and implications on diabetic
retinopathy

The main function of the blood-retina barrier (BRB) is maintenance of retinal
homeostasis, regulating the transport of blood stream molecules to provide an
appropriate supply for the neuroretina and to protect neural tissue against harmful
agents present in the blood. The BRB is formed by two types of barriers: the inner
blood-retina barrier (iBRB) and the outer blood-retina barrier (0BRB) [66].

Both outer and inner retinal barriers are affected by the toxic metabolic effects
of hyperglycemia [67]. Alterations in the iBRB are more studied than the oBRB
among the mechanisms of development and progression of DR [68-70]. The
appropriated function of autophagy flux is important for maintenance of cellular
viability and confers stress tolerance in retinal cells under adverse conditions such
as DR [71].
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Retinal endothelial cells of microcirculation of the retina form the iBRB. This
barrier selectively allows passage of molecules from systemic circulation to retinal
tissue. As a constituent of this barrier, there are tight junctions and adherens junc-
tions such as zonula occludens-1 (Z0-1}, occludin, VE-cadherin, and N-cadherin
[72]. Endothelial cells are warped by pericytes, which are highly specialized.
Pericytes play an essential role in the structure and stability of the iBRB, coordinat-
ing angiogenesis and vascular remodeling [73, 74].

Few articles have highlighted the autophagic process in retinal endothelial cells
under diabetic conditions [75, 76]. Exposure to high glucose leads to an increase in
retinal endothelial cell apoptosis, and this mechanism is mediated by the enhance-
ment of ROS production. This phenomenon is correlated with a reduction in the
AMPK pathway [76], which is well described as a direct activator of ULK-1 in the
autophagy process [77]. Reestablishing the level of AMPK using specific activa-
tors—such as AICAR or antioxidant treatment—is effective in the protection of
endothelial retinal cells from damage caused by diabetic conditions [75, 76]. A
recent study from Niu et al. described the importance of the protective properties
of metformin on retinal endothelial cells and human umbilical vascular endothelial
cells (HUVECs) via autophagy in diabetic conditions. In this work, the authors
showed that there was an increased LC3 puncta formation, which is an indicative of
autophagy, in retinal vascular endothelium from db/db (diabetic) mice compared
with control (non-diabetic) mice. This is indicative that metformin protects the
retinal microvascular cells by diminishing LC3 formation. To further understand
this mechanism, HUVECs were exposed to high levels of glucose and treated with
metformin, resulting in a clear increase of LC3 formation. In HUVECs transfected
with sh-PRKAA1/2 (AMP catalytic subunit), the protective effect of metformin was
abrogated, indicating that metformin acts via AMPK activation [78] and improving
autophagy in these cells.

The 0oBRB is a monolayer formed by retinal pigment epithelial cell layer that
separates the neuro retina from choriocapillaris. Impairment of this barrier is
implicated in diabetic retinopathy development [79-81]. The major functions of the
oBRB are to provide glucose, fatty acids, and retinol to photoreceptors from chorio-
capillaris and reisomerise all-trans-retinal in 11-cis-retinal after photon absorption
of the photoreceptor [66, 82, 83]. Therefore, any disturbance in this structure may
have detrimental effects on the retina. A number of sight-threatening diseases
display RPR dysfunction, such as age-related macular degeneration, proliferative
vitreoretinopathy, and diabetic retinopathy [84].

It is well described in the literature that human retinal pigmented epithelial
(RPE) immortalized cells (ARPE-19) exposed to high concentrations of glucose
present molecular changes, including a decrease of proliferation, an increase in
oxidative stress mediated by ROS production, and augmented lipid droplets and
inflammation [85-88]. These alterations can activate or repress the autophagic flux
in RPE cells. Studies have shown that, until 48 hours of exposure to high glucose
levels, ARPE-19 cells present an increase in lipid droplets, which can contribute
to ROS production [71, 85, 89]. This increase in ROS production can initiate
autophagy, enhancing the numbers of autophagosomes, increasing conversion of
LC3-1 to LC3-11, and decreasing levels of p62/SQSTM1 as a defense mechanism
against damage caused by high glucose. However, Chen et al. found that an increase
in autophagic flux promoted by high glucose cannot be maintained long-term. After
7 days in high glucose, ARPE-19 presented impairment in the degradation of p62/
SQSTM1 and an increase in apoptotic cells. These findings indicated that autophagy
was the first defense against oxidative stress in high-glucose conditions. In the long-
term, this protective pathway became saturated and inefficient, thus contributing
to RPE degeneration in DR [87].
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Zhang et al. have shown that high glucose concentrations can attenuate
the PINK1 and parkin pathways involved in controlling cellular mitophagy.
Downregulation of mitophagy can lead to an increase in cellular stress levels
because the biogenesis of mitochondria becomes compromised [90].

The role of autophagy in retinal diabetic complications is not simply a matter of
inhibiting its initiation ot progression. Inhibition of autophagy in ARPE-19 during
its initial phase with 3-methyladenine (3-MA) or during the fusion of autophago-
some and lysosome using bafilomycin aggravates oxidative stress and exacerbates
secretion of the pro-inflammatory interleukin-1p promoted by high glucose [88].
The appropriated autophagic process is important as a mechanism of cell homeosta-
sis in diabetic conditions.

3.3 Autophagy in Mitller glial cells and implications in diabetic retinopathy
pathogenesis

Miiller cells are the predominant glial cell in the retina. Its unique morphology
allows the Miiller cell to directly interact with neighboring neural and vascular
cells, expanding through the entire retina from the inner limiting membrane to the
photoreceptor layer. Miiller cells are closely related with vitreous, blood vessels, and
sub retinal space. Each Miiller cell interacts with one cone and 10 rods [91]. This
configuration of Miiller cells inside the retina explains the diversity of its function,
responsible for the metabolic, functional, and structural support of the retina [92].

There are several functions attributed to Miiller cells, such as the release of
trophic factors [93, 94], neurotransmitter recycling [95], and phagocytosis of exter-
nal photoreceptor segments [96, 97]. Miiller cells, depending upon the stimulus
(trauma, vascular, or metabolic), may react with phenotype changes called gliosis,
which consist in adaptive morphological, biochemical, and physiological altera-
tions. Among the more interesting biochemical changes in Miiller cells are increased
vascular endothelial growth factor (VEGF) [98] and glial fibrillary acidic protein
(GFAP) production, both with pro-angiogenic and pro-inflammatory effects.
Massive VEGF release is present in the proliferative stages of DR and diabetic macu-
lar edema, representing a major therapeutic target for pharmacological treatment of
these devastating complications.

There are few studies showing the effects of high glucose on autophagy in retinal
Miiller cells. Devi et al. described the implications of autophagy dysfunction in
the mechanisms of DR [99]. In their study, Miiller cells exposed to high glucose
conditions for 5 days displayed an increase of autophagosome and mitophagosome
in the cytosol, suggesting high glucose conditions activated the autophagy process.
Despite activation of the protective process (autophagy), they observed an associa-
tion with an increased proapoptotic caspase-3, leading to programmed cell death.
This scenario elucidates that diabetic conditions induce activation of autophagy
followed by dysfunction, leading to cellular death.

In the previously published work addressing the mechanism by which Miiller
cells exposed to high glucose release high amounts of VEFG and trigger increased
apoptosis, it was shown that the autophagic process was defective in Miiller cells
among diabetic conditions. In cells exposed to high glucose, autophagy markers—
both early Beclin and late LC3-1 and LC3-11—were increased, but p62/SQSTM1
accumulated in the cytosol compartment of Miiller cells, accompanied by an
increased apoptotic rate. To further understand how p62/SQSTM1 could modulate
the autophagy and apoptosis in Miiller cells exposed to high glucose, p62/SQSTM1
was suppressed. [n this condition, there was less endoplasmic reticulum stress,
lowering the interaction with caspase-8 and, by extension, less apoptosis. The pres-
ence of rapamycin, an mTOR blocker, triggered the formation of autophagosome
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and ameliorated the degradation of p62/SQSTM1. Rapamycin showed to improve
proteolytic activity of the lysosome, reducing the release of VEGFE. Corresponding
findings were also demonstrated in models using diabetic animals. In the retinas
of diabetic rats, there was a significant increase in p62/SQSTM1 accumulation,
particularly in cells located in the inner nuclear layer [29]. Lysosomal impairment
and autophagic flux dysfunction are early indicators of the pathogenesis of DR.

4, Conclusion

Diabetic retinopathy is a neurodegenerative disease presenting vascular
changes in its late stages. Multiple factors are associated with the development
and progression of DR. Recently, better understanding at cellular and molecular
levels of its process has been identified through the pathways and intracellular

signaling involved in cells exposed to diabetic conditions. This has allowed identi-

fication of new therapeutic approaches. Recent concepts of this disease have been

analyzed here, with special focus on the process of autophagy using experimental

models in different retinal cells targeted by hyperglycemia in the developmental
stages of the disease.
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