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“Nunca ande por trilhas, pois assim 

só irá até onde outros já foram.” 

Alexander Graham Bell 



RESUMO  

Introdução: As retinopatias isquêmicas (RIs) são as principais causas de alterações 

visuais severas, podendo levar à perda de visão. Nesse sentido, o entendimento dos 

mecanismos relacionados ao desenvolvimento e a elaboração de novas terapêuticas 

que previnam a progressão da doença são necessários. Diversos mecanismos estão 

relacionados com a gênese das RIs, dentre elas destaca-se o aumento do processo 

inflamatório, estresse oxidativo e angiogênese. Evidências sugerem que a ativação 

da proteína quinase dependente de AMP (AMPK), em células retinianas é capaz de 

reduzir a inflamação e o estresse oxidativo. Entretanto, o papel da proteína AMPK nas 

RIs permanece pouco compreendido. Em contrapartida, evidencias também 

demonstram o papel benéfico dos ácidos graxos poli-insaturados da família do ω3 (ω3-

PUFAs) no desenvolvimento de retinopatias, porém os mecanismos permanecem 

pouco elucidados.  Em relação à ativação da AMPK, estudos sugerem que a 

nutrientes, como os ω3-PUFAs são capazes de atuar como ativadores da proteína, 

porém, o papel do eixo ω3-AMPK no tecido retiniano permanece desconhecido.  

Objetivo: Avaliar os possíveis efeitos benéficos do ômega-3 em modelo de retinopatia 

isquêmica e se esses possíveis efeitos podem depender da ativação da proteína 

AMPK. 

Métodos: Células endoteliais primárias da microvasculatura da retina humana 

(hRMECs) foram expostas a um mimético de hipóxia (Dimetiloxalilglicina – DMOG, 

400µm), na presença ou ausência de ω3-PUFA (ácido docosaexaenóico – DHA, 

50µm), sob silenciamento ou não para a proteína AMPKα. Após os diferentes 

tratamentos, foram avaliados parâmetros de isquemia, o fenômeno de transição 

mesenquimal, integridade da barreira endotelial,  angiogênese e a atividade da 

proteína AMPK. Posteriormente, camundongos nocautes para AMPKα2 e   seus 

controles genéticos (C57BL/J6) foram distribuídos nos seguintes grupos 

experimentais:  grupo controle (CT); grupo submetido ao protocolo de retinopatia 

induzia por oxigênio (OIR); grupo OIR+ω3, no qual houve a suplementação materna 

com 50µL de óleo rico em ω3-PUFAs. Ao final do período experimental, foram 

avaliados marcadores isquêmicos e de angiogênese através das técnicas de 

imunofluorescência ou imuno-histoquímica.  



Resultados: As células expostas ao DMOG apresentaram um aumento na expressão 

de marcadores hipóxicos, de transição mesenquimal (vimentina), desarranjo da 

proteína de junção Zônula Occludens-1 (ZO-1), acompanhado de aumento na 

migração celular e angiogênese quando comparados ao controle (CT) (p<0.05). A 

exposição ao DMOG reduziu a fosforilação em treonina 172 (Thr172) da AMPK 

(pAMPKThr172). De maneira interessante, o tratamento com DHA sob condição de 

isquêmia (DMOG+DHA) foi capaz de restaurar pAMPKThr172 (p<0.05  vs DMOG). O 

tratamento com DHA aumentou a expressão de seu receptor (GPR120), a 

concentração intracelular de cálcio e a expressão da proteína a montante da AMPK, 

CaMKKβ. Ainda, o tratamento com DHA restaurou as alterações promovidas pelo 

DMOG. Sob silenciamento para AMPKα os efeitos benéficos promovidos pelo DHA, 

foram perdidos. In vivo, camundongos AMPKα2-/- e WT submetidos ao protocolo de 

OIR apresentaram alterações retinianas morfológicas similares. Por outro lado, a 

suplementação com óleo rico em ω3-PUFAs foi capaz de atenuar as alterações 

promovidas pela isquemia apenas em animais WT, reforçando o possível papel da 

AMPKα nos efeitos benéficos dos ácidos graxos ômega-3 em ambiente isquêmico.  

Conclusão: O ômega-3 é capaz ativar a proteína AMPK via GPR120-CaMKKβ e essa 

ativação protege a retina contra insultos isquêmicos. Além disso, os efeitos 

promovidos pelos ω3-PUFAs parecem ser dependentes da ativação da proteína 

AMPK. As evidências apresentadas nesse estudo podem contribuir para o 

desenvolvimento de uma nova ferramenta terapêutica para o controle da angiogênese 

patológica em doenças isquêmicas da retina. No entanto, mais estudos são 

necessários para a confirmação de tal hipótese. 

Palavras-chve: Angiogênese; retinopatia induzida por oxigênio; suplementação; 

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 ω3 family (ω3-PUFAs) in the 

development of retinopathies, but the mechanisms remain poorly understood. In 

relation to AMPK activation, studies suggest that nutrients such as ω3-PUFAs can act 

as protein activators, however, the role of the ω3-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, 400µm), in the 

presence or absence of ω3-PUFA (docosahexaenoic acid – DHA, 50µm), under 

silencing for the protein AMPKα. After treatments, ischemia parameters, the 

mesenchymal transition phenomenon, endothelial barrier integrity, angiogenesis, and 

AMPK protein activity were evaluated. After that, AMPKα2 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+ω3 group that received a maternal supplementation with 50µL 

of oil rich in ω3-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 (pAMPKThr172). 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, CaMKKβ. In addition, DHA treatment restored the alterations 

promoted by DMOG. However, under AMPKα silencing, the beneficial effects 

promoted by DHA were lost. In vivo, AMPKα2-/- and WT mice submitted to the OIR 

protocol showed similar morphological retinal changes. On the other hand, 

supplementation with oil rich in ω3-PUFAs reduced alterations promoted by ischemia 

only in WT animals, reinforcing the possible role of AMPKα 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-

CaMKKβ protecting the retina against ischemic insults. Furthermore, ω3-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. INTRODUÇÃO 

 
As retinopatias isquêmicas (RIs), como a retinopatia da prematuridade (ROP), 

retinopatia diabética (RD) e a degeneração macular relacionada à idade (DMRI), são 

as principais causas de alterações visuais severas, podendo levar a perda de visão 

em crianças, adultos portadores de diabetes e na população idosa, respectivamente. 

De maneira simplificada, as RIs possuem duas principais características, a 

degeneração da microvasculatura retiniana preexistentes e a redução na 

disponibilidade de oxigênio que é capaz de induzir proliferação anormal de novos 

vasos em direção ao vítreo, podendo resultar em descolamento retiniano e cegueira. 

Além disso, os eventos isquêmicos decorrentes da perda inicial de vasos podem 

alterar a homeostase e função dos neurônios 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 interação materno-fetal, associada a redução na expressão de fatores de 

crescimento devido à hiperóxia pode levar ao bloqueio da vascularização retiniana. 

Posteriormente, a retina se torna metabolicamente ativa, porém pouco vascularizada, 

tornando-se então hipóxica, o que irá estimular a proliferação de novos vasos pela 

intensa ativação de fatores de crescimento. Essa proliferação anormal pode levar ao 

descolamento da retina e perda visual total (3,4).  

Em relação a epidemiologia da ROP, na população geral, estima-se que 3 em cada 

10.000 nascidos vivos apresentem pelo menos um dos olhos cegos em decorrência 

da ROP. Entretanto, destaca-se que a avaliação e comparação da sua incidência em 

diversas populações é dificultada pelas divergências nos delineamentos dos estudos, 

inclusão pré-termos de diferentes idades gestacionais, taxas de sobrevivência, além 

dos diferentes tratamentos utilizados nessa população que podem influenciar o 

desenvolvimento da doença (3).  

Em estudo prospectivo realizado na Suécia avaliou a incidência de ROP em 506 bebês 

nascidos com menos de 27 semanas de gestação, 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 Austrália e Nova Zelândia, que teve como objetivo 

avaliar a incidência de ROP em bebês nascidos com menos de 29 semanas de 



gestação,  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 bebês nascidos com menos de 34 

semanas de idade gestacional e com peso menor de 1700g e verificou que 43% da 

população estudada apresentava algum tipo de ROP (4). Em contrapartida, estudo 

finlandês teve como proposta avaliar a incidência de ROP em bebês 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 complicação microvascular que ocorre em decorrência do 

diabetes mellitus (DM) sendo uma das principais causas de cegueira em indivíduos 

em idade produtiva (20-74 anos) (7). Nesse sentido, dados epidemiológicos indicaram 

que no ano de 2021 cerca de 537 milhões de pessoas eram portadores de DM. As 

estimativas para o ano de 2045 não são nada animadoras e os dados apontam 

aumento de 46% na prevalência do diabetes, ou seja, no ano de 2045 cerca de 783 

milhões de indivíduos serão portadores de diabetes ao redor do mundo (8). Com o 

aumento da prevalência de DM associado ao aumento da expectativa de vida dos 

portadores da doença, devido a avanços no tratamento, a tendência é que haja um 

aumento no número de pessoas com retinopatia diabética e alterações visuais.  

Ademais, outros estudos epidemiológicos mostram que incidência anual da retinopatia 

diabética varia de 2,2-12,7%, podendo progredir para a fase proliferativa da doença 

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 prevalências 

são reportadas em outros países, como a Australia, por exemplo (7). Na China, cerca 

de 20% dos portadores de DM apresentam algum grau de retinopatia (10), já na 

população rural, as taxas de prevalência aumentam para 43%. Por fim, no sudeste 

Asiático, a prevalência de RD em portadores de DM chega a 34%, sendo que destes, 

10% apresentavam risco de perda de visão em decorrência da doença (7).  

A RD é classificada de acordo com seus estágios, sendo que os estágios iniciais são 

definidos pela fase não-proliferativa e o estágio avançado pela fase proliferativa. 

Clinicamente, a RD não-proliferativa (RDNP) é caracterizada pela presença de micro 

aneurismas, hemorragias, exsudatos e alterações na circulação da retina. Já a RD 



proliferativa (RDP), apresenta como principal característica a neovascularização 

(11,12).  

Por outro lado, a DMRI, é uma doença que afeta a região macular da retina e é 

responsável pela perda progressiva da visão central. Com a evolução da doença, 

estágios neovasculares podem resultar em perda severa e permanente da visão, 

impactando de maneira direta na qualidade de vida do portador da doença. As 

previsões para 2040 apontam que cerca de 300 milhões de pessoas serão acometidas 

por essa doença em todo o mundo. A maioria dos casos de DMRI ocorre em indivíduos 

com 60 anos ou mais. Estudos populacionais mostram que a prevalência de DMRI 

tardia é de 0,2% em indivíduos entre 55 e 64 anos, aumentando para 13,1% em 

pessoas com mais de 85 anos (13). Ainda, recente estudo apresentou projeções para 

prevalência e incidência da doença na Europa, apontando um aumento de 15% na 

prevalência e 75% na incidência até 2050 (14).   

Desse modo, dados epidemiológicos indicam aumento nas projeções para prevalência 

e incidência das retinopatias isquêmicas. Portanto, se torna essencial a melhor 

compreensão dos mecanismos relacionados aos eventos isquêmicos para que seja 

possível a identificação de novos alvos terapêuticos que possam auxiliar no 

tratamento e/ou na redução da progressão da doença.   

1.1 Retina 

  
A parede ocular possui três camadas concêntricas. A camada externa que é composta 

pela córnea (transparente) e a esclera (opaca), a camada média que inclui a íris 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 é encontrada em toda a face posterior do 

olho, com exceção do disco óptico, que é o espaço em que os axônios do nervo óptico 

saem da retina. Esse espaço não possui receptores, sendo comumente denominado 

como “ponto cego” anatômico (15).  

A luz entra no olho através da córnea e transpassa fluidos e estruturas transparentes 

denominados de meios dióptricos. Essas estruturas e fluidos correspondem à córnea, 

o humor aquoso, a lente e o humor vítreo. Sendo que o humor vítreo e o humor aquoso 

auxiliam na manutenção da forma do olho. A luz de um alvo visual é focalizada de 



maneira nítida na retina pela córnea e o cristalino, que atuam na curvatura ou refração 

da luz. Além disso, a visão de maneira apropriada da luz na retina necessita não só 

do cristalino e da córnea, mas também da íris que irá 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 óptico e se torna mais fina em 

direção à periferia, atingindo cerca de 0,14mm. A mácula corresponde a uma área 

circular de 1,5mm na retina neural com alta densidade de cones, cerca de 4.000-

5.000/mm2. Em relação ao suprimento metabólico, a retina neural é suprida pela 

artéria central retiniana, que se divide em quatro arteríolas no disco óptico (16,17).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Diagrama das estruturas oculares (18).  

Em relação à organização da estrutura da retina, na parte mais externa está localizado 

o epitélio pigmentar, que se localiza imediatamente dentro da coroide. As células 

epiteliais pigmentadas se estendem à camada fotorreceptora, envolvendo os 

segmentos externos dos cones e bastonetes. Essas projeções das células epiteliais 

atuam como uma barreira, impossibilitando a dispersão transversa da luz entre os 

fotorreceptores. Além disso, o contato entre a camada epitelial e fotorreceptora é 

essencial para que o epitélio pigmentar ofereça aporte nutricional e remova resíduos 

dos fotorreceptores, realize a fagocitose dos segmentos mais externos dos bastonetes 

que são descamados de maneira continua, além de atuar na reconversão 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 Müller, astrócitos e micróglias  

apresentam papel relevante na manutenção da geometria interna da retina, vigilância 

imunológica do tecido, ligação dos neurônios com capilares sanguíneos, além de 



exercer papel fundamental no fornecimento de nutrientes para os neurônios 

retinianos. Ainda, é valido ressaltar que às células de Müller estão organizadas 

radialmente, em paralelo ao trajeto da luz através da retina. Em relação às principais 

camadas da retina, a camada plexiforme externa (CPE), contém as sinapses entre os 

fotorreceptores e os interneurônios retinianos, contendo as células bipolares e 

horizontais. A camada nuclear interna (CNI), contém os corpos celulares das células 

bipolares e horizontais além de outros interneurônios retinianos (células amácrinas e 

interplexiformes) e células de Müller. Já a camada plexiforme interna (CPI) abriga as 

sinapses entre os neurônios 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 é a membrana limitante 

interna (MLI) formada pelos pés terminais das células de Müller (Figura 2) (16,19,20).  

 

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

A codificação das informações visuais tem início com a conversão da energia 

luminosa em química, através da excitação dos fotorreceptores. Os fotorreceptores 



são divididos em cones e bastonetes. Os cones são sensíveis à luz e responsáveis 

pela visão em cores. Já os bastonetes, são capazes de detectar a penumbra sendo 

responsáveis pela visão em preto e branco em condições de baixa luminosidade. Além 

disso, os cones apresentam sensibilidade cerca de cem vezes menor em comparação 

aos bastonetes, mas apresentam uma cinética de resposta muito mais rápida durante 

o processo de fototransdução. Os fotorreceptores utilizam o glutamato como 

neurotransmissor e realizam sinapses com as células bipolares glutamaérgicas de 

segunda ordem na CPE. A transmissão 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 específico. Posteriormente, as 

células bipolares realizam sinapses com as células ganglionares e amácrinas. Cabe 

destacar que as células ganglionares são as responsáveis pela transmissão das 

informações ao encéfalo e seus axônios entram no disco óptico, onde deixam o olho 

como nervo óptico (16,19–22). 

1.1.1 Barreira hemato-retiniana  

 
A barreira hemato-retiniana (BHR) é essencial na manutenção e estabelecimento de 

um microambiente ideal para o correto funcionamento da retina. A BHR, possui função 

similar à barreira hematoencefálica, tendo como principal característica a seletividade. 

Atua na regulação do fluxo de íons, água e proteínas entre os leitos vasculares 

oculares e tecido retiniano, além de ser responsável 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 inglês retinal pigmented epithelium) 

que se mantém unidas por junções compactas (TJs, do inglês tight junctions), e atua 

na regulação do transporte entre os coriocapilares e a retina. Já a BHRi é composta 

por células endoteliais da microvasculatura retiana (RMECs, do inglês 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 são 



estruturas complexas e dinâmicas, sendo essenciais na manutenção da integridade 

da barreira (23,25,26) (Figura 3).  

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

A BHRe é essencial para a sobrevivência dos fotorreceptores, pois desempenha 

funções essenciais como a filtração, transporte de nutrientes e fagocitose dos 

segmentos externos dos fotorreceptores. Além disso, as células do RPE apresentam 

outras funções como a absorção da luz, adesão retiniana, transporte e processamento 

da vitamina A, reisomerização de trans-retinal para 11-cis-retinal, que são processos 

fundamentais no ciclo visual (26,27).  

O RPE é composto por uma única camada de células unidas por TJs que fazem a 

união das membranas plasmáticas de células adjacentes. A membrana apical das 

células do RPE está direcionada para os segmentos externos dos fotorreceptores e a 

membrana basolateral esta direcionada para a membrana de Brunch, separando o 

RPE da coroide. A porção 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 área de superfície das células, o que possibilita uma 

estreita relação com os fotorreceptores que é essencial para a manutenção da função 

visual. Por fim, a porção lateral da membrana das células do RPE é o local onde há 



comunicação e adesão entre as células. Junções comunicantes, aderentes e TJs são 

responsáveis pela formação de uma barreira física, que atua na manutenção da 

polaridade celular e prevenção da difusão intramembranosa entre domínios da 

membrana basolateral e apical (24,26,27).  

As células endoteliais que compõem a BHRi, são responsáveis pela manutenção do 

correto funcionamento dos capilares retinianos e estão localizadas sobre uma lâmina 

basal. A BHRi reveste a vasculatura retiniana e tem origem na artéria central da retina, 

sendo responsável pelo suprimento das camadas internas da retina. A vasculatura 

retiniana é distribuída em três plexos principais: o superficial, intermediário e profundo 

que correspondem à camada de fibras nervosas, camada plexiforme interna e camada 

plexiforme externa, respectivamente. Enquanto a BHRi se refere exclusivamente às 

propriedades das células endoteliais retinianas, a composição geral da BHRi, é 

denominada unidade neurovascular (NVU, do inglês Neurovascular unit), que 

apresenta estrutura e função semelhante à barreira hemato-encefálica (BHE). De 

maneira geral, a NVU compreende as células endoteliais vasculares retinianas, 

pericitos e células gliais, incluindo células de Müller e astrócitos. Em relação à 

estrutura da NVU, as células endoteliais vasculares retinianas e são recobertas por 

prolongamentos de astrócitos e células de Müller. Além destas, os pericitos também 

estão envoltos na membrana basal e mantem contato com as células endoteliais, 

entretanto, não apresentam uma camada continua e, sendo assim, não contribuem 

para a formação da barreira. De maneira geral, os astrócitos, as células de Müller e 

os pericitos podem influenciar a atividade das células endoteliais retinianas e o 

funcionamento da BHRi, pois transmitem sinais quando há alteração do 

microambiente dos circuitos neuronais retinianos. 

As células endoteliais retinianas se mantêm conectadas umas às outras através de 

complexos juncionais, como tight junctions, junções aderentes e demosmossomos, 

sendo que as tight junctions apresentam um papel central na regulação da barreira 

celular. De maneira geral, essas estruturas possuem duas principais funções: 1) gate 

function, coordenando a passagem paracelular de moléculas, permitindo a livre 

passagem de água e moléculas lipossolúveis (O2 e CO2) e bloqueando a passagem 

de eletrólitos, proteínas e moléculas orgânicas hidrofílicas; 2) fence function, que 

conferindo polaridade às células prevenindo o movimento de lipídeos e proteinas entre 

a membrana apical e basolateral. Além disso, evidencias mostram que as tight 



junctions estão relacionadas a diversos processos de sinalização celular, como por 

exemplo, na proliferação e diferenciação celular.  

A níveis moleculares, as tight junctions são constituídas por mais de 40 proteínas que 

podem ser divididas em: 1) proteínas transmembrana (claudinas, ocludinas e 

moléculas de adesão juncional (JAMs)); 2) proteínas citoplasmáticas com função 

andaime (Zônula Ocludens (ZO) e afadina). As claudinas são pequenas proteínas (20-

27 kDa) transmembrana e têm papel fundamental no transporte paracelular, formando 

uma barreira seletiva a íons. As claudinas possuem domínios citoplasmáticos como o 

NH2 intracelular e COOH- terminal além de duas alças extracelulares. Ainda, o 

domínio carboxi-terminal das claudinas são capazes de interagir com a proteína ZO-

1, permitindo a conexão entre proteínas transmembrana e a actina do citoesqueleto, 

coordenando a localização das claudinas nas áreas de contato célula-célula. Já sua 

porção extracelular, é capaz de interagir com claudinas das células endoteliais 

adjacentes (28,29).  

A ocludina, por sua vez, é uma proteína transmembrana de cerca de 60 kDa que 

possui duas alças extracelulares e domínios citoplasmáticos NH2 e COOH terminal. A 

porção N-terminal da proteína interage com a E3-ubiquitina ligase que coordena a 

endocitose e degradação de ocludina. Já a sua porção C-terminal se apresenta em 

uma espécie de espiral que é capaz de se associar à ZO-1, ZO-2 e ZO-3. A expressão 

de ocludina está diretamente relacionada à função da barreira celular. Já as JAMs,  

pertencem a superfamília das imunoglobulinas por conterem ao menos um domínio 

IgG na sua porção N-terminal extracelular. A cauda citoplasmática das JAMs possui 

uma sequência de ligação ao PDZ que interage com o domínio PDZ de ZO-1 e sua 

alça extracelular é capaz de interagir com JAMs de células adjacentes ou com JAMs 

localizadas na própria célula. Além disso, as JAMs atuam principalmente facilitando a 

estrutura das junções (23,28–32).  

Por fim, as ZOs são proteínas de alto peso molecular (>200 kDa) que apresentam 

função de suporte e conectam as proteínas transmembranas com o citoesqueleto, 

sendo essenciais para a organização e manutenção da função da barreira das células 

endoteliais. As ZOs são parte da superfamília MAGUK e possuem três isoformas ZO-

1, ZO-2 e ZO-3, sendo a isoforma 1 a mais amplamente estudada. As proteínas ZO 

possuem três domínios PDZ que permitem a interação com proteínas que possuem o 

mesmo domínio ou que apresentam em sua estrutura sítios de ligação ao PDZ, como 



as claudinas e JAMs. As ZO atuam formando uma conexão entre os complexos 

juncionais e o citoesqueleto, pois possuem habilidade de se ligar à actina, α-catetina 

e afadina, dessa forma, promovendo a união das TJ nos locais de contato célula-célula 

(Figura 4).  As ZO apresentam um papel central na formação 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 embrionária, além 

de apresentarem alterações 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 disfunção da BHE e BHR demonstraram que 

a perda ou redução de ZO-1 apresentava correlação com o aumento da 

permeabilidade paracelular, reforçando a ideia de que ZO-1 é um importante marcador 

de extravasamento e disfunção das barreiras endoteliais (28,29,33,34) .  

Figura 4. Diagrama dos complexos juncionais. Representação dos principais complexos juncionais 
responsáveis pela adesão célula-célula e responsáveis pelo correto funcionamento das barreiras 
hemato-retinianas.  JAM: moléculas de adesão juncional; ZO: Zônula occludens (33,34). 

 

1.1.2 Vasculatura retiniana 

 
A vascularização 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 órgãos sensoriais do corpo e a retina 

apresentar uma das maiores taxas metabólicas do organismo. Em segundo lugar, 

como parte do sistema nervoso central (SNC), a retina é protegida do conteúdo 

vascular por barreiras hemato-retinianas. Em relação à função e estrutura do sistema 



vascular retiniano, ele é composto por artérias e veias de maior calibre 

(macrovasculatura) e pequenos vasos (microvasculatura). De maneira geral, a 

macrovaculatura é responsável pela distribuição dos produtos sanguíneos com alta 

velocidade e pressão, enquanto a microvasculatura são frequentemente 

especializadas, de acordo com o tecido que suprem. Os vasos sanguíneos que 

possuem diâmetros maiores que 100-200 µm compõem o sistema macrovascular, 

enquanto vasos menores de 100 µm compõem a microvasculatura. Ainda,  destaca-

se que a maioria dos vasos que irrigam o olho são considerados do sistema 

microvascular (29,35–37) .  

Em relação as principais funções do sistema vascular, ele é responsável pelo 

fornecimento de oxigênio, nutrientes e precursores para a realização de processos 

metabólicos, transporte de fatores de crescimento e hormônios. Além de ser 

responsável pela remoção 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 é responsável pela 

regulação do fluxo sanguíneo para os diversos tecidos (29,35–37).  

Os vasos sanguíneos são revestidos por células endoteliais e possuem pequenas 

fendas intercelulares por onde fluidos são capazes de se mover livremente. Essas 

estruturas abrangem cerca de 1 milésimo da área da superfície endotelial e possibilita 

a passagem de pequenas moléculas e íons solúveis em água. Além destas fendas, 

as células endoteliais também apresentam caveolinas que possibilitam a endocitose 

de moléculas maiores. Além disso, materiais lipossolúveis como o oxigênio (O2) e 

dióxido de carbono (CO2) também são capazes de se difundir através da membrana 

celular, sendo a taxa de difusão destes materiais é muito mais rápida quando 

comparada a substâncias solúveis em água, como por exemplo, a glicose. Por fim, as 

células endoteliais se mantem conectadas por tight junctions, que apresentam função 

primordial no controle da permeabilidade da barreira retiniana (29,36).  

Especificamente sobre a vasculatura retiniana, ela possui a função 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 responsável pela 

separação dessa vasculatura da retina neural. Existem diversas particularidades em 

relação a vasculatura retiniana, sendo a principal o fato de que os vasos sanguíneos 



são altamente dispersivos e se localizam no caminho da passagem de luz, podendo 

interferir no processo visual, sendo assim, é geralmente aceita a teoria de que os 

primatas desenvolveram uma zona foveal avascular (ZFA) que age minimizando a 

dispersão vascular e concentração essa dispersão em direção à maior acuidade da 

retina. Nesse sentido, a vasculatura retiniana é criticamente organizada, ocorrendo 

poda de vasos durante a fase de desenvolvimento, para que seja possível minimizar 

o número de vasos e manter as altas demandas metabólicas do tecido. Essa 

vantagem do menor número de vasos para auxiliar o processo visual em conjunto com 

as altas taxas metabólicas da retina, pode ser a razão pela qual a retina é altamente 

sensível à insultos vasculares (29,33,35–37).  

1.1.2.1 Desenvolvimento da vasculatura retiniana  

 
A vascularização retiniana se inicia durante o desenvolvimento embrionário, nesse 

período novos vasos se originam a partir do nervo óptico, esses novos vasos 

inicialmente formam um plexo primário na camada de fibras nervosas que, 

posteriormente irá formar brotamentos na retina, estabelecendo um plexo secundário, 

mais profundo. Em seres humanos, a formação da vasculatura hialoide e a maioria do 

desenvolvimento da vasculatura retiniana se dá na fase intrauterina. A vasculatura 

hialoide tem origem na artéria hialoide central, que dá origem a uma vesícula óptica 

durante o fechamento da fissura óptica, que ocorre por volta da sexta semana de 

gestação. Ela é formada pela artéria hialoide (AH), vasculosa hyaloidea propria (VHP), 

tunica vasculosa lentis (TVL) e pela membrana pupilar (MP). A ramificação da artéria 

hialoide sobre a superfície posterior da lente forma a TVL. Em seguida, há a expansão 

da TVL na porção inferior da lente, dando origem a MP. A VHP, por sua vez, também 

se deriva da AH (38–40). 

Posteriormente, por volta da 13ª semana de gestação os vasos hialoides começam a 

regredir e, de maneira concomitante, se inicia a formação do plexo primário, que se 

origina de um anel de capilares presente no nervo óptico, se espalhando pela 

superfície interna da retina, em quatro principais lobos. O plexo primário atinge a 

periferia da retina nasalmente na 36ª de gestação e temporalmente por volta da 40ª 

de gestação. 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 



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 vascularização retiniana se completa por volta da 38-40ª semana, 

neste momento os vasos hialoides já regrediram totalmente (Figura 5). Por essa 

razão, nascidos pré-termos apresentam a vasculatura retiniana incompleta, com áreas 

avasculares (38–41).  

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 regressão 
da VH, originando o plexo primário da vasculatura retiniana (destaca-se o plexo primário é composto 
por artérias e veias). Em seguida, ocorre o desenvolvimento dos plexos mais profundos da retina, a 
partir do plexo primário. VH: Vasculatura hialóide; AH: artéria hialóide; RC: Rede coroidal venosa; PP: 
Plexo primário; DVP: Plexo profundo. Adaptada de Fruttiger M, 2007(40).  

O desenvolvimento vascular se dá em duas fases, a fase vasculogênica e 

angiogênica. De maneira geral, a fase vasculogênica está relacionada no surgimento 

de novos vasos a partir de angioblastos derivados da medula óssea que ocorre 

durante a embriogênese. Já a fase angiogênica, mecanismos fisiológicos de hipóxia 

são ativados culminando no desenvolvimento de novos vasos a partir de vasos pré-

existentes. Na fase de desenvolvimento fetal, a hipóxia tecidual é capaz de estimular 

a atividade do fator induzido por hipóxia (HIF-1α, do inglês hypoxia inducible factor 1), 

que atua aumentando a expressão de diversos fatores de crescimento como o fator 

de crescimento endotelial vascular (VEGF, do inglês vascular endothelial growth 

factor), o fator  de crescimento placentário (PLGF, do inglês placental growth factor) e 

eritropoetina (EPO). Na fase de desenvolvimento, a hipóxia é um fator essencial para 

a estimulação da angiogênese e do correto desenvolvimento tecidual e que a 

interação materno-fetal uterina é capaz de estimular e promover as condições 

necessárias de oxigênio para estimular o crescimento e desenvolvimento da 

vasculatura retiniana. Após o seu desenvolvimento, a artéria central retiniana e seus 

principais ramos possuem mais de 100 µm de diâmetro, de maneira similar à veia 



central da retina e seus principais constituintes. As artérias e veias coroides, por sua 

vez, variam seu tamanho para mais de 200 µm de diâmetro (23,25,30,38–41).  

Em camundongos, o desenvolvimento da vasculatura retiniana se dá de maneira 

similar aos humanos, entretanto, se inicia após o nascimento. Sendo que os primeiros 

vasos retinianos se originam da cabeça do nervo óptico formando o plexo primário 

que atinge a periferia por volta do dia pós-natal 7 (P7). No P7, o plexo mais profundo 

começa a crescer a partir das veias do plexo primário, penetrando a retina e 

estabelecendo uma rede laminar em torno da membrana limitante interna. A regressão 

dos vasos hialoides também ocorre no período pós-natal, com acentuada regressão 

da VHP e TVL entre o P4 e P8 (25,40) (Figura 6).  

Figura 6. Desenvolvimento da vasculatura retiniana de camundongos (40). Retinas inteiras foram 
marcadas com anticorpo anti-Colágeno IV. Barra de escala - 200µm. 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 primário 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 número 

e localização desses leitos irá variar de acordo com a anatomia retiniana local. Os 

leitos capilares localizados perto da fóvea são reduzidos a uma única camada, sendo 

que a maioria dos indivíduos não possuem capilares na fóvea, criando a ZFA. Os três 

leitos capilares intrarretinianos se localizam dentro da retina, próximo ou dentro das 

camadas nucleares, suprindo os corpos celulares. O plexo vascular superficial (SVP) 

se localiza na camada ganglionar da retina. Abaixo do SVP, estão os dois plexos mais 

profundos, o plexo vascular intermediário (IVP) que se localiza próximo ao topo da 

camada nuclear interna e o plexo vascular profundo (DVP), localizado na porção 

inferior da camada nuclear interna. A disposição desses plexos se dá de acordo com 



a espessura total da retina, e na periferia, onde as camadas retinianas são mais finas, 

existe um único plexo capilar. Sendo assim, cada plexo está localizado de maneira 

estratégica para fornecer suprimento às camadas retinianas com maiores demandas 

metabólicas. Além disso, cada plexo apresenta um diferente padrão vascular, o SVP 

apresenta projeções mais lineares da arteríola em direção à vênula e o DVP possui 

uma estrutura mais tortuosa. Ainda, um quarto plexo de capilares radiais corre 

paralelamente aos feixes de axônios das células ganglionares para atender a alta 

demanda metabólica dos axônios não mielinizados. Essa camada de capilares é mais 

proeminente perto do nervo óptico, onde os axônios são mais numerosos (Figura 7) 

(38,40).  

Figura 7. Representação dos plexos retinianos. Representação tridimensional das conectividades 
dos plexos vasculares da retina. CPI: 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 intermediário; DVP: Plexo vascular profundo. Adaptada 
de Nesper e Fawzi, 2018 (42).  

 

 

 



1.2 Fisiopatologia das retinopatias isquêmicas 
 

1.2.1 Retinopatia da prematuridade (ROP) 

 
A ROP é uma doença multifatorial, que afeta o sistema vascular retiniano imaturo, 

sendo assim ocorre em nascidos pré-termos que não possuem a retina 

completamente vascularizada. Os fatores de risco para o seu desenvolvimento são o 

baixo peso ao nascer e a idade gestacional, além destes, a hiperóxia é um dos fatores 

frequentemente associados ao desenvolvimento da doença. A patogênese da ROP 

tem sido amplamente estudada tanto em seres humanos, quanto em modelos animais 

(3,43).  

Como já abordado anteriormente, o desenvolvimento da vasculatura retiniana se inicia 

por volta da 13ª semana de gestação e é finalizada na 40ª semana. Sendo assim, 

bebês prematuros apresentam o desenvolvimento incompleto da vasculatura 

retiniana, além de uma zona avascular periférica. Ainda, o aumento na 

biodisponibilidade de oxigênio expõe os bebês prematuros a um ambiente 

relativamente hiperóxico, que em conjunto com o sistema antioxidante imaturo, leva 

ao aumento do estresse oxidativo e inflamação. Além disso, o aumento na 

disponibilidade de oxigênio também é capaz de inibir a expressão HIF-1α e de VEGF, 

interrompendo o crescimento dos vasos sanguíneos retinianos (4,43,44).  

O desenvolvimento da ROP se dá em duas fases. A fase 1 é conhecida como vaso-

obliterativa. Essa fase se caracteriza pela interrupção e atraso no crescimento da 

vasculatura retiniana, associada à degeneração da microvasculatura. Essas 

alterações ocorrem, pois, os bebês prematuros são expostos a maiores tensões de 

oxigênio após o nascimento quando comparado ao útero, o que diminui os 

mecanismos fisiológicos de ativação da hipóxia. Nesse sentido, a hiperóxia atua 

reduzindo a expressão e atividade de HIF-1, VEGF e EPO, além de aumentar a vaso-

obliteração dos capilares retinianos imaturos pelo aumento do estresse oxidativo e 

inflamação (2,4,45).  

Já na fase 2, com a perda de vasos sanguíneos e o aumento da demanda metabólica 

faz com que a retina se torne gradualmente hipóxica, o que leva a intensa liberação 

de fatores de crescimento, especialmente o VEGF,  que induzem o crescimento, 



diferenciação e migração das células endoteliais. Essas alterações 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 áreas de 

necessidades, eles crescem de maneira desordenada em direção ao vítreo, podendo 

levar ao desenvolvimento de fibrose que pode causar o descolamento da retina e levar 

à perda da visão (1–3).  

De acordo com a classificação internacional de ROP a doença pode ser dividida em 5 

estágios. Inicialmente ocorre a demarcação da retina vascular e avascular por uma 

fina linha (estágio 1). Após isso, com a progressão da doença surge uma crista 

elevada entre a retina vascular e avascular (estágio 2). Os dois estágios iniciais são 

considerados leves e a doença é capaz de regredir de maneira espontânea. 

Entretanto, a vasculatura pode continuar a crescer para fora do plano retiniano, 

levando ao estágio de proliferação fibrovascular a partir da crista elevada (estágio 3). 

Esses novos vasos, são extremamente frágeis e podem sangrar no vítreo, causando 

tração e fibrose o que pode levar aos últimos estágios, 4 e 5. Sendo o estágio 4 

marcado pelo descolamento parcial da retina e o estágio 5, pelo descolamento total 

do tecido retiniano, levando à cegueira permanente (3,43) (Figura 8).  

Figura 8. Imagens representativas dos estágios da  retinopatia da prematuridade (ROP). Caixas 
indicam os locais das lesões. A) Estágio 1: linha de demarcação. B) Estágio 2: Crista elevada. C) 
Estágio 3: Proliferação fibrovascular a partir da crista elevada. D) Estágio 4: Descolamento parcial da 
retina. E) Estágio 5: Descolamento total da retina. F) Doença plus: dilatação e torsuosidade dos vasos 
retinianos. Adaptada de Tong et al. 2020 (46). 

 



Como um dos fatores de risco é a adoção da terapia de oxigênio em bebês 

prematuros, diversos ensaios clínicos foram realizados na tentativa de encontrar uma 

faixa ideal de saturação de oxigênio que seja capaz de proteger contra as alterações 

da ROP na fase 1 sem que haja o aumento na morbidade e mortalidade desses bebês. 

Além disso, outros estudos com foco em realizar tratamentos com altos níveis de 

oxigênios em bebês com ROP na fase 2 não apresentaram nenhum efeito na remissão 

da doença. Apesar de a faixa ideal não ter sido encontrada, estes estudos sugerem 

que a faixa de saturação de oxigênio de 90 a 95 % parece ser mais segura em 

comparação a de 85 a 89%, um outro fator que parece ser importante em relação ao 

surgimento da ROP são as alterações na flutuação de oxigênio, sendo assim, 

recomenda-se estrito monitoramento para que tais alterações sejam prevenidas. Por 

fim, mais estudos se fazem necessários para que seja possível otimizar a terapia de 

oxigênio para que seja possível prevenir a ROP (3,4,43). 

1.2.2 Retinopatia diabética (RD)  

 
A RD é uma complicação microvascular associada ao diabetes e é considerada a 

principal causa de cegueira em indivíduos em idade produtiva ao redor do mundo. 

Nesse sentido, diversos fatores de risco estão associados com o surgimento e 

progressão da RD, como o tempo de duração do diabetes, a hiperglicemia, 

hipertensão, entre outros. Sua evolução é marcada pelo aumento na permeabilidade 

vascular, isquemia e proliferação anormal de novos vasos.   Clinicamente a doença é 

definida por alterações microvasculares retinianas em pacientes diabéticos. A RD  tem 

sua fase inicial denominada como retinopatia diabética não proliferativa (RDNP) e 

pode evoluir para a fase proliferativa (RDP) (7) (Figura 9).   

A RDNP é caracterizada pela alteração na microvasculatura retiniana. No início da 

RD, ocorre uma diminuição da perfusão retiniana causada pela constrição da 

vasculatura arterial retiniana. Além disso, alterações na expressão de proteínas de 

junção, apoptose de pericitos e células endoteliais induzem o espessamento da 

membrana basal. Posteriormente, pacientes diabéticos apresentam um aumento no 

calibre das arteríolas da retina. A dilatação atua como precursor de disfunção 

microvascular, indicando deficiência na autorregulação arteriolar. Essa dilatação leva 

ao aumento da pressão do capilar podendo gerar microaneurismas, extravasamento 

de exsudatos e hemorragia. Além disso, nesse estágio também há a disfunção da 



barreira hemato-retiniana, isquemia e aumento da permeabilidade vascular 

(7,9,11,47,48) (Figura 9).  

A neovascularização distingue a fase não-proliferativa da fase proliferativa. Com o 

surgimento de novos vasos, pode haver hemorragia vítrea ou descolamento da retina, 

levando o indivíduo à perda total da visão (Figura 9). Em relação às alterações 

moleculares, diversos mecanismos estão relacionados com a patogênese da doença. 

A formação de produtos de glicação avançada (AGEs, do inglês advanced glycation 

end-products), o aumento do estresse oxidativo, a ativação da proteína quinase C 

(PKC), aumento de processos inflamatórios e na expressão e atividade de VEGF 

estão intimamente relacionados com o desenvolvimento da doença, sendo a intensa 

ativação de VEGF o fator mais relevante na progressão da RD (7,49,50).  

Figura 9. Imagens representativas dos estágios da Retinopatia Diabética (RD). A) RD não 
proliferativa (RDNP) leve com a presença de microaneurisma e hemorragia. B) RDNP moderada com 
microaneurismas, hemorragias e manchas algodonosas. C) RD proliferativa (RDP) evidenciando novos 
vasos sanguíneos no disco óptico. D) Edema macular diabético com a presença de exsudatos no centro 
da fóvea. Adaptada de Wong et al. 2016 (47). 

 



1.2.3 RD e ROP  

 
Em patologias como a RD e a ROP, ocorre o comprometimento da vasculatura 

retiniana e apesar de as alterações iniciais diferirem os estágios finais apresentam 

semelhanças. No caso da RD, o diabetes expõe o tecido retiniano a AGEs, altas 

concentrações de citocinas de caráter pró-inflamatório como a interleucina-1β (IL-1β) 

e TNF-α e aumento do estresse oxidativo alteram a homeostase do tecido e podem 

induzir a apoptose de células retinianas. Além disso, a resistência à insulina também 

pode levar a alterações capilares, levando à prejuízos na vasculatura do tecido. Já na 

ROP, os leitos vasculares não se formam de maneira adequada devido a altas tensões 

de oxigênio associado a redução na expressão de VEGF (2,43,51,52).  

Em resposta às alterações vasculares que ocorrem nas fases iniciais, o tecido 

retiniano aciona mecanismos de crescimento na tentativa de garantir níveis 

adequados de perfusão para a retina isquêmica. Durante as fases proliferativas da RD 

e ROP, neurônios, astrócitos e outras células retinianas se tornam hipóxicas devido à 

perda da vasculatura. Posteriormente, ocorre um aumento na expressão de fatores 

angiogenicos, em especial o VEGF, que induz o crescimento desordenado de novos 

vasos em direção ao vítreo. Deste modo, os dados obtidos em estudos experimentais 

são essenciais para compreender os mecanismos relacionados com o 

desenvolvimento da fase proliferativa das doenças e dados obtidos em modelos 

animais de ROP podem ser extrapolados e aplicados à RDP (2,51).  

Durante a hipoxia ou episódios isquêmicos, ocorre degeneração capilar e isso pode 

alterar o metabolismo e a homeostase de diversos tipos celulares, contribuindo para 

a progressão das retinopatias. Alguns metabolitos como o succinato e a adenosina, 

podem gerar uma resposta angiogenica. A adenosina é gerada durante o metabolismo 

do ATP e o succinato é produzido como um intermediário do ciclo de Krebs durante a 

respiração celular. Esses metabólitos, além de seu papel descrito na produção de 

energia, apresentam outras funções. De maneira geral, em condição de oxigenação 

adequada, o ciclo de Krebs produz energia o que eleva os níveis de ATP e mantem 

os níveis de adenosina baixos. Entretanto, em casos de baixa disponibilidade de 

oxigênio, os intermediários do ciclo de Krebs, como o succinato, se acumulam além 

de aumentar os níveis de adenosina. Com esse aumento, o succinato e a adenosina 

são capazes de atuar como mediadores pró-angiogênicos na tentativa de 



reestabelecer o suprimento sanguíneo e o fornecimento de oxigênio para as células. 

Ainda, além das células endoteliais esse mecanismo pode ser ativado em monócitos 

e neurônios retinianos, evidenciando o papel orquestrado de diversos tipos celulares 

retinanos na tentativa de restaurar o equilíbrio energético em situação de estresse 

(1,2,43,44,48,52–56).  

1.2.4 Fator induzido por hipóxia (HIF)  

 
A hipóxia é definida pela redução na disponibilidade de O2 em determinada célula, 

tecido ou órgão. A redução nos níveis de O2 pode causar alteração na transcrição 

genica ou levar a alterações pós-transcricionais, levando a alterações no metabolismo 

celular. Os principais reguladores da homeostase de oxigênio são os fatores 

induzíveis por hipóxia (HIFs), sendo sua expressão e atividade relacionada não 

apenas ao desenvolvimento fisiológico, mas também ao surgimento de diversas 

doenças, dentre elas as retinopatias isquêmicas (57,58).   

HIF é um fator de transcrição composto por um complexo heterodimerico com duas 

subunidades: uma subunidade dependente de oxigênio (HIF-α) e uma subunidade 

nuclear expressa de maneira constitutiva (HIF-1β) também denominada como 

translocador nuclear receptor aril hidrocarboneto (ARNT, do inglês aryl hydrocarbon 

receptor nuclear translocator). Existem três isoformas da subunidade α (HIF-1α, HIF-

2α e HIF-3α), sendo as isoformas HIF-1α, HIF-2α essenciais para a resposta à hipóxia 

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

Em condições normais de oxigênio (normóxia), a subunidade α de HIF ainda no  citosol 

sofre hidroxilação pelas enzimas prolil-hidroxilase (PHDs). As PHDs são parte de uma 

pequena família de proteínas e nos seres humanos se apresentam em três isoformas 

(PHD1, PHD2 e PHD3). A hidroxilação de HIF pelas PHDs leva ao recrutamento da 

proteína Von-Hippel-Lindau (VHL) e outros cofatores que permitem a ubiquitinação e 

HIF pelo complexo CRL2VHL E3 e degradação pelo proteassoma 26S. Uma vez que 

as PHDs utilizam como cofatores oxigênio e íons de ferro, com baixa disponibilidade 

de oxigênio (hipóxia) há uma redução na atividade das PHDs o que leva a  

estabilização de HIF-α e subsequente translocação ao núcleo celular. Posteriormente 

a proteína forma um dímero com a isoforma constitutiva (HIF-1β) formando o 

complexo HIF-1 que se liga aos elementos de resposta à hipóxia em regiões 



promotoras especificas do genoma. Uma vez no núcleo, HIF é capaz de ativar a 

expressão de diversos genes relacionados com o processo de angiogênese como 

VEGF, EPO, PDGF, genes relacionados ao metabolismo de glicose, sobrevivência e 

proliferação celular (Figura 10) (57–59). 

 

Figura 10. Sinalização do fator induzível por hipóxia (HIF) (58,60). Em condições normais de 
oxigênio (O2) as enzimas prolil-hidroxilazes (PHDs) coordenam a hidroxilação de HIF-1α no citosol. 
Posteriormente, há o recrutamento da proteína Von-Hippel-Lindau e ubiquitinação de HIF-1α, marcando 
a proteína para degradação proteassomal. Em contrapartida, em baixas concentrações de oxigênio 
(hipóxia), há redução da atividade das PHDs, estabilizando HIF-1α no citosol e possibilitando a 
migração ao núcleo e ligação aos elementos de resposta à hipóxia (HRE), ativando a transcrição de 
diversos genes responsivos à hipóxia. 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 isquêmicas. O VEGF é reconhecido pelo seu receptor 

localizado na membrana plasmática das células e há três isoformas dos receptores 

de VEGF em humanos, o VEGFR1 (FLT1), VEGFR2 (FLK1) e VEGFR3 (FLT4). Todos 

os receptores possuem um domínio extracelular de interação ao ligante composto por 

sete loops, um domínio justamembranar, um domínio TK intracelular e uma cauda C-

terminal. As isoformas apresentam diferentes propriedades de interação ao ligante e 



funções biológicas distintas. Os receptores são capazes de reconhecer a família do 

VEGF (VEGF-A, -B, C, -D e PLGF). Sendo o VEGF-A, mais relevante nos processos 

relacionados as alterações nas células endoteliais retinianas e no processo de 

angiogênese (61–63).  

Em relação à afinidade, o VEGF-A se liga ao VEGFR1 e VEGFR2, enquanto o VEGF-

B e PLGF são capazes de interagir apenas com o VEGFR-1. Já o VEGF-C e VEGF-

D possuem maior capacidade de se ligar ao VEGFR3. Entretanto, as vias 

desencadeadas pela interação VEGF-C/VEGF-D/VEGFR3, culminam na formação 

dos vasos linfáticos, que não estão presentes na retina, sendo assim não apresentam 

relevância na fisiopatologia das retinopatias isquêmicas. Já a expressão de VEGFR1 

foi encontrada em diversos tipos celulares retinianos, como as células endoteliais da 

retina e coroide, pericitos, células do sistema imunológico residentes na retina, células 

de Müller, fotorreceptores e células do RPE, sendo que a expressão varia de acordo 

com o microambiente retiniano em diferentes fases como o desenvolvimento, doenças 

e até mesmo na homeostase do tecido. Cabe ressaltar que dois processos são 

capazes de influenciar a expressão do VEGFR1, redução na concentração de 

oxigênio e processos inflamatórios (61,64,65).  

Em relação à hipóxia, mecanismos transcricionais e pós-transcricionais são capazes 

de modular a expressão de VEGF-A, sendo o principal regulador da expressão de 

VEGF-A a ligação de HIF-1 e HIF-2 na região promotora ou em regiões regulatórias 

no genoma. Além disso, em hipóxia há a estabilização do mRNA de VEGF-A, 

aumentando a sua meia vida de cerca de 45 minutos para mais de 8 horas, gerando 

grande impacto na produção da proteína VEGF-A. Ainda, HIF também é capaz de 

aumentar a expressão de outros membros da família do VEGF, bem como seus 

receptores (61,66).  

A respeito da sinalização mediada pela ligação de VEGF-A a seu receptor, após a 

interação com o ligante alterações conformacionais no receptor induzem a 

autofosforilação nos resíduos de tirosina intracelular. Após a ativação do receptor, 

diversas vias de sinalização são ativadas, como a proteína quinase regulada por 

estímulos extracelulares (ERK – do inglês Extracellular Signal-Regulated Kinase) / 

proteína ativada por mitógeno quinase (MAPK), fosfoinositídeo 3-quinase (PI3K)/AKT 

e p38. Ainda, a sinalização à jusante do receptor, converge para regular a transcrição 

de diversos genes relacionados à proliferação e migração celular, regulando o contato 



célula-célula, expressão de moléculas de adesão e rearranjo do citoesqueleto (Figura 

11) (67,68).  

 

Figura 11. Sinalização mediada pelo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (61,66,67). 
Após a ligação do VEGF ao seu receptor localizado na membrana plasmática de células endoteliais, 
alterações conformacionais levam à autofosforilação do receptor, culminando na fosforilação de 
proteinas e ativação de vias que levam ao aumento da permeabilidade vascular, proliferação celular e 
aumento da mobilidade, aumentando a angiogênese. Imagem criada com biorender.  

1.3 Proteína quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK) 

 
A proteína AMPK é conhecida como um sensor energético celular que é ativado em 

condições de baixa disponibilidade de energia, sendo a via clássica de ativação da 

AMPK responsável pela restauração da homeostase energética através da ativação 

de vias catabólicas e bloqueio de vias anabólicas ou processos que consomem ATP. 

A AMPK é uma proteína heterotrimérica que possui uma subunidade catalítica (α) e 

duas subunidades regulatórias (β e γ). Os genes responsáveis pela codificação da 

proteína estão presentes em praticamente todas as células eucariotas e nos 

mamíferos múltiplas isoformas são expressas (α1, α2, β1, β2, γ1, γ2 e γ3). A ativação 

da AMPK ocorre através de dois principais mecanismos, quando há aumento nos 



níveis de AMP:ATP ou ADP/ATP, o AMP ou ADP é capaz de se ligar à subunidade γ 

regulatória da AMPK, promovendo alterações conformacionais que expõem a 

subunidade α, possibilitando a forsforilação no resíduo Thr172, além de proteger 

contra a ação de fosfatases que atuam inativando a AMPK. Ainda, destaca-se que a 

fosforilação no resíduo Thr172 é essencial para a máxima atividade da AMPK. Esse 

sítio de fosforilação é alvo das proteínas quinases Liver kinase B1 (LKB1) e 

Ca2+/quinase dependente de calmodulina (CaMKKβ) (69–73).  

A AMPK foi originalmente definida como uma proteína quinase à montante da enzima 

acetil-CoA carboxilase (ACC), cuja função está relacionada à síntese de ácidos 

graxos. Logo, ao ser fosforilada no resíduo serina 79 pela proteína AMPK, a ACC é 

inibida, reduzindo processos celulares anabólicos. Além disso,  em condições de 

depleção de nutrientes a AMPK atua como um sensor metabólico, inibindo o 

crescimento celular. O mecanismo clássico pelo qual a proteína exerce tal efeito é 

através de inibição da proteína alvo mamífero do complexo 1 de rapamicina 

(mTORC1), sendo que a AMPK é capaz de controlar a mTORC1 através de dois 

mecanismos principais: 1) coordenando a fosforilação de TSC2 no resíduo serina 

1387 (proteína à montante de mTORC1); e 2) através da fosforilação direta da 

subunidade RAPTOR de mTORC1. Além de coordenar o crescimento celular, a 

ativação de AMPK também é capaz de ativar mecanismos autofágicos, através da 

fosforilação de UKL1. Por fim, estudos recentes também têm evidenciado o papel da 

AMPK na coordenação da polaridade, migração e organização do citoesqueleto 

(Figura 12) (69,70,73).  



Figura 12. Ativação e sinalização da proteína AMPK (70,71,74). A AMPK é ativada quando há um 
aumento nos níveis  de AMP e ADP intracelular, por estresse fisiológico ou através da utilização de 
indutores farmacológicos. LKB1 é uma quinase à montante de AMPK, coordenando a fosforilação e 
ativação da proteína em resposta ao aumento de AMP ou ADP. Já a CAMKKβ, outra proteína à 
montante de AMPK,  ativa AMPK em resposta ao aumento de cálcio. A AMPK ativada fosforila 
diretamente vários substratos alterando o metabolismo e o crescimento, bem como a reprogramação 
metabólica de longo prazo. Imagem criada com biorender.  

 

1.3.1 AMPK e angiogênese  

 
A angiogênese possui funções essenciais em diversos processos, tanto fisiológicos 

quanto patológicos, sendo ativada sob hipóxia, nos processos de contração muscular 

e na cicatrização de feridas. De maneira geral, quando há um aumento na demanda 

de oxigênio, processos angiogênicos são ativados para compensar a deficiência de 

O2. Durante esse processo, há a disrupção da barreira dos vasos sanguíneos 

existentes, aumento da proliferação e migração de células endoteliais. Esses 

processos iniciais são coordenados pelo aumento na expressão de citocinas e fatores 

de crescimento, como o VEGF. Em situações patológicas, como o caso das 

retinopatias isquêmicas e no câncer, a superprodução de VEGF altera a 

permeabilidade da vasculatura, reduzindo a estabilidade dos novos vasos e 

aumentando processos hemorrágicos (69,75,76).  

Em relação a AMPK, sua ativação é um alvo terapêutico bem estabelecido no 

tratamento de doenças metabólicas, uma vez que ativadores farmacológicos da 

proteína são amplamente utilizados na prática clínica para o tratamento da obesidade 



e DM2 (77–79). Já no processo de angiogênese, não há um consenso sobre o papel 

da proteína. Sendo que a AMPK parece exercer um duplo papel, coordenando tanto 

efeitos positivos quanto negativos. Sobre os efeitos positivos da AMPK na 

angiogênese, estudos mostram que a ativação de AMPK é capaz de estimular a 

diferenciação de células progenitoras endoteliais, induzindo sua proliferação e 

migração, auxiliando na vasculogênese, além de atuar como quinase a montante de 

óxido nítrico endotelial (eNOS) induzindo a produção de NO, resultando no aumento 

da vasodilatação e angiogênese (80,81). Ainda, a ativação da AMPK em modelo de 

desnaturação dérmica é capaz de aumentar a autofagia e angiogênese em HUVECs 

(82). Deste modo, estudo in vivo demonstrou que a ativação da via LKB1/AMPK atua 

na regulação da angiogênese em membros posteriores (83). Por fim, diversos estudos 

na literatura demonstram o papel benéfico da AMPK na angiogênese em condições 

de isquemia, auxiliando na recuperação e regeneração tecidual (80–88) .  

Em contrapartida, diversos estudos também demonstram o efeito negativo da AMPK 

na angiogênese. Alguns estudos mostram que o tratamento com metformina ou 

sinvastatina é capaz de levar a ativação da AMPK e essa ativação bloqueia a atividade 

de HIF-1α, inibindo a angiogênese em modelos de câncer de mama (89,90). 

Especificamente em relação às doenças retinianas, estudo demonstrou que o 

tratamento com metformina (ativador farmacológico de AMPK) foi capaz de prevenir 

a degeneração de fotorreceptores e do RPE, através da redução do estresse 

oxidativo, redução do dano ao DNA e aumento da produção de energia (91). Em 

modelos in vitro e in vivo de diabetes, a ativação da AMPK foi associada com o 

aumento da autofagia, redução de apoptose e aumento da biogênese mitocondrial 

(92,93). Entretanto, o papel da AMPK em modelo de retinopatia isquêmica ainda não 

é bem estabelecido.   

1.4 Ácidos graxos ômega-3 (ω3) 

 
Os ácidos graxos poli-insaturados ω3 (ω3-PUFAs) foram inicialmente descritos e 

amplamente estudados por suas propriedades antitrombóticas e anti-inflamatórias 

(94). Os ω3-PUFAs, são ácidos graxos essenciais, ou seja, devem ser ingeridos a 

partir da dieta e não são sintetizados no organismo. Os principais representantes 

dessa classe de ácidos graxos são ácido alfa linolênico (ALA, C18:3), o ácido 

eicosapentaenóico (EPA, C20:5) e o ácido docosahexaenóico (DHA, 22:6) (95).  Ao 



longo dos anos diversos estudos demonstraram que os ω3-PUFAs eram capazes de 

interferir em diversos pontos da cascata de sinalização inflamatória, culminando na 

redução da expressão de citocinas inflamatórias como, por exemplo, o TNF-α (96–

100). Após cerca de três décadas de investigação, foi possível identificar um receptor 

capaz de reconhecer o ω3, o receptor acoplado à proteína G 120 (GPR120), e foi 

atribuído a este receptor os efeitos bloqueadores da cascata de sinalização 

inflamatória (101,102).  

O GPR120 ou FFAR4 (do inglês - free fatty acid receptor 4) pertence à família dos 

receptores acoplados à proteína G (GPCRs)  e é amplamente expresso em diversos 

tecidos. Estudos mostram que a ação do receptor é capaz de impactar na homeostase 

do organismo, alterando diversos mecanismos como a sensibilidade à insulina, a 

secreção hormonal em células endócrinas, a função de macrófagos, captação de 

glicose, entre outros (96,97,102–106). De maneira geral, há dois tipos de sinalização 

à jusante do GPR120 que são responsáveis pelas funções citadas acima, a via de 

sinalização mediada por Gαq e a via dependente de β-arrestina2 (95,104,107).  

Em relação à via de sinalização mediada por Gαq, após a interação com o ligante, 

alterações conformacionais no receptor o tornam ativo. Com isso ocorre a dissociação 

da subunidade Gαq 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 retículo endoplasmático 

aumentando a liberação de Ca2+ do reticulo endoplasmático, levando ao aumento das 

concentrações de cálcio no citosol. Em paralelo a ativação do GPR120 é capaz de 

recrutar a proteína β-arrestina2, o complexo GPR120- β-arrestina2 é então 

internalizado e atrai para si proteínas TAB1/2, que são necessárias para sinalização 

de vias pró-inflamatórias disparadas pelos receptores TNFR e TLR-4. Com isso, há a 

desarticulação dessas vias e redução do tônus inflamatório (Figura 13) (107,108).  



Figura 13. Ativação e sinalização anti-inflamatória de GPR120 (107,108). A ligação dos ácidos 
graxos da família do ômega-3 ao GPR120 induz o aumento na concentração de cálcio intracelular. Em 
paralelo, a internalização do receptor recruta à proteína TAB2/3 (comum às vias de sinalização 
inflamatórias) desarticulando a cascata de sinalização, reduzindo a inflamação. A Imagem criada com 
biorender.  

 

Além da desarticulação da cascata inflamatória, a ativação do GPR120 apresenta 

outros efeitos no metabolismo celular. Evidência recente mostrou  que o aumento de 

cálcio promovido pela ativação do receptor é capaz de ativar proteínas como a 

CamKKβ, culminando na fosforilação e ativação da proteína AMPK em células do 

musculo esquelético, levando ao aumento da captação de glicose por essas células 

(109). Entretanto, a relação entre os ω3-PUFAs, GPR120 e AMPK na retina 

permanece desconhecido.  

Em relação à função dos ácidos graxos ω3 na retina, o ω3 é um dos principais 

constituintes do tecido e estudos clínicos recentes mostraram os efeitos protetores da 

suplementação no desenvolvimento de ROP, onde a suplementação com ácido 

araquidônico e DHA no período pós-natal foi capaz de reduzir a incidência de ROP 

severa em 50% (110,111). Além disso, em portadores de DM2, a ingestão de 

500mg/dia de ω3-PUFAs reduziu em 46% o risco de perda de visão por RD (112). 

Nesta perspectiva, estudos na literatura visam descrever os mecanismos relacionados 

a esse potencial benefício dos ω3-PUFAs no desenvolvimento e progressão das 

doenças retinianas(113–118). Recentemente, foi descrito a expressão de GPR120 no 



tecido retiniano de camundongos e estudos in vivo, também evidenciaram que a 

ingestão ou suplementação com ω3 é capaz de reduzir a inflamação e angiogênese 

de retinopatia (115,119,120). Entretanto, os mecanismos pelos quais os ácidos graxos 

ω3 exercem tais efeitos ainda não estão completamente compreendidos. 

Sendo assim, nosso grupo de pesquisa acredita que a investigação dos mecanismos 

relacionados com o desenvolvimento da retinopatia isquêmica, bem como do papel 

do receptor GPR120/ω-PUFAs e da proteína AMPK como potenciais alvos são 

essenciais para fortalecer os instrumentos terapêuticos contra o avanço da doença.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2. OBJETIVO   

 
O presente estudo teve como objetivo avaliar os possíveis efeitos benéficos do 

ômega-3 em modelo de retinopatia isquêmica e se tais efeitos podem ser dependentes   

da ativação da proteína AMPK. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Cultura de células e tratamentos  

Células endoteliais primárias 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 inglês Endothelial Cell 

Growth Medium-2 - EGM-2, Lonza®, Suiça) contendo 10% de soro fetal bovino (do inglês 

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 confluência as células foram divididas nos seguintes 

grupos experimentais: Controle (CT), mantidas em meio EGM-2; DMOG, células 

expostas a 400µM de DMOG (Dimetiloxalilglicina; Tocris Bioscience, Bristol, Reino 

Unido); DMOG+DHA, células expostas a 400 µM de DMOG e suplementadas com 50µM 

de ácido docosaexaenoico (DHA, do inglês – Docosahexaenoic acid; Cayman Chemical, 

MI, EUA); siAMPKα+DMOG+DHA, células foram silenciadas para AMPKα e, 

posteriormente, expostas ao DMOG (400µM) e suplementadas com DHA (50µM). O 

DMOG é um composto pró-angiogênico que atua inibindo a atividade da enzima prolil-4-

hidroxilase (PHD), que  em condições normais atua hidroxilando HIF-1α e marcando a 

proteína para degradação proteassomal. Sendo assim, evidencias mostram que o 

tratamento com DMOG, culmina na ativação de HIF-1α, mimetizando quimicamente um 

ambiente isquêmico (28). Após os tratamentos, as células foram coletadas para análises 

posteriores.  

3.1.1 Ensaio de viabilidade celular  

Para avaliação 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 tetrazólio) (121,122). Para a realização do ensaio, 1x10³ hRMEC foram 

semeadas em placas de 96 poços e, posteriormente, expostas a diferentes 

concentrações de DMOG (100µM, 200µM, 400µM, 600µM, 800µM, 1mM e 1,2mM) ou 

DMOG+DHA com diferentes concentrações de DHA (10µM, 50µM, 100µM, 150µM e 

200µM) por 24 horas a 37 °C em uma atmosfera de 5% de CO2. Ao final do período, foi 

adicionado 20µL de solução de MTT (5mg/mL; M2128-1, Sigma, MI, EUA) por 4 horas a 

37 °C em incubadoras de CO2. Durante esse período de incubação o MTT é convertido 

em cristais de formazan pelas mitocôndrias, que em células viáveis apresentam atividade 



constante, porém, com a diminuição do número de células viáveis, há redução na 

atividade mitocondrial e, consequentemente, diminuição na conversão do MTT em 

cristais de formazan. Dessa forma, qualquer aumento ou redução no número de células 

viáveis pode ser detectada após a dissolução dos cristais de formazan e leitura da 

absorbância. Ao final das 4 horas de incubação com MTT, para a dissolução dos cristais, 

foi removido o meio de cultura contendo e adicionando 150µL de solvente, DMSO 

(Dimetilsulfóxido), por 5 minutos. Posteriormente, a densidade óptica em 540nm foi 

medida com o auxílio de um espectrofotômetro Power Wave XS2 (BioTeK, VT, EUA). 

Em todos esses ensaios, 5 a 7 poços replicados foram utilizados na determinação de 

cada ponto. A dose selecionada foi a que apresentou toxicidade menor que 25%. 

3.1.2 Silenciamento da proteína AMPKα 

hRMEC na passagem 5 ou 6 foram cultivadas, como descrito anteriormente, em placas 

de 60mm e ao atingirem 80% de confluência foram transfectadas por 6 horas com 40nm 

de siRNA para AMPKα1/2 (sc-45312, Santa Cruz Biotechnology, Tx, EUA) ou controle 

negativo do siRNA (sc-37007,  Santa Cruz Biotechnology, Tx, EUA) utilizando 5µL/mL 

de reagente de transfecção lipofectamina (Lipofectamine™ 3000, Invitrogen, CA, EUA) 

de acordo com as instruções do fabricante. Após 6 horas de transfecção, o meio de 

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

3.2 Ensaio de migração celular  

Para avaliar a migração 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 estágio foi atingido, foi realizada uma ranhura 

em linha reta na placa, criando uma fenda sem células. Essa ranhura foi realizada com 

o auxílio de ponteira de micropipeta de 1000µL estéril sob ângulo de 90 graus, para que 

fosse mantida a largura uniforme da fenda. Após isso, o meio foi removido e as placas 

foram lavadas com solução balanceada de Hanks (Cultilab, Campinas, Brasil) para a que 

as células sobrenadantes fossem removidas. Após isso, as células foram submetidas 

aos respectivos tratamentos por 24h.  Para a quantificação da área de migração, a área 

livre foi fotografada digitalmente utilizando um microscópio invertido (Axio Observer A.1, 

Carl Zeiss Microscopy, NY, EUA) e o software AxioVision (Carl Zeiss Microscopy, NY, 

EUA) antes do início dos tratamentos (tempo 0), bem como após 24h de tratamento. Ao 

menos cinco imagens de cada placa foram obtidas em cada ponto, utilizando um 



aumento de 100x. A migração celular foi calculada subtraindo a área livre inicial da área 

livre final, sendo essa área calculada com o auxílio do software ImageJ (Software 1.48q, 

Rayne Rasband National Institutes of Health, EUA). Os resultados estão expressos em 

pixels2 (px2). Os experimentos foram repetidos três vezes.  

3.3 Ensaio de tubulogênese   

O ensaio de tubulogênese foi utilizado para avaliar o efeito dos tratamentos na 

angiogênese in vitro (124). Em resumo, foi adicionado a placas de 96 poços previamente 

resfriadas 50µL 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 2x105 células/mL e mantidas por 6h a 37 ºC numa 

atmosfera umidificada contendo 5% CO2 em meio contendo os respectivos tratamentos. 

No grupo siAMPKα+DMOG+DHA, o silenciamento ocorreu previamente ao início do 

ensaio de tubulogênese. Ao final do período, os túbulos vasculares foram observados 

em microscópio invertido e quatro campos diferentes por poço foram selecionados 

aleatoriamente e fotografados usando o software AxioVision (Carl Zeiss Microscopy, NY, 

EUA). A quantificação da rede tubular foi realizada com o auxílio do analisador de 

angiogênese do software ImageJ (Software 1.48q, Rayne Rasband National Institutes of 

Health, EUA). 

3.4 Avaliação resistência elétrica transendotelial  

A avaliação da resistência elétrica transendotelial (TEER,  do inglês transendothelial 

electrical resistance) é um método amplamente utilizado para avaliação da integridade 

da barreira celular (125,126). Para esse ensaio, hRMEC foram semeadas em uma 

densidade de 8x104 no compartimento superior em placas de 24 inserts de membrana 

de poliéster (área do insert 0,33 cm2, tamanho do poro 0,4 µm; 3470, Corning® Brand 

Products, NY, EUA), no compartimento inferior foi adicionado 800µL de meio de cultura. 

As células foram cultivadas por sete dias a 37 ºC numa atmosfera umidificada contendo 

5% CO2. Posteriormente, deu-se início aos tratamentos, conforme descrito 

anteriormente. A TEER foi medida com o auxílio de um voltímetro  (Millicell-ERS; 

Millipore, MA, EUA). A TEER foi medida no tempo 0 (início do tratamento), após 24h e 

48h. Os valores apresentados são a média de três medições consecutivas. Cada grupo 

é composto por três amostras. Os valores são apresentados em ohms/cm2. Para que os 

valores reais da resistência elétrica das hRMEC fossem demonstrados, subtraiu-se os 



valores de TEER dos inserts que continham células dos inserts brancos (inserts com 

meio sem células).  

3.5 Avaliação da concentração de Cálcio intracelular   

A avaliação da concentração de cálcio foi realizada através da marcação de Fluo-3 AM 

(73881; Sigma Aldrich, MO, EUA), como descrito anteriormente (109). De maneira 

simplificada, hRMEC na densidade de 1x105 foram semeadas em placas de 24 poços. 

24h horas antes do início do experimento os grupos DMOG e DMOG+DHA foram 

expostos a  400µM de DMOG. Após 24h de exposição ao DMOG, as células foram 

expostas a 5µM de Fluo-3 AM por 30 minutos a 37 °C, sob abrigo de luz. Após o período 

de incubação as células foram lavadas suavemente com solução balanceada de Hank’s, 

para a remoção do excesso de reagente. Após a lavagem as células foram submetidas 

imediatamente à experimentação através da microscopia de fluorescência, sendo a 

variação na concentração de cálcio avaliada através em filtros de 488 nm de excitação, 

ampliadas 400x. As imagens foram capturadas do tempo zero (T0) até o tempo de 45 

(T45) segundos com software AxioVision. A intensidade de fluorescência emitida pelas 

hRMEC foi analisada pelo do software ImageJ (Software 1.48q, Rayne Rasband National 

Institutes of Health, EUA). Para a observação da concentração de cálcio intracelular em 

hMREC sob condição mimética de hipóxia e tratadas com DHA (DMOG+DHA), o DHA 

(50µM) foi adicionado ao meio após a captura da primeira imagem.  

3.6 Imunofluorescência  

Células foram fixadas com metanol gelado por 15 minutos. Após isso, as células foram 

permeabilizadas com Triton 0,05% em solução de PBS 1x. Posteriormente, foram 

incubadas em solução bloqueadora (1 x PBS contendo 5% BSA, 0,3M glicina, 0,1% 

Tween) por 1 hora em temperatura ambiente. Após isso, as placas foram incubadas 

overnight a 4 °C com anticorpos primários de interesse: anti-HIF-1α (NB100-105; Novus 

Biologicals, CO, EUA), anti-HIF-2α (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 secundários 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), responsável pela coloração em azul dos 

núcleos celulares. As imagens foram avaliadas em microscópio de fluorescência e 



capturadas com o software AxioVision. Cinco polos diferentes por placa foram 

selecionados aleatoriamente e fotografados com um aumento de 400x. Ao menos três 

experimentos independentes foram realizados. A intensidade de fluorescência emitida 

pelas hRMEC foi analisada pelo do software ImageJ (Software 1.48q, Rayne Rasband 

National Institutes of Health, EUA). 

3.7 Immunobloting 

As células e tecidos foram homogeneizadas com tampão RIPA contendo 100 mM de Tris 

(pH 7,4), 100 mM de pirofosfato de sódio, 10 mM de fluoreto de sódio, 10mM de EDTA, 

10mM de ortovanadato de sódio, 2 mM de fluoreto de fenilmetanossulfonil e 

suplementado com um coquetel inibidor de proteases e fosfatases (Complete, 

Boehringer-Mannheim ®, IN, EUA) a 4 ºC, com o auxílio 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. Após isso, a 

análise da concentração de proteínas foi realizada através do método de Bradford (127) 

e as amostras foram concentradas entre 40 e 60µg para a realização da técnica. Em 

seguida, tampão Laemmli (128) foi adicionado às amostras e foram incubados por 5 

minutos a 95 °C.  

Após a preparação das amostras, os lisados foram aplicados em gel de poliacrilamida (6 

a 15%) para a separação por eletroforese (SDS-PAGE). As proteínas contidas no gel 

foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose, sendo a eficiência da 

transferência avaliada através de corante sintético vermelho específico para tal finalidade 

(Ponceau). Após isso, as membranas foram incubadas com solução de bloqueio (5% de 

leite em pó desnatado ou BSA; 10 mmol/L de Tris; 150 mmol/L de NaCl e 02% de Tween 

20) para a diminuição de ligações inespecíficas por 1 hora em temperatura ambiente. 

Após o bloqueio, as membranas foram incubadas com anticorpo primário específico 

overnight, a 4 °C sob agitação constante, e posteriormente, com incubadas por uma hora 

a temperatura ambiente com seus respectivos anticorpos secundários.  Por fim, as 

bandas imunorreativas foram detectadas através do método de quimioluminescência 

aprimorada (Super Signal CL-HRP Substrate System, Pierce ® , IL, EUA) e 

documentadas com o auxílio de um fotodocumentador (ImageQuant LAS 500; GE 

Healthcare, IL, EUA). O carregamento de proteínas e a eficácia da transferência foi 

avaliada através da hibridização das membranas com anticorpos anti-Vinculina e anti-



GAPDH (Cell Signaling Technology ®, BOS, EUA). A quantificação das bandas ocorreu 

com o auxílio do software ImageJ (Software 1.48q, Rayne Rasband National Institutes of 

Health, EUA). Para a análise de cada proteína foram realizados três experimentos 

independentes. As imagens obtidas apresentadas neste trabalho são originais, não 

foram cortadas, giradas, invertidas ou emendadas. Os anticorpos utilizados nos 

experimentos estão demonstrados na Tabela 1. 

Tabela 1. Anticorpos utilizados  

Anticorpo Diluição Técnica Fabricante Código  

Anti-rabbit phospho-AMPKα 

Thr172  

1:1000 IB Cell Signaling 

Technology 

Cat. #2535 

Anti-rabbit AMPKα  1:1000 IB Cell Signaling 

Technology 

Cat. #5831 

Anti-rabbit ACC 1:1000 IB Cell Signaling 

Technology 

Cat. #3676 

 

Anti-rabbit phospo-ACC Ser79 1:1000 IB Cell Signaling 

Technology 

Cat. 
#11818 

 

Anti-rabbit vinculin 1:1000 IB Cell Signaling 

Technology 

Cat. 

#13901 

Anti-rabbit GAPDH 1:1000 IB Cell Signaling 

Technology 

Cat. #5174 

Anti-mouse GPR120 1:100 IB Santa Cruz 

Biotechnology  

sc-390752 

Anti-Goat Camkkβ 1:400 IB Santa Cruz 

Biotechnology  

sc-9629 

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-1α 1:25/1:200 IF/IH Novus Biologicals NB-100-

105 

Anti-Rabbit HIF-2α 1:50 IF Novus Biologicals NB100-22 



Isolectin GS-IB4 1:100 IF Thermo Fisher 

Scientific 

I21413 

Anti-goat HRP-linked 1:2000 IB Santa Cruz 

Biotechnology 

sc-2354 

Anti-rabbit HRP-linked 1:2000 IB Cell Signaling 

Technology 

Cat. # 

7074S 

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

200 

Anti-mouse HRP-linked 1:2000 IB Thermo Fisher 

Scientific  

Cat. # 

31430 

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

3.8 Modelo animal e desenho experimental  

Foram utilizados animais neonatais deficientes para a proteína AMPKα2 (B6.129-

Prkaa2tm1.1Vio/Orl) (129–131) adquiridos do EMMA (European Mouse Mutant Archive, 

Alemanha)  e mantidos do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB) 

da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Os controles genéticos (C57BL/6J) 

também foram obtidos do CEMIB-UNICAMP. Após a aprovação pela Comissão de Ética 

no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas (CEUA – UNICAMP), sob o 

número de protocolo 5710-1/2021, deu-se inícios 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 Oftálmica e da Visão. Cada fêmea com sua prole foi alocada em gaiolas 

individuais e colocadas em estantes ventiladas, acondicionados em ambiente com 

temperatura (22 °C ± 2) e alternância de 12/12 horas do ciclo claro/escuro, com livre 

acesso à água e dieta padrão comercial (Nuvilab ®). Os animais divididos nos seguintes 

grupos experimentais: Grupo controle (CT), onde fêmeas selvagens (WT) e deficientes 

para proteína AMPKα2 (AMPKα2-/-) e suas respectivas proles não foram submetidas a 

nenhum tipo de tratamento; Grupo OIR, fêmeas CT e AMPKα2-/- não foram 

suplementadas, porém os suas proles foram submetidas ao modelo de retinopatia 

induzida por oxigênio; Grupo OIR+ ω3, fêmeas CT e AMPKα2-/- foram suplementadas 

diariamente com óleo rico em ácidos graxos ω3 e prole submetida ao modelo de 

retinopatia induzida por oxigênio.  



O modelo de retinopatia induzida por oxigênio (OIR – do inglês Oxygen Induced 

Retinopathy) foi realizado de acordo com proposto por Smith e colaboradores (132). De 

maneira simplificada, os animais neonatais foram mantidos em condição de hiperóxia  

(75% de O2) por cinco dias consecutivos, do dia 7 (P7) ao dia 12 (P12) pós nascimento. 

Os altos níveis de oxigênio, diminuem a expressão de VEGF, reduzindo o processo de 

neovascularização retiniana dos neonatos além de reduzir o número de capilares na área 

central da retina dos animais. Após retornarem ao ar ambiente (21% de O2) no P12, os 

vasos remanescentes não são capazes de prover de maneira suficiente oxigênio que 

são 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 

expressão de VEGF e levam à neovascularização, atingindo o nível máximo de 

neovascularização no dia 17 pós nascimento, quando então os animais foram 

eutanasiados. Em relação aos animais controle (CT), eles foram mantidos em ar 

ambiente do durante todo o período experimental.  

Ao final do período experimental, os animais foram eutanasiados por asfixia em câmara 

de dióxido de carbono (CO2). Os procedimentos anestésicos foram utilizados 

integralmente e todos os cuidados foram tomados para garantir que os animais não 

sofressem indevidamente durante e após o procedimento experimental. Posteriormente, 

os dois globos oculares foram removidos por completo, sendo utilizados para análises 

histológicas e morfológicas. Já, para a realização da técnica de immunobloting, a retina 

foi removida com o auxílio de uma lupa (Leica Wild®, Alemanha), bisturi oftálmico. Em 

seguida, foi feita uma incisão, onde a íris e as estruturas internas oculares como o vítreo 

e cristalino foram retiradas. Por fim, a retina foi removida com o auxílio de uma pinça. e 

armazenada a -80 °C até o início das análises.  

3.8.1 Suplementação com ácidos graxos-ω3 

As fêmeas foram alimentadas com ração comercial padrão ad libitum e receberam 

suplementação via gavagem com 50µL de ácidos graxos- ω3 (240mg/g de DHA e 

360mg/g de EPA, Essentia Pharma, SC, Brasil) diariamente, do dia 1 após nascimento 

dos filhotes até o dia 17. A dose suplementada corresponde a 2% da fração lipídica 

ingerida diariamente (120). Em relação ao grupo CT, as fêmeas receberam gavagem 

diária contendo 50 µL de solução salina, com forma de mimetizar o estresse gerado pela 



manipulação do animal. A ingestão alimentar foi avaliada diariamente. Para cada grupo 

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

3.8.2 Imunofluorescência 

Para as análises de Imunofluorescência, o globo ocular foi extraído e imediatamente 

fixado em solução de glurataldeído e formaldeído à 2,5% e 2%, respectivamente, por 1 

hora a 4 °C. Após isso, a solução fixadora foi removida e substituída por uma solução 

crioprotetora, para isso os tecidos foram expostos à solução de sacarose (30%) por 24 

horas a 4 °C. Em seguida, os globos oculares foram congelados em meio de montagem 

específico, Tissue-Tek® O.C.T. Compound. Os globos oculares foram então 

seccionados a 12 µm com o auxílio de um criostato (Leica CM1850®). As lâminas foram 

lavadas com solução de borohidreto de sódio (1mg/mL) e, posteriormente, foi realizado 

o bloqueio de ligações inespecíficas através da exposição à solução de PBS1x contendo 

Triton x100 0,3%, BSA 0,2% e soro de cabra 5% por 1 hora a temperatura ambiente. 

Após isso, as lâminas foram incubadas overnight a 4 °C com anticorpo anti-Isolectina 

GS-IB4 conjugado ao Alexa Fluor 594 (1:100; I21413, Thermo Fisher Scientific, AS, EUA) 

em solução de PBS1x contendo BSA 0,2% e Triton 0,3%. Por fim, lâminas foram 

montadas com Vectashield Mounting Medium com DAPI (#H-1200; Vector Laboratories, 

CA, EUA), responsável pela coloração em azul dos núcleos celulares. As lâminas foram 

analisadas em microscópio de fluorescência (Zeiss®, Alemanha) sob um aumento de 

420x e as imagens digitais capturadas com o auxílio de um software AxioVision® (Carl 

Zeiss Microscopy, NY, EUA). A quantificação da intensidade de fluorescência de células 

positivas para IB4 foi realizada com o auxílio do software ImageJ. Ao menos cinco 

imagens de cada retina foram capturadas de ao menos cinco cortes não consecutivos 

de cada animal.  

3.8.3 Imuno-histoquímica 

Para as análises de imuno-histoquimica, os globos oculares foram fixados em solução 

de Davidson por 24 horas a 4 °C (133,134). Posteriormente, os globos oculares foram 

incluídos em parafina e seccionados a 4 µm de espessura montados em lâminas de vidro 

pré-revestidas com silano. Em seguida, os cortes foram desparafinizados e reidratados 

usando técnicas convencionais, aquecidos em tampão citrato por 10 minutos para 

recuperação de antígenos e, posteriormente, tratados com peróxido de hidrogênio a 10% 

em metanol. Após isso, os tecidos foram incubados com solução de bloqueio contendo 



soro de cabra 5% diluído em PBS1x.  Em seguida, as lâminas foram incubadas overnight 

a 4 °C com anticorpo primário anti-HIF-1α (1:200; NB100-105; Novus Biologicals, CO, 

EUA) ou anti-VEGFa (1:200; ab1316; Abcam, Reino Unido), ambos diluídos em solução 

contendo BSA 1%, soro de cabra 1,5% e Triton x100 0,3%. Para os controles negativos, 

o anticorpo primário foi omitido. Após isso, os tecidos foram incubados por 1 hora a 

temperatura ambiente com anticorpos secundários conjugados à 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 

solução cromogênica substrato de 3,3´-diamino-benzidina (DAB; Dako®, Glostrup, 

Dinamarca). As imagens foram analisadas em microscópio óptico (Leica® – DMLB 100S) 

em um aumento de 420x e as imagens digitais capturadas com o auxílio de um software 

AxioVision® (Carl Zeiss Microscopy, NY, EUA). A quantificação das densidades 

proteicas foi realizada com o auxílio do software ImageJ. Ao menos cindo imagens de 

cada retina foi capturada de ao menos cinco cortes não consecutivos de cada animal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados estão apresentados como média ± desvio padrão (DP). Para a 

comparação entre dois grupos experimentais foi utilizado o teste T de Student. Para 

comparação entre 3 ou mais grupos a análise de variância (ANOVA) unidirecional com 

comparações pós-teste pareadas de acordo com o método de Fisher, foi utilizado. Os 

testes foram realizados com o auxílio do software GraphPad Prism versão 6. Valores de 

p<0.05 foram considerados estatisticamente significantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5. RESULTADOS 
 

Antes do início dos experimentos foi realizado ensaio para a verificação morfológica das 

células endoteliais por meio da avaliação da expressão de VE-caderina, marcador de 

células endoteliais maduras, utilizando a técnica de imunofluorescência nas hRMECs. 

Com isso, foi possível observar a marcação da VE-caderina delimitando as junções 

intercelulares e apresentando pouca marcação citoplasmática em condições normais de 

oxigênio (Figura 14a). Após o ensaio de caracterização, foi realizado o ensaio de 

viabilidade celular  para avaliação da toxicidade e seleção da melhor dose de tratamento 

em hRMECs exposta ao DMOG por 24h. Foram utilizados no tratamento doses entre 

100µM e 1,2mM e foi possível observar que o tratamento com doses maiores de 400µM 

de DMOG foi tóxico para células primarias da microvasculatura retiniana, apresentando 

taxas viabilidade celular menores que 75% (Figura 14b). Sendo assim, foi selecionada a 

dose de 400µM para as análises posteriores.  

Figura 14. Caracterização de hMRECs e avaliação da viabilidade celular em exposição ao DMOG. a. 
Localização 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 
concentrações de DMOG (100µM e 1,2mM) por 24 horas. Linha tracejada indica toxicidade máxima 
adotada no estudo.  

Após a seleção da dose, foi avaliado se 400µM de DMOG seria capaz de modular a 

expressão de marcadores clássicos de hipóxia, para isso avaliamos a expressão dos 

fatores de transcrição α induzíveis por hipóxia (HIF-α), nas isoformas 1 e 2, além da 

expressão de VEGF, proteína de caráter pró-angiogênico que tem sua expressão 

controlada pela ação dos HIFs. Observamos que 24h de estímulo com DMOG resultou 



aumento da expressão e translocação ao núcleo HIF-1α quando comparado ao grupo 

controle (p<0.05). Além disso, o DMOG apesar de não aumentar a expressão de HIF-2α, 

foi capaz de promover a translocação nuclear da proteína, indicando um aumento de sua 

atividade. O aumento na translocação nuclear de HIFs (HIF-1α e HIF-2α) promovido pela 

exposição ao DMOG culminou no aumento significativo na expressão de VEGF quando 

comparado ao grupo CT (p<0.0001), confirmando a ação de DMOG como um agente 

isquêmico em nosso modelo in vitro (Figura 15).  

Figura 15. DMOG induz isquemia em hMRECs. Imagens representativas de fotomicrografias e análise 
semiquantitativa da intensidade de fluorescência de HIF-1α, HIF-2α e VEGF (Verde - Alexa fluor 488) em 
hMRECs expostas por 24 horas a 400µM de DMOG. As fotografias foram obtidas com aumento de 420x. 
Barra de escalas = 20 m. As barras representam a média ± DP de células positivas corrigidas pelo número 
total de células em cada campo. Os dados estão expressos como a porcentagem de variação em relação 
ao grupo CT. 5 campos diferentes foram fotografados cada placa.*p< 0.05; ****p < 0.0001 pelo teste T de 
Student. 



Posteriormente, avaliamos o fenótipo das hRMECs após a exposição ao DMOG por 24 

horas e verificamos que as células endoteliais da microvasculatura retiniana em 

ambiente mimético de hipóxia apresentaram maior capacidade migratória quando 

comparadas ao grupo CT (p<0.05) (Figura 16a). Além disso, o grupo DMOG também 

apresentou aumento na expressão da proteína vimentina (p<0.0001) (Figura 16b), 

marcador de transição mesenquimal, além de desarranjo na expressão de ZO-1 (tight 

juction) na barreira intercelular em comparação ao grupo CT (Figura 16b).  Com isso foi 

possível constatar que a mimetização de ambiente isquêmico promovido pelo DMOG foi 

capaz de promover o fenômeno de transição endotélio-mesenquimal (EndMT, do inglês 

endothelial to mesenchymal transition), que se trata de um processo biológico onde 

células endoteliais apresentem características de células mesenquimais, apresentando 

alterações morfológicas, aumentando sua capacidade migratória e rompendo a barreira 

entre as células, indicando alterações estruturais na microvasculatura.       

Após isso, iniciamos as investigações a respeito do possível papel da AMPK nesse 

fenômeno e verificamos que células tratadas com DMOG, apresentaram redução 

fosforilação de AMPK no sítio Treonina 172 (p<0.05) (Figura 17) e a fosforilação de sua 

proteína a jusante, ACC no sítio Serina 79 (p<0.001) (Figura 17) quando comparado ao 

grupo CT, indicando redução na atividade da AMPK após 24 horas de exposição ao 

mimético de hipóxia. Sendo assim, é possível inferior que a condição de hipóxia 

promovida pela exposição ao DMOG induz aumento de fatores isquêmicos e EndMT, 

associado à uma diminuição na atividade da AMPK. 



Figura 16. DMOG induz EndMT em hMRECs. a. Imagens representativas de fotomicrografias e 
quantificação da área de migração de células endoteliais expostas por 24 horas a 400µM de DMOG. As 
fotografias foram obtidas com aumento de 100x. Barra de escalas = 100 m. As barras representam a 
média ± SD da variação da área migratória em relação ao controle em pelo menos três experimentos. 5 
campos diferentes foram fotografados em cada placa para o cálculo da área de migração b. Imagens 
representativas de fotomicrografias e análise semiquantitativa da intensidade de fluorescência de 
Vimentina e ZO-1 (Verde - Alexa fluor 488) em hMRECs expostas por 24 horas a 400µM de DMOG. As 
fotografias foram obtidas com aumento de 420x. Barra de escalas = 20 m. As barras representam a média 
± DP de células positivas corrigidas pelo número total de células em cada campo. Os dados estão 
expressos como a porcentagem de variação em relação ao grupo CT. 5 campos diferentes foram 
fotografados cada placa. *p< 0.05; ****p < 0.0001 pelo teste T de Student. 



Figura 17. DMOG reduz atividade de AMPK em hRMECs. Expressões de proteínas representativas 
avaliadas por Imunoblotting e análises densitométricas de AMPKThr172/AMPK e pACCSer79/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 arbitrárias como a 
porcentagem de variação em relação ao controle. *p< 0.05; ***p < 0.001; pelo teste T de Student. 

Para nos aprofundarmos na participação da AMPK nas alterações promovidas pela 

hipóxia, a restauração da atividade da proteína se faz necessária.  Neste sentido, deu-

se início ao tratamento das hRMECs com DHA em condição de hipóxia. Como já 

mencionado anteriormente, tal ácido graxo foi proposto na literatura como um possível 

ativador de AMPK. Inicialmente, foi realizado o ensaio de toxicidade para a definição da 

melhor dose para o tratamento. Em sequência, as hRMECs foram submetidas a 

diferentes concentrações de DHA, sob 400 µM de DMOG por 24 horas.  Foram utilizados 

no tratamento doses entre 10µM e 250 µM de DHA, com isso foi possível observar que 

o tratamento com doses maiores de 100µM de DHA sob DMOG foi tóxico para células 

primarias da microvasculatura retiniana, apresentando taxas viabilidade celular menores 

que 75% (Figura 18). Sendo assim, foi selecionada a dose de 50µM para as análises 

posteriores.  

Figura 18. Ensaio de viabilidade celular em exposição ao DHA em condição de hipóxia química. 
Ensaio de viabilidade celular em hMRECs na passagem 7, expostas a diferentes concentrações de DHA 
(10µM e 250µM) por 24 horas, sob tratamento com 400µM de DMOG. Linha tracejada indica toxicidade 
máxima adotada no estudo.  



Em nosso modelo de estudo, o tratamento com 50µM de DHA em células submetidas à 

hipóxia, foi capaz de aumentar a fosforilação de AMPK no resíduo Thr172 em 

comparação ao grupo DMOG (p<0.05). Além disso, o tratamento com DHA foi capaz de 

aumentar a expressão do receptor de ômega-3, GPR120, em comparação aos demais 

grupos experimentais (p<0.05 vs CT; p<0.001 vs DMOG) (Figura 19).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19.  DHA restaura fosforilação de AMPK em hRMECs sob condição de hipóxia 
química. Imagem representativa da expressão de proteínas avaliadas por Imunoblotting e análises 
densitométricas de GPR120, CamKKβ e AMPKThr172/AMPK, normalizados pelos respectivos  controles 
internos, Vinculina ou GAPDH, em hRMECs expostas à situação CT, DMOG ou DMOG+DHA por 24 horas. 
As barras representam a média ± SD das densidades das bandas expressas em unidades arbitrárias como 
a porcentagem de variação em relação ao controle. *p< 0.05; ****p < 0.0001 através do teste de ANOVA, 
seguido do pós teste de Fisher.  

Ainda, o DHA também foi capaz de aumentar a expressão da proteína a montante da 

AMPK, CamKKβ em relação ao grupo DMOG (p<0.05). Em seguida, foi avaliado a [Ca2+i] 

após o tratamento com DHA em condição de hipóxia foi observado aumento na 

concentração de cálcio intracelular em comparação 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 produção de segundos mensageiros, que 

resultam no aumento da concentração intracelular de cálcio. O aumento da [Ca2+i], 

promove a atividade de CamKKβ, sendo esta responsável pela fosforilação da proteína 

AMPK no resíduo Thr172. 



Figura 20.  DHA aumenta níveis de cálcio intracelular hRMECs sob condição de hipóxia 
química. Imagens representativas da fluorescência de Fluo-3 AM em hRMECs expostas a situação CT e 
DMOG por 24 horas. O tratamento com DHA (50µM) foi realizado após a captura da primeira imagem do 
time course. As imagens foram capturadas do T0 ao T45, sob aumento de x420. A área sob a curva (AUC) 
da intensidade de fluorescência emitida por Fluo-3 AM foi calculada para avaliar a alteração no influxo de 
cálcio nos diferentes grupos experimentais. As barras representam a média ± DP expressas em unidades 
arbitrárias. *p< 0.05 através do teste de ANOVA, seguido do pós teste de Fisher.  

Posteriormente, para avaliarmos se: 1) a ativação de AMPK promovida pelo DHA seria 

capaz de promover efeitos benéficos nas hRMECs em condição miméticas de hipóxia, e 

2) se os possíveis efeitos promovidos pelo DHA seriam dependentes da ação da proteína 

AMPK,  foi adicionado um quarto grupo de investigação, células silenciadas para 

AMPKα1/2 e submetidas ao tratamento com DMOG+DHA (siAMPKα+DMOG+DHA). 

Inicialmente, foi realizada a otimização e confirmação da eficiência do silenciamento. 

Com isso, foi possível selecionar a melhor dose (40nM), no qual obtivemos uma redução 

de 55% na expressão de AMPKα (Figura 21a). Após isso, as células foram expostas sob 

silenciamento ao tratamento com DMOG+DHA. O grupo siAMPKα+DMOG+DHA 

apresentou redução significativa na expressão de AMPKα em comparação aos demais 



grupos experimentais (p<0.0001). O silenciamento gênico da proteína AMPKα impediu 

o aumento na atividade da AMPK promovida pelo DHA em condição de hipóxia, 

reduzindo a fosforilação no sítio Ser79 da proteína a jusante da AMPK, a ACC 

(**=p<0.001 DMOG+DHA vs siAMPKα+DMOG+DHA) (Figura 21b).   

Figura 21. Conteúdo proteico e atividade de AMPK em células endoteliais silenciadas para AMPKα. 
a) Imagem representativa da expressão da proteína AMPKα avaliada por Imunoblotting e análise 
densitométrica da AMPK, normalizada pelo controle interno, Vinculina, em hRMECs expostas à situação 
CT ou siAMPKα (40nm) por 24 horas. As barras representam a média ± SD das densidades das bandas 
expressas em unidades arbitrárias como a porcentagem de variação em relação ao controle.  ***p < 0.001 
pelo teste T de Student. b) Imagem representativa da expressão de proteínas avaliadas por Imunoblotting 
e análises densitométricas de AMPKα e pACCSer79/ACC normalizados pelos respectivos  controles 
internos, Vinculina, em hRMECs expostas à situação CT, DMOG, DMOG+DHA ou siAMPKα+DMOG+DHA 
por 24 horas. As barras representam a média ± DP das densidades das bandas expressas em unidades 
arbitrárias como a porcentagem de variação em relação ao controle. *p< 0.05; ***p < 0.001; ****p < 0.0001 
através do teste de ANOVA, seguido do pós teste de Fisher.  

Em seguida, foi avaliado a expressão de marcadores clássicos de hipóxia (HIF-1α, HIF-

2α e VEGF) em hMRECs expostas ao DMOG e tratadas com DHA sob silenciamento 

gênico ou não para AMPKα. O grupo DMOG+DHA apresentou redução significativa na 

expressão e translocação ao núcleo HIF-1α quando comparado ao grupo DMOG (p< 

0.0001). Além disso, apesar de não haver alteração significativa na expressão de HIF-

2α, o tratamento com DHA foi capaz de diminuir a atividade desse fator de transcrição, 

através da redução da translocação nuclear da proteína em condição de hipóxia. Por fim, 

a redução da translocação nuclear de HIFs (HIF-1α e HIF-2α) promovido pelo tratamento 

com DHA, resultou na redução significativa na expressão de VEGF em comparação ao 



grupo DMOG (p< 0.0001). Em contrapartida, os efeitos benéficos promovidos pelo DHA 

sob tratamento com DMOG foram perdidos em condição de silenciamento para AMPKα. 

O grupo siAMPKα+DMOG+DHA apresentou aumento significativo na expressão e 

translocação ao núcleo de HIF-1α (p<0.001), aumento na localização nuclear de HIF-2α 

e aumento na expressão de VEGF, quando comparado ao grupo DMOG+DHA (p<0.001) 

(Figura 22a-b).  

Figura 22. Efeitos benéficos promovidos pelo DHA em condição mimética de hipóxia nas hRMECs 
são dependentes de AMPK. a) Imagens representativas de fotomicrografias e  b) análise semiquantitativa 
da intensidade de fluorescência de HIF-1α, HIF-2α e VEGF (Verde - Alexa fluor 488) em hMRECs expostas 
por 24 horas à situação CT, DMOG, DMOG+DHA ou siAMPKα+DMOG+DHA. As fotografias foram obtidas 
com aumento de 420x. Barra de escalas = 20 m. As barras representam a média ± DP de células positivas 
corrigidas pelo número total de células em cada campo. Os dados estão expressos como a porcentagem 
de variação em relação ao grupo CT. 5 campos diferentes foram fotografados cada placa. ***p < 0.001; 
****p < 0.0001 através do teste de ANOVA, seguido do pós teste de Fisher.  

Posteriormente, foi realizado o ensaio de tubulogênese in vitro. Com isso, foi possível 

observar que o tratamento com DMOG foi capaz de induzir a formação 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 condição de hipóxia, foi capaz de afetar 

a estruturação tubular, reduzindo a formação da trama tubular, diminuindo a quantidade 



de tubos e aumentando o espaçamento entre eles (Figura 23c). Por outro lado, em 

condição de silenciamento, os efeitos promovidos pelo DHA na redução da trama tubular 

promovido pelo DMOG foi parcialmente abolido (Figura 23d).  

Em seguida, três parâmetros relacionados à tubulogênese foram analisados com o 

intuito de avaliar o potencial antiangiogênico do DHA: comprimento dos túbulos, número 

de junções e a malha tubular. O tratamento com DMOG apresentou aumento na 

angiogênese, aumentando o comprimento tubular (p<0.05), número de junções (p<0.05) 

e a malha tubular (p<0.05) em comparação ao grupo CT. Já o tratamento com DHA em 

condição de hipóxia inibiu todos os parâmetros testados (comprimento tubular, número 

de junções e malha tubular = ***p < 0.001) em comparação ao DMOG, apresentando um 

importante potencial antioangionênico em condição de isquemia. De maneira 

interessante, em condição de silenciamento de AMPKα, os efeitos antioangionênicos 

promovidos pelo DHA em condição de isquemia foram parcialmente perdidos. Sendo 

que o grupo siAMPKα+DMOG+DHA, apresentou aumento no comprimento tubular 

(p<0.05), número de junções (p<0.05) e malha tubular (p<0.05) em comparação ao grupo 

DMOG+DHA (Figura 23m).   



 

Figura 23. Avaliação do potencial antiangiogênico do DHA em condição mimética de hipóxia 
isquemia em células silenciadas ou não para AMPK.  Ensaio de tubulogênese realizado em hMRECs 
na passagem 5 expostas por 6 horas à situação CT, DMOG, DMOG+DHA ou siAMPKα+DMOG+DHA. a-
d) Fotomicrografia representativa da rede tubular formada após exposição ao CT, DMOG, DMOG+DHA 
ou siAMPKα+DMOG+DHA. As fotografias foram obtidas com aumento de 100x. Barra de escalas = 100 
m. e-h) Imagens representativas da rede tubular transformada em imagem binária através do software 
AngioAnalyzer. i-l) Imagens representativas da malha tubular com células individuais transformadas em 
imagem binária através do software AngioAnalyzer. m) quantificação do comprimento tubular, número de 
junções e malha tubular nos diferentes grupos experimentais. As barras representam a média ± DP 
expressas em unidades arbitrárias. *p< 0.05; ***p < 0.001 através do teste de ANOVA, seguido do pós 
teste de Fisher.  

Posteriormente, avaliamos se o tratamento com DHA em condição de hipóxia seria capaz 

de reverter o fenômeno de transição mesenquimal promovido pela hipóxia e se tal efeito 

seria ou não dependente da ação da proteína AMPK. Para isso, foi avaliado o fenômeno 

de EndMT, através do ensaio de migração celular e análise da barreira celular. Como já 

evidenciado anteriormente, a hipóxia química foi capaz de aumentar a expressão de 



Vimentina (marcador de transição mesenquimal) e junto com isso, ocorreu um aumento 

na migração e uma alteração na estruturação da barreira celular, através do desarranjo 

de ZO-1 na membrana celular. De maneira interessante, o tratamento com DHA em 

condição de hipóxia  foi capaz de reduzir a migração celular quando comparado ao grupo 

DMOG (p<0.01) (Figura 24).  

 

Figura 24. Os efeitos benéficos do DHA sobre a migração celular em hRMECs são dependentes da 
ação de AMPKα.  Imagens representativas de fotomicrografias e quantificação da área de migração de 
células endoteliais expostas por 24 horas à situação CT, DMOG, DMOG+DHA ou siAMPKα+DMOG+DHA. 
As fotografias foram obtidas com aumento de 100x. Barra de escalas = 100 m. Área de migração celular 
nos diferentes grupos experimentais. As barras representam a média ± SD da variação da área migratória 
em relação ao controle em pelo menos três experimentos. 5 campos diferentes foram fotografados em 
cada placa para o cálculo da área de migração. *p<0.05; **p<0.01; através do teste de ANOVA, seguido 
do pós teste de Fisher. 



 

Além disso, o grupo DMOG+DHA também apresentou redução na expressão de 

vimentina (p<0.0001), marcador de transição mesenquimal, além de restaurar a 

expressão 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 

condição de hipóxia no fenômeno de EndMT foi perdido em células silenciadas para 

AMPKα (Figura 24a-c; 25). 

Após isso, realizamos um teste funcional com a finalidade de avaliar a integridade da 

barreira celular através da análise da resistência elétrica da barreira transendotelial 

(Transendothelial electrical resistance – TEER) e após 24h horas de tratamento todos os 

grupos tratados com DMOG apresentaram redução na resistência quando comparados 

ao grupo CT (p<0.0001), sendo que o grupo silenciado para AMPKα apresentou uma 

redução ainda mais acentuada em comparação aos demais. Tendo em vista que as 

alterações moleculares precedem as funcionais, continuamos o acompanhamento por 

mais 24h, totalizando 48h de tratamento, e com isso continuamos observando uma 

redução em comparação com o grupo CT (p<0.001). Entretanto, o tratamento com DHA, 

em condição de hipóxia, foi capaz de impedir a redução mais acentuada na resistência 

da barreira após 48h quando comparado ao grupo apenas com DMOG (p<0.05). Em 

contrapartida, ao silenciarmos AMPKα, o efeito protetor do DHA foi perdido (p<0.05) 

(Figura 25c). Sendo assim, foi possível demonstrar o papel protetor do DHA na  

manutenção da barreira endotelial e no fenômeno de transição mesenquimal, além de 

confirmar que tais efeitos são dependentes da ação da proteína AMPKα.  



 

Figura 25. Os efeitos benéficos do DHA na transição mesenquimal e na função de barreira em 
hRMECs são dependentes da ação de AMPKα. a. Imagens representativas de fotomicrografias e análise 
semiquantitativa da intensidade de fluorescência de Vimentina e ZO-1 (Verde - Alexa fluor 488) em 
hMRECs expostas por 24 horas à situação CT, DMOG, DMOG+DHA ou siAMPKα+DMOG+DHA. As 
fotografias foram obtidas com aumento de 420x. Barra de escalas = 20 m b. Análise semi-quantitativa da 
expressão de Vimentina. As barras representam a média ± DP de células positivas corrigidas pelo número 
total de células em cada campo. Os dados estão expressos como a porcentagem de variação em relação 
ao grupo CT. 5 campos diferentes foram fotografados cada placa. c. TEER expressa em Ω x cm2. As barras 
representam a média ± DP da resistência obtida nos tempos 0, 24, e 48 horas em cada condição 
experimental.  *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001; ns = não significante através do teste de 
ANOVA, seguido do pós teste de Fisher.  

Posteriormente, deu-se início às análises in vivo.  Inicialmente, com o objetivo de avaliar 

se o ômega-3 possui papel protetor na retinopatia isquêmica, grupos wild type (WT – 

C57BL/6), foram submetidos a diferentes intervenções. Sendo o grupo WT-CT, 

composto por filhotes que permaneceram em ar atmosférico durante todo o período 

experimental (p1-p17) e grupo WT-OIR, no qual os filhotes foram submetidos ao 

protocolo de retinopatia induzida por oxigênio descrito anteriormente. Por fim, o grupo 

WT-OIR+ω3, no qual fêmeas foram suplementadas diariamente via gavagem com 2% 

da fração lipídica com óleo rico em ômega-3 (EPA e DHA). A suplementação das fêmeas 

ocorreu a partir do dia 1 (p1) após o nascimento dos filhotes e se deu durante todo o 



período experimental (p17). Em paralelo, fêmeas nocautes para AMPKα2 foram 

submetidas ao mesmo protocolo e alocadas nos três grupos experimentais, com a 

finalidade de avaliar se os possíveis benefícios do ômega-3 seriam dependentes da 

proteína AMPK e se a deleção da AMPK teria algum impacto no desenvolvimento da 

doença, uma vez que não foram encontrados dados sobre a deleção da proteína nesse 

modelo animal (Figura 26a).   

Inicialmente, foi confirmado a deleção da AMPKα2 através da análise do conteúdo 

proteico no fígado e na retina dos animais experimentais, evidenciando que os animais 

nocautes para AMPKα2 não expressavam a proteína em ambos os tecidos, quando 

comparados aos animais WT (C57BL/6) (Figura 26b). Posteriormente, foi avaliado por 

meio da coloração em Hematoxilina-eosina (HE) a estrutura da retina dos animais 

submetidos ao modelo de retinopatia isquêmica. Com isso, foi possível verificar que os 

animais WT-OIR apresentaram maior marcação de núcleos na membrana limitante 

interna e presença de vasos na camada plexiforme interna quando comparados ao grupo 

WT-CT. Além disso, os animais que foram submetidos à suplementação com óleo rico 

em ômega-3 apresentaram marcações nucleares na membrana limitante interna e 

formação de novos vasos na camada plexiforme. Entretanto, essas alterações apesar de 

presentes foram atenuadas quando comparados com o grupo que não recebeu 

suplementação. Em relação aos animais nocautes para AMPKα2, a deleção da proteína 

não alterou o desenvolvimento do tecido retiniano e não gerou um fenótipo mais severo 

de retinopatia isquêmica. De maneira interessante, animais suplementados com ômega-

3 apresentaram o mesmo padrão de neovascularização que o grupo não suplementado 

em animais nocautes (Figura 26c).  

 

 

 

 

 

 



Figura 26.  Benefícios promovidos pelo ômega-3 no desenvolvimento retinopatia isquêmica 
proliferativa são dependentes de AMPK. Globos oculares em parafina foram cortados em seções 
de  5µM. a. modelo de retinopatia isquêmica induzida por oxigênio. b. conteúdo proteico de AMPKα2 na 
retina e fígado de camundongos WT e AMPKα2-/-. As barras representam a média ± DP das densidades 
das bandas expressas em unidades arbitrárias como a porcentagem de variação em relação ao controle.  
c. Imagens representativas da coloração com eosina-hematoxilina. Setas indicam marcações nucleares 
nos grupos submetidos ao modelo de retinopatia induzida por oxigênio. Ponta de setas indicam vasos 
presentes nas camadas mais internas da retina. Setas indicam a presença de núcleo na MLI e vasos na 
CPI. MLI: membrana limitante interna; CPI: camada plexiforme interna; CNI: camada nuclear interna; CNE: 
camada nuclear externa; CPE: camada plexiforme externa; MLE: membrana limitante externa. 

Em relação ao marcador clássico de hipóxia (HIF-1α) avaliado por meio de imuno-

histoquímica, animais OIR, em ambas as condições – nocaute e wild type, apresentaram 

maior expressão nuclear de HIF-1α na camada nuclear interna, plexiforme externa e 

membrana limitante, indicando maior atividade do fator de transcrição em modelo de 

retinopatia isquêmica em comparação aos seus respectivos controles (WT-CT vs WT-

OIR = p<0,01. AMPKα2-/--CT vs AMPKα2-/--OIR = p<0,001). Em contrapartida, animais 

CT-OIR+ω3 apresentaram redução na localização nuclear e expressão global de HIF-1α 

quando comparado ao grupo CT-OIR (p<0,05) e a deleção da AMPKα2 foi capaz de abolir 

os efeitos benéficos promovidos pela suplementação de ômega-3, aumentando 

novamente a expressão e localização nuclear de HIF-1α aos níveis observados em 

animais não suplementados (Figura 27). 



 

Figura 27.  Efeitos benéficos do ômega-3 na expressão de HIF-1α em modelo de retinopatia induzida 
por oxigênio são dependentes de AMPKα . Globos oculares em parafina foram cortados em seções 
de  5µM. Imagens representativas de análises de imuno-histoquímica para HIF-1α e análises semi-
quantitativas da expressão de HIF-1α. As barras representam a média ± DP da positividade de HIF em 
unidades arbitrárias como a porcentagem de variação em relação 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<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; 
****p<0.0001; ns = não significante através do teste de ANOVA, seguido do pós teste de Fisher. 
(n≥3/grupo). 

Em relação ao fator de crescimento endotelial (VEGF), molécula chave no processo de 

angiogênese e proliferação, animais OIR, em ambas as condições – nocaute e wild type, 

apresentaram um aumento na expressão 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. AMPKα2-/--CT vs AMPKα2-/--OIR = 

p<0,01). Já animais WT-OIR suplementados com ômega-3 apresentaram uma redução 

na expressão de VEGF, quando comparados aos animais não suplementados 

(p<0,0001) e de maneira similar ao seu fator de transcrição (HIF-1α) , a deleção da 

AMPKα2 anulou os efeitos benéficos promovidos pela suplementação com ômega-3. 



Evidenciando que o papel protetor do ômega-3 na retinopatia isquêmica proliferativa é 

dependente da participação da proteína AMPK (Figura 28).  

 

Figura 28.  Efeitos benéficos do ômega-3 na expressão de VEGF em modelo de retinopatia induzida 
por oxigênio são dependentes de AMPKα . Globos oculares em parafina foram cortados em seções 
de  5µM. Imagens representativas de análises de imuno-histoquímica para VEGF e análises semi-
quantitativas da expressão de VEGF. As barras representam a média ± DP da positividade de VEGF em 
unidades arbitrárias como a porcentagem de variação em relação 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; ****p<0.0001; ns = não 
significante através do teste de ANOVA, seguido do pós teste de Fisher. (n≥3/grupo). 

Por fim, foi avaliado a expressão do marcador de células endoteliais, a isolectina B4 

(IB4), em condição controle as retinas de animais WT e AMPKα2-/- apresentaram leve 

coloração 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 AMPKα2-/-), grande número de células positivas para 

IB4 foram observadas na CLI, na camada plexiforme interna (CPI) e na camada 



plexiforme externa (CPE), que correspondem aos plexos capilares superficial, 

intermediário e profundo, indicando maior proliferação e neovascularização retiniana nos 

animais submetidos ao modelo de retinopatia induzida por oxigênio. Em filhotes WT-

OIR+ω3 WT, as células IB4+ foram restritas a camada limitante interna, mesmo padrão 

observado na condição CT, indicando redução no processo de neovascularização. 

Entretanto, os efeitos do ômega-3 não foram observados no grupo AMPKα2-/--OIR+ω3, 

evidenciando a participação da AMPK no efeito benéfico do ω3-PUFA no tecido retiniano 

(Figura 29). 

Figura 29.  Efeitos benéficos do ômega-3 na angiogênese em modelo de retinopatia induzida por 
oxigênio são dependentes de AMPKα . Globos oculares em OCT foram cortados em seções de  12µM. 
Imagens representativas de análises imunofluorescência para Isolectina B4 e análises semi-quantitativas 
de células positivas para IB4. As barras representam a média ± DP da positividade de IB4 em unidades 
arbitrárias como a porcentagem de variação em relação 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 = não significante através do teste de 
ANOVA, seguido do pós teste de Fisher. (n≥3/grupo). 

 



6. DISCUSSÃO 

Os achados do presente estudo fornecem uma melhor compreensão dos mecanismos 

celulares e moleculares da neovascularização retiniana. O entendimento desses 

mecanismos é essencial para identificação de possíveis alvos terapêuticos que sejam 

capazes de controlar ou retardar a progressão das retinopatias isquêmicas, uma vez que 

são o estágio final de diversas doenças da retina com o desfecho devastador para visão.  

Em suma, na tentativa de compreender os mecanismos relacionados ao 

desenvolvimento e progressão das retinopatias isquêmicas, HRMECs foram expostas a 

um ambiente isquêmico (tratamento com DMOG) e essa exposição induziu o aumento 

da expressão de marcadores hipóxicos (HIFs e VEGF), EndMT, além de promover um 

desarranjo na barreira intercelular de ZO-1, bem como aumento da migração celular e 

aumento da angiogênese. Além disso, o modelo in vitro de hipóxia diminuiu a atividade 

da AMPK, avaliado por meio da pAMPKThr172 e pACCSer79. Em contrapartida, a 

suplementação com DHA preveniu essas anormalidades ao restaurar a atividade da 

AMPK por meio de sua via canônica. Ainda, o DHA foi capaz de regular positivamente a 

expressão de seu receptor GPR120, seguido pelo aumento do influxo intracelular de 

Ca2+, que por sua vez, aumentou a expressão da proteína CaMKKβ, a montante da 

AMPK. Os efeitos benéficos do DHA observados em condições hipóxicas não foram 

observados nas células silenciadas para AMPKα, revelando o papel central da AMPK no 

mecanismo desempenhado pelo DHA. Em camundongos submetidos ao modelo OIR, a 

suplementação oral com ω3-PUFAs foi eficiente na prevenção de alterações vasculares 

retinianas isquêmicas em camundongos selvagens, mas não em camundongos AMPKα2-

/-, indicando que AMPKα2 desempenha um papel importante nos efeitos protetores de 

ω3-PUFAs na angiogênese patológica da retina.  

Diversos estudos na literatura demonstram a relação da AMPK no desenvolvimento de 

diversos processos patológicos da retina (76,91,93,135,136). Estudos anteriores 

demonstraram que a ativação de AMPK, seja por compostos farmacológicos ou 

fitoterápicos, foi capaz de diminuir o fenômeno de transição mesenquimal em células no 

RPE e nas células de Müller, a ativação de AMPK também diminuiu a apoptose e 

aumentou a autofagia (93,137). Já o tratamento com metformina, um clássico ativador 

farmacológico de AMPK, foi capaz de reduzir o estresse oxidativo, aumentar a produção 

de energia pelas mitocôndrias, levando a proteção de fotorreceptores e do RPE em 



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 expressão de marcadores 

isquêmicos na retina desses animais, sendo esses efeitos relacionados ao aumento de 

AMPKα2 no núcleo das células retinianas (92). Por fim, em modelo OIR, o tratamento 

com metformina foi capaz de reduzir a expressão e fosforilação do receptor de VEGF, 

FLK-1, sendo relacionado com a inibição da angiogênese patológica nesses animais 

(138). Apesar de tais evidências demonstrarem o papel de ativadores de AMPK no 

desenvolvimento e progressão da retinopatia, até onde sabemos, este é o primeiro 

estudo que avalia o papel da AMPKα na proteção da retina contra insultos isquêmicos.  

No presente estudo demonstramos que a ativação da AMPK foi capaz de reduzir 

marcadores isquêmicos, como a expressão e localização nuclear de HIF, que levou a 

uma diminuição na expressão de VEGF, culminando na redução da angiogênese 

patológica.  

Entretanto, os efeitos da AMPK na angiogênese não são conclusivos, podendo 

apresentar efeitos tanto positivos quanto negativos. Em relação aos efeitos positivos 

mediados pela AMPK na angiogênese, estudos mostram que a ativação da AMPK é 

capaz de proteger células endoteliais de insultos promovidos pela alta glicose ou altas 

concentrações de ácidos graxos. Ainda, estudo na literatura demonstrou que a ativação 

da AMPK promoveu o aumento da migração, proliferação e diferenciação de células 

endoteliais progenitoras. Tal achado evidenciou que o estímulo de células endoteliais 

progenitoras (EPCs) com VEGF induzia o aumento da fosforilação de AMPK de maneira 

dose-dependente e que após ser ativada, AMPK era capaz de fosforilar e ativar eNOS 

levando ao aumento da formação de tubos, aumento da expressão de marcadores 

endoteliais (ex. VE-caderina), sendo esses efeitos perdidos quando as EPCs eram 

tratadas com inibidores farmacológicos da AMPK (80,81). Corroborando com esses 

dados, a ativação de AMPK também induziu a um aumento na fosforilação de eNOS, 

coordenando o aumento da migração e formação de tubos em células endoteliais 

umbilicais (HUVECs) (80). Ainda, a ativação da AMPK em modelo queimadura profunda, 

foi capaz de aumentar a autofagia, proliferação celular e angiogênese, auxiliando na 

recuperação tecidual (85).  

 



Em contrapartida,  diversos estudos na literatura também evidenciaram o efeito negativo 

da AMPK na angiogênese, corroborando com os achados do presente trabalho. Estudos 

na área do câncer evidenciaram que a ativação de AMPK por metformina, AICAR ou 

sinvastatina foi capaz de diminuir o crescimento de tumores, além de reduzir a 

angiogênese no microambiente tumoral. Tais estudos, também evidenciaram que a 

AMPK é capaz de regular negativamente a expressão de HIF-1 e VEGF (139–141). 

Entretanto, os mecanismos pelos quais a AMPK exerce tais efeitos merecem maiores 

investigações.  Ainda, em modelo de angiogênese patológica, a ativação farmacológica 

da AMPK foi capaz de diminuir a fosforilação de Smad1/5 e a formação de túbulos em 

HUVECs tratadas com BMP9, além de reduzir a expressão de outros membros da família 

do fator de crescimento transformador beta (TGF-β), responsáveis pelo remodelamento 

vascular e angiogênese patológica (142). Além disso, a ativação de AMPK por 

resveratrol, foi capaz de reduzir a fosforilação de NF-ΚB em células retinianas expostas 

à TNF-α levando à redução de VEGF além de diminuir a expressão de moléculas de 

adesão em células do RPE e da microvasculatura retiniana, culminando na diminuição 

da infiltração de macrófagos e suprimindo a neovascularização da coroide (processo 

relacionado à gênese da DMRI) (143).  Por fim, o resveratrol também foi capaz de reduzir 

a apoptose em células da microvasculatura retiniana expostas à alta gliceose, via 

AMPK/Sirt1/PGC-1α (135). 

Outro tópico abordado no nosso estudo foi o fenômeno de transição endotélio-

mesenquimal (EndMT), processo relacionado com o desenvolvimento e progressão das 

retinopatias. Por definição, durante o processo de EndMT há a redução na expressão de 

marcadores endoteliais e de proteínas de junção e aumento na expressão de 

marcadores mesenquimais, como por exemplo, a vimentina (144). Além disso, os 

brotamentos aberrantes do endotélio são capazes de alterar os componentes da 

membrana basal. Durante esse processo, há uma alteração morfológica nas células 

endoteliais, fazendo com que elas adquiram um formato mais alongado e aumentem sua 

capacidade migratória (144), alterações também encontradas no presente estudo. Esse 

fenômeno ocorre pela ativação de diversas vias, como as ativadas por VEGF, citocinas 

inflamatórias e via de TGF-β e Wnt (144–148). De maneira interessante, a ativação de 

AMPK parece ser uma interessante estratégia na contenção desse fenômeno uma vez 

que estudos mostram que a AMPK é capaz de interferir na via de sinalização disparada 



por TGF, reduzindo o fenômeno de transição mesenquimal em células epiteliais da retina 

(149,150), corroborando com os achados do presente estudo. 

Dados do presente trabalho também demonstraram que a redução na atividade da AMPK 

levou ao desarranjo de ZO-1 na barreira das células endoteliais, o que induziu a 

disfunção da barreira e o aumento da permeabilidade e que, em contrapartida, sua 

ativação foi capaz de reverter tais parâmetros. De maneira interessante, ativação de 

AMPK parece estar relacionada com o correto funcionamento da barreira celular, bem 

como com a deposição de ZO-1 na membrana plasmática. Em células renais (MDKC -

Madin-Darby Canine Kidney cells), a AMPK foi capaz de fosforilar a proteína Afadin no 

sítio S1102. Uma vez fosforilada, a Afadina foi capaz de interagir com ZO-1, promovendo 

sua localização na barreira das células, associada à outras proteínas de junção (151). 

Nesta perspectiva, estudos evidenciam que a ativação de AMPK por ativadores 

farmacológicos, como AICAR ou metformina, foram capazes de restaurar a barreira 

epitelial intestinal (152,153). Entretanto, até onde se sabe essa é a primeira evidência de 

que a ativação de AMPK por ω3-PUFAs é capaz de restaurar a deposição de ZO-1 na 

barreira de células endoteliais retinianas em condição de hipóxia.  

Em relação aos ácidos graxos da família do ômega-3, seu consumo ou suplementação 

têm sido recomendados tanto por auxiliarem na prevenção quanto na redução da 

incidência de formas mais graves das retinopatias (110–112). Os ácidos graxos da 

família do ômega-3 (DHA, EPA, ALA), são ácidos graxos essenciais, ou seja, não são 

produzidos pelo organismo e devem ser adquiridos pela dieta. Eles possuem diversas 

funções no organismo. Especificamente, sobre a retina, o DHA é o principal componente 

estrutural do tecido, correspondendo a cerca de 30% dos ácidos graxos da retina. Sendo 

assim, alterações na ingestão ou na disponibilidade desses ácidos graxos, estão 

associados com o desenvolvimento e progressão das retinopatias. Além disso, diversos 

estudos na literatura descreveram o papel terapêutico desses ácidos graxos e seu 

receptor em diversos tecidos e tipos celulares, como hipotálamo, tecido adiposo, fígado 

e macrófagos (96,154–157).   

A respeito dos benefícios da ingestão de ômega-3 na retinopatia isquêmica, ensaios 

clínicos demonstraram que a suplementação de bebês nascidos prematuros auxilia no 

correto desenvolvimento do tecido além de proteger contra a neovascularização 

patológica retiniana. Nesta perspectiva, ensaio clínico randomizado avaliou 206 bebês 



nascidos com menos de 28 semanas de gestação os quais foram suplementados ou não 

com 50mg/kg/dia de DHA do dia 3 após o nascimento até 40 semanas e verificaram que 

a suplementação com DHA diminuir em 50% o risco de desenvolvimento de ROP na sua 

forma severa (110). Ainda,  343 bebês suplementados com diferentes doses de DHA 

constatou que a suplementação com fórmula infantil contendo 0.32% de DHA foi capaz 

de melhorar a acuidade visual em comparação à bebês não suplementados (158). Em 

relação à retinopatia diabética, estudo prospectivo randomizado realizado entre os anos 

de 2003 e 2009 com 3614 pacientes, demonstrou que a ingestão de 500mg/dia de ácidos 

graxos da família do ômega-3 era capaz de diminuir o risco de perda de visão em 

decorrência do diabetes (112). Por fim, ensaio clínico multicêntrico realizado entre os 

anos de 1992 e 2005, avaliou 1837 indivíduos e evidenciou que pacientes que 

apresentavam maior ingestão de ω3-PUFAs, tinham 30% menos chance de desenvolver 

degeneração macular relacionada à idade neovascular e atrofia geográfica central 

quando comparados aos indivíduos que apresentavam menor ingestão de ω3-PUFA 

(159). Portanto, a ingestão ou suplementação com ω3-PUFAs parece ser essencial para 

a prevenção ou redução das formas graves de doenças que acometem a retina.  

Sobre os mecanismos moleculares relacionados aos benefícios do ômega-3 na retina, 

há evidências do potencial anti-inflamatório e anti-angiogênico exercidos pelos ω3-

PUFAs na retina em diversos modelos experimentais (113–115,117,118). Em modelo in 

vivo de neovascularização de coroide a suplementação do 5% de EPA foi capaz de 

reduzir a neovascularização, expressão de moléculas de adesão, citocinas inflamatórias 

e VEGF (160).  Além disso, o tratamento com neuroprotectina D1 (derivado de DHA) 

também o foi capaz de reduzir em 80% as lesões causadas na retina por descolamento 

à laser, além de diminuir o volume de células endoteliais após lesão, quando comparado 

aos grupos não tratados (161).  Em relação aos principais mecanismos relacionados à 

ação do ômega-3 no tecido retiniano a redução do tônus inflamatório, de moléculas de 

adesão e expressão de fatores de crescimento estão relacionados com tais benefícios. 

Além disso, recentemente foi descrito a presença do receptor para ácidos graxos da 

família do ômega-3, o GPR120, no tecido retiniano. Tal estudo demonstrou a presença 

do receptor no tecido e que em modelo retinopatia diabética induzida por dieta 

hierlipídica, a suplementação com óleo de semente de linhaça (fonte de ômega-3) foi 

capaz de desarticular a cascata de sinalização inflamatória culminando na redução 

fosforilação de NF-ΚB, expressão de citocinas inflamatórias e VEGF (119), corroborando 



com os dados obtidos no presente estudo onde foi possível demonstrar a presença de 

GPR120 em células da microvasculatura retiniana além de descrever seu possível seu 

mecanismo de ação.  

A ativação do GPR120 pode gerar uma cascata de sinalização que culmina na ativação 

de segundos mensageiros, como o IP3 que coordena a liberação de Ca2+ do RE para o 

citosol. Estudos mostram que o aumento de Ca2+  gerado através da  ativação de 

receptores para ácidos graxos é capaz de ativar a proteína CamKKβ, aumentando a 

fosforilação e atividade de AMPK em células musculares e epiteliais do sistema 

respiratório, promovendo aumento na captação de glicose e auxiliando na organização 

de tight junctions na barreira celular, respectivamente (109,162). De maneira 

interessante, o presente estudo foi capaz de demonstrar tal mecanismo de ativação de 

AMPK nas células da microvasculatura retiniana, além de demonstrar que os efeitos 

benéficos promovidos pelos ω3-PUFAs em condição de hipóxia são dependentes da 

ação de AMPK, uma vez que em condição 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 terapêutico dos ω3-PUFAs,  além de descrever 

a presença dos receptores para tais ácidos graxos nas células da microvasculatura 

retiniana e destacar o papel central da proteína AMPK como mediadora dos efeitos 

promovidos pelos ω3-PUFAs nas retinopatias isquêmicas, o que auxilia na maior 

compreensão dos mecanismos relacionados ao desenvolvimento das RIs e possibilita a 

elaboração de novas terapias não farmacológicas de baixo custo e fácil implementação 

para a prevenção e/ou tratamento da doença.  

Em relação às limitações do estudo, nossos experimentos in vitro foram realizados em 

apenas de um tipo celular, além de que para a confirmação da hipótese se faz necessário 

a realização de experimentos adicionais como, por exemplo, a utilização de bloqueador 

específico para o receptor GPR120.  Em relação aos dados in vivo, a utilização de 

animais nocautes específicos para AMPK em células da microvasculatura retiniana 

seriam necessários para confirmar a hipótese levantada, além da utilização de outros 

modelos de retinopatias isquêmicas. Por fim, ressalta-se que tal hipótese também deve 

ser testada em estudos envolvendo seres humanos. 



7. CONCLUSÃO 

Pode-se concluir o ômega-3 foi capaz de proteger a retina contra insultos isquêmicos 

e seus efeitos parecem ser dependentes da ativação da proteína AMPK. Nesse 

sentido, esta evidência pode ser relevante como uma nova ferramenta terapêutica 

para controlar a angiogênese patológica em doenças isquêmicas da retina. Entretanto, 

destaca-se a necessidade de experimentos/estudos adicionais para a confirmação da 

hipótese apresentada no presente trabalho.  
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ANEXO 1 – Certificado de aprovação do projeto pelo Comitê de Ética no uso de 
animais da UNICAMP.  

 



 



ANEXO 2 – Política editorial da Elsevier, concedendo permissão aos autores 
para reprodução de seus artigos em teses e dissertações sem requisitar 
permissão.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ANEXO 3 – Artigo original publicado como parte das atividades realizadas 
durante o doutorado.   



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



ANEXO 4 – Capítulo publicado como parte das atividades realizadas durante o 
doutorado. 

 





 



 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 

 



 



 

 



 

 


