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RESUMO

A retina é um tecido com alta demanda energética e o seu funcionamento envolve a ativacao
de inlmeras cascatas de sinalizacdo. Dessa forma, eventos capazes de comprometer essas
vias levam a um aumento no estresse oxidativo e desencadeiam processos inflamatorios que
resultam em patologias, como a degeneracdo macular relacionada a idade e o glaucoma.
Nesse cenario, os peptideos derivados de toxinas da peconha da aranha Phoneutria
nigriventer tém se destacado por apresentar atividade farmacoldgica por meio de mecanismos
associados a efeitos neuroprotetores. Logo, o objetivo deste trabalho foi investigar a
seguranca e a atividade neuroprotetora de peptideos derivados da peconha da aranha
Phoneutria nigriventer em doencas oculares neurodegenerativas e avaliar a eficacia de uma
formulacao nanoestruturada na melhora da biodisponibilidade destes peptideos. Inicialmente,
investigou-se a seguranca do uso intravitreo dos peptideos PnPall e PnPal3 e constatou-se
gue a dose mais segura seria a de 1,25 pg/mL, assim, esta foi utilizada nos testes posteriores.
O estudo de degeneracdo da retina promovida pela luz do LED azul revelou que um pré-
tratamento com PnPall ou PnPal3 foi responsavel por uma preservacao da amplitude das
ondas a e b (resposta das células de Miller, células bipolares e fotorreceptores), efeito que
também foi observado nas analises morfolégicas. O estudo de western blot reiterou a hipotese
de que estes peptideos protegeram a retina minimizando a apoptose induzida pela luz do LED
azul. Posteriormente, foram analisadas a seguranca do uso tOpico e a atividade
neuroprotetora do PnPP-19, um peptideo doador do 6xido nitrico (NO). Os resultados obtidos
mostraram que o peptideo ndo desencadeou sinais de toxicidade nas doses testadas.
Ademais, observou-se que o PnPP-19 foi capaz de permear as camadas da cérnea, promover
a liberacdo de NO e ,consequentemente, reduziu a PIO. Na avaliagdo da atividade
neuroprotetora, observou-se que um pré-tratamento com o PnPP-19 foi capaz prevenir os
danos na retina induzidos pela isquemia. Assim, supde-se que o efeito neuroprotetor desse
peptideo seja estabelecido devido a uma associacao entre o efeito hipotensivo e efeitos
antioxidantes estabelecidos pelo aumento na producdo do NO. Assim, avaliou-se a eficacia
de um sistema nanorreservatério de farmacos na melhora da entrega ocular desse peptideo.
Nossos resultados revelaram que o nanowafer foi capaz de prolongar a entrega do PnPP-19
na superficie ocular em comparacéo ao colirio. Esse efeito foi observado devido a um aumento
na fluorescéncia da superficie ocular quando se utilizou o nanowafer preenchido com
fluoresceina e pela melhora do efeito hipotensivo do PnPP-19, veiculado por meio do
dispositivo. Quando se investigou a capacidade do nanowafer em otimizar a entrega do
peptideo para o segmento posterior, notou-se que ele promoveu um aumento na
biodisponibilidade do PnPP-19 nesses tecidos. Os resultados obtidos possibilitam uma nova

perspectiva no tratamento de doencas degenerativas da retina e abrem caminhos para o



estudo e a aplicacdo de peptideos na terapéutica oftalmoldgica. Além disso, o dispositivo
estudado se mostrou promissor e foi capaz de fornecer um tratamento ndo invasivo que

permitiu uma melhora na biodisponibilidade de peptideos para os tecidos oculares.

Palavras-chave: Retina. Neuroprotecdo. Phoneutria nigriventer. Peptideo. Nanowafer.



ABSTRACT

The retina is highly demanding energetically, and its functioning comprises the activation of
several signaling cascades. Therefore, events that undermine such cascade processes lead
to the increase of the oxidation stress and give rise to inflammatory processes resulting in
pathologies such as the age-related macular degeneration and glaucoma. In view of this,
peptides derived from the venom of the Phoneutria nigriventer spider have stood out for
presenting pharmacological action through mechanisms associated to neuroprotective effects.
Hence, the goal of the present work was to investigate the safety and the neuroprotectant
action of peptides derived from the venom of the Phoneutria nigriventer spider in ocular
neurodegenerative diseases and evaluate the efficacy of a nanostructured formulation in the
improvement of the bioavailability of peptides. A wide range of doses of the PnPall and
PnPal3 was tested, and the 1.25 pug/mL concentration was determined to be the safest and
was therefore utilized in the subsequent tests. The studies on the retina degeneration
promoted by the blue LED light revealed that both selected peptides were able to protect the
retina from the induced damage. The analysis of the electroretinogram showed larger
preservation of the amplitude of the a and b waves (response of Miller cells, bipolar cells and
photoreceptors) and this effect was also observed in the morphological analysis. The western
blot analyses reinforce the hypothesis that such peptides are able to protect the retina against
apoptosis. In a second approach, the neuroprotectant activity of PnPP-19, a nitric oxide (NO)
donor peptide, and the safety of its use were analyzed. The obtained results showed that
PnPP-19 did not induce toxicity signs in tested doses. Besides, the assay of PnPP-19 tagged
with FITC showed that this peptide can permeate the cornea layers. Moreover, it was observed
that the peptide was capable of promoting NO release, leading to the reduction of the
intraocular pressure (IOP). During the evaluation of the neuroprotective activity of such
peptide, it was observed that a pre-treatment with the PnPP-19 was able to avoid induced
damages in the retina through ischemia. Thus, it is supposed that the neuroprotective effect of
the PnPP-19 by an association of the hypotensive effect and the antioxidation effects by the
increase of NO production. Thus, the efficacy of a system of drug nano-reservoir in the ocular
delivery of the peptide was tested. The device was able to extend the peptide delivery in the
ocular surface. This effect was noted through a rise in the fluorescence of the ocular surface
and an improvement of the hypotensive capacity of the peptide. We also observed the
capability of the device to increase the bioavailability of this peptide for a posterior segment.
Our results enable a new perspective in the treatment of degenerative diseases in the retina
and point to uncountable pathways for the use of peptides in ocular diseases. The studied
device is promising, as it is capable to offer an improved non-invasive treatment that can

increase the bioavailability of the peptides for the ocular tissues.
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1 JUSTIFICATIVA

A neuroprotecdo € um processo que contribui para o resgate, recuperacao ou regeneracao
da estrutura e fungéo de células do sistema nervoso (VAJDA, 2002). Para sistema ocular, o
termo neuroprotecdo refere-se a eventos ocorridos apés o insulto original ao nervo 6ptico e
células nervosas na retina, o que significa que uma substéncia neuroprotetora atua em
eventos degenerativos secundarios (BARKANA; BELKIN, 2004). Isso se justifica, pois
independentemente da natureza do insulto primério (mecénico, isquémico, degenerativo,
etc.), os danos neuronais se espalham para as células nervosas adjacentes, caracterizando
a lesdo secundéria (LYNCH; DAWSON, 1994; OSBORNE; NEVILLE, 2012).

Diversos compostos foram apontados como mediadores neurotoxicos da degeneracao
secundaria. Estes incluem aminoéacidos excitatérios (por exemplo, glutamato), radicais livres,
NO, produtos de peroxidacao lipidica e opioides. Assim, substancias que impedem a formagé&o
ou antagonizam a acdo desses compostos tém sido investigadas como potenciais
neuroprotetores (BARKANA; BELKIN, 2004; MONTEIRO et al., 2017).

Nesse cenario, a pesquisa de peptideos de origem animal tem emergido como uma alternativa
promissora para busca de novos medicamentos. Geralmente, essas biomoléculas séo
capazes de exercer agbes antioxidantes e antiinflamatorias, ou ainda podem limitar o
glutamato extracelular, promovendo, assim, a sobrevivéncia neuronal da retina. A exemplo
disso, peptideos derivados da peconha da aranha Phoneutria nigriventer tém se destacado
por atuarem em vias de sobrevivéncia celular (AGOSTINI et al., 2011; EMERICH et al., 2016;
FONSECA et al., 2016; OLIVEIRA, et al., 2019), o que indica um possivel efeito benéfico
desses peptideos no processo de degeneracédo da retina.

No entanto, a investigacdo de possiveis abordagens terapéuticas baseadas em peptideos
conta com algumas limitacdes. Um desses problemas é representado pela baixa
biodisponibilidade em razéo da sua rapida degradacdo no ambiente extracelular (CERVIA,
CATALANI; CASINI, 2019). Assim, um avanco significativo nesse campo pode vir da jungéo
de peptideos a novas formulacbes capazes de facilitar a entrega de peptideos, o que
proporcionaria  uma melhora na farmacocinética do peptideo e na eficacia
terapéutica (MANDAL et al., 2018).

Dado o exposto, o trabalho desenvolvido apresenta, inicialmente, uma investigacdo sobre a
seguranca e o efeito neuroprotetor de peptideos derivados da pegonha da aranha Phoneutria
nigriventer em olhos de ratos, apoés insultos degenerativos. Em um segundo momento, foi
avaliada a eficacia de um dispositivo reservatério para melhorar a entrega de peptideos para

os tecidos oculares.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Anatomia e fisiologia do olho

O olho humano é um 6rgdo par composto por uma estrutura capaz de detectar e interpretar
0s estimulos luminosos do ambiente (COSTANZO, 2014; ROGERS, 2014). O globo ocular é
uma esfera com 2,5 cm de didmetro e 7,5 g e esta localizado na cavidade 6ssea, denominada
Orbita. Esse 6rgao do corpo humano pode ser dividido anatomicamente em dois segmentos

principais, como se vé na Figura 1:

e Segmento anterior: cérnea, iris, corpo ciliar, canal de Schlemm, cristalino e humor

aquoso.
e Segmento posterior: esclera, coroide, retina, humor vitreo e nervo 6ptico.

Figura 1 — Descri¢do anatdmica do olho humano

Segmento anterior: Segmento posterior:

Cristalino an

Humor vitreo

Nervo o6ptico

Corpo ciliar \\

Esclera

Fonte: Do autor.
2.1.1 Segmento anterior

A cérnea é um tecido fino e transparente que permite a passagem de luz para o interior do
olho, além de proteger contra a entrada de organismos externos (GANDHI; JAIN, 2015). A
camada mais externa é denominada epitélio e apresenta uma natureza lipofilica. Abaixo,
tem-se a membrana de Bowman, o estroma (carater hidrofilico), a membrana de Descemet e
o endotélio, camada mais interna, que estd em contato com o humor aquoso (Figura 2). A
cornea é um tecido avascular nutrido pelo humor aquoso, pelo filme lacrimal e por difuséo de

nutrientes presentes nos vasos sanguineos do limbo (GANDHI; JAIN, 2015).
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Figura 2 — Estrutura anatdmica da cérnea

Epltello—>..'_-‘».-.‘~‘:-:'-.-..' | ® e @ ® o o o e ® o
Membranade —,

Bowman B e e

Estroma — —

Membranade

Descement \ = -

Endotélio — >~~~

Fonte: Do autor.

A conjuntiva € uma membrana que reveste internamente as palpebras e cobre a superficie
anterior do olho até a cornea. Essa membrana é formada por duas camadas: epitelial e
estroma. Na camada epitelial estdo localizadas as células caliciformes, que séo responsaveis
pela producdo de mucina, um componente do filme lacrimal (COSTANZO, 2014). No estroma
estdo localizadas glandulas que contribuem para a formacao das camadas aquosa e lipidica
do filme lacrimal. Assim, por meio do filme lacrimal, a conjuntiva € capaz de proteger a
superficie ocular de danos externos, microrganismos e dificulta a permeacdo de
farmacos (LOFTSSON et al., 2008).

A iris € uma estrutura interna, circular e possui uma regido central, denominada pupila, que
se contrai com o objetivo de controlar a quantidade de luz que entra no olho. As diferencas de
cor na iris refletem as variag@es individuais da quantidade de melandcitos localizados em sua
parte mais interna (COSTANZO, 2014).

O corpo ciliar esta localizado entre a raiz da iris e a retina, e tem como funcao a acomodacéo
visual por meio do musculo ciliar e da secrecao do humor aquoso. Essa estrutura é formada
por duas partes: a parte anterior, ou pregueada, e a parte posterior, também conhecida como
plana. O humor aquoso é um liquido incolor constituido por agua e sais que tem a funcao de
nutrir a cérnea e o cristalino, além de regular a pressao interna do olho. Apés secretado, o

humor aquoso flui do segmento posterior, atravessa a pupila e chega a camara anterior, de
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onde sai do olho, principalmente, pela rede trabecular e pelo canal de
Schlemm (ROGERS, 2014).

O cristalino é uma lente natural do olho que possui uma estrutura biconvexa transparente,
com aproximadamente 10 mm de didmetro (TORTORA, 2003). Localizado atras da iris, ele €
formado por uma rede de fibras elasticas, o que o torna flexivel e lhe permite modificar o seu
formato para focalizar objetos em diferentes distancias. Com o avanco da idade, o cristalino
passa a ser menos elastico e a acomodacéo realizada pelos musculos ciliares torna-se menos
eficaz, dificultando a visao para perto (TORTORA, 2003; PIERSCIONEK et al., 2015).

2.1.2 Segmento posterior

No segmento posterior, a esclera é a parte branca do globo ocular. Ela é formada por fibras
de colageno altamente resistentes e por isso é responsavel por manter a estrutura esférica do

globo ocular, suportando a presséo interna do olho (COSTANZO, 2014).

A coroide é uma camada rica em vasos sanguineos e exerce fungfes importantes, como suprir
as células da retina de oxigénio e de nutrientes, ambos necessarios para a sua manutencao.
Essa camada esta localizada entre a retina e a esclera e estende-se do corpo ciliar até o
nervo optico (ANAND-APTE; HOLLYFIELD, 2010).

O humor vitreo € uma substancia gelatinosa, composta basicamente por agua (~ 98%),
colageno tipo Il e acido hialurénico. O vitreo esta presente no segmento posterior do olho,
entre o cristalino e a retina, e é responsavel por manter o formato do olho, absorver impactos

sofridos no globo ocular e evitar o deslocamento de retina (XU et al., 2000).

A retina esta localizada no segmento posterior do olho e possui uma espessura variavel (entre
0,1 e 0,5 mm). Constitui um tecido formado por células neuronais sensiveis a luz, que
transformam a luminosidade em um sinal elétrico enviado ao cérebro por meio do nervo 6ptico.
Na retina, ha ainda uma regido denominada macula, responsavel pela visdo nitida. Em seu
centro, tem-se uma area altamente especializada denominada “févea”, responsavel pela visao

de alta qualidade. O restante da retina é responsavel pela visédo periférica (ROGERS, 2014).

Existem dois tipos de células sensiveis a luz na retina: os cones e os bastonetes. Os cones
tém pigmentos, chamados iodopsinas, que absorvem diferentes comprimentos de onda, o que
possibilita a percepcao de cores. No olho humano, ha a presenca de cones "azuis", "verdes"
e "vermelhos", com picos de absorbancia em 425 nm, 530 nm e 560 nm, respectivamente. Os
bastonetes possuem um pigmento conhecido como rodopsina, capaz de absorver a luz com
absorbéncia em torno de 496 nm. Além disso, essas estruturas tém funcéo de visdo sob luz

fraca. Quando os cones e 0s bastonetes sao atingidos pela luz, o pigmento fotossensivel neles
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presente € transformado quimicamente pelo processo de fotoisomerizacdo, dando inicio a
fototransducéo (NATHANS; THOMAS; HOGNESS 1986; PRESLAND; PRICE, 2017).

2.2 Barreiras oculares

O olho humano é um 6rgéo isolado, no qual a entrada de agentes externos é bastante
dificultada. Os farmacos sao impedidos de atingir os tecidos oculares por meio de barreiras
oculares estaticas e dindmicas. Assim, uma tarefa desafiadora no tratamento de doencas que
afetam os tecidos oculares (anteriores e posteriores) é superar esses obstaculos e fornecer o
tratamento de forma eficiente para o tecido ocular-alvo (CHOLKAR et al., 2013). Em geral,

essas barreiras podem ser classificadas como anatdmicas e fisiologicas.
2.2.1 Barreiras anatdmicas

As barreiras anatdmicas sdo capazes de limitar a entrada de farmacos e/ou agentes invasores
no interior do olho por meio dos tecidos que compde esse 6rgao (URTTI, 2006). No segmento
anterior, o epitélio da cérnea é formado por células epiteliais justapostas, formadas da regido
periférica até o centro, onde estdo presentes juncdes que limitam com maior eficacia a
permeacao de substancias externas. Dessa forma, farmacos lipofilicos que apresentam uma
maior afinidade com as células epiteliais possuem maior permeabilidade se comparados a
farmacos hidrofilicos (GAUDANA et al., 2010). Por outro lado, a conjuntiva apresenta uma
area muito vascularizada, capaz de absorver grande quantidade de farmacos hidrofilicos,
além de captar moléculas com um tamanho maior, como proteinas e
peptideos (MANDAL et al., 2018)

No segmento posterior do olho a permeabilidade da esclera diminui com o aumento do
tamanho da molécula (OLSEN et al., 1995). A lipofilicidade afeta a permeabilidade de forma
significativa, porém moléculas hidrofilicas apresentam uma maior permeacdo, uma vez que
se difundem melhor nos proteoglicanos e na matriz das fibras de colageno (CRUYSBERG et
al., 2002). Além disso, a espessura da esclera varia de acordo com a localizagdo anatémica.
O segmento posterior apresenta uma esclera mais espessa, e por isso a permeabilidade para

moléculas terapéuticas € muito baixa (CHOLKAR et al., 2013).

O epitélio pigmentar da retina (EPR) apresenta células justapostas, o que limita a entrada de
farmacos e moléculas para a retina. Ademais, os farmacos podem atravessar o EPR por
permeacao passiva e/ou transporte ativo, dependendo da dose, da expressao e localizacdo
dos transportadores e da afinidade para com a proteina transportadora (RAMSAY et al.,
2019). O EPR é uma barreira mais rigida do que a esclera para moléculas hidrofilicas e
grandes (PITKANEN et al., 2005).
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A vasculatura da coroide €é responsavel pela eliminacédo de substancias que chegam até essa
membrana e, assim, constituem uma barreira importante para a permeacado de moléculas da
superficie do olho para a retina e 0 humor vitreo. Esse mecanismo contribui para a uma baixa
disponibilidade de farmacos para o interior do olho, e por isso doencas crénicas da retina e

da coroide requerem tratamentos com doses elevadas (RANTA et al., 2010).

Outra barreira existente € a mucina, um gel viscoso que exerce papel de prote¢éo ao olho. A
mucina forma uma camada na superficie da cornea e conjuntiva, o que pode interferir na
absorcdo de farmacos destinado ao uso tépico (FALAVIGNA et al., 2020; GAUDANA et al.,
2010).

2.2.2 Barreiras fisioldgicas

Os medicamentos oftalmicos sdo administrados principalmente por via topica. Uma grande
fracao (~ 90%) dos farmacos administrados por essa via € eliminada pela drenagem lacrimal,
através dos ductos nasolacrimais, o que também contribui para a baixa permeacéo da droga
para o interior do olho (LOFTSSON et al., 2008).

As lagrimas séo produzidas de forma continua pelas glandulas lacrimais e esse liquido é
renovado com o piscar dos olhos, promovendo a formagéo da nova pelicula. Esse movimento
natural provoca a diluicho dos farmacos administrados, o que reduz sua
concentracdo (CHOLKAR et al., 2013).

O olho humano apresenta uma taxa de rotatividade lacrimal média de 0,16 yL/min. A instilag&o
de um colirio promove aumento nessa taxa, causando uma reducao significativa no tempo de
contato do medicamento com a superficie ocular e, consequentemente, a reducédo da
biodisponibilidade. Outros fatores, como ligacdo a proteinas constituintes das lagrimas,

também podem favorecer a taxa de eliminagao do farmaco (URTTI; SALMINEN, 1993).

A absorgéo dos farmacos encontra outro fator limitante: a absorcéo sistémica no lugar da
ocular (URTTI et al., 1985). Como 0 saco conjuntival é extremamente vascularizado, pode
ocorrer um fluxo de farmaco para a corrente sanguinea, o que diminui a concentracéo do
farmaco no liquido lacrimal. Estima-se que a quantidade de farmaco disponivel para o

segmento posterior seja cerca de 10% da dose instilada (FARKOUH et al., 2016).
2.3 Suprimento sanguineo ocular

Embora os vasos retinianos e coroidais sejam todos derivados da artéria oftalmica, um ramo
da caroétida interna, eles diferem morfolégica e funcionalmente. A circulacdo retiniana €
caracterizada por um fluxo baixo e uma capacidade elevada de extragdo de oxigénio

(FUNK, 1997). Em contrapartida, a circulacao coroidal possui um fluxo alto, devido a baixa



resisténcia nos capilares coroidais, que sao mais largos (20 — 40 mm). Quando comparados
aos capilares da retina, estes apresentam uma extracdo de oxigénio baixa, de
aproximadamente 4% (BILL; SPERBER; UJIIE, 1983; NICKLA; WALLMAN, 2010).

A retina apresenta uma alta taxa de consumo de oxigénio, sendo necessario um grande
volume de hemoglobina oxigenada para nutri-la. Assim, a retina recebe nutrientes por duas
vias principais: a rede de vasos da retina e da coroide. A circulacdo retiniana € um sistema
arterial final sem anastomoses. A artéria retiniana central emerge do disco Optico e se divide
em quatro ramos principais que, por sua vez, se dividem em arteriolas (Figura 3). Estas se
bifurcam e dao origem a uma rede capilares com um diametro médio de 5 pm (FUNK, 1997;
KUR; NEWMAN; CHAN-LING, 2012; POURNARAS et al., 2008).

Figura 3 — Anatomia da circulagéo orbital
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Os vasos maiores estdo localizados na parte mais interna da retina, proximo a membrana
limitante interna, enquanto 0s vasos menores atravessam a retina até a camada plexiforme
externa (CPE), quando essa rede de capilares desaparece. A circulagdo venosa dessas
camadas da retina e do disco 6tico € drenada por meio da veia central da retina. As camadas
mais externas da retina (da camada nuclear externa até o EPR) sdo avasculares, sendo
nutridas por difusdo pela circulacéo da coroide (BILL; SPERBER; UJIIE, 1983; DELAEY; VAN
DE VOORDE, 2000).
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O suprimento vascular da coroide advém das artérias ciliares posteriores longas e curtas, uma
segmentacao da artéria oftdlmica. As artérias ciliares penetram a esclera na regiao do disco
Optico, levando suprimento sanguineo ndo so6 ao disco 6tico como também ao nervo Gtico e a
coroide (NICKLA; WALLMAN, 2010). A drenagem venosa dessa circulacdo ocorre por meio

de veias vorticosas localizadas na esclera (INES, 2019).

O comprometimento da circulagdo retiniana resulta em alteracdes do fluxo sanguineo que,
por sua vez, afetam o suprimento de oxigénio e nutrientes essenciais para a manutencdo das
funcdes retinianas. A regulacéo do fluxo sanguineo retinal e coroidal € alterada em uma série
de distarbios que afetam os olhos. Entre as condi¢cdes patolégicas mais prevalentes,
destacam-se a degeneragcdo macular relacionada a idade (DMRI), a retinopatia diabética e o
glaucoma (RIVERA et al., 2017).

2.4 Isquemia retiniana

A isquemia é uma condi¢do que ocorre devido a interrup¢ao do suprimento sanguineo para
um determinado tecido ou 6rgdo, o que limita o suprimento de oxigénio e glicose e
desencadeia eventos que culminam na morte celular. A retina é um tecido com alta taxa
metabdlica que, como dito anteriormente, tem um consumo elevado de oxigénio. Logo, é
extremamente sensivel a deficiéncia de oxigénio, o que a torna mais suscetivel a lesdes
isquémicas (AMES, 1992; MINHAS; SHARMA; KHAN, 2016).

As doencgas isquémicas da retina séo caracterizadas por dois estagios principais. O primeiro,
envolve a perda do leito vascular pelo evento hipdxico-isquémico que gera o segundo estagio,
caracterizado pela proliferacdo excessiva dos vasos sanguineos. Vale ressaltar que o
processo isquémico também é capaz de desencadear estresse oxidativo e processos
inflamatdrios que vao estar diretamente relacionados a patogénese das doencas isquémicas
da retina (FULTON et al., 2009; RIVERA et al., 2017).

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre a geragdo e a remogéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), como radicais livre, NO e peréxido de hidrogénio
(H202). O excesso dessas moléculas no organismo pode danificar acidos nucleicos, proteinas
e lipideos, além de modular a expressdo de varios genes de resposta ao estresse,
estimulando ainda mais a geracdo de EROs a partir de fontes endégenas (MADSEN-
BOUTERSE; KOWLURU, 2008).

A inflamagéo esta intimamente ligada ao stress oxidativo. Ela representa uma resposta celular
a fatores que alteram a homeostase dos tecidos, o que inclui o stress oxidativo. Durante o
processo inflamatorio, sdo produzidas algumas citocinas e quimiocinas, que sao proteinas

sinalizadoras, que permeiam os tecidos para exercer fungdes especificas. Entretanto, quando
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tais proteinas permanecem nos locais por periodos prolongados, podem prejudicar a
integridade dos tecidos.(FULTON et al., 2009).

Entre os anos de 2000 e 2020, foram publicados no Pubmed 3.552 artigos que incluiam os
termos “oxidative stress AND retina” e 4.777 artigos que incluiam as palavras “inflammation
AND retina” (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/). Em ambos os casos foi observada uma

tendéncia crescente no nimero de estudos publicados (Figura 4).

Figura 4 — Nimero anual de publicagées contendo os termos de pesquisa “oxidative

stress AND retina” ou “inflammation AND retina” entre 2000 — 2020
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Outra observacao relevante associada a uma variedade de doencas oculares é o aumento de
EROs e de citocinas inflamatérias. Em virtude disso, muitos grupos de pesquisa tém se
voltado ao estudo do estresse oxidativo e da inflamacédo e suas implicacbes para diversas

patologias, dentre as quais se destacam a DMRI e o glaucoma (RUAN et al., 2020).
2.4.1 Degeneracdo macular relacionada a idade

A DMRI é a principal causa de cegueira na populacdo idosa dos paises desenvolvidos.
Estima-se que em todo mundo aproximadamente 196 milhdes de individuos sejam afetados
pela DMRI, e esse numero tende a aumentar para 288 milhdes em 2040 (PENNINGTON;
DEANGELIS, 2016; WONG et al., 2014). Em estudo realizado em um servico terciario na
cidade de Ribeirdo Preto - Sdo Paulo, constatou-se que a DMRI é responsavel por 25,3% dos

casos de baixa visdo na populacdo com 50 anos ou mais (FERREIRA et al., 2020).
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Alguns estudos revelam que o custo global da deficiéncia visual ocasionada pela DMRI é de
343 bilhdes de dolares anuais, incluindo 255 bilhdes em custos diretos de salude. Estima-se
que esse valor aumente significativamente no futuro (AMD ALLIANCE INTERNATIONAL,
2010; JONAS; CHEUNG; PANDA-JONAS, 2017).

A etiologia da DMRI esta relacionada a alteragcbes degenerativas que ocorrem na macula e
por isso, levam a uma diminuicdo da visdo central. Trata-se de uma doenca multifatorial que
ocorre devido a alteragcbes decorrentes do processo natural de envelhecimento e alteragbes
patolégicas (ZARBIN, 2004). Dessa forma, com o envelhecimento global da populacéo, esta
tem se tornado uma das doencas oculares mais importantes da terceira idade (WONG et al.,
2014). Além disso, alguns fatores genéticos e ambientais, como fumo, ma alimentacdo e o
consumo de bebida alcodlica estdo associados ao desenvolvimento e a progressdo da DMRI
(LIM et al., 2012; MITCHELL et al., 2018).

O achado clinico mais caracteristico da DMRI é o aparecimento de drusas, formadas pelo
encapsulamento de restos celulares, como proteinas e lipideos, entre a membrana de Bruch
e o0 EPR (Figura 5). As drusas dificultam a difusdo de oxigénio e nutrientes para a retina,
dando origem a &reas isquémicas no EPR — conhecida como DMRI forma seca —
(MITCHELL et al., 2018).

Figura 5 — Patogénese da DMRI
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A progressao da DMRI leva a um estagio neovascular que envolve fatores angiogénicos, como
o fator de crescimento endotélio vascular (VEGF, do inglés Vascular Endothelial Growth
Factor), que é induzido pela hipoxia (KUR; NEWMAN; CHAN-LING, 2012). Novos vasos
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sanguineos crescem sob a macula e, devido a sua fragilidade, frequentemente se rompem
(DMRI forma umida), causando um comprometimento na regido macular, o que justifica a
perda da visédo central (FINGER et al., 2020; RUAN et al., 2020; SHEN, et al., 2007).

Além das alteracbes dos fotorreceptores, recentemente as células da glia tém recebido
destaque na patogénese da DMRI. As células gliais geralmente sdo subdivididas em
macroglia (células de Muller e astrdcitos) e microglia, e tém como fungdo manter a integridade
e homeostase dos neurdnios da retina. No entanto, alguns estudos relataram uma reducéo
na proporcado de astrocitos para neurénios na retina de ratos idosos, o0 que sugere uma maior
dificuldade dos astrécitos em manter a homeostase durante o envelhecimento. Como a DMRI
€ uma doenca relacionada ao envelhecimento do individuo, essa mudanca na proporcao
astrdcito/neurbnio pode estar envolvida na patogénese da DMRI (KUR; NEWMAN; CHAN-
LING, 2012; TELEGINA; KOZHEVNIKOVA; KOLOSOVA, 2018).

A investigagdo das alteracdes que ocorrem nas células da glia da retina com o avanco da
idade € necessaria para revelar possiveis causas e mecanismos envolvidos no
desenvolvimento de doencgas neurodegenerativas relacionadas a idade, incluindo DMRI. Além
disso, publicagbes recentes sugerem que a glia pode ser um alvo interessante para o
tratamento de doengas degenerativas (TELEGINA; KOZHEVNIKOVA; KOLOSOVA, 2018).

2.4.2 Glaucoma

O glaucoma é uma das causas mais comuns de cegueira no mundo (FLAXMAN et al., 2017).
estima-se que cerca de 76 milhdes de pessoas em todo o mundo vivam com a doenca
atualmente, e esse niumero tende a aumentar para 111,8 milhdes em 2040 (THAM et al.,2014).
Como consequéncia, o glaucoma gera um encargo financeiro significativo para o sistema de
saude. Nos Estados Unidos da América (EUA), o tratamento terapéutico do glaucoma custa
cerca de 2,5 bilhdes de ddlares ao ano, sendo que 1,9 bilhdes sdo destinados a custos diretos,
como medicamentos e cirurgias, e 0,6 bilhBes a custos indiretos, nos quais se incluem os
acidentes e a auséncia no trabalho (RYLANDER; VOLD, 2008).

No Brasil, h4 uma escassez de informagdes confiaveis e atualizadas sobre a ocorréncia da
doenca. Em estudo populacional realizado no sul do pais, encontrou-se uma prevaléncia de
3,4% para a populagédo acima de 40 anos de idade (SAKATA et al., 2007). Em contrapartida,
em trabalho realizado no interior do Amazonas, a prevaléncia encontrada para os casos totais
de glaucoma foi de 6,0%. Entre os individuos diagnosticados, 96,0% das pessoas

encontravam-se na faixa etéria acima de 40 anos (LOUREIRO; FELIX, 2020).

Nesse contexto, 0 aumento na prevaléncia do glaucoma tem impactado diretamente os

recursos do Sistema Unico de Salde (SUS). De acordo com estudo realizado por



35

Castro et al. (2020), foi aprovado, para o tratamento do glaucoma, no periodo entre janeiro de
2015 a dezembro de 2019, um valor total de R$ 242.349.077,55 para a regido sudeste do
pais. O estudo ressalta ainda que houve um crescimento de 92,9% nos valores aprovados

para o tratamento do glaucoma nesse periodo, em comparac¢ao a anos anteriores.

O termo glaucoma refere-se a um grupo de condigBes oculares que tém como ponto em
comum a degeneracdo de células ganglionares que pode estar associada ao aumento da
pressdo intraocular (PIO). Embora a patogénese do glaucoma n&o seja totalmente
compreendida, sabe-se que a fisiopatologia do glaucoma seja multifatorial e que vérios fatores

contribuem para a morte das células da camada ganglionar da retina (SUPURAN, 2019).

O equilibrio entre a secre¢cdo de humor aquoso pelo corpo ciliar e a drenagem ocorre por duas
vias independentes: malha trabecular e uveoescleral (AGARWAL et al., 2009). No glaucoma
de angulo aberto (mais comum) ha uma maior resisténcia no fluxo através da rede trabecular,
0 que aumenta o volume do liquido presente no olho e, consequentemente, eleva a PIO.
Nesse tipo de glaucoma os sintomas sdo menos aparentes e, muitas vezes, o portador s
percebe-os ap6s uma perda significativa do campo de visdo (CAPRIOLI; COLEMAN, 2010;
WEINREB; AUNG; MEDEIROS, 2014).

No glaucoma de angulo fechado agudo (mais grave) a drenagem do humor aquoso é
obstruida pela iris, 0 que gera um aumento na presséo (Figura 6). Nesse caso, a elevagéo
da pressdo gera dor intensa, embacamento visual, dor de cabega, nduseas e vOmito
(CAPRIOLI; COLEMAN, 2010; WEINREB; AUNG; MEDEIROS, 2014).

Figura 6 — Drenagem do humor aquoso e o glaucoma
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Fonte: Adaptado de WEINREB; AUNG; MEDEIROS, 2014.

A elevagdo na PIO causa um estresse mecanico e, consequentemente, danos as células
neuronais da retina. Além disso, durantes os periodos de estresse metabdlico induzido pelo

aumento da PIO, ha disfungcdo mitocondrial nas células ganglionares da retina e nos
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astrocitos, em virtude da alta demanda de energia dessas células, resultando na morte de
células ganglionares e reducdo progressiva do campo visual (JU et al., 2008; WEINREB;
AUNG; MEDEIROS, 2014).

Embora a PIO elevada seja identificada como um fator mais prevalente para o
desenvolvimento do glaucoma, em parte dos pacientes a doenca progride mesmo com a
intervencao farmacoldgica para reducéo dessa pressao. Isso pode ser justificado por outros
fatores etioldégicos, como: vascularizacdo anormal, estresse oxidativo e inflamacéo. Esses
fatores tém sido associados a patogénese da doenca (ALMASIEH, MOHAMMADALI et al.,
2012).

Os mecanismos que podem desencadear ou catalisar a apoptose de células ganglionares no
glaucoma séo inumeros, o que reflete a complexidade das neuropatias dpticas glaucomatosas
(ALMASIEH, MOHAMMADALI et al., 2012). Em contrapartida, a elucidacdo desses
mecanismos também serve como possivel alvo terapéutico para o desenvolvimento de novas

terapias neuroprotetoras potencialmente aplicaveis ao glaucoma (NUCCI et al., 2018).
2.5 Alvos terapéuticos para o tratamento de doencas degenerativas da retina

Nos ultimos anos, houve um progresso consideravel na compreensao das multiplas vias que
levam a degeneracao da retina (SUPURAN, 2019). Diante disso, algumas vias intracelulares
gue medeiam a apoptose vém ganhando destaque, por exemplo, a via glutamato e do ON,
uma vez que esses neurotransmissores estdo implicados em degeneragfes isquémicas da
retina, incluindo a DMRI e o glaucoma (CHUNG et al., 1999; GU et al., 2000; MOREIRA-NETO
et al., 2018).

2.5.1 O papel do glutamato

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatério da retina, local onde é liberado por
fotorreceptores, células bipolares e células ganglionares (THORESON; WITKOVSKY, 1999;
TRAYNELIS et al., 2010). Como ndo ha enzima extracelular para degradar o glutamato, sua
captacdo pelas células da glia é de extrema importéancia fisiologica, pois elas removem o

excesso de glutamato da fenda sinaptica, prevenindo a neurotoxicidade.

O glutamato incorporado as células de Miller é convertido para glutamina por meio de uma
reacao catalisada pela enzima glutamina sintetase, localizada nessas células. Os neurdnios
podem, entdo, sintetizar o glutamato a partir da glutamina (CONNAUGHTON, 1995; KAUR,
2008). O glutamato liberado no terminal pré-sinaptico se difunde através da fenda sinaptica e
se liga aos receptores localizados nos dendritos das células pds-sinapticas. Ha duas classes
de receptores de glutamato: receptores ionotrOpicos e receptores metabotrépicos
(CONNAUGHTON, 1995).
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Os receptores ionotropicos sdo caracterizados por formarem um complexo com o canal idnico
e influenciam diretamente a sua atividade. Eles sao classificados, ainda, de acordo com a
seletividade pelo agonista, e sdo subdivididos em: receptores N-metil-D-aspartato (NMDA),
gue se ligam ao glutamato e ao seu analogo, e receptores ndo NMDA, que possuem afinidade
por a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolproprionato (AMPA) e cainato. Os receptores
metabotrépicos ativam enzimas intracelulares por meio do acoplamento a proteina G
acoplada. Além disso, sao classificados em trés grupos principais: grupo | (mGIluR1 e 5),
Grupo Il (mGluR2, 3) e Grupo Il (mGIuR 4, 6, 7, 8), de acordo com sua sequéncia de
aminoacidos e propriedades farmacoldgicas (CONNAUGHTON, 1995; KAUR, 2008).

A captagéo de glutamato dependente do influxo transmembrana de Na*. Durante a isquemia,
ocorre uma diminui¢cdo na concentragdo de adenosina trifosfato (ATP) intracelular e, por sua
vez, ha uma reducgédo da atividade da bomba Na*/K*, o que prejudica a captagéo de glutamato
pelas células nervosas. No entanto, o acumulo de glutamato nos espacos extracelulares leva
a ativacdo de seus receptores. Como esses receptores sdo altamente permeaveis ao Ca?*, a
sua ativacdo promove um influxo deste ion em concentracdes elevadas, o que é
extremamente prejudicial aos constituintes celulares. Além disso, a sobrecarga de calcio
intracelular leva a uma falha mitocondrial, o que resulta em esgotamento de energia e uma
alta producéao de radicais livres (OSBORNE et al., 2004; KAUR, 2008).

Nesse contexto, um agente terapéutico capaz de limitar a captacdo do glutamato por meio de
seus receptores na célula pés sinaptica ou atenuar o dano celular causado pela sua absorcéo
consiste em uma ferramenta neuroprotetora importante para o controle de doencas

neurodegenerativas que acometem a retina (STONE; ADDAE, 2002).

Recentemente, muito se tem investido na busca por novos antagonistas NMDA néao
competitivos que sejam capazes de proteger a retina dos danos isquémicos. A exemplo disso,
nosso grupo de pesquisa publicou recentemente um trabalho no qual se investigou o papel
da cetamina, um antagonista NMDA n&o competitivo, na leséo de isquemia induzida em olhos
de ratos. Os resultados preliminares revelaram que a cetamina foi capaz de atenuar os danos,

o que reforca o poder neuroprotetor desses antagonistas (DOURADO et al., 2021).

E importante destacar que o uso terapéutico de antagonistas NMDA é sempre muito
questionado devidos aos possiveis efeitos negativos ao paciente. No entanto, alguns
antagonistas de receptores NMDA sdo mais bem tolerados do que outros, por razbes que
muitas vezes ndo séo claras. Assim, a pesquisa por novos antagonistas de receptores NMDA

é continua e extremamente necessaria.



38

2.5.2 O papel do 6xido nitrico

O NO é uma molécula amplamente conhecida por ser um mensageiro intercelular muito
importante em diversos sistemas do corpo, inclusive no olho. Diversas células utilizam a
arginina para sintetizar o NO, em um processo catalisado pela enzima oxido nitrico-sintase
(NOS). Trés isoformas de NOS s&o conhecidas, sendo duas constitutivas: éxido nitrico-
sintase neuronal (hNOS) e 6xido nitrico-sintase endotelial (eNOS). A terceira é induzida: éxido
nitrico-sintase induzida (iNOS) (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002; TODA; NAKANISHI-TODA,
2007).

O NO atravessa 0 espac¢o do endotélio para o musculo liso vascular e estimula diretamente a
enzima guanilato ciclase soluvel, o que favorece a formacdo de monofosfato ciclico de
guanosina C (GMPc) intracelular, resultando no relaxamento de células da musculatura lisa
vascular (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002). Além do vasorelaxamento, o0 NO medeia outros
fenbmenos, como regulacdo da pressdo sanguinea e angiogénese (FARAH; MICHEL;
BALLIGAND, 2018; YAMAMOTO et al., 2020).

O papel do NO na fisiopatologia da isquemia retiniana é complexo, uma vez que todas as trés
isoformas de NOS séo produzidas na retina em condi¢des isquémicas. O NO produzido pela
isoforma eNOS induz uma resposta protetora, pois € capaz de promover vasodilatacdo apos
episodios isquémicos, o que leva a um aumento do fluxo sanguineo (KAUR; SIVAKUMAR,;
FOULDS, 2006; TODA; NAKANISHI-TODA, 2007). A eNOS também esta envolvida na
angiogénese induzida por  VEGF e na hiperpermeabilidade vascular
(FUKUMURA et al., 2001). Além disso, também ha evidéncias de que a producdo de NO a
partir de nNOS e iNOS contribua para a citotoxicidade, resultando em morte celular e dano
axonal. Esses efeitos estdo associados a geracdo de radicais livres por uma série de vias,

como o influxo do Ca?* intracelular mediado por receptores NMDA (MISHRA et al., 2006).

O NO também provoca neurotoxicidade de maneira indireta ao se associar a EROs para
formar peroxinitrito e didéxido de nitrogénio, moléculas que ativam a peroxidacao lipidica. Essa
citotoxicidade esta principalmente relacionada a reagfes inflamatérias tardias presentes na
lesdo de reperfusdo de areas isquémicas (KUR; NEWMAN; CHAN-LING, 2012;
POURNARAS et al., 2008).

Dado o potencial envolvimento do NO em doencas isquémicas, tanto a inibicdo seletiva da
iINOS ou nNOS quanto a suplementacdo de NO podem contribuir para a reducédo do dano
isquémico. Presumivelmente, a liberagdo constitutiva de NO € prejudicada nas primeiras
horas apoés o inicio da isquemia. Dessa forma, terapias capazes de promover um aumento da

disponibilidade local de NO durante esse periodo critico poderiam melhorar o fluxo sanguineo
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e atuariam como agente neuroprotetor (GARHOFER; SCHMETTERER, 2019; POURNARAS
et al., 2008; TODA; NAKANISHI-TODA, 2007).

2.6 Potenciais estratégias terapéuticas nas doencas isquémicas da retina

A isquemia retiniana apresenta uma fisiopatologia extremamente complexa, que reflete a
estrutura da retina e o seu suprimento vascular dindmico. Durante um processo isquémico, 0
fluxo sanguineo é modificado e todos 0s mecanismos homeostaticos sao alterados, o que

afeta todas as células da retina por meio de uma cascata de eventos (OSBORNE et al., 2004).

Inicialmente, a escassez de energia celular ocasionada pela isquemia leva a uma falha da
bomba Na*/K*, o que gera uma despolarizacdo da membrana celular e, consequentemente,
a liberacdo excessiva de neurotransmissores que ativam receptores especificos, levando ao
acumulo citoplasmético de ions de sddio e calcio e a formacgao de espécies de radicais livres
destrutivas. A resposta celular somada desses processos, se ndo for controlada, é a
apoptose (MINHAS; SHARMA; KHAN, 2016; TODA; NAKANISHI-TODA, 2007).

As possiveis causas da isquemia retiniana sugerem uma série de alvos 6bvios para a terapia,
sendo um deles simplesmente restaurar o suprimento de nutrientes. No entanto, a tolerancia
limitada dos neurdnios a hipdxia impde o tempo como principal limitante para essa abordagem
terapéutica. Portanto, outras estratégias farmacolégicas capazes de interromper qualquer
uma das etapas envolvidas na cascata isquémica sédo capazes de minimizar os efeitos
causados pela isquemia (KAUR, 2008; OSBORNE et al., 2004).

A neuroprotecdo e as inUmeras estratégias para reduzir a vulnerabilidade da retina aos
processos isquémicos permanecem como alguns entre o0s principais objetivos dos
pesquisadores e clinicos no tratamento de doengas como a DMRI e o glaucoma. Assim, a

busca por novos agentes terapéuticos com potencial efeito neuroprotetor é constante.
2.7 Peptideos

Os peptideos sdo moléculas que contém entre 2 a 50 aminoacidos e sao acoplados por uma
ligacdo peptidica. Esse tipo de ligacdo ocorre sempre por meio da reagao entre 0 grupo amina
de um aminoéacido e o grupo carboxila de outro. Os peptideos sdo onipresentes em toda a
biologia e estdo envolvidos em uma ampla gama de processos celulares e funcdes
fisiologicas (AGYEI et al., 2017).

A pesquisa de farmacos baseada em peptideos vem ganhando destaque nos ultimos anos.
Esse sucesso pode ser atribuido ao alto grau de especificidade, devido as estruturas
complexas dessas moléculas e, consequentemente, a baixa toxicidade, uma vez que 0s

peptideos tendem a interagir apenas com as moléculas-alvo (DA COSTA et al., 2015). Assim,
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os peptideos ganharam uma ampla gama de aplicacbes na medicina e biotecnologia, o que
vém trazendo um retorno financeiro significativo. Em termos de valores, o mercado global de
peptideos foi estimado em cerca de 25,4 bilhdes de délares em 2018, sendo ~ 60% (17 bilhdes
de ddlares) desse valor atribuido ao desenvolvimento de novos medicamentos (FOSGERAU,;
HOFFMANN, 2015).

Em pesquisa realizada por LAU e DUNN (2018), foram encontradas 60 farmacos derivados
de peptideos nos EUA, Europa e Japédo. Além disso, outras 150 encontram-se em fase clinica
e mais de 260 ja foram testadas em ensaios clinicos em humanos. Os autores destacam,
ainda, que houve um aumento no nuimero acumulado de peptideos aprovados para uso

terapéutico.
2.7.1 Peptideos antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos sdo componentes constituintes das defesas naturais de
diversos organismos contra patdégenos invasores. Essa classe de peptideos € encontrada em
plantas, bactérias, fungos e em uma ampla variedade de animais (vertebrados e
invertebrados). Estima-se que mais de 2.000 peptideos antimicrobianos ja tenham sido
descritos em praticamente todos os organismos eucariotos (BAHAR; REN, 2013; JENSSEN,;
HAMILL; HANCOCK, 2006).

A maioria dos peptideos antimicrobianos exibe uma atividade de amplo espectro contra
inlmeros microrganismos, incluindo bactérias gram-positivas e gram-negativas, protozoarios,
leveduras, fungos e virus (BAHAR; REN, 2013; GRUENHEID; LE MOUAL, 2012,
SILVA et al., 2019). Além disso, essa classe também pode funcionar como adjuvante no
aumento da producédo de anticorpos, e até mesmo exibir propriedades imunomoduladoras,
atuando na resposta inflamatéria (DADAR et al., 2019; REDDY; YEDERY; ARANHA, 2004).

Os peptideos antimicrobianos podem ser agrupados em quatro classes distintas de acordo
com suas respectivas estruturas secundarias. As estruturas mais comuns sao as a-hélice
(Figura 7A) e folhas-B (Figura 7B), essas estabilizadas por ligagfes dissulfeto. As estruturas
mais raras séo as estendidas (Figura 7C), caracterizadas pela predominancia de um ou dois
residuos de aminoécidos na sequéncia priméaria, e as em loop (Figura 7D), formadas por

ligagbes dissulfeto simples.



41

Figura 7 — Classes estruturais de peptideos antimicrobianos

Legenda: A) a-hélice B) folhas-B C) estrutura estendida D) estrutura em loop.
Fonte: Adaptado de JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006.
2.7.2 Peptideos encontrados em pe¢conhas animais

Existem ainda outros inUmeros peptideos que sdo comumente encontrados na pegonha, tanto
de animais vertebrados quanto em animais invertebrados. Dentre os animais vertebrados, a
peconha de serpentes compreende uma fonte de moléculas bioativas com estruturas e
funcbes variadas, e fornece uma gama de efeitos terapéuticos com aplicacdes farmacoldgicas
e biotecnolégicas (DE BARROS et al., 2019). Assim, os venenos de serpentes sdo explorados
na busca por moléculas naturais, como 0s peptideos relacionados a catelicidina (WANG,
YIPENG et al., 2008). Esses peptideos apresentam estrutura em hélice e possuem atividade
antimicrobiana contra um amplo espectro de organismos, principalmente contra fungos e
bactérias (BRAFF et al., 2005; CAVALCANTE et al., 2017; LOPEZ-GARCIA et al., 2005;
SINGANAYAGAM et al., 2019).

Em invertebrados, € descrita na literatura a presenca de peptideos na pegonha de inimeros
insetos. O peptideo sintético Neurovespina € um derivado da neurotoxina isolada da peconha
da vespa social neotropical Polybia occidentalis. Em trabalhos anteriores, esse peptideo
apresentou uma atividade neuroprotetora importante em doencgas neurodegenerativas (DO
COUTO et al., 2012; MORTARI, 2007). Além disso, em estudos realizados pelo nosso grupo
(DOURADO; SILVA; et al., 2021), foi observado que a Neurovespina apresentou uma

atividade antiangiogénica semelhante ao bevacizumabe (AVASTIN®), um anticorpo
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monoclonal inibidor da angiogénese utilizado para alguns tipos de cancer (SHOJAEI, 2012) e

que tem sido utilizado de forma off label na oftalmologia (SUGIMOTO et al., 2017).

Ainda no filo Arthropoda, os aracnideos se destacam por apresentar na composicdo de suas
peconhas vasta gama de peptideos antimicrobianos (MATAVEL; ESTRADA; DE MARCO
ALMEIDA, 2016). Os primeiros peptideos descobertos da peconha de uma aranha foram a
lycotoxina | e Il em 1989. Esses peptideos sdo provenientes da peconha da aranha Lycosa
carolinensis e apresentavam atividade contra bactérias Gram-positivas e negativas (XU;
JI, 1989; YAN; ADAMS, 1998). A partir dai, despertou-se um grande interesse no estudo de

peptideos provenientes da peconha de representantes do género Lycosa sp.

Estudos realizados com a peconha da aranha Lycosa erythognatha revelaram a presenca de
peptideos que apresentam potente atividade antimicrobiana, dentre os quais se destaca o
peptideo denominado LyeTxl-b (FUSCALDI et al., 2016; REIS et al.,, 2018). Em trabalho
realizado pelo nosso grupo de pesquisa, esse peptideo se mostrou eficaz no tratamento da

ceratite bacteriana ulcerativa induzida por Staphylococcus aureus (SILVA et al., 2019).

As toxinas peptidicas presentes na peconha da aranha Phoneutria nigriventer vém se
destacando como agentes potentes e seletivos com grande potencial farmacéutico. Estes
serdo detalhados a seguir.

2.7.3 Phoneutria nigriventer, sua peconha e peptideos

A aranha Phoneutria nigriventer pertence a classe Arachnida, ordem Aranae, familia Ctenidae
e género Phoneutria (DE LIMA et al., 2015). As aranhas desse género possuem habitos
noturnos, sao solitarias, agressivas e conhecidas por assumir posi¢cdes caracteristicas de
defesa ao se sentirem ameagadas, por isso recebem o nome popular de aranha

armadeira (Figura 8).

Essas aranhas séo encontradas em florestas da regido neotropical do sul da América Central
(Costa Rica) e na América do Sul, dos Andes até o norte da Argentina. No Brasil, esse
espécime é frequentemente encontrado nas regides Sudeste, Centro-oeste e Sul, e esta
frequentemente associado com o ambiente peridomiciliar, devido ao acimulo de residuos
organicos que atraem insetos, como baratas, grilos e outras espécies de aranhas, presas
naturais desse animal. Isso explica o grande numero de acidentes envolvendo essa
aranha (GOMEZ et al., 2002; PEIGNEUR; DE LIMA; TYTGAT, 2018).
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Figura 8 — Phoneutria nigriventer, a aranha armadeira

Fonte: Adaptado de DE LIMA et al., 2015.

A maioria dos acidentes envolvendo seres humanos séo leves e apenas 0,5 - 1,0% dos casos
sdo considerados graves. Embora a peconha seja altamente neurotéxica, a quantidade
inoculada por meio da picada € muito pequena para induzir efeitos letais, e 0 envenenamento
raramente leva a morte. No Quadro 1 estao resumidas as manifestacdes clinicas encontradas
nesse tipo de acidente, de acordo com a gravidade (Ministério da Saude;

http://portalarquivos.saude.gov.br/).

Quadro 1 - Classificagdo clinica de gravidade dos acidentes causados por aranhas

Phoneutria nigriventer

Classificagao Manifestaces clinicas

Essencialmente, manifestacbes locais: dor, edema, eritema,
Leve irradiacdo, sudorese, parestesia. Eventualmente, taquicardia e
agitacdo secundarias a dor.

Y

Quadro local podendo se associar a sudorese, taquicardia,

Moderado . . L ~ :
vOmitos ocasionais, agitacdo, hipertensao arterial.
Além das manifestacdes acima: prostragdo, sudorese profusa,
G hipotenséo, priapismo, diarreia, bradicardia, arritmias cardiacas,
rave

arritmias respiratérias, contraturas, convulsdes, cianose, edema

pulmonar, choque.

Fonte: Ministério da Saude (http://portalarquivos.saude.gov.br/).
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A peconha da Phoneutria nigriventer é composto por uma mistura de proteinas e peptideos,
incluindo neurotoxinas, que atuam sobre canais iGnicos e receptores quimicos do sistema
neuromuscular de insetos e mamiferos. Com base nisso, essa pe¢onha vem sendo estudado
amplamente nas Ultimas décadas e inUmeras moléculas bioativas foram isoladas da peconha
bruta e caracterizadas (DE LIMA et al., 2015; PEIGNEUR; DE LIMA; TYTGAT, 2018).

Em estudo realizado por Resende Jr e colaboradores (1991), foram isolados, por meio de
cromatografia liquida de fase reversa e gel filtracao, peptideos neurotdxicos presentes em
quatro fragbes ativas: PhTx1, PhTx2, PhTx3, PhTx4. As fragcbes PhTx1, PhTx2 e PhTx3 se
mostraram ativas em mamiferos, entretanto se diferem quanto & letalidade. A fragdo PhTx4
se mostrou mais téxica para insetos do que para mamiferos (FIGUEIREDO et al., 1995;
REZENDE et al., 1991).

Fracdo PhTx1

A fragdo PhTx1 contém apenas a neurotoxina PnTx1, a primeira a ser purificada e
sequenciada da peconha da Phoneutria nigriventer (DINIZ et al., 1990). Essa toxina age
bloqueando canais para sédio dependentes de voltagem (DINIZ et al., 2006; MARTIN-
MOUTOT et al.,, 2006). Em estudo realizado por Rezende e colaboradores (1991) essa
neurotoxina foi injetada via intracerebroventricular (i.c.) em camundongos e causou excitacao,

elevacdo da cauda e paralisia espastica dos membros posteriores.
Fracdo PhTx2

Alguns estudos revelaram que a fracdo PhTx2 é a responsavel pela maioria dos efeitos da
peconha bruta (DE LIMA et al., 2015). Experimentos empregando a técnica de Patch Clamp
(utilizada para estudar correntes ibnicas em células e se¢des de tecidos) mostraram que essa
fracdo atua em canais para sédio facilitando a entrada desse ion e, consequentemente, por
meio da despolarizacdo da célula, favorece o influxo de calcio e a liberagcdo do
neurotransmissor glutamato (ARAUJO et al., 1993). Além disso, essa frag&o inibe o processo
de inativagé@o de canais ibnicos para sodio (em membranas celulares de nervos e muasculos),

0 que resulta na liberacdo de neurotransmissores como a acetilcolina (MOURA et al., 1998).

A fracdo PhTx2 é uma mistura de 9 toxinas. Inicialmente, foram sequenciadas quatro:
PnTx2-1, PnTx2-5, PnTx2-6 e PnTx2-9. As toxinas PnTx2-1, PnTx2-5 e PnTx2-6 exibiram
uma alta identidade (77%) e foram capazes de reproduzir os efeitos neurotéxicos (prurido,
lacrimejamento, hipersalivacéo, sudorese, agitacao e paralisia espastica) induzidos por PhTx2
apos injecao via i.c. em camundongos. PnTx2-9, causou apenas erecao da cauda, prurido e

uma ligeira reducdo na motilidade. Sequencialmente, as outras toxinas também foram
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identificadas (PnTx2-2, PnTx2-3, PnTx2-4, PnTx2-7 e PnTx2-8), no entanto apresentaram
baixa toxicidade para camundongos (CORDEIRO et al., 1992).

Dentre as toxinas que reproduziram os efeitos neurotdxicos da pegonha, PnTx2-5 e PnTx2-6
se destacam por apresentar efeitos complexos na cinética dos canais para sédio dependentes
de voltagem. Entretanto, PnTx2-6 possui uma afinidade seis vezes maior por esses canais do
que PnTx2-5 e, por isso, tem recebido atencéo especial nos ultimos anos (MATAVEL et al.,
2002, 2009).

Em trabalho desenvolvido por NUNES et al. (2008), verificou-se que a toxina PnTx2-6
potencializa a erecdo em ratos por meio da liberagdo de NO em células do corpo cavernoso.
Um ano mais tarde, VILLANOVA et al. (2009) observaram a superexpressdo de genes
envolvidos na via do NO no tecido erétil de camundongos apés tratamento com a toxina
PnTx2-6. Um desses genes ativa diretamente a via NO/GMPc. Assim, estudos sugerem que
a toxina PnTx2-6, ao retardar a inativacdo dos canais para sodio, despolariza a membrana, o
que leva a abertura dos canais para calcio, aumentando o influxo desse ion. O aumento de

calcio estimula NOS, o que leva ao aumento na producéo de NO (NUNES et al., 2008, 2012)

A toxina PnTx2-6 apresenta efeitos promissores para o tratamento de inUmeras doencgas que
se beneficiariam do aumento na producgédo do 6xido nitrico. Entretanto, a toxina exibe elevada
toxicidade, o que pode comprometer a sua ampla utilizagdo. Em vista disso, foi sintetizado um
peptideo menor, desenhado in silico por um programa de bioinformatica, apés o estudo da
estrutura da PnTx2-6 (FLEURY, 2009; MATAVEL et al., 2009; MOREAU et al., 2008;
NUNES, et al., 2010; SILVA, et al., 2015). O peptideo sintetizado foi denominado PnPP-19
(Phoneutria nigriventer Peptideo Potencializador, contendo 19 residuos de aminoécidos) e

representa uma parte descontinua da sequéncia primaria da toxina PnTx2-6.
PnPP-19

A Figura 9A destaca a estrutura tridimensional da toxina PnTx2-6 e, dentro da area
pontilhada, apresenta a porgdo referente ao peptideo PnPP-19, proposto em silico por
modelagem molecular. Na Figura 9B estdo descritas as estruturas primarias de ambos. Na
sequéncia da toxina, estdo destacadas em vermelho as regifes que deram origem ao
peptideo PnPP-19. A por¢éo sublinhada corresponde a pequena alfa-hélice, encontrada tanto
na toxina quanto no peptideo, obtida por modelagem molecular (FLEURY, 2009; MATAVEL
et al., 2009).
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Figura 9 — Representacgdo da estrutura da toxina PnTx2-6 e do peptideo PnPP-19

_

A
\\ /
B > ;/
PnTx2-6 ATCAGQDQPCKETCDCCGERGECVCGGPCICRQGYFWIAWYKLANCKK
PnPP-19 GER RQ--YFWIAWYKLANSKK

Legenda: A) estrutura tridimensional da toxina PnTx2-6, e em destaque a por¢éo referente ao

peptideo PnPP-19 B) estrutura primaria da toxina PnTx2-6 e do peptideo PnPP-19.
Fonte: Adaptado de MATAVEL et al., 2009.

A sintese quimica do peptideo foi realizada utilizando a técnica Fmoc/t-butila em suporte
sélido. PnPP-19 foi acetilado no N-terminal e amidado no C-terminal, visando ao aumento da
solubilidade da molécula — visto que a sequéncia apresenta muitos residuos hidrofébicos —
e a torna-la menos suscetivel a agdo de enzimas. A massa molecular do peptideo foi igual a
2.485,6 Da (SILVA, 2012).

Em estudo realizado por SILVA (2017), o peptideo PnPP-19 potencializou a erecao em ratos
por meio de um aumento da producao de NO por ativagédo das enzimas nNOS e iNOS. Além
disso, 0s autores comprovaram que o peptideo nao afeta os canais para sodio dependentes
de voltagem, nem os canais para calcio tipo N, além de nado exercer efeito aparente sobre o
coracdo. Esses resultados colocam o PnPP-19 em posicao de destaque para o tratamento da

disfuncéo erétil e demais doencas que se beneficiariam desse efeito.
Fracdo PhTx3

A PhTx3 é a fracdo mais estudada e mais bem caracterizada, em razao do seu potencial
farmacologico. Alguns estudos sugerem que essa fracao atua nos canais para sédio e calcio
e, consequentemente, apresentaram diversas propriedades farmacoldgicas. Inicialmente, seis

toxinas que apresentaram diferentes efeitos neurotoxicos foram isolados dessa fracéo e
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nomeados como: PnTx3-1, PnTx3-2, PnTx3-3, PnTx3-4, PnTx3-5 e PnTx3-6
(CORDEIRO et al., 1993; GOMEZ et al., 1995).

As toxinas da fragdo PhTx3 compartilham pouca identidade de sequéncia e, portanto, exibem
uma grande variedade de atividades farmacoldgicas. Estudos mais detalhados mostraram que
a toxina PnTx3-1 tem efeito antiarritmico em coracdes isolados de ratos (KUSHMERICK et
al., 1999). A toxina PnTx3-2 possui um efeito inibitério em canais para célcio do tipo L, e
aparentemente em musculos cardiacos e esqueléticos (KALAPOTHAKIS et al., 1998a;
KALAPOTHAKIS et al., 1998b). As toxinas PnTx3-3, PnTx3-4 e PnTx3-6 atuam bloqueando
canais para calcio sensiveis a voltagem, e inibindo o influxo de calcio intracelular em
sinaptossomas corticais de ratos despolarizados com KCI (PRADO et al., 1996;
VIEIRA et al., 2005).

PnTx3-5 é a toxina menos estudada da fracdo da fracdo PhTx3. No entanto, é conhecida por
bloquear potentemente os canais Cav do tipo L (LEAO et al., 2000). Essa toxina demonstrou
atividade antinociceptiva promissora em modelos de dor clinicamente relevantes, como dor

pds-operatéria, neuropatica e relacionada ao cancer (OLIVEIRA et al., 2016).
Fracdo PhTx4

PhTx4 é conhecida como fragdo inseticida, devido & sua alta toxicidade e letalidade contra
insetos, embora apresente uma toxicidade menor quando injetada em camundongos
(PEIGNEUR; DE LIMA; TYTGAT, 2018). Alguns estudos sugerem que essa fragdo atue no
sistema glutamatérgico de insetos e mamiferos, o que explicaria seu efeito paralisador em
insetos (DE LIMA et al., 2015).

Trés toxinas foram caracterizadas a partir da fragdo da peconha PhTx4: PnTx4 (6-1), PnTx4
(5-5) e PnTx4 (4-3). Essas toxinas compartilham uma alta semelhanga em suas sequéncias
(Figura 10), portanto, acredita-se que exibam propriedades farmacoldgicas semelhantes (DE
FIGUEIREDO et al., 2001; FIGUEIREDO et al., 1995; OLIVEIRA, et al., 2003).

Figura 10 — Sequéncias das toxinas identificadas na fragcdo PnTx4 da pe¢conha da
Phoneutria nigriventer

PnTx4 (4 - 3) CGDINAACKEDCDCCGYTTACDCYWSSSCKCREAAIVIYTAPKKKLTC
PnTx4 (5-5) CADINGACKSDCDCCGDSVTCDCYWSDSCKCRESNFKIGMAIRKKF-C
PnTx4 (6 — 1) CGDINAACKEDCDCCGYTTACDCYWSKSCKCREAAIVIYTAPKKKLTC
Legenda: As cisteinas sao indicadas em vermelho.

Fonte: Adaptado de PEIGNEUR; DE LIMA; TYTGAT, 2018.
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PnTx4(4-3) é a toxina menos estudada em comparacdo com as demais dessa fracdo da
peconha. Todavia, em trabalho desenvolvido por OLIVEIRA, et al. (2003), constatou-se que
essa toxina induziu efeitos excitatorios em moscas e baratas. Além disso, foi confirmado que
essa toxina causa uma inibicdo da captacao de glutamato em sinaptossomas cerebrais de

rato.

As toxinas PnTx4(6-1) e PnTx4(5-5) inicialmente ndo apresentaram efeitos téxicos em
camundongos, embora tenham se mostrado altamente toxicas para insetos (PEIGNEUR; DE
LIMA; TYTGAT, 2018). Estudos relacionaram a toxicidade dessas fracbes a uma acdo em
canais de sodio sensiveis a voltagem que estavam presentes em insetos, o que prolongava a
ativacao desses canais e, consequentemente, a liberacéo de glutamato (DE FIGUEIREDO et
al., 2001; OLIVEIRA, et al., 2003).

Com base nas informacdes apresentadas no paragrafo anterior, os estudos subsequentes
mostraram que PnTx4 (5-5) é um antagonista reversivel do receptor NMDA de glutamato em
neurbnios cerebrais de ratos (FIGUEIREDO et al., 2001). Uma vez que a inibicdo dos
receptores NMDA é um mecanismo capaz de promover um aumento na sobrevida neuronal,

essa toxina vem sendo investigada como um agente neuroprotetor (SILVA, et al., 2016).

A toxina PnTx4 (6-1) estimula a liberacdo de L-glutamato em jun¢des neuromusculares de
baratas (Periplaneta americana) (FIGUEIREDO et al., 1995). De Lima e colaboradores (2002)
mostraram que essa toxina também €& capaz de prolongar o potencial de agdo em axonio
isolado de barata. Esse efeito foi justificado por uma inativacéo da corrente dos canais para
sédio, considerando que a toxina PnTx4 (6-1) competiu com uma neurotoxina da pegonha do

escorpido Buthus martensii, a qual atua nessa via (DE LIMA et al., 2002).

Estudos anteriores revelam que no estagio avancado da degeneracgdo da retina ocorre uma
modificagdo nos canais para sodio da membrana de células da camada ganglionar (CCG) da
retina, o que leva a perda do disparo do potencial de acdo. Em consequéncia disso, a
informacéo visual ndo pode ser projetada para o centro visual (CHEN, et al., 2013). Dessa
forma, os ativadores de canais para sédio podem contribuir para aumentar a sobrevivéncia
das células ganglionares da retina, atuando como agentes neuroprotetores (PEREIRA;
ARAUJO, 1997).

Um dos maiores problemas enfrentados no estudo de toxinas derivadas de artropodes é a
pequena quantidade de toxina obtida apés a purificacdo da peconha bruta. A toxina PnTx4 (6-
1), por exemplo, corresponde a apenas 0,65% da pegonha total utilizada no inicio do processo
de purificacdo. Dessa forma, a sintese de peptideos tem se mostrado uma ferramenta valiosa
na continuidade dos estudos das toxinas animais (EMERICH et al., 2020; FIGUEIREDO et al.,
1995).
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Baseado nas informacdes disponiveis, dois peptideos sintéticos foram obtidos pelo programa
Immune Epitope Database and Analysis Resource: PnPall (Peptideo antinociceptivo de
Phoneutria. nigriventer, contendo 11 residuos de aminoacidos, SEQ ID N° 1 -
DCYWSDSCKSR) e PnPal3 (Peptideo antinociceptivo de Phoneutria nigriventer, contendo
13 residuos de aminoécidos, SEQ ID N° 1 — H-CDSYWSKSSKCRE-NH2). Suas sequéncias
foram baseadas em estudos das toxinas PnTx4 (5-5) e PnTx4 (6-1), respectivamente.

O peptideo PnPall apresentou um efeito antinociceptivo em diferentes modelos de dor em
ratos. Os autores do trabalho sugeriram que esse efeito esta relacionado a uma atividade
inibitéria do sistema glutamatérgico, semelhante ao observado na sua toxina
precursora (OLIVEIRA et al., 2019).

O peptideo PnPal3 revelou um efeito analgésico em ratos, no modelo in vivo nociceptivo de
dor, em trabalho desenvolvido por EMERICH et al., 2020. Os autores sugerem gue esse efeito
possa estar relacionado ao envolvimento dos sistemas canabinoides e opioides, embora
estudos ainda sejam necessdarios para esclarecer os mecanismos envolvidos nos efeitos

desse peptideo.
2.8 Peptideos e o desenvolvimento de novos farmacos

Os resultados obtidos em pesquisas envolvendo peptideos transformaram esse compostos
em lideres para o desenvolvimento de novos farmacos (PEIGNEUR; DE LIMA; TYTGAT,
2018). Na oftalmologia, a complexidade de inUmeras doencas tem atraido a atengédo de
pesquisadores e de empresas da area de terapia genética em todo o mundo. Nas Ultimas
décadas, a Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos da América aprovou
algumas terapias baseadas em proteinas e peptideos para varias indicacdes em oftalmologia
(Quadro 2) (MANDAL et al., 2018).

Os biofarmacos aparentam ser extremamente promissores, entretanto, essa classe apresenta
alguns desafios que dificultam o seu uso no tratamento de doengas que acometem o sistema
ocular. A maioria das proteinas e peptideos terapéuticos apresentam uma elevada massa
molecular e sao hidrofilicos, o que restringe a entrada espontéanea dessas moléculas através
das membranas bioldgicas, uma vez que estas apresentam natureza lipofilica (MANDAL et al.,
2018).

Outro grande desafio é que essas moléculas sofrem de uma série de problemas relacionados
a instabilidade fisica, quimica e biolégica, em razdo das suas estruturas complexas. Varias
vias de degradacdo fisico-quimicas estdo envolvidas na instabilidade de proteinas e
peptideos, incluindo desnaturacdo, adsorcdo, agregacdo e precipitacdo (ZELIKIN;
EHRHARDT; HEALY, 2016).
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; Viade Meia Data de ; . .
Medicamento - . _ _ Indicagédo Referéncia
administracéo vida aprovagao
_ ~2 (BALEVIC;
Adalimumab Julho de
, Subcutanea semanas Uveite RABINOVICH,
(Humira®) 2016
(humano) 2016)
3,63 dias
Aflibercept ) (coelho); | Novembro DMRI (SEMERARO
Intravitrea . L,
(Eylea®) 7,1 dias de 2011 Umida et al., 2013)
(humano)
2,88 dias | Junho de DMRI,
Ranibizumab ) (coelho); 2006, edema (XU etal.,
) Intravitrea ]
(Lucentis®) ~9dias | agosto de macular 2013)
(humano) 2012 diabético
Pegatanib .
o ] ~ 10 dias | Dezembro DMRI (VINORES,
sodico Intravitrea o
(humano) de 2004 Umida 2006)
(Macugen®)
4,32 dias
Bevacizumab ) (coelho); DMRI (NOMOTO
_ Intravitrea _ Off-label .
(Avastin®) 4,9 dias Umida et al., 2009)
(humano)

Fonte: Adaptado de MANDAL et al., 2018.

A utilizaca@o de biofarmacos por si ja apresenta desafios Unicos que independem da sua acao

e oOrgdo-alvo. Soma-se a essas dificuldades fatores relacionados a farmacocinética

decorrentes da anatomia e fisiologia do olho humano, que, como dito anteriormente,

apresenta diversas barreiras que limitam a entrada de farmacos para o seu interior
(DELPLACE; PAYNE; SHOICHET, 2015).

2.9 Fatores que afetam a biodisponibilidade intraocular de farmacos

A baixa biodisponibilidade intraocular € uma das principais preocupacdes quando se pretende

tratar alguma doenca que acomete o segmento posterior do olho. InUmeros processos

fisiolégicos e restricbes anatdbmicas vao permitir que apenas uma pequena por¢ao de dose
instilada possa ser absorvida (LEE; ROBINSON, 1986; ZHANG; PRAUSNITZ; EDWARDS,

2004).
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Drenagem pré-corneal

Ap6s a instilacdo de um farmaco, grande parte do volume (entre 80% - 90%) é drenado
através do ducto nasolacrimal. Os medicamentos comerciais apresentam um volume médio
de 39 pL por gota. Apdés a instilacdo de um colirio, o volume lacrimal aumenta
momentaneamente de 7 uL para 30 pL, porém rapidamente retorna ao seu volume normal,
por meio da drenagem nasolacrimal. A taxa de drenagem normalmente esta em torno de
0,16 pL/min em humanos e 0,07 uL/min em coelhos. No entanto, quando é administrado um
colirio, essa taxa sobe para 1,5 pL/min em humanos e 0,7 pL/min em coelhos (BACHU et al.,
2018; DENG et al., 2016; GAUDANA et al., 2010; GRUMETTO et al, 2002
YAMAMURA et al., 1999).

A drenagem ajuda a manter um volume lacrimal entre 7 e 10 ul, e quanto maior o volume
instilado, maior ser4 a drenagem da solucdo para o saco conjuntival. Um fator que pode
influenciar no tempo de permanéncia do farmaco nessa regido é a viscosidade. Uma
viscosidade elevada dificulta a eliminacdo e prolonga o contato do farmaco com a superficie

ocular (MANNERMAA et al., 2006).
O pH

O pH também é um fator limitante para permeacédo de farmacos para o segmento anterior do
olho. A instilagdo de uma substancia com valores extremos de pH (&cida ou basica) provoca
uma secrecdo excessiva de lagrimas e consequente eliminagdo do farmaco. Normalmente,
medicamentos de uso oftalmico possuem um pH entre 7,0 e 7,7 (GOODMAN;GILMAN, 2005;
LEE;ROBINSON, 1986).

Osmolaridade

Uma formulagdo de uso tdpico deve ser isotdnica com a lagrima, do contrario a formulagéo
vai ser imediatamente diluida pela produgédo aumentada do fluido lacrimal. A tonicidade pode
ser ajustada nas preparagdes farmacéuticas utilizando, por exemplo, cloreto de sodio ou
manitol (WORAKUL;ROBINSON, 1997).

Ligacao de farmacos a proteinas

Alguns farmacos tém a capacidade de se ligar a proteinas do fluido lacrimal, o que inativa o
seu sitio de acéo e reduz o seu efeito terapéutico. Curiosamente, essa ligagdo também ocorre
com algumas estruturas pigmentares do olho, o que resulta em uma farmacocinética
dependente da cor do olho (BYE; MODI; STANFORD, 2014; RIMPELA et al., 2017;
VELLONEN et al., 2018).
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Absorcéo sistémica de farmacos

Parte da dose de farmaco administrada de maneira tépica pode ser absorvida pela via
sistémica. Esse mecanismo ocorre diretamente na absorcdo pelos vasos do saco conjuntival
ou apods a passagem do farmaco pela cavidade nasal, o que reduz a sua biodisponibilidade e
pode ocasionar efeitos colaterais (SAUDE, 1994). No segmento posterior do olho, o0 EPR e os
capilares presentes na coroide limitam o acesso de farmacos ao espago intravitreo.
Entretanto, essa barreira é contornada quando se utiliza um farmaco pelas vias oral ou
intravenosa (Figura 11) (URTTI, 2006).

Figura 11 — Rotas de absorcdao e eliminacédo de farmacos no olho

Humor aquoso

Coérnea

/

Conjuntiva Nervo optico

Barreira hemato-aquosa Esclera
Coroide

Legenda: (1) permeagéo transcorneal do liquido lacrimal para o segmento anterior, (2)
permeacdo ndo corneana do farmaco através da conjuntiva e esclera para a regido da Uvea
(3) distribuicdo de farmaco a partir da corrente sanguinea via barreira hemato-aguosa na
camara anterior, (4) eliminagdo do farmaco do segmento anterior pela renovagdo do humor
aquoso para a malha trabecular e canal de Schlemm, (5) eliminagdo do farmaco do humor
aquoso para a circulacdo sistémica através da barreira hemato-aquosa, (6) distribuicdo de
farmacos do sangue para o segmento posterior através da barreira hemato-retiniana, (7)
administracao intravitrea de farmacos, (8) eliminacdo do farmaco do vitreo pela via posterior
através da barreira hemato-retiniana e (9) eliminacdo do farmaco do vitreo pela via anterior

ao segmento posterior.

Fonte: Adaptado de Urtti, 2006; Pag. 1132.
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2.10 Administracdo tépica de farmacos para o segmento posterior do olho

Os medicamentos de aplicacdo topica sdo em grande parte destinados ao tratamento de
doencas que acometem as camadas da cornea, conjuntiva, iris ou corpo ciliar (GAUDANA et
al., 2009, 2010). Essa via de administracdo, quando utilizada para o tratamento de doencas
oculares do segmento posterior é considerada uma estratégia farmacolégica ineficaz, uma
vez que a dose de farmacos que atingem os tecidos do segmento posterior € minima (menos
de 0,001%) e insuficiente para garantir a eficacia do tratamento, devido aos mecanismos de
protecdo ocular citados anteriormente (URTTI, 2006). Em contrapartida, esta € considerada a
via de aplicagdo oftalmica menos invasiva e de maior adeséo do paciente. (GAUDANA et al.,
2010; VARELA-FERNANDEZ et al., 2020).

Atualmente, existem poucas formulagfes topicas destinadas ao tratamento de doengas do
segmento ocular posterior. Todavia, nos ultimos anos, novos sistemas de liberacdo de
farmacos para esse segmento vém sendo desenvolvidos, com o0 objetivo de superar as
limitagcdes Obvias da administracédo ocular tépica (KOMPELLA; KADAM; LEE, 2010; VARELA-
FERNANDEZ et al., 2020). O emprego de novas tecnologias, como as nanoparticulas
(BALGURI; ADELLI; MAJUMDAR, 2016; WANG, YANYAN et al., 2018), as emulsdes
(FATIMA; VIVEK, 2020; NAYAK; MISRA, 2020), lipossomas (LI et al., 2019) e os inserts

(BALGURI et al., 2017) tém revelado resultados promissores.

Em estudo realizado por Fedorchak et al. (2017), a aplicacdo topica de um colirio contendo
microparticulas carregadas com brimonidina (farmaco com acdo hipotensiva) para o
tratamento do glaucoma revelou resultados positivos no controle da pressao intraocular. No
tratamento da DMRI, avangos promissores foram obtidos com a utilizacdo tépica de
dexametasona complexada com ciclodextrina  (LOFTSSON; HREINSDOTTIR;
STEFANSSON, 2007; SIGURDSSON et al., 2007).

Os sistemas de liberagao controlada, como microparticulas e lipossomas, também vém sendo
investigados para liberacdo de biofarmacos, na tentativa de otimizar o tratamento de doencas
oculares que acometem o0 segmento posterior. No entanto, os desafios para a entrega ocular
de biofarmacos s&@o indmeros, e as formulagbes existentes ainda precisam ser
otimizadas (RADHAKRISHNAN et al., 2017).

Na tentativa de ilustrar o cendrio atual da pesquisa de formulagbes para biofarmacos, o
Quadro 3 destaca os principais estudos que vém sendo realizados, envolvendo sistemas de
liberacdo controlada para a veiculacdo de proteinas e peptideos com aplicacdo em doencas
oculares. Curiosamente, os estudos tém se dedicado quase que exclusivamente ao

bevacizumabe, hoje utilizado por meio de injecdes intravitreas “off label”.
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Quadro 3 - Sistemas de liberagao controlada destinados a proteinas e peptideos terapéuticos para o tratamento de doencas oculares

Tipo de sistema

microparticulas de PLGA

nanoparticulas de PLA em
microparticulas de PLGA

microparticulas de PLGA
microparticulas de diéxido de silicio
nanoparticulas de PLGA

lipossoma
lipossoma

filme de PCL

hidrogel a base de acido hialurdnico e
dextrana
microesferas de hidrogel a base de
quitosana e PLGA

hidrogel a base de seda
hidrogel a base de PEG
hidrogel & base de PCL
hidrogel a base de PEG
hidrogel a base de PEG

Implante de poliuretano
Fonte: Adaptado de MANDAL et al., 2018.

Farmaco

bevacizumabe
bevacizumabe
bevacizumabe
bevacizumabe
bevacizumabe
bevacizumabe
bevacizumabe
bevacizumabe

bevacizumabe

bevacizumabe/ranibizumabe
bevacizumabe
bevacizumabe
bevacizumabe

bevacizumabe/ranibizumabe
bevacizumabe

bevacizumabe

Fase do estudo
pré-clinico, in vitro
pré-clinico, in vivo

pré-clinico, in vivo, coelho
pré-clinico, in vitro
pré-clinico, in vivo, coelho
pré-clinico, in vivo, coelho
pré-clinico, in vivo, coelho
pré-clinico, in vitro e in vivo
pré-clinico, in vivo, coelho
pré-clinico, in vitro
pré-clinico, in vitro
pré-clinico, in vitro
pré-clinico, in vitro
pré-clinico, in vivo, rato
pré-clinico, in vivo, coelho

pré-clinico, in vivo, coelho

Referéncia

(Ll et al., 2012)
(YANDRAPU et al., 2013)

(YE et al., 2015)

(FREEMAN et al., 2012)

(VARSHOCHIAN et al.,
2013, 2015)

(ABRISHAMI et al., 2009)
(DAVIS et al., 2014)
(LANCE et al., 2016)

(YU et al., 2015)

(OSSWALD; KANG-
MIELER, 2016)

(LOVETT et al., 2015)
(KIRCHHOF et al., 2015)
(WANG, et al., 2012)
(ALEXANDER et al., 2014)
(RAUCK et al., 2014)
(PAULA et al., 2011)
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O potencial atribuido a essas formulagfes esta atrelado a capacidade destes sistemas
em liberar o farmaco de maneira controlada, o tamanho reduzido e a biocompatibilidade
com tecidos e células (LI et al., 2012). Entretanto, ainda que os dados apresentados
sejam promissores, grande parte desses estudos envolve formula¢gdes destinadas ao
uso intravitreo (MELO et al., 2021; NUNES, RENATA PORTELLA et al., 2020). Nesse
contexto, o desenvolvimento de sistemas de liberacdo de farmacos capazes de superar
essas barreiras oculares com efeitos adversos minimos é de grande interesse. Dentre

as alternativas mais recentes, tem-se os nanowafers.

2.11 Nanowafers

Os nanowafers sdo pequenos discos circulares gque possuem em sua superficie
reservatdrios com tamanho nanométrico capazes de abrigar diferentes farmacos e/ou
formulacdes. Esses discos podem ser formados a partir de varios polimeros, como: poli
(&lcool vinilico) (PVA), polivinilpirrolidona (PVP), hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e
carboximetilcelulose (CMC), desde que sejam atdxicos e capazes de aderir de maneira

satisfatoria a superficie ocular (YUAN et al., 2015).

Esse dispositivo é aplicado no olho, com a ponta do dedo, de maneira semelhante as
lentes de contato. Assim que aplicado, a matriz polimérica adere a superficie ocular e o
nanowafer permanece estatico, mesmo com o piscar dos olhos, ao contrario dos colirios
e formulagéo de uso topico (COURSEY et al., 2015).

Assim, a acao sinérgica entre a matriz polimérica e o farmaco leva a uma liberacéo
controlada do farmaco, o que aumenta o tempo de residéncia na superficie ocular e,
consequentemente, a absorgdo nos tecidos oculares. E importante ressaltar que, ao
final do tempo estipulado para a libera¢@o do farmaco, a matriz polimérica se dissolve e
desaparece, tornando as superficies oculares livres de polimeros, o que dispensa a

necessidade de remocéo do dispositivo (YUAN et al., 2015).

Em trabalho realizado por YUAN et al. (2015), o nanowafer fabricado de PVA e
preenchido com doxiciclina se mostrou eficaz em promover a liberagdo sustentada ao
longo de 24 hs em olhos de ratos. Em um segundo estudo, utilizou-se o nanowafer
fabricado com CMC e carregado com dexametasona para o tratamento em modelo
animal que simula da doenca do olho seco. Os autores observaram que o nanowafer
apresentou a mesma eficiéncia que o colirio de dexametasona, embora tenha sido

utilizada uma dose menor do farmaco (COURSEY et al., 2015).

Os estudos que empregam o nanowafer como um dispositivo para entrega ocular de

farmacos revelam resultados promissores. Dessa forma, a aplicacdo desses
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dispositivos para produtos biofarmacos parece ser uma alternativa esperangosa para
contornar as limitacfes inerentes a essa classe e favorecer o estudo desses agentes

em doencgas oculares.
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Objetivos
3.1 Objetivo geral

Investigar a atividade de peptideos derivados da pegconha da Aranha Phoneutria
nigriventer em doengas oculares neurodegenerativas e avaliar como uma formulacao

nanoestruturada poderia contribuir na melhora da biodisponibilidade destes peptideos.
3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a seguranca in vitro de diferentes concentracdes dos peptideos PnPall e
PnPal3 em linhagem celular de epitélio pigmentar da retina humana (ARPE-19).
Investigar a atividade antiangiogénica de diferentes doses dos peptideos PnPall e
PnPal3, em modelo de membrana corioalantéica (CAM, do inglés chorioallantoic
membrane) de ovo de galinha.

Avaliar a seguranca in vivo de diferentes doses dos peptideos PnPall e PnPal3
administrados por via intravitrea em ratos, por meio de avaliagdo clinica, PIO, analise
eletrorretinografica e histopatolégica.

Investigar a eficacia neuroprotetora in vivo dos peptideos PnPall e PnPal3, em modelo
experimental de degeneracao da retina induzida por Light-emitting diode (LED) azul.
Avaliar a seguranca in vivo de diferentes doses do peptideo PnPP-19 em modelo
alternativo de irritagdo em CAM de ovo de galinha.

Avaliar a seguranca in vivo de diferentes doses do peptideo PnPP-19 administrado por
via tépica em ratos, por meio de avaliacdo clinica, andlise eletrorretinogréfica e
histopatoldgica.

Avaliar a atividade hipotensiva do peptideo PnPP-19 em modelo experimental de
degeneracéo da retina por meio da monitorizacéo da PIO.

Investigar a eficacia neuroprotetora in vivo do peptideo PnPP-19, em modelo
experimental de degeneracéo de retina induzido por isquemia.

Avaliar a eficacia do nanowafer na liberacdo controlada do peptideo PnPP-19, por meio
da distribuicdo da fluorescéncia e seus efeitos em modelo de degeneracdo da retina

induzida por isquemia.
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PARTE |: AVALIACAO DA SEGURANCA E ATIVIDADE NEUROPROTETORA NO
USO INTRAVITREO DOS PEPTIDEOS PnPall E PnPal3 DERIVADOS DE TOXINAS
PRESENTES NA PECONHA DA ARANHA Phoneutria nigriventer
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1 INTRODUCAO

A inflamacé&o e a apoptose sdo processos patoldgicos importantes que estao envolvidos
no processo de degeneracdo da retina, ocasionado por doencas como a DMRI
(DUNAIEF et al., 2002; KELTNER, 1983; SCHUMAN et al., 2009). Essas alteracfes
podem levar a um comprometimento visual ou até mesmo a cegueira, trazendo

inlUmeros prejuizos ao dia a dia desses individuos (WONG et al., 2014).

7

Estudos anteriores mostraram que o LED azul & prejudicial aos olhos e pode
desencadear danos a retina, em especial aos fotorreceptores (GORDON et al., 2002;
MOTHET et al., 2002; SCHUR et al., 2018; STARK et al., 1985). Assim, varios estudos
utiizam a exposi¢do aguda a luz do LED azul como um modelo experimental de
degeneracdo da retina com o objetivo de simular o que ocorre na DMRI (NAKAMURA
et al., 2018; WIELGUS et al., 2010).

Por outro lado, uma via valiosa para impedir o processo de neurodegeneracdo € a
alteracdo dos receptores NMDA, uma vez que o glutamato é o principal
neurotransmissor excitatério da retina. Algumas toxinas da peconha da Phoneutria
nigriventer, como PnTx4 (5-5) e PnTx4 (6-1) sdo capazes de inibir a captacdo de

glutamato e atuar como agentes neuroprotetores (PEIGNEUR et al., 2018).

Além disso, em estado avancado da degeneracgéo retiniana, ocorre uma modificagdo
nos canais para sédio da membrana de células ganglionares da retina o que leva a uma
reducdo na densidade celular da CCG e comprometimento da fungéo visual. Assim,
agentes terapéuticos que atuam nesses canais podem aumentar a sobrevivéncia das
células ganglionares e proteger a retina (CHEN et al., 2013; PEREIRA e ARAUJO,
1997). A toxina PnTx4 (6-1) possui atividade em canais para sodio e, dessa forma, essa

acao também pode contribuir para a proteger a retina (DE LIMA et al., 2002).

Logo, neste primeiro capitulo os efeitos neuroprotetores dos peptideos PnPall —
baseando-nos no estudo da toxina PnTx4 (5-5) — e PnPal3 — baseando-nos no estudo

da toxina PnTx4 (6-1) — foram investigados.

Incialmente, considerando a caréncia de estudos que avaliem a toxicidade e seguranca
da aplicacédo ocular desses peptideos sintéticos, o capitulo abordou a viabilidade do uso
intravitreo do PnPall e PnPal3 em olhos de ratos, por meio da execucao de testes in

vitro e in vivo.

Em um segundo momento, o modelo de degeneracdo da retina induzido pela luz do LED
azul foi empregado para avaliar as possiveis a¢des neuroprotetoras dos peptideos, por

meio de testes eletrofisiolégicos e morfoldgicos.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais
2.1.1 Peptideos

Os peptideos sintéticos derivados de toxinas da Phoneutria nigriventer foram projetados
com base em estudos in silico. Para o peptideo PnPall, o docking molecular foi
realizado por meio do programa ClusPro protein-protein. Os residuos da toxina
PnTx4 (5-5) que supostamente interagem com o canal para sédio do inseto (também
previsto por modelagem) foram identificados e posteriormente submetidos a um novo
docking e o peptideo com maior interacdo foi selecionado e sintetizado. Este peptideo

tinha 11 residuos de aminoacidos, exibia conformacao ciclica e foi denominado PnPall.

Para o peptideo PnPal3, a ferramenta de predi¢édo de epitopos foi usada para detectar
os residuos mais expostos na sequéncia de aminoacidos da toxina PnTx4 (6-5). Este
peptideo possuia 13 residuos de aminoéacidos, conformacéo linear, e o mesmo foi
denominado PnPal3.

Ambos os peptideos foram sintetizados usando a estratégia Fmoc de fase sélida
(CHAN; WHITE, 2000). Os peptideos foram gentilmente cedidos pela professora Maria
Elena de Lima Perez Garcia (Santa Casa de Belo Horizonte) e o trabalho foi registrado
no Sistema Nacional de Gestao do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen) sob os numeros de registro AF2229D (Anexo 1) AB43F20 e
(Anexo 2).

2.1.2 Teste de viabilidade celular

Agua ultrapura, Mili Q® plus, Merck Millipore, EUA. Meio de cultura DMEM-F12
(do inglés Dulbecco's Modified Eagle's Medium: Nutrient Mixture F-12). Soro fetal bovino
(SFB) e PSA (penicilina - estreptomicina - anfotericina B) 100 x, Gibco®, EUA. Linhagem
celular ARPE-19, Banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ), Brasil. Sulforrodamina B
(SRB), Tris base e acido tricloroacético, Sigma-Aldrich, EUA. Cloreto de sédio e acido

acético, Synth, Brasil.

2.1.3 Avaliacdo da atividade antiangiogénica em membrana corioalantdica

de galinha

Agua ultrapura, Mili Q® plus, Merck Millipore, EUA. Ovos embrionados da ave Gallus
gallus domesticus - linhagem Ross, Rivelli, Brasil. Solu¢do salina estéril, Equiplex,
Brasil. Cloreto de sodio, cloreto de potassio, fosfato de sédio dibasico e fosfato

monobasico de potassio, Synth, Brasil. Bevacizumabe, Avastin®, Roche, Brasil.
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2.1.4 Avaliacéo da toxidade in vivo

Cloreto de sddio, Synth, Brasil. Agua ultrapura, Mili Q® plus, Merck Millipore, EUA.
Agulha ultra fine 11 0,3 mm, BD, Brasil. Cloridrato de tetracaina 1% (m/v) e cloridrato de
fenilefrina 0,1% (m/v), Anestésico®, Allergan, EUA. Tropicamida 1% (m/v), Mydriacyl®,
Alcon, EUA. Cloridrato de cetamina, Dopalen®, e cloridrato de xilazina, Anasedan®Ceva,

Brasil. Nitrogénio liquido, Nitrovet, Brasil. Entellan®, Merck, Alemanha.
2.1.5 Avaliacéo da atividade neuroprotetora in vivo

Solucéo salina estéril, Equiplex, Brasil. Agulha ultra fine 11 0,3 mm, BD, Brasil. Cloridrato
de tetracaina 1% (m/v) e cloridrato de fenilefrina 0,1% (m/v), Anestésico®, Allergan, EUA.
Cloridrato de cetamina, Dopalen® e cloridrato de xilazina, Anasedan® Ceva, Brasil.
Glutaraldeido, Epon 812, paraformaldeido, TritonX-100, citrato de sédio, perdxido de
hidrogénio, SIGMAFAST, TrisHCI, desoxicolato de sddio, Sigma-Aldrich, EUA. Laminas
silanizadas, Knittel, Brasil. Kit TUNEL, Roche, EUA. DAPI (4°, 6-Diamidin-2-fenilindol),
Serva Electrophoresis, Germany. Tissue Tek® OCT, Japan. Entellan®, Merck,
Alemanha. Cloreto de sédio, cloreto de potassio, fosfato de sédio dibasico e fosfato
monobasico de potassio e sacarose, Tween 20, EDTA, Synth, Brasil. Anti-fosfo-Aktl de
coelho e Total-Aktl, Bioteck, Eslovaquia. Fosfo-Erk1/2, total-Erkl1/2, anti-NMDA e
anticorpos anti-NMDA, Invitrogen EUA. Anti-B-actina de camundongo, Santa Cruz

Laboratories, Brasil. Nitrogénio liquido, Nitrovet, Brasil.
2.2 Equipamentos

Sistema de purificacdo de agua Milli-Q®, Merck Millipore, EUA. Balanca analitica
Sartorious, Alemanha. Microscépio Optico Axio Imager M2, Zeiss, Alemanha.
Incubadora automatica digital, Premium Ecoldgica, Brasil. Estereomicroscépio, modelo
DM4000B, acoplado a uma camera digital CCD, modelo DFC 280, Leica, Alemanha.
Eletrorretinograma Espion E2 Colordome, estimulador de LED Ganzlfeld ColorDome®,
software Espion E3, Diagnosys LLC, EUA. Eletrodos tipo agulha e lente, ERG Jet,
Fabrinal SA, Suica. TonOmetro veterinario, Tono-PenVet®, Reichert, EUA.
Oftalmoscoépio binocular indireto, Welch Allin, Brasil. Espectrofotometro Autoflex da
Bruker, Reino Unido. Leitor de microplacas, Bio-rad, San Diego. Centrifuga modelo GS-
6R, Beckman Coulter Life Sciences, EUA. Lente Volk 90D, Welch Allyn, EUA.
Microscopio eletrénico de transmissao, Tecnai G2-12 - FEI Spirit Biotwin. Microscépio
confocal de varredura a laser LSM 880, ZEISS, Alemanha. Criostato CM1850, Leica,
Alemanha. Image Quant LAS 4000, GE Healthcare.
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2.3 Animais

Foram utilizados ratos da espécie Wistar, machos, adultos (7 semanas de idade),
pesando aproximadamente 200 g, adquiridos no biotério da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais foram mantidos em
condi¢cdes controladas de temperatura (27 = 5 °C) e luminosidade (12 hs luz/12 hs

escuro) sem restricdo de dgua ou comida.

Os estudos in vivo foram aprovados pelo Comité de Etica em Animais Experimentais da
UFMG (CEUA-UFMG) sob os protocolos n® 325/2017 — Anexo 3 e 107/2018 — Anexo
4. Todos os testes foram realizados seguindo o estatuto para o uso de animais em
pesquisa oftalmica e visao da ARVO (do inglés Association for Research in Vision and
Ophthalmology).

2.4 Métodos
2.4.1 Ensaio de proliferacéo celular utilizando a sulforrodamina B (SRB)

Para avaliacao da toxicidade in vitro dos peptideos PnPall e PnPal3, foi realizado um
ensaio de viabilidade celular em epitélio pigmentado da retina humana, ARPE-19. O
ensaio de SRB trata-se de um método de citotoxicidade de quantificacéo colorimétrica
da proteina celular em culturas de células coradas com SRB, um corante brilhante de
cor purpura, com dois grupos sulfénicos, solivel em agua. Sob condi¢cdes acidas o
corante liga-se aos residuos aminoacidos de proteinas celulares. Um aumento ou
diminuicdo do numero de células resulta em uma alteracao proporcional da quantidade
do corante incorporado nas células em cultura, o que revela o grau de citotoxicidade

causada pelo composto em estudo (SKEHAN et al., 1990).

Para a realizacdo do ensaio, as células foram incubadas em meio DMEM-F12
suplementado com 10% de SFB e 1% PSA em estufa com atmosfera umida (5% de CO:
a 37 °C, seguindo a metodologia descrita por TOLEDO et al. (2019).

Para o preparo das solugdes de peptideo, adicionou-se a um criotubo 180 pyL de meio
DMEM-F12, transferiu-se uma aliquota de 20 pL da solugédo estoque de peptideo

(descrito no tépico 2.4.1) e homogeneizou-se. A concentragao final foi 5.000 pug/mL.

Inicialmente, aplicou-se cerca de 10.000 células/poco em placas de 96 pocos. As células
foram incubadas nas mesmas condi¢cdes do cultivo celular durante 24 hs. Apos esse
periodo, as células receberam os peptideos PnPall e PnPal3 em concentracdes
crescentes (0,25; 0,5; 1,25; 2,5; 3,75; 5,0; 8,0, 12,5 e 25,0 pg/mL), preparados a partir



63

de uma solugéo na concentragdo de 5.000 pg/mL (descrita anteriormente). As placas

foram incubadas por mais 48 hs.

Ao final deste periodo, as células foram fixadas com &cido tricloroacético a 10% (v/v) e
incubadas por 1 h a4 °C. As células foram lavadas com agua e mantidas a temperatura
ambiente até a secagem completa. Em seguida, as células foram coradas com solucao
SRB 0,057% (v/v) em &cido acético 1% (v/v) durante 30 min a 30 °C. As células foram
novamente lavadas com acido acético 1% (v/v), secas e depois incubadas com base
tris, 110 mM, pH 10,5 e agitadas durante 5 min.

A absorbancia foi medida (510 nm) usando um leitor de microplacas. Trés poc¢os por
dose foram utilizados em trés placas independentes. A viabilidade celular foi calculada
como uma porcentagem em relagdo ao controle (Equacdo 2). Além disso, foram

observadas altera¢des morfologicas nas células em microscopio 6ptico.

média da absorbancia do pogo - média da absorbancia da tris base
média da absorbancia do controle - média da absorbancia da tris base

Viabilidade celular = 100 x

(2)

Os resultados foram expressos como a média da porcentagem de viabilidade

celular £ desvio padréo (DP).
2.4.2 Ensaio CAM

A avaliacdo da atividade angiogénica dos peptideos foi realizada por meio do ensaio da
membrana corioalantbica de embrido de galinha, o teste CAM (do inglés chorioallantoic

membrane), descrito por Auerbach e colaboradores (1974).

Para realizacdo do teste, ovos de galinha fertilizados (Gallus gallus domesticus) foram
incubados a 37 + 2 °C e 60 + 5 % da umidade relativa do ar. No 3° dia de
desenvolvimento embrionario, um pequeno orificio (1 cm 2) foi feito na casca do ovo e a
membrana interna da casca foi removida para expor a membrana corioalantdica. O
orificio foi selado com fita transparente e, em seguida, 0s ovos retornaram a incubadora

por mais 48 hs.

No 5° e no 6° dia, foram adicionados a superficie da membrana corioalantéica 50 uL de
uma solucdo contendo PnPall ou PnPP13. As doses das solucdes utilizadas foram:
0,50, 1,25, 2,50, 3,75 e 5,00 pg/mL obtidas a partir da diluigdo da solucdo estoque
(descrita no item 2.4.1) em salina estéril. O tamp&o PBS (do inglés phosphate buffer
solution) foi definido como o controle negativo e o bevacizumabe (250 pg/mL) como o

controle positivo. Para cada grupo foi utilizado um total de 10 ovos.
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No 7° dia, as membranas foram fotografadas e as imagens obtidas foram processadas
utilizando-se o software ImageJ® (versdo 1.50i - National Institutes of Health,
EUA). Posteriormente, realizou-se uma andlise quantitativa da rede vascular por meio
do software Angiotool® (National Cancer Institute, EUA). Com o auxilio deste programa,
pode-se investigar as diferencas em relacéo a area vascularizada, a lacunaridade e ao

namero total de juncgdes.

Para o célculo da area vascularizada, o grupo que recebeu tempdo PBS foi definido
como 100% e os resultados foram expressos como a média da porcentagem = DP em
relacdo a este grupo. Em relagdo a lacunaridade e ao numero de jung¢des a analise

estatistica foi realizada comparando a média + DP do grupo salina aos demais.
2.4.3 Estudo da toxidade in vivo
2.4.3.1 Injecdes intravitreas

Para investigar a toxicidade intravitrea dos peptideos PnPall e PnPal3, os animais
foram anestesiados por injecdo intraperitoneal de 90 mg/kg de cetamina:10 mg/kg de
cloridrato de xilazina. Previamente as injecdes intravitreas, os olhos direitos foram

anestesiados com uma gota do colirio anestésico.

Para as injeces intravitreas, os animais foram divididos em trés grupos: PnPall
(n=20), PnPal3 (n = 20) e controle (solucdo salina, NaCl 0,9% [m/v]) (n = 4). Os grupos
gue receberam os peptideos foram subdivididos de acordo com a dose intravitrea do
peptideo: 0,50; 1,25; 2,50; 3,75 e 5,00 pug/mL. Logo, foram utilizados 4 animais para

cada dose.

As injecdes foram realizadas nos olhos direitos, com uma agulha de 8 mm de
comprimento e 0,3 mm de calibre acoplada a uma seringa, inserida préximo ao limbo.
Além disso, a agulha foi mantida no lugar por 30 s para evitar escape pelo local da

aplicacao.

O volume de injecao intravitrea foi de 10 uL (BAE et al., 2017) e levou em consideracdo
a diluicdo que ocorre no humor vitreo, tendo em vista que o volume em ratos adultos é
de ~ 50 pL (SHA; KWONG, 2006). Os olhos esquerdos de todos os animais foram

mantidos intactos.

Ao final de cada injecéo, o fundo de olho de cada animal foi avaliado com uma lente
Volk 90D e oftalmoscoépio binocular indireto, a fim de se detectar possiveis alteragbes

decorrentes do procedimento, como hemorragias e o descolamento de retina.
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2.4.3.2 Avaliacao do estado funcional da retina por eletrorretinografia

O estudo funcional da retina foi avaliado pelo eletrorretinograma (ERG) em condicdo
escotopica previamente e apds sete dias da realizacdo das injecdes intravitreas. Para
realizacao do teste, os animais foram adaptados ao escuro por 12 hs, anestesiados via
injecéo intraperitoneal (como descrito anteriormente, se¢éo 2.4.4.1) e as pupilas foram
dilatadas com uma gota de tropicamida 1% (m/v). Ap6s 10 min, os olhos foram
anestesiados com colirio anestésico®. Os animais foram posicionados sob um suporte
de isopor adaptado a cupula de Ganzfeld e cobertos com uma manta para a manutencao

da temperatura corporal (Figura 12).

A avaliacéo foi realizada simultaneamente nos dois olhos, colocando sobre a superficie
de cada olho um eletrodo bipolar do tipo lente de contato adaptada para olhos de ratos
e fixando de maneira subcutanea trés eletrodos do tipo agulha. Dois eletrodos foram
posicionados na regido frontal acima dos olhos e o terceiro (eletrodo terra) foi colocado

no dorso do animal. Foi definido um valor de impedancia < 5kQ em cada eletrodo.

Os olhos receberam estimulos luminosos por meio de um estimulador de LED. Durante
o teste, flashes de luz branca com duracéo de 4 milissegundos (ms) foram produzidos
em 11 etapas com luminosidade crescente (0,003 — 3 cd.s.m™?). Os resultados foram
amplificados e analisados com o software Espion E3. Todo o procedimento foi realizado
em conformidade com as diretrizes da ISCEV (do inglés International Society for Clinical

Electrophysiology of Vision).

Figura 12 — Avaliacéo funcional da retina por ERG

Cupula de Ganzfeld

" Eletrodos
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Os dados foram avaliados a partir de comparagdes entre as amplitudes, expressas em
microvolts (uV), e tempos implicitos, expressos em ms, das ondas a e b em relagao a
intensidade dos diferentes estimulos luminosos. A média + DP dos valores obtidos em
cada dose de peptideo testada, foi comparada ao grupo controle, que recebeu o veiculo

(salina).

A amplitude da onda a foi calculada pela medida da linha de base pré-estimulo até o
vale da onda a. A amplitude da onda b foi medida do vale da onda a até o pico da onda
b. Os tempos implicitos da onda a e da onda b foram medidos desde o momento do
flash até o pico da onda, representados na Figura 13 (MCCULLOCH et al., 2015).

Estudos anteriores mostraram que 0s estimulos mais importantes para investigar
possiveis alterac6es na atividade da retina de rato sdo a 0,01 cd.s.m™2, para avaliar a
resposta dos bastonetes, e a 3 cd.s.m™2, para analisar as respostas combinadas de
cones e bastonetes (BALL; PETRY, 2000; BAYER et al., 2001). Desta forma, esses

foram os estimulos analisados nesse trabalho.

Figura 13 — Padrdes de avaliagcao eletrofisiolégica da retina

ERG escotopico ERG escotopico
0,01 cd.s.m? 3 cd.s.m™?
(resposta de bastonetes) (resposta mista de cones e bastonetes)

Legenda: As setas pretas indicam o0 momento em que ocorrem os estimulos luminosos.
Fonte: Adaptado de MCCULLOCH et al., 2015.

2.4.3.3 Monitoramento da presséo intraocular e avaliacdo do fundo de olho

A PIO foi monitorada com um tonémetro veterinario antes da injecao intravitrea, apés a
anestesia dos animais, e depois do ERG (no 7° dia). Para as medicBes, 0s animais
foram mantidos em decubito ventral e as aferic6es foram realizadas no mesmo horario,

a fim de se evitar variacdes decorrentes do ritmo circadiano do animal.
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Os valores de PIO foram analisados em relacao a diferenca entre as médias + DP dos
valores obtidos no inicio do estudo e apés 7 dias, visando verificar a ocorréncia de
alteracdes que indicassem danos aos olhos dos animais. Quatro leituras foram feitas

para cada olho direito (n = 4).

A avaliacdo do fundo de olho foi realizada com o objetivo de detectar possiveis
alteracbes, como hemorragias, coagulacdo, descolamento de retina e escavagdo do
nervo oOptico. A avaliacdo foi realizada com o auxilio de uma lente Volk 90 D e de um
oftalmoscépio binocular indireto, imediatamente antes das inje¢des intravitreas (apos
anestesia dos animais) e depois da realizacdo do ERG, enquanto os animais estavam

anestesiados (Figura 14).

Figura 14 — Procedimentos para avaliacdo da toxicidade do uso intravitreo do
PnPall e PnPal3

Legenda: A) Medigc&o da presséo intraocular de ratos. B) Avaliacdo do fundo de olho

com o auxilio de uma lente Volk 90 D.
2.4.3.4 Andlise histolégica

Ao final das andlises, os animais foram eutanasiados por superdosagem de anestésicos
(270:30 cetamina/xilazina mg/kg) via intraperitoneal e os olhos coletados para analise
histolégica. Inicialmente, os olhos foram fixados em solucdo de Davidson (alcool 95%
(v/v), formaldeido, acido acético glacial e 4gua destilada) por 24 hs. Apés este periodo,
os olhos foram transferidos para um recipiente contendo uma solucédo de alcool
70% (v/v), onde permaneceram por outras 24 hs. Para o processamento das amostras,
os olhos foram cuidadosamente seccionados na regido no nervo Optico e entdo
desidratados em concentracdes crescentes de etanol (70% - 100%) por 48 hs em cada
banho; na sequéncia, submetidos a uma clarificacdo em xilol por 24 hs. Posteriormente,

o material foi incluido em parafina para obteng&o dos blocos.

Para montagem das laminas, realizou-se cortes com espessura de 5 um aos blocos de

parafina, com auxilio de um micrétomo. Em seguida, os cortes foram adicionados a
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lamina e foram corados com hematoxilina e eosina. Por fim, lamina e laminula foram

fixadas com o uso de Entellan®.

A morfologia da retina e a presenca de células inflamatérias foram avaliadas em
microscopia Optica utilizando um microscépio optico e lente objetiva com aumento de
20x. A espessura da camada nuclear externa (CNE) foi medida a ~250 um de distancia
do nervo oOptico. Um total de trés medidas foram realizadas para cada lamina
histologica (n = 3).

2.4.5 Estudo de degeneracdao retiniana
2.4.5.1 Modelo de degeneragéao da retina induzido pela luz do LED azul

Para o estudo de degeneragédo da retina, ratos Wistar foram divididos em quatro grupos:
PnPall (1,25 pg/mL, n = 8), PnPal3 (1,25 pg/mL, n = 8), veiculo (solucao salina, n = 8)
e saudavel (sem qualquer procedimento, n = 8). A injecao intravitrea foi realizada nos
olhos direitos para os grupos PnPall, PnPal3 e veiculo, conforme descrito

anteriormente (se¢éo 2.4.4.1). Nenhum procedimento foi realizado nos olhos esquerdos.

ApOs a injegdo intravitrea, os animais foram mantidos em ambiente escuro por
12 hs. Em seguida, os animais dos grupos PnPall, PnPal3 e veiculo foram expostos
aluz do LED azul com intensidade de 2.000 lux por 72 hs (6 dias com 12 hs de exposi¢ao

cada, respeitando o ciclo claro/escuro, sem restricdo de alimento ou agua).

Para a exposicdo, as lampadas foram afixadas no topo de gaiolas de madeira com
dimensbes de 57 cm x 57 cm x 60 cm. ApoOs a exposicdo luminosa os animais foram
preparados para a realizacdo do exame ERG, conforme descrito anteriormente
(secdo 2.4.4.2). No estudo da degeneracao da retina, ERG foi realizado ap6s 1, 7 e 15

dias da exposicéo a luz do LED azul.

Depois do ultimo ERG, os animais foram sacrificados e os olhos enucleados (conforme
descrito na secdo 2.4.4.4). Para as analises subsequentes, os olhos foram
cuidadosamente seccionados na regido no nervo Optico e preparados de acordo com

cada andlise.
2.4.5.2 Microscopia eletrénica de transmissédo (MET)

Para realizacdo da MET, as amostras (n = 2) foram fixadas com uma solucdo de
glutaraldeido 2,5% (v/v) a 20°C por 2 hs. Em seguida, os olhos foram fixados com
tetroxido de ésmio 1% (v/v) por mais 2 hs (CHEN et al.,, 2018). Em sequéncia, as
amostradas foram encaminhadas ao Centro de microscopia da UFMG, onde

prosseguiu-se com as demais etapas de preparacdo que envolvem a desidratacdo em
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etanol e a imersdo em epon 812. Os cortes de retina foram obtidos e examinados com
um microscépio eletrbnico de transmissdo a 120 kV (localizado no Centro de

Microscopia da UFMG, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil).
2.4.5.3 Analise histolégica

Para analise histologica, apdés obtencdo das amostras, as mesmas foram

preparadas conforme descrito anteriormente, secéo 2.4.4.4.

2.4.5.4 Ensaio de imunohistoquimica Terminal Transferase dUTP Nick End
Labeling (TUNEL)

Inicialmente, o material foi fixado em paraformaldeido a 8% (v/v) em solucdo salina
tamponada com fosfato, pH 7,4 por 12 hs. Ao final desse periodo, as amostras foram
transferidas para uma solugéo de sacarose a 20% (p/v), onde se manteve por cerca de
4 a 5 hs. Em seguida, para a crioprotecdo, as amostras foram imersas em solugcéo de
sacarose a 40% (p/v) por mais 12 hs. Por ultimo, os olhos foram enxaguados com PBS,
pH 7,4, incorporados a um meio de inclusdo para congelamento (Tissue-Tek®) e

congelados instantaneamente em nitrogénio liquido.

A partir dos blocos, foram obtidos cortes sagitais com 30 um de espessura utilizando
um criostato CM1850 a -25 °C, localizado no Centro de Aquisicéo e Processamento de
Imagens da UFMG (CAPI/UFMG). A seccgdes foram adicionadas a laminas silanizadas
e armazenados a -80° C. Em sequéncia, lavou-se as laminas com TritonX-100
0,1% (v/v) e citrato de sédio 0,1% (v/v) em PBS e as incubou com perdxido de hidrogénio
3% (v/v) por 15 min. Posteriormente, as laminas foram novamente lavadas com PBS e
submetidos ao ensaio TUNEL seguindo o protocolo do fabricante. Para facilitar a

visualizacédo os tecidos da retina foram contrastados com DAPI.

A imunofluorescéncia foi observada em microscépio confocal de varredura a laser LSM
880 localizado no CAPI/UFMG e as fotografias obtidas utilizando uma lente objetiva com
aumento de 40x, na regido em torno do nervo 6ptico. A intensidade de fluorescéncia de
células TUNEL-positivas foi calculada utilizando o software ImageJ® (versdo 1.50i -
National Institutes of Health, EUA) utilizando um total de 3 amostras por grupo. Para
analise estatistica, a intensidade média da imunofluorescéncia do veiculo foi definida
como 100% e o resultados foram expressos como média da porcentagem + DP em

relacdo a este grupo.
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2.4.5.5 Immunoblotting

A técnica de immunoblotting foi realizada segundo SILVA et al., 2017. Resumidamente,
as amostras obtidas foram lisadas em tampéo RIPA (0,15 M NacCl, 0,5 M Tris-HCI, pH
7,2,0,05 M EDTA, 1% nonidet P40, 1% TritonX-100, 0,05% desoxicolato de sddio 0,1%)
contendo um coquetel de inibidores de protease SIGMAFAST®. As amostras de cada
grupo foram preparadas contendo 100 pg de proteina celular total e corridas em um gel
de poliacrilamida do tipo SDS-PAGE (do inglés, Sodium Dodecyl Sulphate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis), seguido por eletroblotting (transferéncia) em

membrana de nitrocelulose.

As membranas foram submetidas ao bloqueio com tampéo TBS-T (150 mM NacCl, 10
mM TrisHCI, pH 7.4, e 0,05 Tween 20 contendo 5% de BSA (do inglés, bovine serum
albumin) por 1 h, seguido de incubag&o overnight, a 4°C com 0s anticorpos primarios.
O anticorpos utilizados neste estudo, anti-fosfo-Aktl de coelho, 1: 1000 (X20-A # 127DB
Bioteck ®, Eslovaquia); total-Aktl, 1: 1000 (C-20A # 126 / DB Bioteck®, Eslovaquia),
fosfo-Erk1/2, 1: 1000 (MA515173, Invitrogen®, EUA); total-Erk1/2 1: 1000 (MA515134 /
Invitrogen®, EUA); anti-NMDA 1: 1000 (NR2B # pS1480 / Invitrogen®, EUA); anticorpos
anti-NMDA 1: 1000 (NR2A # 480031 / Invitrogen®, EUA) e anti-B-actina de camundongo
1:1000 (Santa Cruz Laboratories, Brasil) foram diluidos em tampao TBS com 3% (m/v)
de BSA.

ApoOs a incubagdo, as membranas foram lavadas trés vezes, durante 5 min, em tamp&o
TBS e, posteriormente, incubadas por 2 hs com o0 anticorpo secundéario conjugado a
peroxidase (HRP, do inglés horseradish peroxidase) IgG anti-coelho (1:3000) ou
anticorpo de cabra anti-camundongo (1: 25000), diluido em 1 % de albumina em TBS-T.
Em seguida, lavou-se novamente as membranas, durante 10 min com TBS
(procedimento realizado trés vezes) e as incubou em reagente de deteccdo para

western blot ECL Luminata.

Para digitalizacdo das imagens, as membranas foram analisadas na plataforma Image
Quant LAS 4000. A intensidade da banda foi quantificada pelo software ImageJ® (versédo
1.50i - National Institutes of Health, EUA) e o valor das bandas (nUmero de pixels) foi
dividido pelo valor da B-actina ou pelo total das bandas para normalizar os niveis de

expressao ou fosforilacéo.
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2.5 Analise estatistica

Para todas as andlises, foram determinados os valores de médias + DP para 0 numero
de experimentos independentes indicado para cada ensaio. Em todos os testes

adotou-se um nivel de significancia de p < 0,05.

Para avaliar a normalidade do padréo das curvas ERG, foram realizados o teste de
Shapiro-Wilk, Kruskal-Wallis e po6s-teste de Dunn. Na avaliagdo da citotoxicidade,
ensaio CAM, histologia e analise TUNEL, os dados foram analisados por meio da
andlise de variancia (ANOVA) de uma via com pés-teste de Tukey.

Para calcular a diferenca entre amplitudes, tempos implicitos das ondas a e b, PIO,
analise de Western blot, utilizou-se ANOVA de duas vias seguida de pés-teste de
Bonferroni. As andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism®

versao 8.4.2.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Ensaio de viabilidade celular em células ARPE-19

As células ARPE-19 estdo presentes em muitos estudos in vitro que envolvem a
pesquisa de novos agentes terapéuticos para diferentes doencas oculares (SILVA et al.,
2018; TOLEDO et al., 2019). Entretanto, em nossa revisdo, ndao foram encontrados
estudos que investiguem a toxicidade da peconha da Phoneutria nigriventer, bem como

de suas toxinas ou peptideos derivados em cultura de células ARPE-19.

Desta forma, diferentes concentragfes dos peptideos PnPall e PnPal3 (0,50; 1,25;
2,50; 3,75; 5,00; 8,00 e 12,50 pg/mL) foram utilizadas em nosso estudo in vitro para
avaliar a toxicidade de ambos os peptideos a estas células (Figura 15).
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Figura 15 - Citotoxicidade dos peptideos PnPall e PnPal3 sobre células ARPE-19
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Legenda: A) viabilidade celular na presenca de concentracdes crescentes de PnPall.
B) viabilidade celular na presenga de concentracfes crescentes de PnPal3.
C) visualizacdo por microscopia Optica de células ARPE-19. D) visualizacdo por
microscopia optica de células ARPE-19 ap0s o tratamento com PnPall. E) visualiza¢do
por microscopia 6ptica de células ARPE-19 apos o tratamento com PnPal3. A andlise
estatistica foi realizada utilizando o teste ANOVA de uma via com o pés-teste de Tukey
(n = 3 pocos por dose, em trés experimentos independentes). O grupo controle foi
definido como 100%. Os dados séo representados por média + DP. *Indica diferenca

estatistica em relagcdo ao grupo controle (*p < 0,05).

Nossos resultados revelaram que a presenca de PnPall ou PnPal3 na cultura de
células ARPE-19, nas concentragfes testadas, ndo induziu & morte celular. Conforme
apresentado nas Figuras 15A e 15B, nenhuma diferenca na viabilidade celular foi
observada para os grupos tratados com PnPall ou PnPal3. Além disso, em
comparagdo com o controle (Figura 15C), nenhuma alteragdo morfoldgica foi notada

nos grupos de células tratadas com peptideo (Figuras 15D e 15E).

Curiosamente, um estudo realizado por DE PAULA LE SUEUR et al. (2005) a toxicidade
da peconha da Phoneutria nigriventer em diferentes culturas celulares foi investigado e
0s autores observaram que, nas concentracdes de 14,6 e 292 ug/mL, a peconha néo

exibiu toxicidade significativa nas linhas celulares ECV304 e MDCK (células endoteliais
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e células epiteliais, respectivamente) mas, em concentracdes mais altas, reduziu

ligeiramente a viabilidade das células de glioma C6.

Nossos resultados revelaram que os peptideos PnPall e PnPal3, nas concentracdes
testadas, ndo promoveram efeitos citotdxicos significativos, indicando sua seguranca
para as células da retina. As doses inferiores (0,50 — 5,00 pg/mL) foram escolhidas para

0s estudos subsequentes.

3.2 Avaliacdo da atividade angiogénica dos peptideos PnPall e PnPal3 em

membrana corioalantdica de embrido de galinha

A CAM é uma membrana extraembrionaria formada pela mesodérmica do cdrion e da
alantoide durante o quarto dia de desenvolvimento embrionario (RIBATTI, 2010). Nesta
camada dupla, desenvolve-se uma rede vascular extremamente rica que esta ligada a
circulacdo embriondria pelas artérias e veias alantdicas. Os vasos primitivos crescem
rapidamente até o oitavo dia quando dao origem a um plexo capilar que medeia as
trocas gasosas com o ambiente externo. A proliferagdo vascular permanece intensa até
o 11° dia, quando o indice mit6tico passa a decrescer rapidamente. O sistema vascular
atinge seu arranjo final no 18° dia, logo antes da eclosdo (RIBATTI, 2008; RIBATTI
et al., 2001).

A CAM também é utilizada ha bastante tempo para estudar moléculas que possuem
atividade pré-angiogénica ou antiangiogénica. Ao adicionar um composto proé-
angiogénico, é possivel observar um aumento na densidade dos vasos cerca de 72 hs
apos a estimulacdo. Por outro lado, quando um composto angiostatico é testado, os
vasos tornam-se menos densos e eventualmente desaparecem (RIBATTI, 2010;
RIBATTI et al., 2001) Assim, esse método tem-se mostrado de extrema importancia
para investigar a atividade angiogénica de novas moléculas com potencial
terapéutico (TUFAN; SATIROGLU-TUFAN, 2005).

Com o objetivo de avaliar a potencial atividade angiogénica dos peptideos PnPall e
PnPal3, diferentes doses destes foram aplicadas no 5° e 6° dia de desenvolvimento

embrionario, periodo com intensa proliferacao de vasos (RIBATTI, 2012).

A resposta vascular, obtida no sétimo dia desenvolvimento embrionario, revelou que o
grupo tratado com bevacizumabe (Figura 16B) promoveu uma reducdo de
36,61 + 7,03 % na area dos vasos, um aumento da lacunaridade (0,71 + 0,01 A) e uma
reducdo no numero de juncbes (16,70 + 4,84 cm2) em comparagdo ao grupo controle
(lacunaridade = 0,28 + 0,03 A\; numero de jun¢des 130,77 £ 36,59 cm?) (Figura 16A).
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De maneira geral, o tratamento com PnPall ou PnPal3 n&o promoveu alteragbes
significativas na area do vaso ou na lacunaridade (Figuras 16C e 16D). Para o peptideo
PnPall na dose 2,50 ug/mL, foi possivel observar uma reducao significativa da area
vascularizada (18,33 + 8,68%) (Figura 16E) e um aumento estatistico da lacunaridade
(igual a 0,43 + 0,05 A\), conforme apresentado na Figura 16F. Para o peptideo PnPal3,
0 aumento da lacunaridade (Figura 16l) foi significante para o grupo tratado com 5,0
pg/mL (igual a 0,40+ 0,08) em relagédo ao grupo controle. Em todas as doses testadas
dos peptideos, observou-se uma reducao expressiva do numero de juncdes (Figuras
16G e 16J). No entanto, essa reducdo ndo causou uma diminui¢ao significativa na area

do vaso, quando comparado ao grupo tratado com PBS (Figuras 16E e 16H).

Alguns estudos estabeleceram mecanismos que conectam processos de
neurodegeneracgado retinal com irregularidades microvasculares presentes em doencas
oculares (ALTMANN; SCHMIDT, 2018). Por exemplo, a retinopatia diabética é
caracterizada por disfungbes microcirculatérias e angiogénese, decorrentes da
hiperglicemia crénica. Esse efeito € definido pela alta perda de pericitos acompanhada
do desenvolvimento de pequenos vasos (capilares) sem perfusdo sanguinea (GUPTA,
BHATNAGAR, 2015). Assim, a angiogénese é um alvo potencial para o tratamento de
doencas oculares (CABRAL et al., 2017).

Os resultados obtidos nos permitem questionar se a redugdo do numero de juncdes
promovida pelos peptideos PnPall e PnPal3 poderia contribuir para a terapia de
degeneracdo da retina. No entanto, esta reducéo foi menos intensa do que a reducdo
induzida pelo grupo do bevacizumabe, um anticorpo monoclonal amplamente utilizado
para inibir a proliferagcdo de vasos em doencas oculares (GUNTHER; ALTAWEEL,
2009). Assim, doses mais elevadas dos peptideos devem ser avaliadas a fim de elucidar

essa atividade.
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Figura 16 — Estrutura e quantificacdo da rede vascular da CAM apds tratamento
com PnPall e PnPal3 em diferentes doses (0,50 - 5,00 pg/mL)
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Legenda: As fotografias obtidas apds o processamento da imagem para quantificagéo
da rede vascular. Estéo representadas as topografias de rede dos grupos: A) PBS, B)
bevacizumabe, C) Diferentes doses do peptideo PnPall e D) Diferentes doses do
peptideo PnPal3. Os gréaficos revelam em E) a area dos vasos (%), F) lacunaridade (a)
e G) numero de juncbes (cm?) apos tratamento com diferentes doses do peptideo
PnPall, e em H) a area dos vasos (%), 1) lacunaridade (A) e J) nimero de jungdes (cm?)
apoés tratamento com diferentes doses do peptideo PnPal3. A analise estatistica foi
realizada utilizando o teste ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Tukey (n =
10). Os dados séao representados pela média + DP. A area dos vasos do grupo PBS foi
definida como 100%. *Indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo PBS (*p < 0,05;
***p < 0,001). Beva: bevacizumabe
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3.3 Avaliacdo da seguranca do uso intravitreo de PnPall e PnPal3

A fim de investigar a seguranca do uso intravitreo de PnPall ou PnPal3, os animais
receberam uma dose intravitrea de peptideo, e apds 7 dias, foram avaliados por ERG e
analise histolégica. Considerando a auséncia de toxicidade em células ARPE-19, cinco
doses dentre as utilizadas nos testes anteriores (0,50; 1,25; 2,50; 3,75; 5,00 pg/mL)

foram escolhidas para avaliar a toxidade in vivo.
3.3.1 Estudo funcional da retina por ERG

O estudo da atividade eletrofisiologica de retina por ERG € um registro dos sinais
elétricos originados has células neuronais da retina. Essas respostas sdo geradas apés
estimulos luminosos (flashes) que modificam o movimento de ions na retina,
principalmente s6dio e potdssio, que estdo presentes no  espaco
extracelular (FISHMAN, 1985).

A curva obtida no exame de ERG forma, inicialmente, a onda a uma deflexdo negativa,
resultante da hiperpolarizacdo dos fotorreceptores (cones e bastonetes). A onda a é
composta inicialmente por uma fase rapida, resultante do fechamento de canais de
s6dio na membrana plasmatica de células fotorreceptoras, e por uma segunda fase
lenta, estimulada por uma diminuigdo dos niveis de potassio nos fotorreceptores pela
acao das células de Muller (BROWN, 1968).

A segunda onda obtida no ERG é conhecida como b, uma deflexdo positiva. A
hiperpolarizagdo induzida pela luz leva a um aumento na concentracdo de potassio
extracelular, o que provoca a despolarizacao das células de Miller e forma a onda b. As
células amacrinas também estdo envolvidas na criagdo da onda b, sua resposta é
conhecida como potenciais oscilatérios e estdo sobrepostos na partes ascendente da
onda b (FISHMAN, 1985; STOCKTON, 1989; DRAZEK et al., 2014).

A ISCEV estabelece alguns padrfes para avaliacdo da atividade eletrofisiologica da
retina. Dentre o0s estimulos preconizados, o primeiro envolve um disparo de
0,01 cd.s.m? com intervalo de 2 s entre os flashes, o que seria capaz de avaliar a
atividade dos bastonetes. O estimulo de 3,0 cd.s.m*, com um intervalo de 10 s entre 0s
flashes, tem como objetivo de analisar a resposta combinada entre cones e bastonetes
(MCCULLOCH et al., 2015).

Nossos resultados revelaram diferenca nos padrdes das curvas do ERG para os olhos
tratados com PnPall, em doses acima de 1,25 pg/mL, apds estimulo luminoso de 0,01
cd.s.m? (Figura 17). Para PnPal3, ndo foi observada diferenca estatistica em nenhuma

das doses testadas.
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Figura 17 — Curvas do ERG em condicdo escotopica de olhos que receberam
injecao intravitrea com diferentes doses de PnPall ou PnPal3, ap6s estimulos
luminosos de 0,01 cd.s.m? e 3,0 cd.s.m?
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Legenda: Respostas ap6s o estimulo luminoso de: A) 0,01 cd.s.m?e B) 3,0 cd.s.m?em
olhos que receberam injecdo intravitrea do PnPall ou PnPal3 (0,50 pg/mL);
C) 0,01 cd.s.m?e D) 3,0 cd.s.m2em olhos que receberam injec¢éo intravitrea do PnPall
ou PnPal3 (1,25 pg/mL); E) 0,01 cd.s.m?e F) 3,0 cd.s.m?em olhos que receberam
injecdo intravitrea do PnPall ou PnPal3 (2,50 ug/mL); G) 0,01 cd.s.m?e H) 3,0 cd.s.m™
em olhos que receberam injec&o intravitrea do PnPall ou PnPal3 (3,75 ug/mL); 1) 0,01
cd.s.m?e J) 3,0 cd.s.m?em olhos que receberam injecdo intravitrea do PnPall ou
PnPal3 (5,00 pg/mL). O padréo das curvas ERG foi analisado pelo teste de Shapiro-
Wilk, sucedido por Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunn (n=4) A resultados foram

comparados ao grupo tratado com solucao salina (controle).
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Figura 18 — Média + DP da amplitude e tempo implicito das curvas a e b de olhos
que receberam injecdo intravitrea com diferentes doses de PnPall ou PnPal3,

apo6s estimulos luminosos de 0,01 cd.s.m? e 3,0 cd.s.m™
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Legenda: A) amplitude da onda b com intensidade luminosa de 0,01 cd.s.m™, B) tempo
implicito da onda b na intensidade luminosa de 0,01 cd.s.m*, C) amplitude da onda b
com intensidade luminosa de 3,0 cd.s.m?, D) tempo implicito da onda b na intensidade
luminosa de 3,0 cd.s.m?, E) amplitude da onda a com intensidade luminosa de 3,0
cd.s.m?, F) tempo implicito da onda a na intensidade luminosa de 3,0 cd.s.m. A andlise
estatistica foi realizada utilizando o teste ANOVA de duas vias com pos-teste de
Bonferroni (n = 4). Os dados séo representados pela média £ DP. *Indica diferenca

estatistica em relagéo ao grupo controle (*p < 0,05).
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A fim de elucidar as alteragcbes observadas, analisou-se as amplitudes e o tempo
implicito das ondas a e b em condi¢cdo escotdpica. Os dados obtidos confirmam as
alteracBes observadas nas curvas do ERG. Foi detectada uma diferenca estatistica ha
amplitude da onda b, apés estimulo luminoso de 0,01 cd.s.m?, em olhos tratados com

PnPall em doses acima de 1,25 pg/mL (Figura 18).

A onda b é originada pelo do estimulo emitido nas sinapses elétricas entre o0s
fotorreceptores e as células bipolares. Assim, essas alteracdes podem estar
relacionadas a um comprometimento interno da retina, especialmente, na camada de
células bipolares ou em suas conexdes com os bastonetes (DE ALMEIDA et al., 2015).
Nesse sentido, nossos resultados indicaram que o PnPall é seguro para
administracdes intravitreas em doses de até 1,25 pg/mL e o PnPal3 em doses de até
5,0 pug/mL.

3.3.2 Avaliacéo da PIO e do fundo de olho

A PIO trata-se de um parametro farmacodinamico muito importante para acompanhar a
progressao de doencas capazes de gerar eventos vasculares ao nervo o6ptico. A
hipertensédo intraocular € ocasionada por diminui¢do do escoamento do humor aquoso
e, eventualmente, pode ocorrer devido a obstrucao trabecular por células inflamatorias
decorrentes de algum processo traumatico sofrido pelo olho (ANTUNES et al., 2008;
WETZEL, 1994).

A avaliagdo da PIO pode auxiliar na observacdo de possiveis efeitos inflamatérios
decorrentes do procedimento e/ou o peptideo (DODDS et al., 2008). Aliado a isso, a
observacao do fundo de olho possibilita a detecgdo de eventuais danos as estruturas

internas do olho, tais como hemorragias, opacidade e descolamento de retina.

Os resultados obtidos mostraram que o uso intravitreo do PnPall ou PnPal3 néo foi
responsavel por induzir alteragcfes na P10, exceto o grupo que recebeu PnPall na dose
de 2,50 pg/mL. Neste grupo, a PIO média foi de 18,65 * 2,50, revelando uma redugéo
estatistica da PIlO, ap6s 7 dias (Figura 19A). Esse resultado corrobora com a analise
do ERG, uma vez que ambos mostram uma discreta alteracdo em olhos que receberam
doses mais altas do peptideo PnPall. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para

melhor elucidar esse efeito.

Outra observacao importante desta etapa do trabalho indicou que a avaliacdo do fundo
de olho nédo identificou alterac6es que possam ser atribuidas a toxicidade dos peptideos.

Na Figura 19B, uma imagem representativa do fundo de olho de animais do grupo
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controle foi utilizada para comparar ao grupo PnP13, em que se destaca o peptideo no

fundo do olho, ap6s 7 dias, sem induzir dano aparente.

Com base nisto, pode-se afirmar que o procedimento (injecdo) e o uso intravitreo de
PnPall e PnPal3, nas doses testadas, ndo foram capazes de alterar a dindmica de

perfusao do olho.

Figura 19 — Avaliacdo da PIO e fundo de olho de olhos que receberam injecéo

intravitrea com diferentes doses de PnPall ou PnPal3
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Legenda: A) variacdo da PIO (média + DP) foi calculada pela diferenca dos olhos
investigados e do grupo controle em cada medida. A andlise estatistica foi realizada
utilizando o teste ANOVA de duas vias com poOs-teste de Bonferroni (n = 4). *Indica
diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle (*p < 0,05). B) Imagens
representativas fundo do olho de animais dos grupos controle e PnPal3. As setas pretas

indicam o PnPal3 injetado no fundo do olho.
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3.3.3 Andlise histoldgica

A Ultima etapa do estudo de toxicidade do uso intravitreo dos peptideos envolveu a
avaliacdo histologica das camadas da retina (Figura 20A - 20C). Desta forma,
investigou-se a presenca de células inflamatoérias, descolamento ou alteragées nas

camadas da retina, por meio de laminas histolégicas (n = 3).

Figura 20 — Andlise histolégica das camadas da retina de olhos que receberam
injecdo intravitrea de PnPall ou PnPal3 na dose de 5,00 pg/mL
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Legenda: Imagens ilustrativas de camadas histologicas da retina para o grupo: A)
controle (salina), B) PnPall (5,00 pg/mL), C) PnPal3 (5,00 ug/mL) e D) espessura da
CNE. A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de uma via com pés-teste de
Tukey (trés medidas por lamina, n = 3). Os dados séo representados pela média + DP.
*Indica diferenca estatistica em relagcédo ao grupo controle (p < 0,05). CCG: camada de
células ganglionares, CNI: camada nuclear interna, CNE: camada nuclear externa. As

imagens foram obtidas com objetiva de 20 x.

N&o foi observada a presencga de células inflamatoérias ou alteracdes na estrutura da
retina. Entretanto, foi identificado um aumento na espessura da CNE em laminas
histolégicas referentes aos que receberam as doses mais altas do peptideo
(5,00 pg/mL), o que sugere a ocorréncia de um edema nessa camada. Assim, a
espessura da CNE foi avaliada a 250 ym de distancia do nervo oOptico (trés medidas
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foram feitas para cada lamina histologica, n = 3) porém, ndo foi observada variagéo

significativa em relag&o ao grupo controle (Figura 20D).

Os achados histologicos discordam dos resultados apresentados anteriormente, que
apontam uma alteracdo discreta na atividade eletrofisiolégica dos animais que
receberam PnPall em doses acima de 1,25 pg/mL. Este ndo é o primeiro estudo a
detectar a falta de correspondéncia entre os achados eletrofisioldgicos e histologicos.
Sabe-se que mudancas eletrofisioldégicas antecedem alteragBes estruturais, 0 que pode
explicar a auséncia de dano aparente as camadas da retina (GASPARIN et al., 2014,
INAN et al., 2007). Em vista disso, para os testes que se seguem, optou-se pela dose
de 1,25 pg/mL para ambos os peptideos.

3.4 Avaliacéo da atividade neuroprotetora dos peptideos PnPall e PnPal3 em

modelo de degeneracdo retiniana induzida por LED azul

A iluminacdao artificial € um elemento comum da atualidade. Entre a ampla variedade de
opcoes, os LEDs emitem niveis elevados de intensidade luminosa quando comparados
as fontes convencionais e sao largamente empregados em produtos eletrébnicos como
telas de celulares e computadores (BEHAR-COHEN et al., 2011).

A retina contém croméforos especificos nos fotorreceptores que sdo capazes de
absorver a radiacdo da luz visivel (400 - 1400 nm). Um dos principais locais
responsaveis por essa absor¢do de energia luminosa séo os granulos de pigmento de
melanina das células do EPR, que podem vir a ser lesadas pela exposic¢ao a luz (KUSE
et al., 2014; PARVER; AUKER; FINE, 1983).

A literatura descreve (HAFEZI et al., 1997; SHANG et al., 2017) alguns trabalhos que
comprovaram que a exposi¢do a luz azul (450 - 495 nm) induziu danos graves aos
fotorreceptores e células do EPR em olhos de ratos. Ademais, a exposi¢do excessiva
ao LED azul foi correlacionada ao estresse oxidativo, uma vez que é capaz de promover
a formacdo de espécies reativas de oxigénio e, consequentemente, desencadear
reacOes inflamatérias e lesbes (HOLLYFIELD et al., 2008; SHANG et al., 2017).

Estudos epidemioldgicos sugeriram que a exposi¢do a luz com comprimento de onda
curto, é um fator de predisposicéo para a DMRI (SEREGARD; ALGVERE, 2006). Com
base nisso, a fim de investigar o potencial neuroprotetor dos peptideos e uma possivel
aplicacdo na progressao da DMRI, foi realizado um pré-tratamento intravitreo com salina
(grupo denominado veiculo), PnPall (1,25 pg/mL) ou PnPal3 (1,25 pg/mL) e, apés
24 hs, os animais foram submetidos ao modelo de degeneracao da retina induzida pela

exposicao a luz do LED azul.
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3.4.1 Estudo eletrofisiolégico daretina

Os registros do ERG foram obtidos apds 1, 7 e 15 dias da exposicao a luz do LED azul
e os resultados foram comparados a um quarto grupo de animais que nao foi submetido

ao modelo de degeneracéo da retina, denominado saudavel (Figura 21).

Figura 21 — Curvas do ERG em condicdo escotdpica de olhos expostos ao modelo

de degeneracdo daretinainduzida pelaluzdo LED azul, apés estimulos luminosos
de 0,01 cd.s.m?e 3,0 cd.s.m™
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Legenda: Resposta aos estimulos luminosos de A) 0,01 cd.s.m™2 e B) 3,00 cd.s.m™ apds
1 dia, C) 0,01 cd.s.m™2 e D) 3,00 cd.s.m™2? apés 7 dias, E) 0,01 cd.s.m™ e F) 3,00 cd.s.m™
apo6s 15 dias da exposicdo a luz do LED azul. As curvas ERG de olhos tratados com
solugdo salina, PnPall (1,25 pg/mL) e PnPal3 (1,25 pg/mL) foram comparadas com o
grupo saudavel. O padréo das curvas do ERG foi analisado pelo teste de Shapiro-Wilk,

sucedido por Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunn (n = 8). Os resultados foram
comparados ao grupo saudavel.
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Os resultados obtidos revelaram que, apés 24 hs, a luz do LED azul alterou o padréo
das ondas a e b em todos os grupos expostos ao modelo de degeneracdo da retina.
Entretanto, essa mudanca foi mais intensa no grupo pré-tratado apenas com o veiculo,

sugerindo que os peptideos protegeram a retina contra o dano promovido pela luz.

No 7° e 15° dia ap6s a exposicdo a luz do LED azul, as curvas a e b do grupo veiculo
apresentaram uma pequena recuperacao (Figuras 21C — 21F), também observada nos
grupos pré-tratados com os peptideos. Porém, as curvas referentes aos grupo PnPall
e PnPal3 foram semelhantes as do grupo saudavel, o que indica que houve a
preservacdo de parte da atividades eletrofisiolégicas dos fotorreceptores nesses
grupos (OSADA et al., 2017).

A respeito das amplitudes e tempos implicitos (Figura 22), observou-se que no grupo
veiculo as amplitudes da onda b, apés estimulo luminoso de 0,01 cd.s.m™?, foram,
estatisticamente, inferiores ao grupo controle (****p < 0,0001) durante todo o estudo.
Para o estimulo de 3,00 cd.s.m™, o resultado foi similar. A amplitude da onda a foi
estatisticamente menor do que o grupo controle durante os 15 dias (****p < 0,0001),
assim como a amplitude da onda b que, embora tenha apresentado uma ligeira
recuperacao (****p < 0,0001 apds 1 dias; ***p < 0,001 apds 7 dias; **p < 0,01 apds 15
dias), ao final dos 15 dias a reducéo permaneceu significativa. Além disso, neste grupo
foi observado um aumento do tempo implicito da onda b (****p <0,0001) ap0Os o primeiro

dia em ambos os estimulos luminosos.

Para os grupos que receberam um pré-tratamento com peptideo, jA no primeiro dia
observou-se que ambos foram capazes de amenizar a redugéo da amplitude da onda b
no estimulo luminoso de 3,00 cd.s.m™. Além disso, nenhuma diferenca estatistica em

relacdo ao grupo saudavel foi observada.

Nos resultados do ERG de 7 e 15 dias, observou-se uma melhora nos valores referentes
a amplitude da onda b no estimulo luminoso de 0,01 cd.s.m™e na onda a no estimulo
luminoso de 3,00 cd.s.m™, fato que n&o foi observado para o grupo que recebeu injecdo
intravitrea contendo apenas o veiculo. Ademais, PnPall e PnPal3 foram capazes de

inibir mudancas no tempo implicito da onda b apés estimulo luminoso de 3,00 cd.s.m™
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Figura 22 — Média = DP da amplitude e tempo implicito das curvas a e b na
condicdo escotOpica de olhos expostos ao modelo de degeneracdo da retina
induzida pela luz do LED azul, apés estimulos luminosos de 0,01 cd.s.m? e
3,0 cd.s.m?
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Legenda: A) amplitude da onda b com intensidade luminosa de 0,01 cd.s.m™2, B) tempo
implicito da onda b na intensidade luminosa de 0,01 cd.s.m™2, C) amplitude da onda a
com intensidade luminosa de 3,0 cd.s.m™2, D) tempo implicito da onda a com intensidade
luminosa de 3,0 cd.s.m™?, E) amplitude da onda b com intensidade luminosa de 3,0
cd.s.m™, F) tempo implicito da onda b na intensidade luminosa de 3,0 cd.s.m™2. A
andlise estatistica foi realizada utilizando o teste ANOVA de duas vias com pos-teste de
Bonferroni (n = 8). Os dados séo representados pela média + DP. *Indica diferenca
estatistica entre os grupos veiculo e saudavel (**p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001).
*Indica diferenca estatistica entre os grupos PnPall e saudavel (¥p < 0,01, ##p <
0,0001).4Indica diferencas significativas entre os grupos PnPal3 e saudavel (4p < 0,05;
&p < 0,01; %4%&p < 0,0001).
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Os resultados mostraram que a exposicao a luz do LED azul provocou, principalmente,
uma reducdo da amplitude da onda b, resposta referente a células de Mdiller e células
bipolares. Essa reducdo comprova o dando causado pela luz do LED azul, uma vez que
esta amplitude é um marcador quantitativo muito utilizado para avaliar lesdes na retina
(OSBORNE, et al., 2004). Além disso, a reducéo na amplitude da onda a e o aumento
significativo no tempo implicito da onda b (respostas referentes aos fotorreceptores)
refletem uma extensao dos danos causados a retina e resultam em uma resposta visual
diminuida aos estimulos luminosos dos ERG (SHANG et al., 2014).

O pré-tratamento intravitreo com o PnPall e PnPal3 foi capaz de atenuar esses danos
preservando os fotorreceptores e, principalmente, a resposta das células de Miller e
células bipolares, ambas localizadas na CNI. Esse resultado nos permite inferir que
ambos os peptideos exerceram um efeito benéfico contra a degeneracao da retina
promovida pela luz do LED azul, o que abre espaco para aplicacdo destes peptideos

em doencgas degenerativas que acometem a retina.
3.4.2 Estudo morfoldgico das camadas da retina

O dano causado pela fototoxicidade da luz azul na retina é um evento plural mediado
por diferentes mecanismos na retina. Estudos prévios indicam que os danos
fotoquimicos atingem, inicialmente, o segmento externo (fotossensivel) dos
fotorreceptores, tornando-os tortuosos e inchados; na sequéncia, as estruturas
lamelares se rompem, formando tubulos e vesiculas. A picnose e o inchaco das
mitocéndrias ocorrem posteriormente, no segmento interno, com a progressao do
processo degenerativo. Os fotorreceptores danificados desaparecem, culminando na
adesdo completa das células do EPR as células de Miiller (JAADANE et al., 2015;
KRIGEL et al., 2016; WU; SEREGARD; ALGVERE, 2006).

A fim de investigar o papel neuroprotetor dos peptideos, as analises que se seguem
foram realizadas com o intuito de destacar as principais diferencas entre 0s grupos
expostos a luz do LED azul que receberam ou ndo um pré-tratamento com peptideo
PnPall ou PnPal3.

Tendo como base estudos anteriores que indicam possiveis lesdes promovidas pela luz
do LED azul a camada de fotorreceptores, a ultraestrutura dessa camada foi analisada
pela técnica de MET, 15 dias apds a exposi¢cdo ao estresse luminoso. As imagens
referentes ao grupo saudavel mostraram a estrutura de mitocondrias com aspecto
saudavel (Figura 23A) e nucleos de fotorreceptores com morfologia regular sem

alteracéo na cromatina (Figura 23E).
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Figura 23 — Anélise da ultraestrutura de células da retina em olhos expostos ao
modelo de degeneracdo induzida pelaluz do LED azul

Mitocondria Nucleo

Legenda: A) aparéncia normal da mitocéndria (M) no grupo saudavel em comparacao
com B) a mitocondria no grupo veiculo, apds a exposicao a luz LED azul, que revelou
cristas fraturadas e desaparecidas (M) e degeneracéo vacuolar (seta preta). Nos grupos
pré-tratados com o C) PnPal1l (1,25 ug/mL) ou D) PnPal3 (1,25 pg/mL) as mitocondrias
(M) apresentaram uma micrografia mais preservada. Em E) observou-se os nucleos
fotorreceptores na CNE do grupo saudavel, enquanto em F) foi observado uma pichose
do nucleo (A) apds a exposicéo a luz do LED azul. Os nuacleos dos fotorreceptores na
CNE mostram aparéncia nuclear relativamente normal nos olhos pré-tratado com
G) PnPall (1,25 pg/mL) ou H) PnPal3 (1,25 pg/mL) antes da exposigao a luz do LED

azul. CNE: camada nuclear externa.

Em olhos pré-tratados com veiculo, a mitocondria apresentou aspecto deteriorado,
houve degeneragdo vacuolar (seta preta) e as cristas estavam fraturadas e algumas
vezes ausentes (Figura 23B). Além disso, os nucleos dos fotorreceptores foram
condensados e a cromatina aderida a periferia das células, caracterizando uma picnose
(A, Figura 23B). Esses resultados reforgam o indicativo dos resultados obtidos no
ERG, que demonstram uma lesdo a camada de fotorreceptores causada pela luz LED
azul (HAFEZI et al., 1997).

Em contraste, nas micrografias dos olhos que receberam um pré-tratamento com
PnPall ou PnPal3, as mitocéndrias estavam mais preservadas (Figuras 23C e 23D)
e 0s nucleos de fotorreceptores foram parcialmente protegidos (Figuras 23G e 23H).
Essas observacdes sugerem que os peptideos foram eficientes em reduzir a morte de

células fotorreceptoras induzidas por estresse luminoso, preservando essas células da
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lesdo mitocondrial, 0 que reforca o efeito neuroprotetor destes peptideos, conforme
indicado nos resultados do ERG (OTT et al, 2007; SIVAPATHASUNTHARAM
et al., 2019).

A avaliacdo da espessura das camadas da retina, principalmente da CNE, sdo
frequentemente usadas para quantificar os danos causados pela exposi¢ao aguda a luz
(NI et al., 2008; ORGANISCIAK; VAUGHAN, 2010). Em nosso estudo, a andlise
histolégica referente aos grupos expostos a luz do LED azul apresentou alteracdes
importantes na camada de fotorreceptores que se estenderam para as camadas mais

internas da retina (Figura 24).

Figura 24 — Andlise histolégica da retina em olhos expostos ao modelo de

degeneracéo induzida pelaluz do LED azul
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Legenda: Imagens representativas: A) grupo saudavel, B) veiculo, C) PnPall e D)
PnPal3. E) A espessura CNE do grupo saudavel foi comparada aos demais grupos. A
andlise estatistica foi realizada utilizando o teste ANOVA de uma via seguido de
pés-teste de Tukey. Foram realizadas trés medidas por lamina (n = 3). *Indica diferenga
significativa em relagdo ao grupo saudavel (**p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001).
CCG: camada de células ganglionares; CNI: camada nuclear interna; CNE: camada
nuclear externa. As imagens digitais foram obtidas com objetiva de 20 x.
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Uma reducéo significativa na espessura do CNE foi observada em todos os grupos
expostos ao LED azul (veiculo: 7,50 + 3,76 um; PnPall: 26,37 + 9,50 um; PnPal3:
17,01 + 2,26 um) quando comparados ao grupo saudavel (40,74 + 5,14 um). Todavia, a
reducdo foi menos intensa nos grupos tratados com os peptideos. PnPall e PnPal3
foram capazes de prevenir aproximadamente 65% e 42%, respectivamente, da reducdo

da espessura CNE.

Somado ao resultado apresentado no paragrafo anterior, o ensaio TUNEL revelou uma
coloracdo positiva nos grupos que foram expostos a luz do LED azul. Entretanto, nos
olhos que receberam tratamento prévio com PnPall ou PnPal3, foi observada a
reducdo da fluorescéncia de 58,24 + 7,27% e 87,54 + 2,21%, respectivamente em
relacé@o ao grupo veiculo (Figura 25). Além disso, no grupo PnPall, as células TUNEL-
positivas estavam presentes na CNI e CNE, enquanto no grupo PnPal3, as células

TUNEL-positivas estavam restritas a CNE.

Figura 25 — Avaliacao da morte celular na retina de olhos expostos ao modelo de

degeneracao induzida pela luz do LED azul por ensaio TUNEL
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Legenda: Micrografias confocais foram obtidas a partir de seccdes de A) retina saudavel
e retinas expostas a luz do LED azul e pré-tratadas com: B) veiculo, C) PnPall
(1,25 pg/mL), e D) PnPal3 (1,25 pg/mL. E) Intensidade de fluorescéncia do grupo
veiculo foi comparada a dos grupos PnPall e PnPal3. As retinas foram contrastadas
com DAPI (em azul) e as células TUNEL-positivas representadas como pontos verdes.
A andlise estatistica foi realizada utilizando o teste ANOVA de uma via com pés-teste
de Tukey. Foram realizadas trés medidas por lamina (n = 3). O grupo veiculo foi definido
como 100% e os dados foram representados pela média + DP. *Indica diferenca

estatistica em relagédo ao grupo saudavel (****p < 0,0001).
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Estudos anteriores afirmam que o ensaio TUNEL é sempre uma avaliacdo subjetiva,
uma vez que as células apoptoticas sdo removidas rapidamente do tecido (WU et al.,
1999). Em contraponto a isso, com base na literatura, sabe-se que a maior parte da
morte celular ndo ocorre imediatamente apds a exposicdo a luz. O dano fotoinduzido é
capaz de formar espécies reativas de oxigénio, moléculas nocivas a varias organelas
celulares, que podem desencadear eventos moleculares secundérios que culminam na
morte celular apoptotica (SPARROW et al., 2002; WU; SEREGARD; ALGVERE, 2006).

O estresse oxidativo esta envolvido na patogénese da lesdo fotoinduzida leve, que
ocorre nos casos em que o estresse luminoso foi suficiente para danificar > 80% das
células fotorreceptoras. Esse efeito pode ser visualizado por uma reducdo da onda b no

ERG, sem posterior recuperagdo (SHANG et al., 2014).

Tendo como base os dados do ERG apresentados em nosso estudo, o grupo veiculo
apresentou uma reducdao estatistica da amplitude da onda b, sem recuperacéo ap6s 15
dias da lesdo. Em contrapartida, nos grupos que receberam um pré-tratamento com
peptideo, observou-se uma recuperagao apos 7 e 15 dias. Assim, pode-se inferir que a
fluorescéncia observada para o grupo veiculo refere-se principalmente a apoptose
gerada pelo estresse oxidativo induzido pela luz do LED azul. Esse resultado reforga o
indicativo da ag&o neuroprotetora dos peptideos PnPall e PnPal3, e levanta a hipotese
de que esses peptideos atuariam nas vias de oxidacdo da degeneracdo da retina,

prevenindo a apoptose ha retina.
3.4.3 Anélises de western blot

O estresse oxidativo € o fator de risco crucial para a degeneracao dos fotorreceptores
(SPARROW et al., 2002). Desta forma, as andlises de western blot foram empregadas
na tentativa de elucidar os possiveis mecanismos envolvidos na neuroprotecéo exercida
pelos peptideos PnPall e PnPal3, em modelo de degeneragéo da retina induzido pela
luz do LED azul.

Inicialmente, foi investigado o papel de PnPall e PnPal3 na ativacdo de Erkl1/2 e
Aktl. No grupo veiculo, a exposi¢do a luz do LED azul causou uma diminuicdo de
54,42 + 1,35% em p-Erk1/2 e de 78,76 £ 0,73% nos niveis de p-Aktl, em comparacdo
ao grupo saudavel. PnPall promoveu um aumento de 231,68 + 19,62% na fosforilagdo
Erkl/2 em comparagcdo ao grupo veiculo, mas ndo foi capaz de prevenir a
desfosforilacdo Aktl (reducdo de 77,17 £ 4,90% em comparacdo com saudavel). Por
outro lado, PnPal3 promoveu um aumento de p-Erk1/2 (um aumento de 33,66 * 3,25%)

e p-Aktl (aumento de 62,04 + 19,14%) em relagcédo ao grupo veiculo (Figura 26).
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Figura 26 — Avaliagdo da expresséo Erk1/2 e Aktl naretina de olhos expostos ao

modelo de degeneracéo da retina induzida pela luz do LED azul
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Legenda: S&o apresentados imunoblots representativos para: A) fosfo- (painel superior)
e total-Erk1/2 (painel inferior), B) fosfo- (painel superior) e total-Aktl (painel inferior), e
expressdo de Aktl total (painel inferior) na retina de ratos saudaveis e ratos expostos
ao LED azul pré-tratado com veiculo, PnPall (1,25 pg/mL) ou PnPal3
(1,25 pg/mL). Cerca de 100 mg de lisado celular foram utilizados para cada amostra. Os
graficos mostram a analise densitométrica de C) p-Erk1/2 ou D) p-Aktl normalizado
para expressao de total-Erk1/2 ou total-AKT, respectivamente. A analise estatistica foi
realizada utilizando o teste ANOVA de duas vias com pOs-teste de Bonferroni. Os dados
representam as médias + DP de quatro experimentos independentes (saudavel e
PnPall) ou trés experimentos independentes (veiculo e PnPal3), expressos como
porcentagem de fosforilagdo Erk1/2 ou Aktl basal. *Indica diferenca estatistica em
relacdo ao grupo saudavel (*p < 0,05; ***p < 0,001). 4Indica diferenca estatistica em
relacdo ao grupo veiculo (¥p < 0,05; 4p < 0,05). *Indica diferenca estatistica entre os
grupos PnPall e PnPal3 (*p < 0,001).

As quinases sdo proteinas que desempenham papéis importantes nas cascatas de
sinalizagcdo e sdo responséaveis por regular diversos processos celulares, como
proliferacdo, diferenciagdo e apoptose. A ERK1/2 (do inglés Extracellular Signal-
Regulated Kinase 1/2) sdo quinases que apresentam uma atividade preferencial a
fatores de proliferacdo e crescimento. A AKT é proteina quinase do tipo B (do inglés

Protein Kinase B) responsavel por regular a sintese de proteinas e diversos marcadores
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das vias regulatérias de funcionamento celular relacionados a metabolismo,
proliferacdo, angiogénese e crescimento (CREMER, 2005; LIU; YU; SHAIKH, 2008).

A ativacdo de ERK1/2 e/ou AKT pode evitar que as células sofram apoptose induzida
por certos agentes quimicos ou fisicos (LIU; YU; SHAIKH, 2008). Estudos anteriores
destacam que a ativacao dessas vias consiste em uma estratégia terapéutica importante
na neuroprotecdo da retina (KILIC et al., 2006; YANG et al., 2013). Desta forma, 0s
resultados obtidos reiteram o efeito neuroprotetor dos peptideos, principalmente o
PnPal3 que foi capaz de ativar a fosforilacdo de ERK1/2 e AKT.

O papel de PnPall e PnPal3 na expresséo de subunidades do receptor NMDA, NR2A
e NR2B também foi investigado (Figura 27).

Figura 27 — Avaliacédo da expressdo de NR2A e NR2B naretina de olhos expostos
ao modelo de degeneracédo da retina induzida pela luz do LED azul
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Legenda: Sao apresentados imunoblots representativos para A) NR2A e expresséo de
B-actina (painel superior), B) Expressdo de NR2B e B-actina (painel superior). Ambos
0s niveis de expressdo foram realizados na retina do grupo saudavel, veiculo ou
tratados com PnPal1l (1,25 pg/mL) ou PnPal3 (1,25 pg/mL). Cerca de 100 mg de lisado
celular foram usados para cada amostra. Os gréaficos mostram a andlise densitométrica
de C) NR2A ou D) NR2B normalizado para expressao de 3-actina. A analise estatistica
foi realizada utilizando o teste ANOVA de duas vias com poés-teste de Bonferroni. Os
dados representam as médias + DP de quatro experimentos independentes (saudavel
e PnPall) e trés experimentos independentes (veiculo e PnPal3), expressos como
porcentagem de fosforilagdo NR2A ou NR2B basal. *Indica diferenca estatistica em
relacdo ao grupo saudavel (**p < 0,01; ***p < 0,001). 4Indica diferenca estatistica em
relacdo ao grupo veiculo (44¥p < 0,001). “Indica diferenca estatistica entre os grupos
PnPall e PnPal3 (**p < 0,001).
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Observou-se que a luz do LED azul promoveu uma reducgéo de 45,29 + 2,12% nos niveis
de NR2A e 39,28 + 9,55% nos niveis de NR2B na retina dos animais pré-tratados com
0 veiculo em comparacdo ao grupo saudavel. O pré-tratamento com o PnPall
promoveu um aumento da expressao de 93,07 + 9,37% no NR2A e 23,96 + 5,75% no
NR2B em relacdo ao grupo veiculo. Por outro lado, o PnPal3 promoveu queda
significativa nos niveis de expressao de NR2A (34,22 + 6,79%) e NR2B (89,44 + 2,73%)

em comparacao ao grupo veiculo

O envolvimento de receptores NMDA na morte de células neuronais na retina esta bem
estabelecido. Alguns trabalhos j& demonstraram que diferentes subunidades de
receptores NMDA desencadeiam vias divergentes: pro-apoptotica e/ou
antiapoptética (LAM et al., 1999).

A subunidade NR2A desempenha um papel neuroprotetor ao fosforilar a proteina CREB
(do inglés cAMP response element-binding protein), e ativa a expressédo do fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF, do inglés brain-derived neurotrophic fator) e
vias celulares que contribuem para a sobrevivéncia neuronal. Por outro lado, a ativagéo
da subunidade NR2B é responséavel por desencadear vias apoptéticas, uma vez que
promove um aumento nos niveis de ROS e inibe a expressdo de CREB. Na retina, 0s
receptores NR2A e NR2B estdo presentes na camada plexiforme interna (CPI)
(FLETCHER et al., 2000).

CHOQO et al. (2012) mostraram que a ativagdo da subunidade NR2B proporcionou um
influxo de calcio na mitocéndria, sinal para apoptose neuronal. Por outro lado, a ativacao
da subunidade NR2A levou uma resisténcia do neurbnio ao insulto do glutamato.
Curiosamente, alguns estudos demonstram que um mesmo composto pode apresentar
uma fungdo neuroprotetora, por desempenhar uma modulacdo diferencial dos
receptores NMDA, e, portanto, seria capaz de promover uma ativacdo da via de
sobrevivéncia NR2A e a inibicdo da via apoptética mediada por NR2B (SHEN et al.,
2008; SHI et al., 2017). Além disso, os receptores NMDA estéo relacionados a ativagédo
das vias ERK 1/2 e AKT. A subunidade NR2B, embora seja responsavel pela
neurotoxicidade do glutamato, é capaz de ativar ERK1/2, o que promove uma
sinalizagéo neuroprotetora (KRAPIVINSKY et al., 2003; WANG et al., 2007). Por outro
lado, essa mesma subunidade é responsavel pela inativacéo da via Akt, o que possibilita
maior apoptose celular (YANSONG, WANG et al., 2014).

Nossos dados demonstraram que a expressao das subunidades p-ERK1/2, p-Aktl e

NR2A ou NR2B foi modificada pela exposi¢do a luz do LED azul. Esses resultados
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corroboram com estudos anteriores que descrevem as alteracdes causadas pela luz
nessas vias de sinalizagdo (MO et al., 2013; SAMARDZIJA et al., 2006).

O PnPall promoveu aumento na expressao da subunidade NR2A, ativando a via
neuronal pré-sobrevivéncia e evitando a morte das células neuronais. Entretanto, esse
peptideo também ativa NR2B, o que desencadeia vias apoptoéticas. Esse resultado
ratifica estudos anteriores que descrevem a atividade desse peptideo em canais
glutamato (OLIVEIRA et al., 2019). Entretanto, ao ativar NR2B, o peptideo também
promove um aumento na fosforilacdo de ERK1/2 conforme observado anteriormente, o
que pode justificar o efeito neuroprotetor exercido por esse peptideo no modelo de

degeneracéo da retina induzida pela luz do LED azul

O peptideo PnPal3 estimulou a fosforilagdo de ERK1/2 e evitou a desfosforilagdo de
Aktl. Além disso, ele foi capaz de inibir a expressdo de receptores NMDA.
Curiosamente, em estudo realizado por NAKAZAWA et al. (2008), camundongos
deficientes em ERK1 exibiram morte celular mais intensa nas camadas CGC e CNI apés
o tratamento com NMDA, em comparagdo com camundongos-controle. Esse resultado
reafirma aqueles obtidos em nosso estudo, que mostrou um menor numero de células
apoptéticas na CNI nas retinas dos ratos que foram previamente tratados com o
PnPal3, reforcando o potencial neuroprotetor desse peptideo a essas células.

Nossos resultados estabelecem uma correlagdo entre os efeitos neuroprotetores dos
peptideos PnPall e PnPal3 e a degeneracao da retina induzida pela exposi¢édo a luz
LED azul. No entanto, mais estudos serdo necessarios para melhor compreensao do
efeito terapéutico desses peptideos em doencas neurodegenerativas que acometem a

retina.
4 CONCLUSAO

Os peptideos derivados da peconha da aranha Phoneutria nigriventer, PnPall e
PnPal3, atuam em vias celulares que muitas vezes estéo ligadas a etiologia de doencas
neurodegenerativas daretina. Dessa forma, ha um grande interesse na pesquisa desses

peptideos, bem como em sua aplicacdo para doengas oculares.

Tendo em vista a auséncia de estudos que empregam 0 uso intraocular desses
peptideos, foi requerido um estudo prévio para avaliar a toxicidade e garantir a
segurancga no uso intravitreo do PnPall e PnPal3. Inicialmente, foi testada uma ampla
faixa de concentracéo (0,50; 1,25; 2,50; 3,75; 5,00; 8,00 e 12,50 pg/mL), em estudo de
viabilidade celular. Entretanto, nenhuma das doses testadas revelou alteracdes

significativas.
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Posteriormente, o ensaio CAM foi utilizado para analisar uma possivel atividade
angiogénica promovida pelo uso do PnPall ou PnPal3 em doses de 0,50 — 5,00 pg/mL.
Foi observado que ambos os peptideos promoveram apenas uma reducao no niumero

de juncdes, sem alterar a &rea vascularizada da CAM.

Tendo em vista os resultados anteriores, algumas doses (0,50 - 5,00 pg/mL) foram
escolhidas para a avaliagédo da toxicidade in vivo, por meio de ERG, avalia¢des clinicas
e analise histoldgica. Foi determinado que a dose mais adequada seria 1,25 pg/mL, e

esta foi utilizada para os testes subsequentes.

Os estudos de degenerac¢do da retina promovida pela luz do LED azul revelaram que
ambos os peptideos foram capazes de proteger a retina do dano induzido. As analises
do ERG mostraram que, na presenga de um pré-tratamento com os peptideos, ha uma
maior preservacao da amplitude das ondas a e b, referente a resposta das células de
Mdller, células bipolares e fotorreceptores. Esse efeito foi refletido nas andlises
morfolégicas que apresentaram uma maior preservagdo nas camadas em que essas
células estdo presentes, indicando uma atividade neuroprotetora desses peptideos. As
analises de western blot elucidam alguns dos mecanismos envolvidos nesse efeito,
reiterando a hipotese de que esses peptideos sao capazes de proteger a retina contra

a degeneracao induzida por luz.

Com base nos resultados desta etapa do estudo € possivel evidenciar a seguranca e o
potencial efeito terapéutico de tais compostos para patologias retinianas. Embora os
desafios futuros sejam numerosos, os resultados obtidos possibilitam uma nova
perspectiva no tratamento de doencas degenerativas da retina, e abrem indmeros
caminhos para a aplicacéo e o estudo de peptideos em doengas oculares. Aliado a isso,
o desenvolvimento de formula¢des destinadas para ao segmento posterior do olho, pode
ser explorado para melhorar a biodisponibilidade de peptideo nesses tecidos e,

consequentemente, promover uma neuroprotecdo mais eficaz.
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PARTE Il: AVALIACAO DA SEGURANCA E ATIVIDADE NEUROPROTETORA DO
PEPTIDEO PnPP-19 DERIVADO DE UMA TOXINA PRESENTE NA PECONHA DA
ARANHA Phoneutria nigriventer
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1 INTRODUCAO

O estresse oxidativo e a apoptose estao implicados em varias doencas degenerativas
daretina. Logo, ha uma vasta infinidade de cascatas celulares que podem servir de alvo
terapéutico para essas patologias. Com base nisso, estratégias neuroprotetoras
geralmente visam mecanismos mdltiplos da doenca, e seus beneficios podem ser
estendidos a diferentes disturbios da retina (PARDUE; ALLEN, 2018; SCHMIDT;
BERGERT; FUNK, 2008).

Conforme visto na parte | dessa tese, a luz do LED azul foi responsavel por induzir um
estresse oxidativo as células da retina. Durante esse processo, 0 glutamato é liberado
das vesiculas sinapticas, dando inicio a morte de neurénios, contendo receptores para
essa molécula. Em vista disso, agentes terapéuticos como os peptideos PnPall e
PnPal3, que blogueiam a acdo do glutamato, podem atuar como neuroprotetores

prevenindo ou atenuando na morte celular dessas células (DOURADO et al., 2020).

Outro processo capaz de desencadear doencas degenerativas na retina € a isquemia.
Nesse tecido, o fornecimento de oxigénio é controlado pelo fluxo sanguineo da retina e
da cordide. Assim, a elevacao aguda da PIO, como acontece em alguns casos de
glaucoma agudo de angulo fechado, restringe a oxigenacdo e ocasiona 0 estresse
oxidativo e a apoptose (OSBORNE et al., 1999).

Neste contexto, um agente neuroprotetor pode ser definido como uma substancia capaz
de neutralizar a morte de células nervosas da retina e/ou nervo éptico de maneira direta
ou indireta (DOOZANDEH; YAZDANI, 2016). Isso significa que os agentes devem atingir
essas estruturas para exercer efeito local, ou podem afeta-las indiretamente, por
exemplo, estimulando outros componentes capazes de anular os insultos a esses

tecidos.

Um tipo mecanismo indireto, por exemplo, seria a redugédo da PIO. Por esse motivo, 0
NO, recentemente, ganhou atengdo como uma alternativa potencial para o tratamento
do glaucoma. Os estudos destacam o papel neuroprotetor dessa molécula com base
em sua capacidade de modular a PIO através do seu efeito vasodilatador (CAVET et
al., 2014; TSAI, GRAY, & CAVALLERANO, 2017). Além disso, quando em baixas
concentragdes fisiologicas, o NO é capaz de exercer uma atividade protetora as células
da retina devido as suas propriedades anti-inflamatérias e antiapoptéticas (CAVET et
al., 2014).

O conhecimento acumulado indica que algumas toxinas presentes na peconha da

aranha Phoneutria nigriventer atuam na liberacdo de NO (NUNES et al.,, 2008;
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YONAMINE; TRONCONE; CAMILLO, 2004). Até o momento ndo ha evidéncias de que
0s peptideos PnPall e PnPal3 exercam tal efeito e eles ndo tiveram acdo apos
administracdo tdopica. No entanto, um outro peptideo denominado PnPP-19 vem se
destacando pelos efeitos na liberacdo de NO pela via NO/GMPc em diferentes sistemas
(FREITAS et al., 2017; NUNES et al., 2019).

Conforme descrito anteriormente, a acdo do PnPP-19 esta associada a ativacdo das
NOS que culmina em aumento da producédo de NO. Porém, algumas dessas isoformas
(iNOS e nNOS) estdo associadas a geracdo de ROS e ao influxo do Ca ?*intracelular,
efeitos que levam ao estresse oxidativo, a apoptose celular e, consequentemente, a
degeneracao da retina. Sabe-se que a exposicéo da retina a niveis excessivos de luz é
responsavel por desencadear o estresse oxidativo (DONOVAN; CARMODY; COTTER,
2001; MISHRA et al., 2006). Assim, o0 modelo de exposicao a luz do LED azul dificultaria

a visualizagéo de efeitos neuroprotetores do PnPP-19.

Embora a degeneracgdo da retina induzida por aumento da PIO esteja relacionada ao
aumento da isoforma iINOS (CHO et al., 2011; SENNLAUB; COURTOIS; GOUREAU,
2001), esse modelo vem sendo amplamente empregado para investigar a atividade de
moléculas com potencial terapéutico. Nesses estudos, farmacos ditos neuroprotetores
proporcionaram uma manutencdo do fluxo sanguineo e preservacao de células da
retina, por meio do aumento da expressao de NO (KARIM et al., 2009) ou inativacdo da
acetilcolinesterase (ALMASIEH, MOHAMMADALI et al., 2013), efeitos relacionados a
atividade do PnPP-19.

Fundamentado nos dados acima apresentados, a segunda parte da tese teve como
objetivo avaliar a atividade neuroprotetora do peptideo PnPP-19 utilizando o modelo de
degeneracdo retiniana induzida pelo aumento abrupto da PIO. Inicialmente,
considerando a caréncia de estudos que avaliem a toxicidade e seguranga da aplicagdo
ocular deste peptideo, o capitulo aborda a viabilidade do uso topico em olhos de ratos

por meio de testes in vivo.

Em um segundo momento, tendo em vista o efeito hipotensivo e neuroprotetor produzido
pelo NO, o modelo animal de isquemia/reperfuséo foi empregado para avaliar a possivel
acao neuroprotetora do PnPP-19. Esses efeitos foram avaliados por meio de testes

eletrofisiolégicos e morfoldgicos.

Essa parte do trabalho contou com a parceria da empresa Biozeus®.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais
2.1.1 Peptideo

O PnPP-19 foi sintetizado na GenOne Biotechnologies, no Rio de Janeiro - RJ,
Brasil. A massa molecular do PnPP-19 foi avaliada por MALDI-TOF (do inglés Matrix
Assisted Laser Desorption lonization Time Of Flight Mass Spectrometry), como
previamente descrito por NUNES et al., 2019. O peptideo foi gentilmente cedido pela
professora e colaboradora deste trabalho Maria Elena de Lima (Santa Casa de Belo
Horizonte). O projeto cadastrado no SisGen sob numero de registro A9C5260 (Anexo
5).

2.1.2 HET-CAM

Agua ultrapura, Mili Q plus®, Millipore, EUA. Ovos embrionados de aves Gallus gallus
domesticus - linhagem Ross, Rivelli, Brasil. Solu¢cdo salina estéril, Equiplex, Brasil,

Hidroxido de sédio, Synth, Brasil.
2.1.3 Avaliacéo da toxidade in vivo

Cloreto de s6dio, Synth, Brasil. Agua ultrapura, Mili Q plus®, Millipore, EUA. Agulha ultra
fine 1l 0,3 mm, BD, Brasil. Cloridrato de tetracaina 1% (m/v) e cloridrato de fenilefrina
0,1% (m/v), Anestésico®, Allergan, EUA. Tropicamida 1% (m/v), Mydriacyl®, Alcon, EUA.
Cloridrato de cetamina, Dopalen® e cloridrato de xilazina, Anasedan®, Ceva, Brasil.
Solugéo salina estéril da Equiplex, Brasil. Etanol e paraformaldeido, Sigma-Aldrich,
EUA. Entellan®, Merck, Alemanha.

2.1.4 Avaliacéo da liberagdo de NO

Agua ultrapura, Mili Q plus®, Millipore, EUA. Reagente de Griess, acido fosférico, etanol
e paraformaldeido, Sigma-Aldrich, EUA. Agulha ultra fine Il 0,3 mm, BD, Brasil.
Cloridrato de tetracaina 1% (m/v) e cloridrato de fenilefrina 0,1% (m/v), Anestésico®,
Allergan, EUA. Cloridrato de cetamina, Dopalen® e cloridrato de xilazina, Anasedan®,

Ceva, Brasil.
2.1.5 Estudo da permeacéao topica do PnPP-19 marcado com FITC

PnPP-19 marcado com FITC foi sintetizado na GenOne Biotechnologies, no Rio de
Janeiro - RJ, Brasil e gentilmente cedido pela professora Maria Elena de Lima (Santa
Casa de Belo Horizonte). Agua ultrapura, Mili Q plus®, Millipore, EUA. Agulha ultra fine

I 0,3 mm, BD, Brasil. Cloridrato de tetracaina 1% (m/v) e cloridrato de fenilefrina 0,1%
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(m/v), Anestésico®, Allergan, EUA. Cloridrato de cetamina, Dopalen® e cloridrato de
xilazina, Anasedan®, Ceva, Brasil. Solucdo salina estéril da Equiplex, Brasil. Etanol e

paraformaldeido, Sigma-Aldrich, EUA.
2.1.6 Avaliacdo da atividade neuroprotetora in vivo

Solug&o salina estéril da Equiplex, Brasil. Agua ultrapura, Mili Q plus®, Millipore, EUA.
Agulha ultra fine 11 0,3 mm, BD, Brasil. Cloridrato de tetracaina 1% (m/v) e cloridrato de
fenilefrina 0,1% (m/v), Anestésico®, Allergan, EUA. Tropicamida 1% (m/v), Mydriacyl®,
Alcon, EUA. Cloridrato de cetamina, Dopalen® e cloridrato de xilazina, Anasedan®, Ceva,

Brasil. Etanol e paraformaldeido, Sigma-Aldrich, EUA. Entellan®, Merck, Alemanha.
2.2 Equipamentos

Sistema de purificagdo de agua Milli-Q®, Merck Millipore, EUA. Balanga analitica
Sartorious, Alemanha. MicroscOpio Optico Axio Imager M2, Zeiss, Alemanha.
Incubadora automatica digital, Premium Ecolégica, Brasil. Estereomicroscépio, modelo
DM4000B, acoplado a uma camera digital CCD modelo DFC 280, Leica, Alemanha.
Eletrorretinograma Espion E2 Colordome, estimulador de LED Ganzfeld ColorDome®,
software Espion E3, Diagnosys LLC, EUA. Eletrodos tipo agulha e lente, ERG Jet,
Fabrinal SA, Suica. Tondmetro veterinario Tono-PenVet®, Reichert, EUA. Oftalmoscoépio
binocular indireto, Lente Volk 90D, Welch Allyn, EUA. Espectrofotébmetro NanoDrop 200,
Thermo Scientific, EUA. Leitor de microplacas Tecan Infinite PRO Meilen, Suica.
Centrifuga GS-6R, Beckman Coulter Life Sciences, EUA. Microscopio confocal de
varredura a laser LSM 880, ZEISS, Alemanha. Criostato CM1850, Leica, Alemanha.

2.3 Animais

Foram utilizados ratos da espécie Wistar, machos, adultos, com idade entre 7 e 10
semanas, pesando aproximadamente 300 g, adquiridos no biotério da Faculdade de
Farméacia/UFMG. Os animais foram mantidos em condi¢des controladas de temperatura

(27 £ 5 °C) e luminosidade (12 hs luz/12 hs escuro) sem restricdo de dgua ou comida.

Os estudos in vivo foram aprovados pelo CEUA-UFMG (Protocolos:
n°® 203/2018 — Anexo 6 e 171/2019 — Anexo 7). Todos os testes foram realizados

seguindo o estatuto para 0 uso de animais em pesquisa oftalmica e visdo da ARVO.
2.4 METODOS
2.4.1 Preparacao da solugéo para o peptideo PnPP-19

A solucédo do peptideo PnPP-19 foi preparada solubilizando o pd liofilizado em solugéo

salina estéril. Foram pesados 4,0 + 0,05 mg de peptideo em microtubo, adicionou-se
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1 mL de salina estéril e agitou-se por 1 min em agitador orbital, obtendo uma solugéo
com concentracao de 40.000 pg/mL. A solucéo estoque foi armazenada em tubo lo-bind
a - 20°C. As dosagens das concentracdes dos peptideos foram realizadas de maneira

semelhante & descrita no capitulo anterior (Se¢éo 2.4.1 — Parte I).
2.4.2 Avaliacao do potencial de irritacdo ocular

A irritacao ocular € um parametro largamente empregado para avaliar a possibilidade
do uso ocular de uma determinada substancia. Entre os testes mais utilizados para a
investigacdo deste parametro, tem-se o teste Draize, que avalia os possiveis danos
causados por substancias quimicas em olho de coelho (PRINSEN et al., 2017
WILHELMUS, 2001).

Na tentativa de substituir os testes in vivo para tal finalidade, conforme o principio dos
3R’s descrito por William Russell e Rex Burch (1992) em “The principles of humane
experimental technique”, foi desenvolvido o teste denominado HET-CAM (do inglés
Hen's Egg Test-Chorioallantoic Membrane), um ensaio barato e sensivel que usa a CAM
de ovos de galinhas fertilizados (LUEPKE; KEMPER, 1986).

Para realizagdo do teste, ovos embrionados da espécie Gallus gallus domesticus e
linhagem Ross foram incubados na posicdo vertical em uma incubadora automatica
digital & temperatura de 37 + 1 °C e 60 + 1% de umidade relativa do ar. No 10° dia do
desenvolvimento embrionario, foi feita uma abertura circular de aproximadamente 4 cm
de didmetro na regido da camera de ar na casca dos ovos e descartou-se 0S 0vV0S
inviaveis (ndo embrionados). A membrana interna da casca foi cuidadosamente

removida a fim de evitar qualquer dano aos vasos sanguineos, expondo a CAM.

Os ovos foram divididos em 6 grupos (n = 10): controle negativo (solucao salina estéril),
controle positivo (NaOH, 0,1 M), PnPP-19 (40 ug), PnPP-19 (80 pg), PnPP-19 (160 ug)
e PnPP-19 (320 pg). Os ovos foram levados para um estereomicroscopio com camera
digital acoplada (Figura 28) e 300 puL de uma solucdo contendo a dose correspondente
a cada grupo foram aplicados sobre a CAM. O tempo de inicio das reacoes,
sangramento, lise e coagulacdo foi anotado e o indice de irritagdo ocular (110) foi

calculado de acordo com a equacéo 3:

110 = (301-h) x5 + (301-)x7 + (301-c)x9 (3)
300 300 300
Onde h € o tempo em segundos do inicio da hemorragia, | = lise e ¢ = coagulagéo. A

proporc¢ao foi multiplicada por um fator que indica o impacto do efeito observado no dano
vascular (GILLERON et al., 1996).
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Figura 28 — Avaliacdo dairritacdo ocular por HET-CAM

Em seguida, o 11O foi atribuido com base na seguinte classificagcdo: 110 < 0,9: ndo
irritante ou levemente irritante; 0,9 < 11O < 4,9: moderadamente irritante; 4,9 < 110 < 8,9:
irritante; 8,9 < 1O < 21: severamente irritante, como descrito por Aradjo e
colaboradores (2009).

2.4.3 Estudo da toxidade in vivo
2.4.3.1 Aplicagéo topica

Para investigar uma possivel toxidade no uso ocular do peptideo PnPP-19, os animais
foram, aleatoriamente, randomizados em 4 grupos (n = 10). Eles foram manualmente
contidos e aplicou-se uma gota (20 pL) de um colirio, preparado a partir da solugéo
estoque, durante 7 dias no olho esquerdo de cada animal. Foram testadas as doses 40,

80, 160 pg. Os olhos direitos foram mantidos intactos.
2.4.3.2 Avaliagéo do estado funcional da retina por ERG

O exame ERG foi realizado previamente e apos 1, 7 e 15 dias da administragéo topica
do colirio. Todos os registros foram obtidos apos 12 hs de adaptacdo ao escuro,

conforme descrito na segéo 2.4.4.2 — Parte .

A andlise dos registros do ERG se consistiu em medir a amplitude e o tempo implicito
das ondas a e b durante a exposicdo a 0,01 cd.s.m? (resposta dos bastonetes) ou
3,0 cd.s.m? (respostas combinadas de cones e bastonetes), conforme descrito
anteriormente. Os valores obtidos para as diferentes doses dos peptideos foram

comparados ao grupo veiculo.
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2.4.3.3 Avaliacao do fundo de olho

A avaliacdo do fundo de olho foi realizada antes e ap6s 1, 7 e 15 dias da aplicacdo do
colirio, logo depois da realizacdo do ERG, com o objetivo de detectar sinais de irritacdo
relacionados ao peptideo. A observacao foi realizada com o auxilio de uma lente Volk
90 D e de um oftalmoscépio binocular indireto, conforme descrito na se¢do 2.4.4.3 —

Parte I.
2.4.4.4 Andlise histolégica

Ao final das andlises, os animais foram sacrificados e os olhos enucleados para
processamento histoldgico, conforme descrito na secdo 2.4.4.4 — Parte |. Ao final do
processamento, incluiu-se as amostras em parafina para obtencdo dos blocos. Com o
auxilio de um micrétomo, obteve-se cortes com 4 um de espessura e estes foram
adicionados a uma lamina para coloragéo (hematoxilina e eosina). Por fim, uma laminula

foi fixada sobre a lamina com Entellan®.

A morfologia da cornea e da retina foram avaliadas em microscopia Optica, utilizando
uma lente objetiva com aumento de 20x (n = 4), a fim de observar algum sinal de

toxidade.
2.4.4 Estudo de permeacgdo do PnPP-19

Na tentativa de observar a permeacédo do peptideo PnPP-19 para o interior do olho, foi
realizado um estudo utilizando o peptideo conjugado com FITC. Neste ensaio, foi
utilizado um total de seis animais, aleatoriamente divididos em dois grupos. O primeiro
grupo, que foi denominado PnPP-19-FITC, (n = 3) recebeu uma gota (20 pL) do
PnPP-19 conjugado com FITC com concentragdo de 0,004 mg/mL (equivalente a 80
pg/olho -1,6 mM) em salina estéril. O segundo grupo (n = 3) recebeu 0 mesmo volume
de um colirio contendo apenas a solucéo salina estéril e foi denominado veiculo. Ambos

os colirios foram aplicados ambiente escuro sob luz de LED vermelha.

Apo6s 2 hs, os animais foram sacrificados com overdose de anestésico e os olhos foram
retirados e preparados para andlise histoldgica, conforme descrito na
sec¢do 2.4.4.4 - Parte |. Ap6s a confeccdo dos blocos de parafina, foram obtidos cortes
com 5 pum de espessura utilizando um micrétomo. Os cortes foram adicionados a

laminas e ndo se realizou nenhuma técnica de coloragao.

As imagens foram obtidas usando um microscépio confocal com uma objetiva de 20 x,
barra de escala = 50 um. O FITC foi excitado em 490 nm com emissdo em 526 nm. A

quantificacédo da fluorescéncia foi realizada utilizando o software ImageJ® (versédo 1.50i



104

- National Institutes of Health, EUA). Pelo menos 10 campos selecionados
aleatoriamente de cada secéao foram usados para avaliar a intensidade de fluorescéncia

relativa, que foi analisada de acordo com o numero de pixels.
2.4.5 Avaliacéo da liberagéo de nitrito por PnPP-19

O NO liberado pelos tecidos é rapidamente oxidado a nitrito e nitrato. Dessa forma, uma
maneira de avaliar a liberacdo de NO em um determinado tecido é pela mensuragéo do
nitrito/nitrato. Assim, afim de verificar o potencial efeito do PnPP-19 na liberagédo de NO
em tecidos oculares, o nivel de NO foi indiretamente determinado pela medida da

concentragao de nitrito, utilizando a metodologia de griess (GREEN et al., 1982).

Para a realizagéo do teste, utilizou-se um total de 12 animais, aleatoriamente alocados
em dois grupos (n = 6/grupo). O primeiro grupo recebeu o uma gota (20 pL) de um colirio
contendo PnPP-19 (0,004 mg/mL, equivalente a 80 pg/olho -1,6 mM) e o segundo grupo
recebeu o colirio contendo apenas salina, has mesmas condi¢cdes do teste anterior
(secdo 2.4.3.1 — Parte ).

Apos 2 hs da instilagéo dos colirios, os animais foram sacrificados e olhos coletados.
Para a analise, a retina e o cristalino foram extraidos e os demais tecidos foram
homogeneizados em 100 pL de solugdo salina. As amostras referentes a cada grupo
(~ 5g) foram centrifugadas a 4 °C durante 10 min, e 30 uL do homogenato foram
aplicados em duplicata nos pogos da placa de microlitro, seguido pela adicdo de 30 pL
de reagente de Griess (sulfanilamida a 2% [m/v], N-(1-naftil) etilenodiamina a 0,2% [m/v]
e &cido fosforico a 5% [m/v] em &gua deionizada). Esse reagente, na presenca de
nitritos, forma um composto azo de cor rosada, passivel de ser quantificado no
espectrofotbmetro. Assim, apés 10 min a temperatura ambiente, a absorbancia foi

medida com um leitor de microplaca com comprimento de onda de 540 nm.

As curvas de referéncia foram estabelecidas com nitrito de s6dio em solucdo salina nas
concentracdes de 20, 15, 12,5, 10,5 e 1,5 uM em &gua destilada. O limite de detecgéo
do ensaio foi £ 1,5 pug. A quantidade total de proteina encontrada no tecido ocular foi
estimada pelo espectrofotbmetro NanoDrop 2000 e a liberacdo de nitrito normalizada

por ug de proteina.
2.4.6 Avaliacao da atividade do PnPP-19 na PIO
2.4.6.1 Aplicagéo topica

Os animais foram aleatoriamente divididos em dois grupos contendo seis animais cada.

O primeiro grupo, denominado veiculo, recebeu uma gota do colirio de soluc¢édo salina.
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O segundo grupo recebeu um uma gota do colirio de PnPP-19 na concentracdo de

0,004 mg/mL (equivalente a 80 pg/olho -1,6 mM).

Para aplicacdo, os animais foram manualmente contidos e aplicou-se a gota (20 uL) do
colirio correspondente no olho esquerdo de cada animal. Os olhos direitos foram

mantidos intactos.
2.4.6.2 Monitoramento de PIO

A PIO foi monitorada utilizando um tonémetro veterinario, previamente calibrado. Para
as medicdes, os animais foram cuidadosamente contidos e quatro leituras de PIO foram
realizadas para cada olho (com um erro padrao de < 5%), imediatamente antes e apés
1,2,3,4,5, 6 e 24 hs da aplicacdo dos colirios. A média das medidas obtidas para cada
intervalo de tempo foi considerada como o valor médio de PIO e os grupos foram

comparados entre si.
2.4.7 Estudo da atividade neuroprotetora do PnPP-19
2.4.7.1 Aplicacgéo topica

Os animais foram aleatoriamente divididos em trés grupos contendo seis animais cada.
O primeiro grupo, denominado veiculo, recebeu uma gota do colirio de solugéo salina
0,9% (m/v). O segundo grupo recebeu um uma gota do colirio de PnPP-19 na
concentracdo de 0,004 mg/mL (equivalente a 80 pg/olho -1,6 mM). Ambos os colirios
foram instilados durante 7 dias consecutivos, antes de induzir a isquemia. O terceiro
grupo, denominado saudavel, recebeu uma gota do colirio de solugé&o salina 0,9% (m/v)

durante o mesmo periodo e nao foi exposto ao processo isquémico.

Para aplicacdo, os animais foram manualmente contidos e aplicou-se a gota (20 pL) do
colirio correspondente no olho esquerdo de cada animal. Os olhos direitos foram

mantidos intactos.
2.4.7.2 Inducéo da isquemia

A fim de simular o processo isquémico que leva a degeneracdo da retina, 0os animais
foram anestesiados via injecéo intraperitoneal e os olhos topicamente anestesiados,
conforme descrito na secdo 2.4.4.1 — Parte |. A isquemia da retina foi realizada de
acordo com o protocolo proposto por louzada-junior et al. (1992) com adaptagcbes
(DOURADO et al., 2021; DOURADO et al., 2021).

A isquemia foi induzida por uma elevagéo abrupta da PIO. Para isso, a camara anterior
do olho foi canulada por uma agulha de 8 mm de comprimento e 0,3 mm de calibre

acoplada a uma seringa, ligando um reservatério de ar conectado a um mandmetro.
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Assim, a PIO foi elevada para 155 mmHg durante 60 min e a isquemia pbde ser
observada pelo clareamento do fundo do olho em razdo da interrupcao do fluxo

sanguineo.

Apbs o periodo isquémico, a PIO retornou aos niveis normais, aproximadamente 45 min
depois do procedimento (periodo de reperfusao, durante o qual a cor do fundo do olho
volta ao normal). Apos a indugéo da isquemia, a funcédo da retina foi avaliada por meio
do ERG apés 1 e 7 dias da isquemia, seguindo o mesmo protocolo descrito na secdo
2.4.4.2 — Parte |.

Ao final do uUltimo ERG, os animais foram eutanasiados por superdosagem de
anestésicos (270:30 cetamina/xilazina mg/kg) via intraperitoneal e os olhos enucleados

para andlise histologica, conforme descrito na secdo 2.4.4.4 — Parte |.
2.5 Andlise estatistica

Para todas as andlises, foram determinados os valores de médias + DP para 0 nimero
de experimentos independentes indicado para cada ensaio. Em todos os testes
adotou-se um nivel de significancia de p < 0,05.

Para avaliar a normalidade do padrdo das curvas ERG, foram realizados o teste de
Shapiro-Wilk seguido de Kruskal-Wallis e o pds-teste de Dunn.

Na avaliagcdo da fluorescéncia e da histologia os dados foram analisados utilizando

ANOVA de uma via com pés-teste de Tukey.

Para calcular a diferenca entre amplitudes, tempos implicitos das ondas a e b, e PIO,

utilizou-se ANOVA de duas vias seguida de pés-teste de Bonferroni.

Para avaliacdo da concentracao de nitrito, foi utilizado o teste t Student para dados nao

pareados.

As andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism® versao 8.4.2.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Avaliagao da irritagdo ocular de PnPP-19 pelo ensaio HET-CAM

O potencial irritante do PnPP-19 em diferentes doses foi avaliado pelo teste HET-CAM
e o IO obtido ap6s 300 s de observacao foi comparado aos indices dos controles
positivo (NaOH 0,1 M) e negativo (NaCl 0,9%).

Em relag&o ao controle positivo, as les@es iniciais foram observadas nos primeiros 30 s
guando se notou uma extensa hemorragia seguida de coagulac¢do. O 11O referente a
este grupo foi de 20,11 + 0,32; assim, o controle positivo foi classificado como
severamente irritante. O controle negativo ndo apresentou nenhum sinal de toxidade
(10 = 0,9) e foi classificado como néo irritante (Figura 29). Esses resultados validam o
experimento e corroboram com dados da literatura (GILLERON et al., 1996; STEILING
et al., 1999).

Figura 29 — Fotografias representativas obtidas durante o ensaio de HET-CAM dos
grupos que receberam PnPP-19 (40, 80, 160 e 320 ug)/ovo e os controles positivo
(NaOH 0,1 M) e negativo (solucao salina 0,9%), registradas apds 300 s

Controle positivo (NaOH 1M)
Controle negativo (NaCl 0,9%)
PnPP-19 (40 pug)

PnPP-19 (80 pg)
PnPP-19 (160 pg)
PnPP-19 (320 pg)

O PnPP-19, em todas as doses testadas, ndo apresentou sinais de toxicidade e as
pontuacdes médias obtidas para estes grupos foram inferiores a 0,9. Portanto, as doses
testadas para o PnPP-19 foram classificadas como néo irritantes (Tabela 1).
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Tabela 1 — Escore total obtido no ensaio de HET-CAM e classificagc&do do grau de
irritacdo para os grupos que receberam PnPP-19 (40, 80, 160 e 320 ug) e os
controles positivo (NaOH 0,1 M) e negativo (solucéo salina 0,9%)

Solucdo testada 10 + DP Classificagéo
NaOH 1 M (Controle positivo) 20,11 £ 0,32 Severamente irritante
NaCl 0,9% (Controle negativo) <09+0,0 N&o irritante
PnPP-19 (40 ug) <09+0,0 N&o irritante
PnPP-19 (80 ug) <0,9%+0,0 N&o irritante
PnPP-19 (160 pg) <0,9%+0,0 Nao irritante
PnPP-19 (320 pg) <0,9+0,0 N&o irritante

O HET-CAM é método alternativo a experimentagdo animal e tem como objetivo avaliar
o potencial corrosivo e/ou irritante de um composto (DEROUICHE; ABDENNOUR,
2017). De acordo com a literatura, os efeitos da substancia testada em vasos da CAM
correspondem aos sinais de irritacdo observados em olhos de coelhos avaliados pelo
teste in vivo padrdo, o teste de Draize (LUEPKE; KEMPER, 1986;
STEILING et al., 1999). Em decorréncia disso, alguns paises ja aprovaram 0 uso do
teste HET-CAM para investigar a irritagdo ocular (WANG, YANSONG et al., 2014).

E importante ressaltar que o teste HET-CAM é amplamente utilizado para avaliar o
potencial irritante de produtos destinados ao uso tépico como: emulsdes (ALl et al.,
2012), géis (FATHALLA et al., 2017) e diversas preparacdes cosméticas (DEROUICHE;
ABDENNOUR, 2017; GUPTA et al., 2011; STEILING et al., 1999).

Em nossa revisdo nao foi encontrado nenhum trabalho que investigou a toxidade ocular
do PnPP-19. Todavia, em um estudo realizado por nunes et al. (2019), a aplicacdo
tépica do PnPP-19 preparado em gel de natrosol 2% m/v (400 ug do peptideo em 200 pL
do gel por animal) foi capaz de restaurar a funcao erétil sem induzir sinais de toxicidade,

0 que, de certa forma, corrobora com 0 nosso resultado.

O ensaio de HET-CAM indicou a auséncia de irritacdo associada ao PnPP-19 nas doses
entre 40 e 320 pg. Assim, o PnPP-19 nessas doses foi considerado seguro para

aplicacao tépica.
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3.2 Avaliacado da seguranca do uso ocular tépico do PnPP-19

A fim de investigar a seguranca in vivo do uso ocular tépico do PnPP-19, os animais
receberam uma dose de peptideo durante 7 dias, e apés 1, 7 e 15 dias, foram avaliados
por ERG, avaliacdo clinica e, ao final do estudo, por analise histoldégica. Um ERG foi
realizado antes do inicio do tratamento para comparacao. Considerando a auséncia de
toxicidade no teste HET-CAM, a seguranc¢a do uso tépico do PnPP-19 foi investigada

utilizando as doses inferiores (40, 80 e 160 ug).
3.2.1 Estudo funcional da retina por ERG

Neste estudo, foi analisado o padrédo das ondas a e b ap6s os estimulos luminosos de
0,01 cd.s.m?e 3,0cd.s.m? na condicdo escotépica. Ndo foi observada nenhuma
diferenca para os olhos tratados com PnPP-19 ap6s 1, 7 e 15 dias em comparacao as

curvas obtidas antes do tratamento (inicio) conforme apresentado na Figura 30.



110

Figura 30 — Curvas do ERG em condicdo escotopica de olhos que receberam

aplicacéo topica do PnPP-19 (40, 80 e 160 pug) apds os estimulos luminosos de

0,01 cd.s.m?e 3,0 cd.s.m? antes e apés 1, 7 e 15 dias
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Legenda: A) curva obtida ap6s estimulo luminoso de 0,01 cd.s.m? e B) curva obtida

apos estimulo luminoso de 3,0 cd.s.m em olhos que receberam a aplicagcéo tépica do

colirio contendo 40 ug do PnPP-19. C) curva obtida apds estimulo luminoso de

0,01 cd.s.m? e D) curva obtida apés estimulo luminoso de 3,0 cd.s.m? em olhos que

receberam a aplicacdo tépica do colirio contendo 80 ug do PnPP-19. E) curva obtida

apos estimulo luminoso de 0,01 cd.s.m? e F) curva obtida apés estimulo luminoso de

3,0 cd.s.m? em olhos que receberam a aplicagéo tépica do colirio contendo 160 g do

PnPP-19. A curvas obtidas apos 1, 7 e 15 dias do tratamento, foram comparadas as

curvas obtidas antes do tratamento O padréo das curvas do ERG foi analisado pelo

teste de Shapiro-Wilk, sucedido por Kruskal-Wallis e o pés-teste de Dunn (n = 10).
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Na avaliagdo das amplitudes e tempos implicitos das ondas a e b escotopicas, ndo
foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos durante o periodo do estudo

(15 dias), o que corrobora com os resultados anteriores (Figura 31).

Figura 31 — Média + DP da amplitude e tempo implicito referente as curvas aeb
na condi¢cdo escotopica antes e apés 1, 7 e 15dias da aplicagao tépica do PnPP-19
(40, 80 e 160 pg)
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Legenda: A) amplitude da onda b apés estimulo luminoso de 0,01 cd.s.m?e B) o
respectivo tempo implicito. C) curva obtida da onda a apés estimulo luminoso de
3,0 cd.s.m*2 e D) o respectivo tempo implicito. E) curva obtida da onda b apds estimulo
luminoso de 3,0 cd.s.m?e F) o respectivo tempo implicito. A andlise estatistica foi
realizada utilizando o teste ANOVA de duas vias com pés-teste de Bonferroni (n = 10).

Os dados séo representados pela média + DP.
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O ERG é um exame objetivo, ndo invasivo, capaz de detectar pequenas &reas de
disfuncdo da retina (LAI et al., 2007). Desde a sua primeira descri¢ao feita por sutter e
tran (1992), o0 ERG modificou a forma de avaliar doencas acometem o0 segmento
posterior do olho. Esse exame permite a estimulacdo simultanea de vérias areas da
retina e o registro de cada resposta de forma independente, fornecendo uma medida
topografica da atividade eletrofisiol6gica desse tecido. Desta forma, o ERG é capaz de
detectar a perda de atividade ocasionada por diversas doencas e pela toxicidade
causada pelo uso de medicamentos (DETTORAKI; MOSCHOS, 2016).

A toxicidade ocular induzida por farmacos, embora ndo seja comum, requer um
diagndstico precoce. A maioria os efeitos colaterais oculares sdo reversiveis apos a
interrupcdo da terapia, desde que detectado na fase inicial. No entanto, quando esses
efeitos ndo sédo identificados, eles podem progredir, levar a uma perda visual e até
mesmo a cegueira (SANTAELLA; FRAUNFELDER, 2007).

Em alguns casos, disfungdo da retina pode ocorrer sem anormalidades estruturais.
Desta forma, a avaliacdo por ERG pode fornecer uma avaliacdo funcional
particularmente (til para o diagnéstico de toxicidade e monitoramento da progressao ou
recuperacao da disfuncéo da retina apos a suspensdo do medicamento (HUANG et al.,
2015; PALMHOF et al., 2018).

Com base nos dados obtidos, o uso ocular topico do PnPP-19 nas doses testadas ndo
alterou a amplitude e a laténcia das ondas a e b durante o periodo do estudo. Esses
resultados sugeriram que peptideo ndo modificou as fungbes da retina, reforcando a

seguranca do seu uso, nas doses experimentadas.
3.2.2 Avaliacéo da superficie ocular e do fundo de olho

E importante destacar que para uma avaliacdo mais aprimorada da toxicidade, deve-se
realizar o exame oftalmoldgico com observacao das superficies oculares e do fundo de
olho, apos dilatacdo, a fim de verificar algum sinal de irritabilidade. O uso de fotografia
no exame clinico proporciona um monitoramento mais preciso e aumenta a
sensibilidade para detectar mudancas graduais (DE SOUSA et al., 2017). Aliado a isso,
o exame de fundo de olho é uma avaliacdo importante, capaz de estimar um possivel

comprometimento da retina e observar mudancas no disco 6ptico (MOSS et al., 1985).

Os animais que receberam o PnPP-19 nas diferentes doses foram submetidos a uma
avaliacdo antes e ap0s 1, 7 e 15 dias do tratamento. As superficies oculares examinadas
ndo apresentaram sinal de opacidade da coérnea, producdo de secre¢do ou

anormalidades nas palpebras (arquivo pessoal). As fotografias obtidas do fundo do olho
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aparentavam normalidade, sem a presen¢a de hemorragia ou exsudatos, com nervo

optico livre de alteragdes (Figura 32).

Figura 32 — Imagens do fundo de olho antes e ap6s 1, 7 e 15 dias da aplicagéo
topica do PnPP-19 (40, 80 e 160 pg)

PnPP-19 (40 ug) PnPP-19 (80 ug) PnPP-19 (160 ug)

Apo6s 1 dia

Apos 7 dias

Apos 15 dias

Legenda: Fotografias digitais foram obtidas antes e apés 1, 7 e 15 dias da aplicacao
topica do PnPP-19 (40, 80 e 160 pg).

No estudo realizado por PESCINA et al. (2018), foi realizado um levantamento em
relacdo a citotoxicidade de peptideos em células da conjuntiva e da cérnea. Os autores
observaram uma baixa toxidade associada a esses compostos, entretanto o trabalho
também destacou a necessidade de uma investigacdo individual da toxicidade para
outras linhagens celulares, por exemplo, células endoteliais e retinianas.



114

A aplicagéo topica é a via mais utilizada para o tratamento de doencas oculares devido
a sua praticidade e seguranca (SASAKI et al., 1996). Entretanto, efeitos adversos
associados a medicamento administrado pela via tépica ndo s&o raros
(FRAUNFELDER, 2006). Na cornea saudavel, o endotélio forma uma barreira
semipermedvel que regula a troca de fluidos e solutos entre 0 humor aquoso e o estroma
avascular da cérnea. Porém, alguns farmacos afetam a integridade da barreira epitelial
da cérnea, desencadeando processos inflamatérios. A exemplo disso, alguns estudos
relatam a associacdo entre o uso tépico do latanoprosta e o surgimento de ceratite
relacionada a herpes simples (EKATOMATIS, 2001; MORALES et al., 2001).

A avaliacado da superficie ocular e do fundo de olho ndo detectou nenhum sinal de
toxicidade associado ao peptideo. Este resultado reitera a analise obtida no ERG e

endossa a seguranga do uso ocular tépico do PnPP-19.
3.2.3 Anélise histoldgica

Ao final das analises clinicas, laminas histoldgicas foram preparadas para observar
possiveis efeitos nocivos associados ao uso ocular topico do PnPP-19. Assim, foram
obtidas imagens da coérnea e da retina dos animais que receberam as doses de 40, 80
ou 160 pg do PnPP-19 por olho. Laminas de animais saudaveis foram utilizadas para

comparagéao (Figura 33).

Figura 33 — Avaliacdo histologica da cornea e da retina 15 dias ap6s aplicagéo
topica do PnPP-19 (40, 80 ou 160 pg)

Controle PnPP-19 (40 pg) PnPP-19 (80 pg) PnPP-19 (160 pg)

Cérnea

Retina

| =

L ,_ M —— ;'—;\- S e L 3 S s
Legenda: Imagens representativas da cérnea e retina apds a instilacdo de PnPP-19

nas doses de 40, 80 e 160 pg (n = 4). As imagens foram obtidas com objetiva de 20 x

em microscopio.

O estudo da tolerabilidade do PnPP-19 no sistema ocular é inédito; entretanto, um

estudo de toxicidade foi realizado por SILVA et al. (2015) revelou que esse peptideo
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também n&o induziu danos histolégicos nos rins, coragdo, figado, pulméo e tecidos

cerebrais.

Nossos resultados revelaram a auséncia de altera¢cdes morfoldgicas na cornea ou retina
gue caracterizem um efeito nocivo relacionado ao uso tépico do PnPP-19 nas doses
avaliadas testadas. Essa observacdo corrobora com os resultados anteriores que
descartam efeitos toxicos associados ao uso do PnPP-19 e nos permite inferir a
seguranca do seu uso. Assim, para os testes subsequentes, a dose intermediéria de

80 pg/olho foi escolhida para investigar os potenciais efeitos do PnPP-19.
3.3 Investigacdo da permeacdo do PnPP-19 pela aplicacdo tépica

A fim de observar a permeabilidade do PnPP-19 no segmento anterior do olho, o
peptideo marcado com FITC foi instilado sobre a cérnea e apés 2 hs os animais foram
sacrificados, os olhos enucleados e as laminas histologicas preparadas (Figura 34). O
FITC emite fluorescéncia quando excitado a 490 nm; dessa forma foi possivel quantificar
a fluorescéncia presente nos olhos dos animais onde se instilou o peptideo marcado e

compara-los ao grupo veiculo (receberam apenas salina).

Figura 34 — Permeacdo de PnPP-19 (80 ug/olho) através da cérnea

Veiculo PnPP-19
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400004

30000+
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Intensidade de fluorescéncia
(pixels)

10000+

L]
Veiculo PnPP-19

Legenda: A fluorescéncia promovida por PnPP-19 marcado com FITC mostrou que esse
peptideo foi capaz de permear através da cérnea. A andlise estatistica foi realizada
utilizando o teste ANOVA de uma via com pés-teste de Tukey (n = 3). Os dados sdo
representados pela média + DP. *Indica diferenca estatistica em relagdo ao grupo
controle (***p < 0,001).

O resultado indicou que o PnPP-19 conjugado com FITC foi capaz de permear através
da cornea. A fluorescéncia promovida por PnPP-19 marcado com FITC foi
gualitativamente e estatisticamente maior (***p < 0,001) se comparado ao grupo que
recebeu apenas salina (n = 3). Além disso, é importante ressaltar que uma fluorescéncia
intensa pode ser observada no endotélio da cornea, evidenciando a permeacéo desse

peptideo.
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Trabalhos anteriores mostraram que este peptideo néo foi capaz de permear somente
a cornea, mas também a pele humana. Em estudo realizado por DE MARCO ALMEIDA
et al. (2018), observou-se a permeacao através da pele humana para o peptideo em
sua forma livre e encapsulado em lipossomas catibnicos deformaveis. Por outro lado,
em estudo desenvolvido por SILVA et al. (2019), os autores perceberam uma baixa
permeabilidade cutanea do PnPP-19, cerca de 10% da dose aplicada. No entanto, isso
ndo afetou a sua acdo uma vez que o composto demonstrou atividade apds a
aplicacdo tépica. Nosso resultado corrobora com esses trabalhos e abre espaco para

novos estudos investigarem a a¢ao ocular por meio do uso tépico do PnPP-19.
3.4 Estudo da liberacao de NO promovida pelo uso tépico do PnPP-19

Sabe-se que o PnPP-19 é capaz de promover um aumento na liberacdo de NO em
diferentes tecidos (FREITAS et al., 2017; NUNES DA SILVA et al., 2019). Desta forma,
investigou-se os niveis de nitrito (produto da oxidacdo do NO) no segmento anterior do
olho, apés aplicagéo topica, a fim de investigar se essa liberagdo também ocorreria nos

tecidos oculares. Esse resultado foi apresentado na Figura 35.

Figura 35 — Efeito da instilacdo de PnPP-19 (80 pug/olho) na concentragao de nitrito

(NO2) em tecidos do segmento anterior do olho

601

*k%k

50+

40-

[NO,-] nmol / ug de proteina

0 r
Veiculo PnPP-19

Legenda: Os tecidos dos olhos foram coletados 2 hs apés a instilagéo tépica do veiculo
(solucéo salina) ou PnPP-19 (80 pg/olho). A andlise estatistica foi realizada utilizando o
teste t Student, para dados nédo pareados (n = 6). Os dados séo representados pela

média + DP. *Indica diferenc¢a estatistica em rela¢do ao grupo controle (***p < 0,001).

Nossas andlises revelaram que PnPP-19 estimulou um aumento estatistico

(***p < 0,001) na produgéo de nitrito em tecidos oculares do segmento anterior de ratos
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saudaveis (48,70 + 1,19 [NO2] nmol/mg de proteina) em comparacao com olhos de ratos

tratados apenas veiculo (31,01 + 0,38 [NO2] nmol/mg de proteina).

Trabalhos anteriores relatam que o PnPP-19 foi capaz de estimular a liberacdo do NO
pela ativacdo das enzimas nNOS e iINOS no corpo cavernoso de ratos, potencializando
a funcéo erétil (SILVA, 2017) e eNOS e nNOS em patas de ratos promovendo efeito
antinociceptivo periférico (FREITAS et al., 2017). Assim, deve-se considerar que o

PnPP-19 apresenta uma ativacdo de NOS especifica para cada tecido.

Nossos resultados mostram que apos a administracao tépica de PnPP-19 foi observado
um aumento nos niveis de nitrito em tecidos oculares do segmento anterior, 0 que pode
ser justificado pela ativagdo das NOS presentes nestes tecidos. Porém, mais estudos
serdo realizados para averiguar qual ou quais NOS séo ativadas ap0s a instilacdo do

peptideo.
3.5 Avaliagao da atividade do PnPP-19 na PIO

Recentemente, varias pesquisas tém enfatizado o papel do NO no controle da PIO
(CAVET et al., 2014; HAEFLIGER et al., 1999). Evidéncias convergentes indicam que a
via de sinalizacdo NO/GMPc estd envolvida em processos homeostaticos no olho,

incluindo a regulacéo na producao/eliminacédo de humor aquoso (CAVET et al., 2014).

O NO é produzido em ambos os segmentos do olho humano, fato evidenciado pela
presenca das trés isoformas de NOS nesses tecidos. Em relacdo aos tecidos
diretamente envolvidos na regulacdo PlO, eNOS é encontrada no musculo ciliar e em
células do canal de Schlemm. Na malha trabecular, a sintese de NO é mediada pela
INOS, apés estimulacao (CHANG et al., 2015; STAMER et al., 2011; SCHNEEMANN et
al., 2003; TSAI, GRAY, & CAVALLERANO, 2017).

O canal de Schlemm, estrutura semelhante a de uma veia, e a malha trabecular sdo
altamente contrateis. Neste contexto, a producéo e liberacdo enddégena de NO produz
um relaxamento do tdnus vascular e do trabeculado justacanalicular promovendo maior
facilidade de saida do humor aquoso e, portanto, induz uma reducédo da PIO (GOEL et
al., 2010; SCHNEEMANN et al., 2002; WIEDERHOLT; STURM; LEPPLE-WIENHUES,
1994).

O resultado anterior revelou que a aplicacdo tépica do PnPP-19 promoveu um aumento
na concentracdo de NO nos tecidos do segmento anterior. Assim, o peptideo foi instilado
na superficie ocular de ratos normotensos a fim de verificar o seu potencial na reducao
da PIO. Os animais receberam uma Unica gota de PnPP-19 (80 pg/olho) ou o mesmo

volume (20pL) de veiculo, e a PIO foi avaliada durante 24 hs (Figura 36).
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Figura 36 — Avaliacdo da PIO em ratos normotensos ap0s aplicagdo topica do
PnPP-19 (80 pg/olho)

-o- \eiculo
-2 PnPP-19

0 1 2 3 4 5 622 24 26
Tempo (h)

Legenda: Comparagéo da PIO entre os grupos: PnPP-19 e veiculo. A andlise estatistica
foi realizada utilizando ANOVA de duas vias com pos-teste de Bonferroni (n = 6). Os
resultados foram expressos em mmHg (média + DP). *Indica diferenca estatistica em

relagéo ao grupo veiculo (*p < 0,05; *p < 0,01; ***p < 0,001).

Os resultados mostram que PnPP-19 promoveu uma reducao significativa da P10, ap6s
2 hs (p <0,05), 4 hs (p <0,01), 5 hs (p <0,001), 6 hs (p < 0,05), e 24 hs (p < 0,05) da
instilacdo, em comparacdo ao grupo veiculo. Sendo uma reducdo equivalente a
12,69 £+ 8,57 % apds 2 hs, 16,69 £ 9,96 % apds 4 hs, 21,46 + 9,15 % apds 5 hs,
16,31 £ 8,62 % apds 6 hs e 15,85 + 8,00 % apos 24 hs da instilagao.

7

A elevacdo da PIO é um fator de risco critico para o glaucoma, uma doenca
neurodegenerativa e causa frequente de cegueira em todo o mundo (THAM et al., 2014).
Embora haja uma vasta disponibilidade de medicamentos antiglaucomatosos, ainda

existe uma necessidade médica importante neste campo (SHALABY et al., 2020).

Atualmente, grande parte dos medicamentos destinados ao tratamento do glaucoma
atuam reduzindo o fluxo do humor aquoso ou aumentando a sua saida através da via
uveoescleral. Porém, o tecido comprometido no glaucoma e responsavel por aumentar
a PIO — o fluxo trabecular — permanece como um alvo terapéutico importante, embora
pouco explorado (WEINREB; AUNG; MEDEIROS, 2014). Nesse contexto, o peptideo

PnPP-19 surge como uma opc¢ao terapéutica interessante.
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Em trabalho realizado pelo nosso grupo, a capacidade do PnPP-19 de reduzir a PIO
também foi avaliada em um modelo experimental de hipertensdo ocular induzida por
injecao intraocular de acido hialurénico (DA SILVA et al., 2020). Os resultados revelaram
gue, uma vez estabelecida a hipertenséo ocular, o grupo tratado com uma dose do
PnPP-19 reduziu significativamente a PIO em relacdo a um segundo grupo, tratado com
veiculo (salina), durante todo o periodo do estudo. Além disso, mesmo apoés 24 hs, a
PIO permaneceu estatisticamente reduzida (p < 0,001) para grupos tratados com
peptideo (22,9 £ 3,6 mmHg), em comparac¢ao ao grupo veiculo (29,3 = 2,8 mmHg). O
grupo tratado com PnPP-19 também apresentou PIO inferior ao grupo tratado com

bimatoprosta, um medicamento antiglaucomatoso disponivel comercialmente.

No estudo discutido no paragrafo anterior, também foi investigado, por meio de analises
histolégicas, o efeito do PnPP-19 nas camadas da retina. O glaucoma € uma doenca
caracterizada por dano progressivo do nervo éptico com perda da camada de células
ganglionares da retina. Essa perda se manifesta como uma diminuicdo da camada de
fiboras nervosas desse tecido e escavacdo da cabeca do nervo Optico, o que,
funcionalmente, resulta em perda de campo visual (WEINREB; AUNG; MEDEIROS,
2014).

A andlise histologica do estudo apontou uma perda significativa de células ganglionares
em olhos de ratos tratados com veiculo. Entretanto, no grupo tratado com PnPP-19 o
numero de células ganglionares foi semelhante ao de animais saudaveis, sugerindo que
o tratamento com PnPP-19 também foi capaz de proteger essas células. O trabalho
destacou a necessidade de mais estudos complementares para uma melhor
compreensdo desse efeito (DA SILVA et al., 2020).

3.6 Estudo da atividade neuroprotetora do PnPP-19

A elevacdo do PIO no glaucoma pode comprometer o fluxo sanguineo na retina,
tornando-o insuficiente para atender as necessidades metabdlicas desse tecido, um dos
gue mais consomem oxigénio (OSBORNE et al., 1999). Essa hipoperfusdo desencadeia
alteracdes funcionais e morfolégicas irreversiveis, conhecidas como retinopatia
isquémica (HUGHES, 1991). Além disso, sabe-se que nem todas as células da retina
sdo comprometidas simultaneamente durante a isquemia. Com base na literatura, o
processo isquémico gera, inicialmente, um dano primario que atinge um determinado
namero de células e, posteriormente, ocorre uma perda secundaria proveniente do
estresse oxidativo. Assim, agentes capazes de neutralizar o efeito desses radicais livres
podem atuar como neuroprotetores (OSBORNE et al., 2004; VASUDEVAN; GUPTA;
CROWSTON, 2011).
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Outra via neuroprotetora potencial esta relacionada aos receptores de acetilcolina como
mostram estudos sobre a galantamina, um inibidor de acetilcolinesterase utilizado
clinicamente no tratamento de Alzheimer. Os estudos iniciais dessa droga revelaram
gue ela seria capaz aumentar a sobrevida das células ganglionares em modelo lesdo
aguda do nervo oOptico (axotomia). Esse efeito ndo foi relacionado a uma reducao da
P10 porque o galantamina néo alterou a pressédo em olhos glaucomatosos. Assim, 0s
autores apontaram a ativacao de receptores muscarinicos de acetilcolina como um novo
alvo terapéutico para prevencdo de morte neuronal e perda da visdo em neuropatias
Opticas (ALMASIEH et al., 2010).

Em outro trabalho o grupo de pesquisa de Almasieh e colaboradores observou que o
efeito neuroprotetor da galantamina estava associado a uma manutencdo do fluxo
sanguineo da retina, observado em modelo de glaucoma induzido por salina hipertdnica.
Nesse estudo, foi observado que a elevacao da PIO é acompanhada por uma reducao
na microvasculatura da retina, um processo passivel de ser revertido, ao contrario da
apoptose em células ganglionares. Logo, interven¢des precoces capazes de proteger a
microvasculatura e melhorar o fluxo sanguineo podem exercer um efeito benéfico as
células da retina, reduzindo ou minimizando os processos degenerativos (ALMASIEH,
MOHAMMADALI et al., 2013). Esse efeito foi atribuido ao aumento de acetilcolina,
induzido pela galantamina, que levou a ativagdo de células endoteliais e uma maior

preservacado da rede vascular e do fluxo sanguineo da retina (BORDA et al., 2005).

E sabido que o PnPP-19 é capaz de induzir a producdo de NO por meio da ativacéo de
NOS em diferentes tecidos (DA SILVA et al., 2020; FREITAS et al., 2017; NUNES DA
SILVA et al, 2019). Além disso, esse peptideo foi responsavel por inibir
acetilcolinesterase em estudos in vitro (ensaios realizados pela Biozeus®, dados nédo
publicados). Diante disso, investigamos o0 potencial efeito neuroprotetor do PnPP-19
sobre os danos causados as camadas de células da retina apdés um episddio de

isquemia seguido de reperfuséo.

3.6.1 Estudo eletrorretinogréfico de animais pré-tratados com PnPP-19 e
submetidos aisquemia

Para investigar a acao neuroprotetora do PnPP-19 (80 pg/olho) na funcéo retiniana,
registros de ERG adaptados ao escuro (escotopico) foram realizados antes e apés 1 e
7 dias da indugdo degeneracdo induzida por modelo experimental de
isquemia (LOUZADA-JUNIOR et al., 1992). O modelo utilizado é responsavel por
interromper o fluxo sanguineo por meio da elevacao abrupta da PIO, o que ocasiona a

hipoxia. Em um segundo momento, h& o reestabelecimento desse fluxo (reperfusdo) e
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a oxigenacdo dos tecidos retorna, concomitantemente. Contudo, é justamente na
restauracdo do fluxo sanguineo que ocorre a exacerbacdo da lesdo tecidual e uma
resposta inflamatéria aguda, denominada leséo de reperfusdo (ELTZSCHIG; ECKLE,
2011).

Aisquemia ocular induzida pelo aumento da PIO € um modelo frequentemente utilizado.
Este método produz isquemia global, com obstrucao tanto da circulagéo retiniana quanto
da uveal, e seus efeitos sdo evidenciados pelo achatamento das ondas a e b do ERG e
por um clareamento do fundo de olho (DOURADO et al., 2021). Este ensaio produz
caracteristicas patoldgicas semelhantes as do glaucoma agudo de angulo fechado
(OSBORNE et al., 2004).

Nossos resultados revelaram que as ondas obtidas nos flashes de intensidade de
0,01 cd.s.m? e 3,0 cd.s.m? dos grupos submetidos a isquemia apresentaram uma
modificagdo no padrdo das curvas a e b em relagéo ao grupo saudavel (animais que
nao sofreram isquemia). Porém, os animais que receberam um pré-tratamento com o
PnPP-19 apresentaram uma manutencao parcial no padréo dessas ondas apos 24 hs,

o que reforga hipétese do potencial neuroprotetor do PnPP-19.

No 7° dia, ambos os grupos submetidos a isquemia apresentaram uma recuperacgao das
ondas a e b em resposta aos estimulos luminosos de 0,01 cd.m.s? e 3,0 cd.m.s?,
Todavia, essa recuperacao foi superior no grupo pré-tratado com PnPP-19 (Figura 37).
Vale ressaltar que apds 7 dias, a onda a (em resposta ao estimulo de 3,0 cd.m.s?)
apresentou um padrédo de curva muito semelhante a do grupo saudavel. Esses efeitos
também foram observados quando os valores de amplitude e tempo implicito foram
avaliados. Apo6s o estimulo luminoso de 0,01 cd.m.s?, embora tenha sido observado
uma reducdo expressiva da amplitude da onda b para o grupo veiculo, ndo foram
observadas diferengas significativas entre os grupos. Porém, houve um aumento
estatistico no tempo de resposta (tempo implicito) da onda b para o grupo veiculo

(p < 0,05) 1 dia ap6s a isquemia (Figura 38B).



122

Figura 37 — Curvas do ERG em condic¢éo escotopica de olhos pré-tratados com o
PnPP-19 e expostos ao modelo de degeneracdo da retina induzida por isquemia,

apo6s estimulos luminosos de 0,01 cd.s.m? e 3,0 cd.s.m™
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Legenda: Respostas aos estimulos luminosos de: A) 0,01 cd.s.m?e B) 3,0 cd.s.m?apds
1 dia da inducgéo da isquemia. Respostas aos estimulos luminosos de: C) 0,01 cd.s.m?
e D) 3,0 cd.s.m?apds 7 dias da inducéo da isquemia. O padrdo das curvas do ERG foi
analisado pelo teste de Shapiro-Wilk, sucedido por Kruskal-Wallis e pdés-teste de
Dunn (n = 6).

AlteragBes no tempo implicito estdo associadas a disfungfes na CNI da retina, local
onde estéo localizadas as células bipolares e células de Miiller. Essas alteragfes sédo
caracteristicas de algumas doencas oculares como glaucoma e retinopatia (MUKAIDA
et al., 2004). Em estudo realizado por KIM et al. (2013), os autores também observaram

aumento do tempo implicito na onda b apés inducéo da isquemia.

Em revisao publicada por osborne et al. (2004), os autores atribuiram esse efeito a uma
alteracdo na atividade das células de Miller; entretanto, esse mecanismo ndo esta
totalmente elucidado. Os autores sugerem ainda que farmacos capazes de minimizar a
reducdo da amplitude e aumento do tempo implicito podem ser consideradas

neuroprotetoras.
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Em relagéo ao estimulo luminoso de 3,0 cd.m.s, o grupo tratado com salina apresentou
reducdo estatistica na amplitude da onda a, ap6s 7 dias (Figura 38C). Essa reducao
nao foi observada para o grupo PnPP-19, evidenciando o efeito desse peptideo em

fotorreceptores.

Figura 38 — Médias + DP da amplitude e tempo implicito das curvas a e b na
condicédo escotdpica de olhos pré-tratados com o PnPP-19 e expostos ao modelo
de degeneracdo da retina induzida por isquemia, apés estimulos luminosos de
0,01 cd.s.m?e 3,0 cd.s.m?
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Legenda: A) amplitude da onda b em resposta ao estimulo luminoso de 0,01 cd.m.s?,
B) tempo implicito da b em resposta ao estimulo luminoso de 0,01 cd.m.s. C) amplitude
da onda a em resposta ao estimulo luminoso de 3,0 cd.m.s2. D) tempo implicito da onda
a em resposta ao estimulo luminoso de 3,0 cd.m.s™. E) amplitude da onda b em resposta
ao estimulo luminoso de 3,0 cd.m.s?. F) tempo implicito da onda b em resposta ao
estimulo luminoso de 3,0 cd.m.s. A andlise estatistica foi realizada utilizando o teste

ANOVA de duas vias com pés-teste de Bonferroni.
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Em relacdo a onda b, foi observada uma reducdo da amplitude e um aumento do tempo
implicito no sétimo dia de experimento (Figura 38E). Esses efeitos foram atenuados
pelo pré-tratamento com PnPP-19. Como reportado anteriormente, a onda b refere-se
as respostas das células bipolares e células de Miiller, logo, esse resultado endossa a
hiptese de que o PnPP-19 seria capaz de exercer um efeito neuroprotetor a essas

células.

AlteracBes nos fotorreceptores levam a perda de um impulso excitatério, visualizado
pela auséncia da onda a hiperpolarizante e, como consequéncia, as células bipolares
ndo sdo capazes de gerar a onda b despolarizante, refletindo em uma auséncia de
transmissdo de impulsos elétricos na retina (OSBORNE, et al., 2004). Estudos
anteriores estabeleceram que o NO € capaz de promover um aumento da
hiperpolarizagdo evocada pela luz (SATO; OHTSUKA, 2010).

Em retina de rato, as NOS estao localizadas principalmente na CPI (prolongamentos de
células amacrinas, bipolares e ganglionares) e nos fotorreceptores (YAMAMOTO et al.,
1993). A maneira pela qual as NOS sédo ativadas nas células da retina ainda nao foi
totalmente elucidada; entretanto, sabe-se que esse processo envolve a despolarizagéo
das células devido as altas concentracdo externas de ions potassio em torno dos
fotorreceptores no escuro (KURENNY et al., 1994).

O PnPP-19 é capaz de induzir a producédo de NO por meio da ativacdo de NOS em
diferentes tecidos (FREITAS et al., 2017; NUNES DA SILVA et al., 2019), incluindo a
camara anterior do sistema ocular (DA SILVA, et al., 2020). Embora ainda ndo haja uma
comprovacao da liberagdo de NO na retina, esse efeito poderia justificar a preservagéo

da amplitude das ondas a e b observadas nos grupos pré-tratados com o peptideo.

O papel duplo do NO (neuroprotetor ou neurotéxico) na fisiopatologia de distarbios
neurodegenerativos ainda precisa ser elucidado. Esses efeitos parecem depender do
tipo de doador do NO, da quantidade e duragdo da liberacdo. Alguns estudos
conseguiram associar farmacos doadores de oxigénio a um efeito neuroprotetor as
células da retina (CAVET et al., 2014). A exemplo disso, um trabalho realizado por
KARIM et al. (2009) comprovou que a aplicacdo topica de um doador de NO e beta-
bloqueador (nipradiol) apresentou efeitos neuroprotetores na retina de ratos, apés

modelo de degeneracao induzida por esmagamento do nervo éptico.

Acredita-se que o dano oxidativo seja um contribuinte importante para a patogénese das
doencas neurodegenerativas e ndo existe um consenso sobre o papel de cada

isoforma NOS (LUNDBERG et al., 2009). Estudos anteriores associam um aumento na
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expressdo de iINOS na retina sob condi¢des isquémicas (SENNLAUB; COURTOIS;
GOUREAU, 2001). Esse aumento promove uma maior producdo de NO, capaz de
interagir com o EROs para produzir peroxinitrito e outras moléculas citotoxicas que
podem causar morte neuronal (HEYNE et al., 2013; LUNDBERG et al., 2009). Somado
a isso, a producado excessiva de NO por iNOS também esta implicada em distarbios
inflamatérios e autoimunes crbnicos, caracterizados pela presenca abundante de
macrofagos e neutréfilos (SCHMETTERER; POLAK, 2001; SHARMA; AL-OMRAN;
PARVATHY, 2007).

Por outro lado, durante a inflamag¢éo ha um aumento na permeabilidade do endotélio, o
gue permite a passagem dos constituintes do sangue e do plasma da vasculatura para
o intersticio. Esse efeito culmina na formacao de edema e inicia o processo inflamatorio.
As acbes do NO na permeabilidade vascular parecem ser predominantemente
antiinflamatorias, ou seja, diminuem a permeabilidade endotelial. Dessa forma,
doadores de NO sédo capazes de reduzir a formagcédo de edema em varios modelos
experimentais, enquanto os inibidores da sintese de NO promovem a formacgéo de
edema (PERSSON; EKELUND; GRANDE, 2003; WALLACE, 2005).

Alguns estudos descrevem a capacidade do NO de eliminar e reduzir a produgéo de
radicais livres (KANNER; HAREL; RINA, 1991). Consequentemente, essa moléculas
sdo capazes de diminuir a oxidacdo mediada por EROs, como o peroxido e o

supero6xido, limitando a lesao induzida pelo estresse oxidativo (WINK et al., 2001).

Uma outra hip6tese que poderia justificar o efeito neuroprotetor do PnPP-19 seria a sua
capacidade de inibir acetilcolinesterase, como observado em estudos in vitro realizados
pela empresa Biozeus. A via metabdlica da acetilcolina foi destacada como um potencial
alvo neuroprotetor para o glaucoma por meio de mecanismos que independem da PIO.
Esse efeito foi relacionado a uma capacidade antioxidante de agonistas de receptores
muscarinicos, cuja falta foi relacionada a danos na retina e a uma manutencdo da
circulacdo da retina promovida por inibidores de acetilcolinesterase (ALMASIEH,
MOHAMMADALI et al., 2013; LASPAS et al., 2019).

Diante do que ja sabemos sobre PnPP-19, podemos inferir que esse peptideo também
€ capaz de neuroproteger a fungéo visual da retina, devido, possivelmente, a sua acdo
na liberagdo de NO e/ou inibicdo da acetilcolinesterase. Entretanto, mais estudos sao

necessarios para comprovar essa hipétese.
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3.6.2 Analise histologica de animais pré-tratados com PnPP-19 e submetidos a
isquemia

O modelo de elevacdo transitéria da PIO leva a uma perda da funcionalidade,
inflamacdo e danos em toda a retina (PALMHOF et al.,, 2019). Desta forma, a
observacédo de laminas histologicas (Figura 39) trata-se de uma analise complementar
ao ERG para analisar a extensdo dos danos causados pela isquemia e a possivel
protecao conferida pelo PnPP-19.

Figura 39 — Analise histol6gica em olhos expostos ao modelo de degeneracéo da
retina induzida por isquemia
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Legenda: As setas pretas destacam &reas de vacuolizagdo e nucleos picnoticos.
Fotografias representativas de: A) grupo saudavel, B) grupo veiculo e (C) grupo
PnPP-19. Abreviagfes: CCG - camada de células ganglionares, CNI - camada nuclear
interna, CNE - camada nuclear externa, CPl — camada plexiforme interna, CPE —
camada plexiforme externa. Os cortes foram corados com hematoxilina-eosina. Barra
de escala = 50 pm.

Ao analisar os cortes histolégicos, notou-se em uma reducgdo acentuada no numero de

células ganglionares no grupo pré-tratado com veiculo. Além disso, foi observado um
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aumento na vacuolizacdo citoplasmatica e a presenca de nucleos picnéticos (indicado
por setas, Figura 39B). Nesse mesmo grupo, a CPI aparentou uma reducdo em sua
espessura, assim como a camada de fotorreceptores. Na CNI foram encontrados
ndcleos picndticos (indicado por setas) e uma reducdo no nimero de células. Em

relacdo a CNE, ndo foram observadas alteragdes morfoldgicas expressivas.

Em retinas pré-tratadas com PnPP-19, houve maior preservacao da CCG e auséncia de
sinais de degenerag¢do como nucleos picnoéticos ou desorganizacdo na CNI e CNE. Além
disso, houve maior manutencdo da morfologia das CPI e dos fotorreceptores (Figura
390).

Na tentativa de mensurar esses dados, a espessura da retina e de algumas camadas
foram medidas e comparadas entre os grupos (Tabela 2). Nos cortes histolégicos de
animais submetidos a isquemia, houve reducdo na espessura total da retina quando
comparado ao grupo saudavel, porém esse efeito foi atenuado nos animais pré-tratados
com o peptideo (reducéo de 21,61 + 4,28 % e 12,45 + 3,85 % para 0s grupos veiculo e
PnPP-19, respectivamente).

Tabela 2 - A espessuradas camadas daretinae contagem de células ganglionares

em olhos expostos ao modelo de degeneracéo da retina induzida por isquemia

Espessura (um) Células
Grupo ganglionares
Retina CNI CNE (nimero/200 pm)
Saudavel 179,47 £ 12,42 31,91+ 3,94 44,40 £+ 3,7 30,00 £ 5,50

Veiculo 140,68 + 13,37** 24,83 + 4,08* 39,77 + 7,09 18,00 + 4,50**

PnPP-19 157,12 + 8,43 28,31 +1,16 39,51 +5,80 28,25 + 4,50

* Indica diferente estatistica com um valor de p < 0,05 em comparagdo ao grupo saudavel
** |ndica diferente estatistica com um valor de p < 0,01 em comparagéo ao grupo saudavel

# Indica diferente estatistica com um valor de p < 0,05 em comparacéo ao grupo PnPP-19

Legenda: Os valores sdo apresentados como média + DP. A analise estatistica foi
realizada utilizando o teste ANOVA de uma via com poés-teste de Bonferroni (n = 3).
AbreviagBes: CCG - camada de células ganglionares, CNI - camada nuclear interna,

CNE - camada nuclear externa.

A CNI também apresentou alteragbes decorrentes do processo isquémico. No grupo
veiculo foi observado uma espessura média de 24,83 + 4,08 um, 22,16 + 8,87 % a

menos do que a média do grupo saudavel (31,91 + 3,94 um). Contudo, nos animais do
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grupo PnPP-19, a espessura média dessa camada foi de 28,31 + 1,16 um, semelhante
ao grupo saudavel, o que ressalta o papel neuroprotetor do peptideo para esse grupo
de células. Em relacdo a CNE, ndo foram observadas alteracfes significativas entre os

grupos analisados.

Em relagdo ao numero médio de células ganglionares, o grupo saudavel apresentou
uma média de 30,00 + 5,50 células/200 uym. O grupo tratado com veiculo exibiu uma
reducdo significativa no valor médio (18,00 + 4,50 células/200 pm), refletindo o efeito
degenerativo do processo isquémico. Todavia, semelhante ao observado na CNI, o
grupo PnPP-19 revelou uma média de 28,25 + 4,50 células/200 ym, valor semelhante
ao grupo saudavel, o que mais uma vez reitera o efeito neuroprotetor desse peptideo

para as células ganglionares.

A isquemia retiniana € o principal contribuinte para o dano tecidual em doengas como
glaucoma, oclusdes vasculares da retina, retinopatia diabética e retinopatia da
prematuridade (OSBORNE et al., 2004). Um aspecto importante desse tipo de leséo é
gue a auséncia de oxigénio e nutrientes, durante o periodo isquémico, cria uma
condi¢do na qual a restauracdo da circulagéo (reperfuséo) resulta na geracao excessiva
de radicais livres e desencadeia um processo inflamatorio, responsavel por induzir
alterac@es histopatologicas (EPSTEIN; MCCORD, 1985; SZABO et al., 1991).

Neste estudo, observamos que o PnPP-19 foi capaz de proteger as células da retina
contra a lesé@o isquémica, indicada por uma reducédo do dano as camadas da retina. Os
resultados histolégicos corroboram com as analises do ERG, que destacam um efeito
protetor do PnPP-19, principalmente em células bipolares (localizadas na CNI) e
fotorreceptores. Além disso, 0 estudo histolégico evidenciou maior preservagdo das

células ganglionares para o grupo pré-tratado com o PnPP-19.

Nossos resultados concordam com trabalhos anteriores que descreveram um efeito
neuroprotetor associado a doadores de NO (DITLEVSEN et al., 2007; WAREHAM et al.,
2019). Além disso, alguns estudos comprovam que a neuroprotecao induzida pelo NO
¢ parcialmente mediada pela ativacdo da via NO/GMPc (GARHOFER;
SCHMETTERER, 2019), mecanismo associado a acdo do PnPP-19 (SILVA et al.,
2019).

O NO também esta diretamente envolvido na regulacdo da PIO (CAVET et al., 2014).
Em razéo do seu efeito vasodilatador, a reducdo da PIO por si s é capaz de retardar
ou interromper a progressdo da degeneracdo em pacientes com glaucoma.
(GARHOFER; SCHMETTERER, 2019; HAYREH, 2001; TODA; NAKANISHI-TODA,

2007). Assim, o efeito neuroprotetor do PnPP-19 também pode estar associado a
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reducdo na PIO exercida por esse peptideo. Portanto, testes mais aprofundados séo

requeridos para avaliacdo individual de cada um desses mecanismos.

A outra hipétese levantada foi em razdo da inibicdo de acetilcolinesterase promovida in
vitro pelo PnPP-19. Com base na literatura, a acetilcolina endégena é responsavel por
induzir a proliferac@o de células endoteliais e angiogénese in vivo (KIUCHI et al., 2008).
Desta forma, inibidores de acetilcolinesterase podem amenizar os danos teciduais
promovidos pela isquemia ao preservar o fluxo sanguineo na retina (ALMASIEH,
MOHAMMADALI et al., 2013; LASPAS et al., 2019). Esse efeito pode estar envolvido
na neuroprotecdo conferida a retina pelo PnPP-19. Assim, estudos que avaliem a
atividade angiogénica desse peptideo, por exemplo o teste CAM, podem auxiliar na

elucidacéo essa hipotese.
4 CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou que o peptideo, PnPP-19, quando administrado por via
tépica, ndo induziu sinais de toxicidade nas doses de 40, 80 e 160 ug. Além disso, o
ensaio do PnPP-19 marcado com FITC revelou que esse peptideo foi capaz de permear

pelas camadas da cérnea, atingindo tecidos da camara anterior.

Na investigagdo da acdo do PnPP-19, observou-se que o peptideo promoveu a
liberacdo de NO, fato evidenciado pelo aumento da concentragé@o de nitrito nos tecidos
do segmento anterior, ap0s aplicacdo tdépica. Esse efeito pode mediar uma

vasodilatacdo e relaxamento em tecidos responsaveis pela reducéo da PlO observada.

O pré-tratamento com PnPP-19 foi capaz prevenir danos a retina induzidos por
isquemia. Hipotetizamos que esse efeito neuroprotetor seja devido a uma associacao
entre o efeito hipotensivo e efeitos antioxidantes estabelecidos pelo aumento na
producdo do NO e/ou inibicdo da acetilcolinesterase. Assim, esse peptideo apresenta
um enorme potencial para o tratamento da hipertenséo ocular devido a sua acao dupla,

hipotensiva e neuroprotetora.
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PARTE Ill: DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZACAO E APLICACAO DE UM
SISTEMA RESERVATORIO PARA ENTREGA OCULAR DE PEPTIDEOS
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1 INTRODUCAO

Grande parte dos medicamentos utilizados na oftalmologia € administrada por via tépica,
forma que apresenta maior facilidade de aplicacdo e comodidade para o paciente
(GAUDANA et al., 2010). Em contrapartida, estes sdo rapidamente eliminados, em
razdo de fatores bioldgicos que protegem o olho e, consequentemente, limitam a
permeacao de moléculas terapéuticas nos tecidos oculares (BARAR; JAVADZADEH;
OMIDI, 2008; FIALHO; CUNHA JUNIOR, 2007; HUGHES et al., 2005).

As barreiras estaticas trabalham em conjunto com as barreiras dindmicas, a fim de
impedir a entrada de substancias estranhas e patogénicas no espaco intravitreo. Assim,
ap6s a administracdo tépica de colirios, menos de 3% do medicamento administrado
chega ao humor aquoso. No segmento posterior, essa concentracao € ainda menor, o
que dificulta o tratamento de doencas que promovem a degeneracao da retina (BODDU,;
GUPTA; PATEL, 2014; SIGURDSSON et al., 2007).

Para enfrentar os desafios da via topica, diferentes formulagcbes vém sendo
desenvolvidas. Recentemente, sistemas de entregas de medicamentos baseados em
nanotecnologia, como micelas poliméricas, nanoparticulas e lipossomas, foram
desenvolvidos, com o objetivo de superar as barreiras e alcancgar niveis de farmaco
terapeuticamente significativos no segmento posterior do olho (RODRIGUES et al.,
2018; THRIMAWITHANA et al., 2011; WANG, et al., 2018). Outro exemplo séo as lentes
de contato carregadas de farmacos que aumentam a biodisponibilidade do
medicamento em comparag¢do aos colirios (CARVALHO et al.,, 2015; GULSEN;
CHAUHAN, 2004).

Nesse contexto, a entrega ocular de peptideos tem desafiado pesquisadores e
empresas farmacéuticas (MATHUR et al., 2018). Essas moléculas possuem estruturas
complexas, facilmente modificadas por alteracbes de temperatura, pH, entre outros.
Diante disso, apenas um numero limitado de formulac¢des é capaz de veicular peptideos
sem comprometer o resultado terapéutico (CROMWELL; HILARIO; JACOBSON, 2006;
WITTING et al., 2015).

Os sistemas reservatérios de farmacos formados a partir de biopolimeros tém se
destacado pela versatilidade, facilidade de obtencdo e baixo custo (WADHWA;
MATHURA,; LEWIS, 2018). Dentre esses sistemas esta o nanowafer: um disco pequeno,
fabricado a partir de polimeros biodegradaveis e mucoadesivos, que possui em sua
superficie pogos com tamanho nanométrico capazes de abrigar o farmaco

(MANDAL et al.,, 2018). Quando colocado sobre a esclera, esse sistema adere a

superficie ocular e libera farmacos lentamente, a medida que se dissolve, o que
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aumenta a biodisponibilidade e a eficiéncia do tratamento. Durante o curso de liberacao
do farmacos, o nanowafer dissolve-se gradualmente e entdo desaparece, descartando
a necessidade de sua remocao (MARCANO et al., 2016; YUAN et al., 2015).

Fundamentado no efeito neuroprotetor e hipotensivo apresentado pelo uso ocular tépico
do peptideo PnPP-19 apresentado na parte Il desta tese, avaliamos a eficacia dos
nanowafers na entrega ocular desse peptideo. Para isso, nanowafers de PVA foram
produzidos e caracterizados. Posteriormente, a taxa de liberacdo e a eficicia desses

dispositivos foram comparadas as do colirio contendo a mesma dose de PnPP-19.
2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais
2.1.2 Peptideo
O peptideo PnPP-19 foi obtido conforme descrito na se¢éo 2.1.2 — Parte Il.
2.1.3 Preparo e caracterizagdo do nanowafer

Agua ultrapura, Mili Q plus®, Millipore, EUA. Kit Sylgard® 184, Dow Corning, USA. PVA,
Etanol, Sigma-Aldrich, EUA. Cloreto de sédio, cloreto de potassio, fosfato de sddio

dibésico e fosfato monobasico de potassio, Synth, Brasil.
2.1.4 Animais

Foram utilizados ratos da espécie Wistar, machos, adultos, com idade entre 7 e 10
semanas, pesando aproximadamente 300 g, adquiridos no biotério da Faculdade de
Farméacia/UFMG. Os animais foram mantidos em condi¢des controladas de temperatura

(27 £ 5 °C) e luminosidade (12 hs luz/12 hs escuro) sem restricdo de dgua ou comida.

Os estudos in vivo foram aprovados pelo CEUA-UFMG sob protocolo n°® 198/2020 -
Anexo 8. Todos os testes foram realizados seguindo o estatuto para o uso de animais

em pesquisa oftalmica e visdo da ARVO.
2.1.5 Estudo da liberagéo in vivo do PnPP-19 a partir do nanowafer

Agua ultrapura, Mili Q plus®, Millipore, EUA. Cloridrato de tetracaina 1% (m/v) e
cloridrato de fenilefrina 0,1% (m/v), Anestésico®, Allergan, EUA. Cloridrato de cetamina,
Dopalen® e cloridrato de xilazina, Anasedan®, Ceva, Brasil. Fluoresceina 1% (m/v),

Allergan, Brasil.
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2.1.6 Estudo de eficiéncia do nanowafer

Solucdo salina estéril da Equiplex, Brasil. Agua ultrapura, Mili Q plus®, Millipore, EUA.
Agulha ultra fine Il 0,3 mm, BD, Brasil. Cloridrato de tetracaina 1% (m/v) e cloridrato de
fenilefrina 0,1% (m/v), Anestésico®, Allergan, EUA. Tropicamida 1% (m/v), Mydriacy!®,
Alcon, EUA. Cloridrato de cetamina, Dopalen® e cloridrato de xilazina, Anasedan®, Ceva,
Brasil. Etanol e paraformaldeido, Sigma-Aldrich, EUA.

2.1.7 Estudo da permeacdo topica do PnPP-19 marcado com FITC a partir

do nanowafer

PnPP-19 marcado com FITC (gentilmente cedido pela professora Maria Elena, Santa
Casa de Belo Horizonte). Agua ultrapura, Mili Q plus®, Millipore, EUA. Agulha ultra fine
I 0,3 mm, BD, Brasil. Cloridrato de tetracaina 1% (m/v) e cloridrato de fenilefrina 0,1%
(m/v), Anestésico®, Allergan, EUA. Cloridrato de cetamina, Dopalen® e cloridrato de
xilazina, Anasedan®, Ceva, Brasil. Solucdo salina estéril da Equiplex, Brasil. Etanol e
paraformaldeido, Sigma-Aldrich, EUA. Tissue Tek ®, OCT, Japéo.

2.2 Equipamentos

Sistema de purificacdo de agua Milli-Q®, Merck Millipore, EUA. Balanca analitica
Sartorious, Alemanha. Microscopio Optico Axio Imager M2, Microscopio confocal de
varredura a laser LSM 880, Microscépio eletrénico de varredura DSM940-A, Zeiss,
Alemanha. Eletrorretinograma Espion E2 Colordome, estimulador de LED Ganzlfeld
ColorDome®, software Espion E3, Diagnosys LLC, EUA. Eletrodos tipo agulha e lente,
ERG Jet, Fabrinal SA, Suica. Tonémetro veterinario Tono-PenVet®, Reichert, EUA.
Criostato CM1850, Leica, Alemanha. Lampada de fenda, Apramed HS5, Brasil,
acoplado a camera digital, modelo EOS Rebel T5, Canon, Japéo. Metalizador Q150R

ES, Quorum Technologies, Inglaterra.
2.3 Métodos
2.3.1 Preparacao do nanowafer de PVA

Uma base de silicio contendo pogos circulares (600 nm de diametro e 600 nm de
profundidade) foi fabricada por litografia de feixe de elétrons (no inglés é frequentemente
abreviada como e-beam lithography) no Laboratério de Caracterizagdo e

Processamento de Nanomateriais da UFMG (LCPNano).

A litografia por feixe de elétrons é uma das técnicas mais flexiveis para a fabricagéo de
dispositivos em escala submicrométrica. Esta técnica consiste em retirar, com um feixe

focalizado de elétrons, regides especificas de uma superficie coberta com um material



134

sensivel ao elétron. O feixe de elétrons altera a solubilidade desse material, 0 que

permite a remocao de areas pré-definidas (ALTISSIMO, 2010).

A base de silicio foi utilizada para preparar uma impressédo de poli(dimetilsiloxano)
(PDMS) contendo pinos verticais com as mesmas dimensdes (600 nm de diametro e
600 nm de profundidade). O PDMS é um polimero muito utilizado para a fabricacéo de
microdispositivos. Entre as suas principais vantagens, se destacam o fato desse
polimero possuir propriedades elastoméricas, biocompatibilidade e facil moldagem
(DUFFY et al., 1998; MCDONALD; WHITESIDES, 2002).

Para a fabricacdo da impressao de PDMS, 90 g de base elastomérica foram misturadas
com 9 g do agente de cura (10:1). A mistura foi vertida sobre o molde de silicio e curada
a 80 °C por 10 hs em um forno. No final deste periodo, a impressao do PDMS foi

cuidadosamente removida da base de silicio.

Para o preparo do nanowafer de PVA, incialmente o polimero foi solubilizado em uma
mistura de agua/etanol (4:6) em uma concentracao de 5% (m/v). Em seguida, a solu¢ao
foi transferida com uma pipeta para a impressdo de PDMS e depois seca a vacuo em

temperatura ambiente, até a completa evaporacéo do solvente (Figura 40).

Figura 40 — Etapas de preparo do nanowafer

Impresséao em PDMS
Base de silicio _—I i

Uma solugao de 90 g de base _
Preparada por litografia de feixe de elastomérica foi misturada a 9 g do Solugéo de PVA
elétrons contendo pogos circulares agente de cura (10:1). O PVA (5% miv) foi solubilizado em

(600 nm de diametro e 600 nm de A preparago foi vertida sobre a base uma mistura de 4agualetanol (4:6).
profundidade). de silicio para obter uma impressdo
contendo pinos verticais com as

mesmas dimensoes.

PVA-nanowafer Filme de PVA

O filme PVA foi perfurado em discos

de 2 mm de diametro. A solugao de PVA foi transferida para

a impressdao em PDMS e em seguida
Foram obtidos nanowafers de PVA seca a vacuo.
com ~ 75 pym de espessura, contendo
pocos circulares de 600 nm de

diametro e 600 nm de profundidade.

Legenda: Um molde de silicio, produzido por litografia de feixe de elétrons, foi utilizado
para preparar uma impressao de PDMS contendo postes circulares verticais. A solugao
de PVA 5% (m/v) foi preparada e transferida para a impressdo do PDMS e os

nanowafers foram obtidos. PDMS: poli(dimetilsiloxano); PVA: poli (alcool vinilico).

No final do processo, um filme de PVA com aproximadamente 75 pym de espessura,

contendo pogos circulares de 600 nm de didmetro e 600 nm de profundidade, foi obtido.
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Este filme foi perfurado em discos circulares de 2 mm com um perfurador de papel.
Nanowafers de PVA com 2mm de diametro foram utilizados para os estudos

subsequentes.
2.3.2 Anélise morfologica
2.3.2.1 Microscopia eletrénica de varredura

A ultra morfologia dos moldes de silicio e PDMS foram avaliadas através da analise da
superficie dos materiais em um microscoépio eletrdnico de varredura, a 3kV, disponivel
no LCPNano. As amostras foram fixadas em suporte metalico e em seguida submetidas
a metalizacdo, esta que foi realizada pela técnica de pulverizagcdo (no inglés

denominada sputtering) em um metalizador.
2.3.2.2 Microscopia 6ptica

As microfotografias dos nanowafers foram avaliadas usando microscopia Optica. As
imagens foram obtidas por meio de uma camera acoplada ao microscépio, utilizando

uma lente objetiva com ampliacdo de 40x.
2.3.3 Avaliacéo do pH da superficie

Nanowafers de PVA foram submersos em &agua destilada a 37°C por 30 min; em
seguida, o pH superficial foi medido por meio de um pHmetro digital e colocado sobre a
superficie do nanowafer. As medidas foram realizadas em triplicata (MAHAJAN;
DESHMUKH, 2015).

2.3.4 Andlise de intumescéncia do nanowafer

Os nanowafers de PVA foram pesados e colocadas em placas de Petri contendo 2 mL
de tampéo PBS, pH 7,4 a 25 + 1 °C. Ap6s intervalos de tempo pré-definidos (5, 10, 15
ou 20 min), as amostras foram removidas e a superficie foi seca com papel absorvente,
momento em que a massa dos filmes atingiu um valor constante (MA et al., 2019). Seis
amostras foram utilizadas para cada intervalo de tempo. O grau de intumescimento (Gl)
foi determinado medindo o peso das amostras antes e apds a secagem, utilizando a

equacao 4:

G1(%) = $M 5 100 4)

Onde: Mu (g) € a massa do filme imido e Ms (g) € a massa do filme seco.
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2.3.5 Estudos de liberagao in vivo

A fim de se comparar a velocidade de liberacdo de farmacos do nanowafer com a dos
colirios, foi realizado um teste utilizando nanowafers carregados com fluoresceina, um
composto organico de baixa massa molecular, hidrossolivel e altamente
fotoluminescente (FERREIRA et al., 2015). Esse corante, quando estimulado pela luz
em comprimento de onda entre 465 — 490 nm (correspondente a luz azul), absorve
energia luminosa e imediatamente reemite (fluoresce) a um comprimento de onda
superior, entre 520 — 530 nm, que corresponde a luz verde. Desta forma, apos a
aplicacao topica do fluoresceina, utiliza-se a lampada de fenda com o feixe de luz difusa
e o filtro azul-cobalto, o que permite a passagem apenas da luz azul contida no flash de

luz branca, facilitando a visualizag@o do corante sobre a superficie ocular (CBO, 2016).

Os nanowafers foram preparados conforme descrito anteriormente (segcdo 2.3.1) e
preenchidos com 1 pyL de uma solucdo de fluoresceina. Essa solucéo foi preparada
adicionando 1 yL do corante a 1% (m/v) a 9 puL uma solucéo de PVA, semelhante a
utilizada para o preparo dos nanowafers (5% de PVA em uma mistura de agua/etanol
4:6). A solucédo foi cuidadosamente espalhada sobre o nanowafer e a preparacgéo foi
mantida sob vacuo, em temperatura ambiente e protegidos da luz, até a completa
evaporacdo do solvente (cerca de 10 min). Além disso, foi preparado um colirio de
fluoresceina, com a mesma quantidade utilizada no preparo do nanowafer. Assim, 1 pL
de fluoresceina a 1% (m/v) foi adicionado a 9 pL de solucéo salina estéril e 1 yL dessa
solucdo adicionada a 19 uL de solucao salina. Esse preparo foi mantido a temperatura
ambiente e protegido da luz. Todas as solu¢des contendo fluoresceina foram

preparadas previamente ao uso.

A fim de se avaliar a liberagédo de fluoresceina, os animais foram anestesiados com
injecdo intraperitoneal e os olhos esquerdos anestesiados, conforme descrito na secao
2441 - Parte |I. O nanowafer preparado com fluoresceina foi colocado,
cuidadosamente, com o lado que contém o0s pogos, sobre a superficie ocular, de modo
que a fluoresceina possa difundir diretamente sobre os tecidos oculares (grupo
nanowafer, n = 3). Em um segundo grupo, 20 pL da solucdo contendo fluoresceina

foram instilados sobre a superficie dos olhos esquerdos (grupo do colirio, n = 3).

Ap6s 5 min, 10 min, 15 min, 30 min, 60 min, 120 min e 180 min, a superficie dos olhos
foi exposta utilizando uma lampada de fenda acoplada a uma camera digital, ao flash
de luz com o filtro azul de cobalto e obteve-se as fotografias. Quando necessério, uma

dose anestésica de manutencao foi administrada nos animais (¥ a % da dose inicial).
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2.3.6 Avaliacao da reducédo da PIO

Semelhante ao que foi descrito para o teste anterior, para preencher os po¢os no
nanowafer de PVA, PnPP-19 foi adicionado em uma solu¢édo de PVA (5% de PVA em
uma mistura de agua/etanol 4:6). Em cada disco circular, foi adicionada uma quantidade
de 80 ug de PnPP-19 e, ap6s o preenchimento dos nanowafers, esses foram secos a
vacuo em temperatura ambiente, para completa evaporagdo do solvente. Para fins de
comparacao, também foram produzidos nanowafers preenchidos apenas com a solugéo
de PVA. Além disso, foi obtido um colirio com 80 ug de PnPP-19 a cada 20 pL.

Para o monitoramento da PIO, os animais foram divididos aleatoriamente em 3 grupos,
com oito animais cada. Os olhos foram anestesiados topicamente (conforme descrito

anteriormente na sec¢édo 2.4.4.1 — Parte |) e uma formulacao foi atribuida a cada grupo:
| - Nanowafer preenchido com solucdo de PVA (controle);

Il - Colirio contendo 80 pg de PnPP-19 (PnPP-19 colirio);

Il - Nanowafer preenchido com 80 pg de PnPP-19 (PnPP-19 nanowafer);

Todas as preparactes foram administradas nos olhos esquerdos, como descrito na

sec¢ao anterior.

A PIO foi medida, imediatamente antes e ap6s 1h, 2h, 3h, 4h, 6h e 24h, conforme

descrito na secao 2.4.5.2 — Parte Il.
2.3.7 Estudo da atividade neuroprotetora
2.4.7.1 Aplicacéo topica

Para avaliar a atividade neuroprotetora do nanowafer frente ao colirio, utilizou-se o
modelo de degeneragdo da retina induzido por isquemia, descrito na secdo
2.4.7.2 — Parte Il.

Para a realizagdo do estudo, os animais foram aleatoriamente divididos em quatro
grupos contendo seis animais cada. O primeiro grupo, denominado veiculo, recebeu
uma gota do colirio de solugéo salina 0,9% (m/v). O segundo grupo recebeu um uma
gota do colirio de PnPP-19 (equivalente a 80 pg/olho). O terceiro grupo recebeu um
nanowafer contendo PnPP-19, preparado conforme descrito na secdo 2.3.6. As
formulacdes foram aplicadas uma vez ao dia durante 7 dias consecutivos, antes da
isquemia. O quarto grupo, denominado saudavel, recebeu uma gota do colirio de
solucdo salina 0,9% (m/v) durante 0 mesmo periodo e ndo foi exposto ao processo

isquémico.
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Posteriormente a indugéo da isquemia, a funcao eletrofisioldgica da retina foi avaliada
por meio do ERG ap6s 1 e 7 dias, seguindo o mesmo protocolo descrito na secao
2.4.4.2 — Parte |. Ao final do ultimo ERG, os animais foram sacrificados e os olhos

enucleados para andlise histol6gica conforme descrito na se¢éo 2.4.4.4 — Parte I.
2.3.8 Estudo de permeacao in vivo

Para o estudo de permeacdo in vivo, os nanowafers foram preenchidos de forma
semelhante ao descrito em secéo anterior (2.3.6). No entanto, nesse momento aqui o
PnPP-19 utilizado foi previamente conjugado com FITC. Também foi preparado um
colirio contendo 80 pg/gota (20 uL) do peptideo conjugado com FITC em salina estéril.
Um terceiro grupo que recebeu o mesmo volume de um colirio (solugdo salina) sem

peptideo foi utilizado como controle.

Neste ensaio, foram utilizados 21 animais, aleatoriamente alocados em trés grupos. O
primeiro grupo foi denominado PnPP-19 colirio (n = 9) recebeu uma gota (20 uL) do
PnPP-19 conjugado com FITC. O segundo grupo recebeu o mesmo volume de um
colirio contendo apenas a solucdo salina estéril e foi denominado controle (n = 3). O
terceiro grupo recebeu o nanowafer contendo o PnPP-19 conjugado com FITC (n = 9).

As formulagdes foram aplicadas ambiente escuro sob luz de LED vermelha.

Apbs 1 h, 4 hs ou 24 hs , 3 animais de cada grupo que recebeu o peptideo conjugado
foram sacrificados e, ao final das 24 hs, os animais do grupo controle também foram
eutanasiados para comparagdo. Os olhos foram coletados e preparados conforme

descrito na secao 2.4.4.4 — Parte |.

Ap6s confecgdo dos blocos de parafina, foram obtidos cortes com 5 um de espessura
utilizando um micrétomo. Esses cortes foram adicionados a laminas e nao foi realizada
a técnica de coloracdo. As imagens foram obtidas usando um microscépio confocal com
uma objetiva de 20 x. O FITC foi excitado em 490 nm com emissdo em 526 nm. A
quantificacéo da fluorescéncia foi realizada utilizando o software ImageJ® (versédo 1.50i

- National Institutes of Health, EUA), conforme descrito na sec¢éo 2.4.4 — Parte 1.
2.4 Andlise estatistica

Para todas as analises, foram determinados os valores de médias + DP para o nimero
de experimentos independentes indicado para cada ensaio. Em todos os testes

adotou-se um nivel de significancia de p < 0,05.

Para avaliar a normalidade do padrdo das curvas ERG, foram realizados o teste de

Shapiro-Wilk seguido de Kruskal-Wallis e o pos-teste de Dunn.
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Para calcular a diferenga entre amplitudes, tempos implicitos das ondas a e b, PIO e
fluorescéncia utilizou-se ANOVA de duas vias seguida de pos-teste de Bonferroni.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software GraphPad Prism®
verséo 8.4.2.

3 RESULTADOS
3.1 Analise da morfologia

A MEV revelou que a litografia de feixe de elétrons foi capaz de produzir pogos circulares
na base de silicio (Figura 41A). De maneira semelhante, a morfologia da impressao de
PDMS apresentou postes verticais correspondentes aos pocos da base de silicio

(Figura 41B), o que possibilitou a utilizagdo desse molde nas etapas seguintes.

Figura 41 — Andlise morfol6gica dos moldes de silicio, PDMS e do nanowafer de
PVA
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Legenda: A) molde de silicio contendo pocos circulares, B) impressdo em PDMS
contendo colunas verticais, C) imagem dos nanorreservatérios presentes no filme de
PVA, D) nanowafer na ponta do dedo para destacar o tamanho e transparéncia, E)
nanowafer na ponta da pin¢a para mostrar a espessura e F) nanowafer preenchido com

fluoresceina para destacar os reservatorios em escala nanométrica.

A solugcdo de PVA, quando colocada no modelo PDMS, produziu um filme de PVA
contendo reservatorios com tamanho similar aos pocos da base de silicio, que foram
observados por microscopia optica (Figura 41C). Além disso, os nanowafers obtidos

apresentaram uma estrutura transparente (Figura 41D), flexivel e fina (Figura 41E). Na
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Figura 41F, quando os pocos foram preenchidos com fluoresceina, observou-se a
capacidade desses dispositivos atuarem como um sistema reservatério para liberacao

de farmacos.

Em trabalho realizado por Yuan e colaboradores (2015), os autores desenvolveram
nanowafers a partir de diferentes polimeros, entre esses o PVA. Os resultados
apresentados nesse estudo destacam que o nanowafer de PVA, diferente dos demais,
nao estimulou a expressao de fatores pré-inflamatorios e pré-angiogénicos, o que indica

que esses dispositivos sdo bem tolerados pela superficie ocular.

Outro resultado do trabalho de Yuan e colaboradores indicou que os nanowafers
produzidos a partir do PVA foram responsaveis por uma maior eficacia em comparacao
ao tratamento com uso do colirio. Os autores atribuem esse resultado a um aumento do
tempo de residéncia do medicamento na superficie ocular que, posteriormente, se
difundiu para os tecidos oculares e exerceu uma melhora na agéo terapéutica. Os
nanowafers obtidos em nosso trabalho possuem caracteristicas morfolégicas
semelhantes ao estudo citado, assim estes dispositivos foram utilizados nas etapas

seguintes.
3.2 Avaliagao do pH de superficie

O pH ideal para uma formulagdo destinada aplicacéo oftdlmica deve ser proxima a 7,4,
valor do pH da lagrima. Nessas formulac¢des, frequentemente utiliza-se um sistema
tampdao, que ajuda a aproximar o pH da formulag¢édo ao da lagrima. Um pH mais acido
ou alcalino pode causar irritacdo ocular e estimular a producdo lacrimal, o que
imediatamente dilui a formulag&o aplicada e afeta a absor¢do do farmaco (MA et al.,
2020). O valor de pH obtido para o nanowafer foi de 6,5, 0 que atende aos requisitos

das formulagdes oftdlmicas destinadas a aplicagéo topica (BRASIL, 2012).
3.3 Perfil de intumescimento do nanowafer de PVA

O PVA é um polimero de origem sintética, produzido a partir do mondmero de acetato
de vinila em um processo composto por varias etapas. Este polimero € um dos Unicos
polimeros vinilicos sollveis em &gua, caracteristica relacionada ao seu grau de hidrolise
e massa molar (MANSUR et al., 2008; MARIO GUIMARAES JUNIOR, 2015).

Em razado da sua natureza atéxica, o PVA é empregado ha muitos anos em embalagens
de alimentos e dispositivos médicos (DEMERLIS; SCHONEKER, 2003). Além disso,
devido a sua alta biodegradabilidade, o PVA é frequentemente utilizado na producéo de
filmes hidrofilicos para melhorar a entrega de farmacos (SINGH, 2012; WANG, et al.,

2010). Nos ultimos anos, a bioadesividade do PVA tem sido largamente explorada no



141

desenvolvimento de dispositivos para a liberagdo transdérmica de farmacos (GUO,
et al., 2011; VECCHI; DOS SANTOS; BRUSCHI, 2020).

Nesse contexto, quando um polimero ou dispositivo polimérico com caracteristicas
bioadesivas entra em contato com uma mucosa, ocorre a transferéncia de agua da
camada de muco para o polimero, resultando no intumescimento do material. Nessa
fase, as cadeias poliméricas adquirem maior mobilidade e se ligam as cadeias
glicoproteicas do muco, resultando em uma adesdo (EOUANI et al., 2001). Esse
intumescimento do polimero afeta diretamente a liberacao do farmaco (ALANAZI et al.,
2007). Portanto, a avaliagdo desse parametro € de extrema relevancia ndo s6 para
avaliar a capacidade bioadesiva da matriz polimérica, como também para estimar a
velocidade de liberacdo do farmaco (VARUM et al., 2008).

Em nosso estudo foi calculado o GI do nanowafer de PVA em relacdo ao tempo (Figura
42A).

Figura 42 — Avaliacdo do grau de intumescimento dos nanowafers de PVA
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Legenda: A) Intumescimento em relacdo ao tempo, B) nanowafer apdés 5 min, C)
nanowafer apos 10 min, D) nanowafer apés 15 min, E) nanowafer apés 20 min. Seis
amostras foram utilizadas para cada intervalo de tempo. Todos os testes foram
realizados em meio PBS de pH 7,4a 25+ 1 °C.

Com base em nossos dados, observou-se que o intumescimento dos dispositivos
ocorreu gradualmente (ap6s 5 min: 16,3 = 2,9%; apos 10 min: 34,3 + 11,6%, Figuras
42B e 42C, respectivamente) até 15 min, quando o grau de inchago passa a ser
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constante (ap6s 15 min: 52,3 + 14,43, ap6s 20 min: 41,6 + 20,9%, Figuras 42D e 42E,

respectivamente).

Os polimeros hidrofilicos podem apresentar diferentes graus de intumescimento.
Quanto maior o niumero e a forca das ligacbes de hidrogénio entre as cadeias de
polimero, mais lenta é a difusdo de moléculas de agua na matriz polimérica e,
consequentemente, menor €é o0 grau de intumescéncia (ABURAHMA;
MAHMOUD, 2011).

Em estudo realizado por Pawar; khurana; arora (2012), os autores observaram que
filmes que continham concentracdes maiores de PVA foram responsaveis por uma
grande absorcdo de umidade. Um outro estudo realizado por Mohammadi et al (2019),
revelou que a adicdo de PVA acarretou em um maior indice de intumescéncia. Esses
trabalhos corroboram com 0s nossos resultados, que apontam um aumento rapido no

percentual de intumescimento para os nanowafers de PVA.

Outro aspecto importante é que a absor¢cao de umidade promovida pelos dispositivos
pode afetar a integridade deles (SHINDE; GARALA; MORE, 2008). Em nosso estudo,
observamos que a intumescéncia foi acompanhada por um aumento no tamanho do
nanowafer, porém os dispositivos mantiveram a sua integridade, embora tenha sido
utilizado um volume de meio maior do que o fluido lacrimal. Com base nessa
observacao, podemos inferir que o nanowafer foi capaz de aderir a superficie ocular e
a intumescéncia nao deformou os dispositivos, entretanto, testes in vivo sdo necessarios

para garantir esse comportamento.
3.4 Avaliagdo do tempo de residéncia do nanowafer na superficie ocular

A fim de avaliar o tempo de permanéncia do nanowafer na camera anterior e a sua
capacidade do em promover a liberagcdo sustentada do farmaco, o dispositivo
preenchido com fluoresceina, um corante fluorescente verde (MM = 332 g/mol), foi
aplicado sobre a superficie ocular e a fluorescéncia observada ao longo do tempo foi

comparada a de um colirio contendo a mesma dose de fluoresceina.

Com base nas imagens obtidas, foi possivel observar que, ap6s aplicacdo de
fluoresceina todo o filme lacrimal é corado e logo nos primeiros minutos, ha uma rapida
eliminacao do colirio. Ap6s 15 min, notou-se uma expressiva reduc¢do da fluorescéncia,
0 que reafirma o tempo curto de residéncia de farmacos na superficie ocular (Figura
43A - 43D). Por outro lado, nos olhos que receberam o nanowafer, notou-se o
dispositivo aderido a superficie ocular (Figuras 43E e 43F) e ele ainda foi capaz de

manter uma alta intensidade de fluorescéncia por mais de 180 min (Figuras 43G —43l).



143
Com isso, concluiu-se que o nanowafer promoveu a liberacdo controlada de
fluoresceina.

Figura 43 — Estimativa do tempo de residéncia da fluoresceina a partir do

nanowafer de PVA em comparacdo ao colirio

Legenda: Imagens do tempo de residéncia em olhos de rato para colirio de fluoresceina
no inicio A) e ap6s B) 5 min, C) 10 min e D) 15 min. E) Imagem do nanowafer carregado
com fluoresceina no inicio e ap6s F) 30 min, aderido a superficie ocular do rato, G) 60
min, H) 120 min e 1) 180 min.

Estudos anteriores envolvendo o desenvolvimento de nanowafers também descreveram

um aumento no tempo de permanéncia da fluoresceina quando comparado a colirios. A



144

liberacdo continua e mais estavel promovida por esse dispositivo aparenta ser mais
eficaz frente aos tratamentos convencionais, além de possibilitar uma reducdo no
namero de administracées diarias (COURSEY et al., 2015; YUAN et al., 2015).

A revisdo da literatura indica que os estudos que empregaram a aplicacdo de
nanowafers em doencas oftdlmicas sao restritos a doencas que acometem o segmento
anterior do olho, como cistinose (MARCANO et al., 2016), doengca do olho seco
(COURSEY et al., 2015) e neovascularizacdo da cornea (YUAN et al., 2015). Além
disso, ndo encontramos nenhum trabalho que utilize essa forma farmacéutica para a

veiculacdo de peptideos.
3.5 Eficaciain vivo do nanowafer de PVA contendo PnPP-19

Tendo em vista os resultados obtidos na parte Il deste trabalho, optou-se por avaliar a
eficacia do nanowafer em promover uma melhora na biodisponibilidade do peptideo
PnPP-19. Para isso, investigou-se, inicialmente, a reducdo na PIO em olhos de ratos
normotensos e, posteriormente, a neuroprotecdo promovida por esse dispositivo. Em
ambos os testes, a eficacia do dispositivo foi comparada a de um colirio contendo a

mesma dose de peptideo.
3.5.1 Avaliacéo da PIO

O nanowafer preparado contendo 80 pg/olho do PnPP-19 foi aplicado sobre a superficie
ocular e a PIO foram utilizadas como parametro para estimar a permeacéo de PnPP-19,

em comparacao ao grupo que recebeu o colirio contendo a mesma dose de peptideo.

O grupo PnPP-19 colirio apresentou uma redugdo estatistica da PIO, 2 hs apés a
instilacdo, efeito que permanece até 4 hs apos a instilagdo (2 hs: p = 0,0224; 3 hs: p =
0,0030; 4 hs: p = 0,0340). Apds esse periodo, embora nao tenha sido observada uma
diferenca estatistica, essa tendéncia se manteve (5 hs: p = 0,1791; 6 hs: p = 0,3704;
24 hs: p = 0,0678). Além disso, quando se analisou-se a reducdo da PIO (%), foi
observada uma reducao estatistica apds as 24 hs (p = 0,0176). Esse resultado corrobora

com a reducao verificada para o peptideo na parte Il deste trabalho.

O grupo que recebeu o nanowafer preenchido com PnPP-19 apresentou uma reducdo
estatistica da PIO 4 hs ap6s a aplicacdo (p = 0,0110) e este efeito se manteve durante
todo o periodo do estudo (apés 5 hs: p = 0,0001; ap6s 6 hs: p = 0,0003 e apés 24 hs:
p <0,0001). Ao se comparar 0s grupos que receberam o peptideo (colirio ou nanowafer)
observou-se que ambos promoveram uma reducéo da P10 estatisticamente semelhante
primeiras 5 hs. Apds esse periodo, a reducéo da PO promovida pelo nanowafer foi mais

intensa (Figura 44A).
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Em relacdo a diminuicdo da PIO (%), observou-se que o colirio foi responsavel por
valores de reducdo da PIO mais expressiva, porém esse efeito é minimizado apds
algumas horas. No grupo PnPP-19 nanowafer, a reducédo da PIO foi menos intensa;

entretanto, o efeito hipotensivo foi mais duradouro (Figura 44B).

Figura 44 — Andlise da eficacia do nanowafer contento PnPP-19 nareducéao da PIO
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Legenda: A) niveis de PIO do grupo controle, colirio contendo PnPP-19 e o nanowafer
carregado com PnPP-19. B) diminuicdo da PIO do grupo controle, colirio contendo
PnPP-19 e o nanowafer carregado com PnPP-19. A andlise estatistica foi realizada
utilizando o teste ANOVA de duas vias com pos-teste de Bonferroni (n = 8 olhos/grupo).
Os dados séo representados pela média + DP *Indica diferenca estatistica em relagcéo
ao grupo controle (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001). *Indica uma

diferenca estatistica em relagédo ao grupo PnPP-19 colirio (*p < 0,05; #p < 0,01).

A PIO é determinada pelo equilibrio entre as taxas de producédo e de drenagem do
humor aquoso. Desta forma, a mensuracdo indireta e nao-invasiva da PIO pela
tonometria € uma ferramenta de extrema importancia para a diagndéstico da hipertensao

ocular (GUO, LI et al., 2005). Estudos anteriores observaram que o ritmo circadiano
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exerce um efeito importante na PIO (LIU, 1998; LOZANO; HARTWICK; TWA, 2015;
MOORE; JOHNSON; MORRISON, 1996). O ritmo circadiano € o periodo no qual se
baseia o ciclo bioldgico do seres vivos e esta principalmente relacionado a variagdo da
luz (NOGUEIRA, 2007).

Em ratos submetidos a um ciclo de 12 hs claro e 12 hs escuro, uma curva diaria revelou
que a PIO média no escuro foi de 31,3 + 1,3 mmHg e, quando o ambiente estava claro,
essa PIO era reduzida, apresentando um valor médio de 19,3 £ 1,9 mmHg (MOORE;
JOHNSON; MORRISON, 1996). Esse valor € proximo a PIO média observada nos

animais, no inicio do nosso estudo (22,52 + 3,75).

No tratamento do glaucoma, a fim de prevenir ou desacelerar a progresséo da doenca,
0s medicamentos séo aplicados diariamente pelo resto da vida do paciente, 0 que pode
ocasionar uma baixa adesdo ao tratamento. Um estudo realizado por BELHASSEN
et al. (2016) revelou que no primeiro ano do tratamento, menos da metade dos
pacientes com glaucoma crénico continuava administrando colirios diariamente. Além
disso, quando a adesdo ao tratamento do glaucoma foi comparada a outros seis
medicamentos para condi¢des cronicas, os colirios anti-glaucoma foram classificados
como o segundo pior, com uma taxa média de adesédo de 37% (DIGIUNI; FOGAGNOLO;
ROSSETTI, 2012).

Neste contexto, um dispositivo capaz de liberar o farmaco hipotensivo por um tempo
superior aos colirios poderia contribuir significativamente para um melhor controle de
doencas degenerativas da retina (GOOCH et al., 2012). Com base nos resultados
apresentados, o nanowafer seria uma alternativa interessante, uma vez que esse
dispositivo foi capaz estender o efeito hipotensivo do PnPP-19 em olhos de ratos

normotensos.
3.5.2 Avaliacéo do efeito neuroprotetor

A segunda parte do estudo de eficacia do nanowafer teve como objetivo analisar a
eficiéncia desse dispositivo em promover um aumento na protecdo da retina de ratos,
mediado pelo PnPP-19, durante o processo isquémico. Logo, foi possivel estimar a

capacidade deste dispositivo na entrega de farmacos para o segmento posterior.

Apo6s a inducdo da isquemia, os olhos de animais pré-tratados com o peptideo, por meio
de um colirio (PnPP-19 colirio) ou o nanowafer (PnPP-19 nanowafer), foram
comparados a olhos tratados apenas com solucdo salina (controle). Um quarto grupo
que ndo foi submetido ao processo isquémico foi utilizado para comparacdo. Essa

avaliacao foi realizada por meio de exame eletrorretinogréafico e andlise histologica.
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A analise das curvas do ERG, apos 1 (Figura 45A e 45B) e 7 dias (Figura 45C e 45D),
revelou uma maior preservacao das ondas a e b escotépica nos olhos que receberam
um pré-tratamento contendo PnPP-19, ap6s estimulos luminosos de 0,01 e 3,0 cd.s.m™2,
Este resultado corrobora com os dados na parte |l deste trabalho, que destaca o efeito
neuroprotetor do pré-tratamento com o PnPP-19 no processo isquémico. Porém, nao
foram observadas diferencas significativas entre os olhos dos animais que receberam o

pré-tratamento na forma de colirio e aqueles que receberam por meio do nanowafer.

Figura 45 — Curvas do ERG em condicdo escotépica de olhos pré-tratados com
veiculo ou PnPP-19 (80 ug/olho) por meio de colirio ou nanowafer e expostos ao
modelo de degeneracdo da retina induzida pela isquemia, ap6s estimulos

l[uminosos 0,01 cd.s.m?e 3,0 cd.s.m?
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Legenda: Respostas aos estimulos luminosos de: A) 0,01 cd.s.m?e B) 3,0 cd.s.m?2apds
1 dia da inducgéo da isquemia. Respostas aos estimulos luminosos de: C) 0,01 cd.s.m?
e D) 3,0 cd.s.m?ap6s 7 dias da inducéo da isquemia. O padrdo das curvas do ERG foi
analisado pelo teste de Shapiro-Wilk, sucedido por Kruskal-Wallis e pés-teste de
Dunn (n = 6).

Sabe-se que 0 processo isquémico é responsavel por promover alteragdes funcionais
em retina de ratos, o que no ERG é observado pela reducdo da amplitude das onda e
tempos implicitos mais longos (OSBORNE et al., 2004). A Figura 46 traz as amplitudes

e tempos implicitos correspondentes as ondas a e b nos estimulos analisados acima.
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De maneira geral, os resultados apontam maior preservagado destes indicadores nos

animais pré-tratados com o peptideo.

Figura 46 — Médias + DP da amplitude e tempo implicito das curvas a e b na
condicao escotdpica de olhos pré-trados com veiculo ou PnPP-19 (80 pg/olho) por
meio de colirio ou nanowafer e expostos ao modelo de degeneragcao da retina

induzida por isquemia, apés estimulos luminosos de 0,01 cd.s.m?e 3,0 cd.s.m?
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Legenda: A) amplitude da onda b em resposta ao estimulo luminoso de 0,01 cd.m.s?.
B) tempo implicito da b em resposta ao estimulo luminoso de 0,01 cd.m.s. C) amplitude
da onda a em resposta ao estimulo luminoso de 3,0 cd.m.s. D) tempo implicito da onda
a em resposta ao estimulo luminoso de 3,0 cd.m.s. E) amplitude da onda b em resposta
ao estimulo luminoso de 3,0 cd.m.s?. F) tempo implicito da onda b em resposta ao
estimulo luminoso de 3,0 cd.m.s?. A andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA
de duas vias seguida de pos-teste de Bonferroni (n = 6). *Indica uma diferenca com um

valor de p < 0,05 em relagéo ao grupo saudavel. **Indica uma diferenca com um valor
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de p < 0,01 em relacdo ao grupo saudavel. ***Indica uma diferenga com um valor de

p < 0,001 em relagéo ao grupo saudavel.

No estimulo luminoso de 0,01 cd.m.s?, observa-se que 0 grupo controle apresentou
uma amplitude da onda b inferior aos demais, embora tenha sido observada uma
diferenca estatistica apenas 7 dias ap0s a inducao da isquemia (p = 0,0394). Além disso,
este grupo apresentou um aumento estatistico no tempo implicito apés 7 dias
(p = 0,0074), evidenciando o dano causado pela isquemia a camada de fotorreceptores.
Em contrapartida, os grupos que receberam um pré-tratamento contendo o PnPP-19
ndo apresentou diferencas estatisticas em relacdo ao grupo saudavel, o que reitera o

efeito protetor do peptideo as estas células.

Em relacdo ao estimulo luminoso de 3,0 cd.s.m?, algo semelhante foi observado. O
grupo controle apresentou uma reducdo significante da amplitude da onda a nos
periodos analisados em comparagdo ao grupo saudavel, efeito ndo observado nos
demais grupos. Na onda b, a isquemia foi responsavel por reduzir a amplitude e
aumentar o tempo implicito 1 dia apds a isquemia. Nesse mesmo periodo, 0s grupos
pré-tratados com o peptideo também apresentaram uma reducdo significativa da
amplitude da onda b (PnPP-19 colirio: p = 0,014; PnPP-19 nanowafer: p = 0,020);
entretanto, esse efeito foi revertido apés 7 dias. O tempo implicito referente a essa onda
apresentou aumento significativo no grupo controle (p = 0,003), em relacdo ao grupo
saudavel ap6s 1 dia. Porém, este aumento nao foi observado nos demais grupos,

refor¢cando o efeito protetor do PnPP-19.

Em sintese, os resultados obtidos pelo exame ERG n&o mostraram diferengas
estatisticas entre os grupos pré-tratados com o PnPP-19. Assim, concluiu-se que
nanowafer conferiu uma protecdo a atividade eletrofisiologica da retina semelhante ao

colirio.

Na avaliagdo histoldgica realizada ao final do estudo foram observadas alteragfes
condizentes com os resultados do ERG. O processo isquémico foi responsavel por
causar uma desorganizacdo nas camadas da retina e expressiva perda de células na
camada ganglionar (Figura 47). O pré-tratamento com o PnPP-19, de maneira
semelhante a parte Il desse estudo, foi capaz de preservar as camadas da retina.
Entretanto, assim como observado nas andlises do ERG, ndo foram observadas

diferencas entre os animais tratados com o colirio e 0 nanowafer.

Conforme discutido anteriormente, diversos fatores dificultam a obtencédo de farmacos
em doses terapéuticas no segmento posterior. Nesse contexto, a aplicagédo ocular tpica

de farmaco foi considerada durante muito tempo a via de administracdo ideal para o
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tratamento de doencas oculares que afetam o0 segmento anterior do
olho (YELLEPEDDI; PALAKURTHI, 2016).

Figura 47 — Andlise histoldgica 7 dias ap6s inducéo da isquemia para 0S grupos
pré-tratados com veiculo e PnPP-19 (80 ug/olho) por meio de colirio ou nanowafer,

comparados a animais saudaveis
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Legenda: Fotografias representativas de: A) grupo saudavel, B) grupo veiculo, C) grupo
PnPP-19 colirio e D) grupo PnPP-19 nanowafer. Os cortes foram corados com

hematoxilina-eosina. Barras = 50 pum.

Embora a escolha da via ocular tpica represente inimeros desafios, diversos
pesquisadores relataram ter alcancado niveis terapéuticos de farmacos no segmento
posterior, por meio da administracdo tépica (BALGURI et al., 2017; SCHOPF et al.,
2015; WANG, YANYAN et al., 2020). Dentre as abordagens estudadas, a melhora da
biodisponibilidade de farmacos para o segmento posterior por meio de sistemas de
liberacdo controlada tem se destacado (KANG-MIELER; OSSWALD; MIELER, 2014).

Os resultados obtidos no presente estudo revelaram que, embora dispositivo tenha sido
capaz de aprimorar a entrega do peptideo para o segmento anterior, no estudo da
neuroprotecdo da retina ndo houve diferenca estatistica em comparagao ao grupo que

recebeu o colirio, ou seja, o efeito neuroprotetor exercido pelo PnPP-19 foi similar,
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independente da forma de administracdo. Hipoteticamente essa observacdo pode ser
justificada pela capacidade do peptideo em atuar nas doencas degenerativas da retina.
Isto significa que a quantidade de PnPP-19 que atinge o segmento posterior do olho,
por meio do colirio, ja seria capaz de exercer a protecdo maxima as camadas da retina.
Logo, um aumento na biodisponibilidade do peptideo para o segmento posterior ndo
necessariamente resultaria em uma melhora da neuroprotecéo. Assim, para uma melhor
compreensdo desse efeito, fez-se necessario investigar a biodistribuicdo desse

peptideo nos tecidos oculares promovida pelo nanowafer e compara-la a do colirio.
3.6 Estudo de permeacdo in vivo do PnPP-19 marcado com FITC

Com objetivo de compreender a permeacdo do peptideo para os tecidos oculares, o
PnPP-19 marcado com FITC foi administrado por meio de um colirio ou nanowafer
contendo a mesma dose (80 ug), e apés 1 h, 4 hs ou 24 hs, os animais foram
sacrificados e os olhos preparados para observacao da distribuicdo da fluorescéncia em

ambos os segmentos do olho.

Em comparacao ao grupo controle, os animais que receberam o peptideo marcado por
meio do colirio apresentavam uma camada fluorescente sobre o epitélio da cérnea, apds
1h (estatisticamente maior que o grupo controle, p < 0,0001). Além disso, também foi
observado um aumento da fluorescéncia na retina (p = 0,0040), principalmente nas
camadas mais externa como coroide, fotorreceptores e, especialmente, a CNE (Figura
48B e Figura 49).

Apbs o periodo de 4 hs, a fluorescéncia da cérnea era restrita ao endotélio da cornea,
revelando uma eliminacéo desse peptideo. Neste mesmo periodo, foi observada uma
reducdo na fluorescéncia nas camadas da retina, e apés 24 hs, a fluorescéncia foi

reduzida em ambos 0s segmentos.

No grupo nanowafer, apés o periodo de 1 h (Figura 48C, observou-se um
comportamento semelhante ao grupo colirio, em que se nota a formacdo de um filme
fluorescente sobre o epitélio da cornea (estatisticamente maior que o grupo controle,
p = 0,0047) e um aumento da fluorescéncia nas camadas da retina (estatisticamente
maior que o grupo controle, p < 0,0001). Porém, no segundo intervalo de tempo
analisado (4 hs), houve a manutenc¢é&o do filme fluorescente (estatisticamente maior que
0 grupo controle, p = 0,0007), diferentemente do grupo colirio. Além disso, foi possivel
observar que a fluorescéncia se estendia por toda a cérnea, semelhante ao observado
na retina, em que todas as camadas aparentavam um aumento da fluorescéncia

(estatisticamente maior que o grupo controle, p < 0,0001).
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Figura 48 - Imagens representativas da cOrnea e retina destacando a
fluorescéncia promovida por PnPP-19 marcado com FITC a partir do colirio ou do

nanowafer

A Cornea Retina
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Legenda: Avaliacdo da fluorescéncia em: A) grupo controle (que ndo recebeu o

peptideo), B) colirio contendo PnPP-19 marcado com FITC, C) nanowafer preenchido

com o PnPP-19 marcado com FITC. Barra de escala = 50 pm.
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Figura 49 — Quantificacdo da fluorescéncia referente ao PnPP-19 marcado com

FITC na cérnea e retina a partir do colirio ou do nanowafer
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Legenda: A fluorescéncia promovida por PnPP-19 marcado com FITC nos tecidos
oculares. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste ANOVA de duas vias com
pos teste de tukey (n = 3). Os dados sao representados pela média + DP. *Indica
diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle (*p < 0,05; **p < 0,01;
***p < 0,001;***p < 0,0001). “Indica diferenca estatistica em relacdo ao grupo colirio
(*p < 0,01; #*p < 0,0001).

Ap6s periodo de 24 hs, observou-se que, embora ndo houvesse a presenca do filme
fluorescente, a cérnea ainda apresentava uma fluorescéncia (estatisticamente maior
que o grupo controle, p = 0,0089), assim como nas camadas da retina (estatisticamente
maior que o grupo controle, p = 0,0135). No entanto, ao analisarmos a regido da malha
trabecular, notou-se um relaxamento tdénus vascular e do trabeculado justacanalicular
nas secoes histolégicas de animais que receberam o PnPP-19, quando comparadas ao
grupo controle (Figura 50A). No grupo colirio, este relaxamento foi mais significativo
apo6s 1 h da instilagdo, quando se observou um alargamento dessas estruturas. Além
disso, é importante ressaltar a fluorescéncia na parte externa da esclera, revelando a

distribuicdo do peptideo a partir do colirio (Figura 50B).

No grupo nanowafer, imagens representativas destacaram um relaxamento ainda mais
expressivo (Figura 50C — 50E). Esse efeito foi acentuado apds 4 hs, o que corrobora

com o resultado anterior, no qual os indices de fluorescéncia mais intensos neste
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periodo foram observados. Aliado a isso, notou-se uma fluorescéncia intensa nos
tecidos que comp8em a malha trabecular apds 1 h e 4 hs da aplicacdo do nanowafer

contendo o PnPP-19 marcado com o FTIC.

Figura 50 — Imagens representativas da malha trabecular em olho tratados com

PnPP-19 marcado com FITC a partir do colirio ou do nanowafer
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Legenda: Regido da malha trabecular em: A) grupo controle (que ndo recebeu o
peptideo), B) colirio contendo PnPP-19 marcado com FITC A ap6s 1 h, C) nanowafer
preenchido com o PnPP-19 marcado com FITC ap6s 1 h, D) nanowafer preenchido com
0 PnPP-19 marcado com FITC ap6s 4 hs, E) nanowafer preenchido com o PnPP-19

marcado com FITC ap6s 24 hs. Barra de escala = 50 um

O resultado apresentado no paragrafo anterior elucida a hipo6tese discutida na parte Il
dessa tese, que discutiu acerca do efeito hipotensivo do PnPP-19. Conforme visto
anteriormente, a liberagdo de NO por meio da ativagcdo de eNOS (encontrada no
musculo ciliar e em células do canal de Schlemm) e/ou iINOS (presente na malha
trabecular) € responsavel por promover um relaxamento do ténus vascular e do
trabeculado justacanalicular, e, portanto, reduzir a PIO (CHANG et al., 2015; STAMER
et al., 2011; SCHNEEMANN et al., 2003; TSAI, GRAY, & CAVALLERANO, 2017).

O conjunto de resultados obtidos neste trabalho indicam que o nanowafer foi capaz de

promover uma entrega mais eficaz de peptideo aos tecidos oculares frente ao colirio.
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Esse aperfeicoamento, certamente, teve impacto na melhor manutencdo no efeito
hipotensivo promovido pelo dispositivo. Em relacdo a acdo neuroprotetora, esse
resultado reforca a hipotese de gque o colirio ja exerce o efeito maximo do PnPP-19 na

degeneracéo da retina promovida por processo isquémico.

No final do experimento foi possivel recuperar os dispositivos inseridos e observar que
eles estavam integros e, mesmo apos 24 hs, uma quantidade expressiva de
fluorescéncia pode ser observada, o que confirma a capacidade do nanowafer de liberar

0 peptideo de maneira controlada.

A Figura 51 traz secdes representativas da extremidade dos dispositivos recuperados.
Foi possivel observar que, apés 1 h, dificilmente se vé a base polimérica do nanowafer
(em azul), uma vez que a superficie do dispositivo é dominada pela difusdo do PnPP-19
marcado com FITC (em verde). Ap6s 4 hs, observou-se na extremidade do dispositivo
o polimero (em azul) e, apés 24 hs, a base polimérica se tornou mais aparente, estando

0 peptideo mais concentrado no centro do dispositivo.

Figura 51 — Fluorescéncia residual do PnPP-19 marcado com FITC presente no

nanowafer apos estudo de permeacdo in vivo

Apbés1h Apobs 4 hs Apos 24 hs

Legenda: Imagens representativas de nanowafers preenchidos com o PnPP-19

marcado com FITC apds 1h, 4 hs e 24 hs. Barra de escala = 100 um

As observacgdes oriundas da analise da Figura 51 nos permite sugerir que o nanowafer
foi capaz de otimizar a liberacdo do PnPP-19 e, consequentemente, melhorar a
biodisponibilidade do mesmo para os tecidos do segmento posterior do olho. Além disso,
apoés o periodo analisado (24 hs), foi possivel detectar resquicios de fluorescéncia nos
tecidos oculares e no dispositivo recuperado, o que nos faz pensar que a liberacdo

promovida pelo nanowafer se estende por mais de 24 hs.

Em trabalhos anteriores, nos quais se investigou a capacidade do nanowafer de

promover uma liberagdo prolongada de farmacos para a superficie ocular, obteve-se
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resultados similares aos apresentados neste estudo. O nanowafer foi capaz de liberar o
farmaco por um periodo médio de 4hs, tempo superior ao do colirio, o que traz inGmeros
beneficios para o tratamento de doencas que acometem o0 segmento anterior do olho
(COURSEY et al., 2015; MARCANO et al., 2016). Todavia, pouco se investigou em
relacdo a permeacédo da substancia para o segmento posterior do olho.

Em trabalho desenvolvido por YUAN et al. (2015), nanowafers de PVA carregados com
doxiciclina — um antibiético com propriedade fluorescente (verde) — foram produzidos
e aplicados sobre a cérnea de camundongos. Em seguida, a liberacado do farmaco foi
monitorada por meio de amostras de lagrimas e por imagem de fluorescéncia em
tempos pré-estabelecidos. Os autores observaram que, mesmo apoés 4 hs, ndo foi
possivel detectar a doxiciclina em amostras de lagrimas. Entretanto, as imagens de
fluorescéncia indicavam a presenca intravitrea do farmaco ap6s 24 hs, tempo superior
se comparado a um grupo que recebeu o colirio contendo o farmaco, o qual ndo exibia

fluorescéncia minutos apdés a aplicacgao.

Nossos resultados corroboram com a literatura, uma vez que foi detectada a
fluorescéncia referente ao PnPP-19, marcado com FITC, apdés 24 hs de sua
administracdo. Dessa forma, o estudo demonstra claramente a capacidade do
nanowafer de liberar o peptideo por um periodo prolongado, aumentando assim o tempo
de residéncia pré-corneal e a subsequente difusdo do peptideo para os demais tecidos
oculares. Esse resultado representa um avanco significativo na entrega de farmacos

para o segmento posterior a partir desses dispositivos.
4 CONCLUSAO

Embora avangos significantes tenham sido realizados na terapia de doengas oculares
degenerativas, os desafios sdo numerosos. Dentre eles, as barreiras oculares
representam uma grande limitacdo para que os farmacos atinjam os tecidos oculares

em doses terapéuticas.

Nesse cenario, essa parte da tese investigou a capacidade de um sistema reservatério
de farmacos, o nanowafer, de promover um aumento na biodisponibilidade do PnPP-19,

um promissor peptideo com atividade hipotensiva e neuroprotetora.

Os resultados do presente estudo relevaram que o dispositivo foi capaz de prolongar a
entrega do peptideo na superficie ocular, quando comparado ao uso de um colirio. Esse
efeito foi observado por um aumento na fluorescéncia da superficie ocular e pela

melhora da capacidade hipotensiva do peptideo.
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Quando se investigou a capacidade do dispositivo em aumentar a biodisponibilidade do
peptideo para o segmento posterior do olho, observou-se um aumento ha quantidade
do peptideo nos tecidos da retina. No entanto, esse efeito ndo implicou em uma melhora
na capacidade neuroprotetora do peptideo, fato que pode ser justificado por uma acéo
limitada do PnPP-19 nos processos isquémicos neurodegenerativos. Contudo, 0s
resultados obtidos sugerem que o nanowafer € um dispositivo promissor, capaz de
fornecer um tratamento aprimorado, nao invasivo e capaz de melhorar a

biodisponibilidade de peptideos para os tecidos oculares.
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PERSPECTIVAS

Os resultados apresentados no trabalho fornecem uma melhor compreenséo acerca da
atividade neuroprotetora de peptideos derivados da peconha da aranha Phoneutria
nigriventer. Esses resultados abrem inUmeras perspectivas quanto a possibilidade do
uso desses peptideos em doencas neurodegenerativas. Dessa forma, estudos
subsequentes devem ser conduzidos, a fim de investigar as vias de sinalizacdo
envolvidas na heuroprotecdo promovida por esses peptideos. Aliado a isso, o dispositivo
estudado comprovou ser um sistema capaz de promover o aprimoramento da entrega
ocular de farmacos, o que trard um impacto positivo no tratamento de doencas oculares,

e seus beneficios podem ser estendidos a outros peptideos e farmacos.
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Anexo 1: Comprovante de cadastro do projeto no Sistema Nacional de Gestao do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (n° AF2229D)

Ministério do Meio Ambiente i
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n® AF2229D

A atividade de acesso ao Patrimbnio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Namero do cadastro: AF2229D

Usuairio: Universidade Federal de Minas Gerais

CPF/CNPJ: 17.217.985/0001-04

Objeto do Acesso: Patriménio Genético

Finalidade do Acesso: Pesquisa e Desenvolvimento Tecnolégico

Espécie

Phoneutria nigriventer

Titulo da Atividade: Efeito neuroprotetor do peptideo sintético PnPa11 em doencas da retina
Equipe

Armando da Silva Cunha Junior 45256683691 M2606: Universidade Federal de Minas Gerais

Carolina Nunes da Silva Universidade Federal de Minas Gerais

Lays Fernanda Nunes Dourado Universidade Federal de Minas Gerais

Maria Elena de Lima Perez Garcia Santa Casa de Belo Horizonte: Ensino e Pesquisa
Resultados Obtidos

Divulgacao de resultados em meios cientificos ou de comunicagao
Identificagdo do meio onde foi ~ Tese de Doutorado - Lays Fernanda Nunes Dou

divulgado:
Data do Cadastro: 24/03/2021 12:30:03
Situagao do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestao do Patriménio Genético
Situagao cadastral conforme consulta ao SisGen em 12:31 de 24/03/2021.
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W DO PATRIMONIO GENETICO
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Anexo 2: Comprovante de cadastro do projeto no Sistema Nacional de Gestéo
do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (n° AB43F20)

Ministério do Meio Ambiente )
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO
Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n? AB43F20

A atividade de acesso ao Patrimdnio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: AB43F20

Usuario: Universidade Federal de Minas Gerais

CPF/CNPJ: 17.217.985/0001-04

Objeto do Acesso: Patriménio Genético

Finalidade do Acesso: Pesquisa e Desenvolvimento Tecnolégico

Espécie

Phoneutria nigriventer

Titulo da Atividade: Efeito neuroprotetor do peptideo sintético PnPa13 em doencas da retina
Equipe

Armando da Silva Cunha Junior 45256683691 M2606: Universidade Federal de Minas Gerais

Carolina Nunes da Silva Universidade Federal de Minas Gerais

Lays Fernanda Nunes Dourado Universidade Federal de Minas Gerais

Maria Elena de Lima Perez Garcia Santa Casa de Belo Horizonte: Ensino e Pesquisa
Resultados Obtidos

Divulgacéao de resultados em meios cientificos ou de comunicacéao
Identificagcdo do meio onde foi Tese de Doutorado - Lays Fernanda Nunes Dou

divulgado:
Data do Cadastro: 24/03/2021 12:40:19
Situagdo do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestao do Patrimbnio Genético
Situagdo cadastral conforme consulta ao SisGen em 12:40 de 24/03/2021.
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Anexo 3: Certificado de aprovacéo do protocolo do estudo in vivo pela comisséo
de ética no uso de animais da UFMG (n° 325/2017)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

~ CEUA
COMISS 0 DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

sta & uma menzagzem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanga na situag3o de uma solicitag3o.

rotocolo CEUA: 3252017
itulo do projeto: Avaliagio da sezuranga da admimistragio mtravitrea das toxinas PnTx4(3-3) e PnTx4(6.1)
rovenientes do vanano da aranha armadeira Phenautria Nigriventer em olhos de ratos.
inalidade: Pazquiza
ezquizador responsavel: Armando da Silva Cunha Junier
Jnidade: Faculdada de Farmzcia
epartamento: Departamento de Produtos Farmaceuticos

Situacdo atual: Daciz3o Final - Aprovado

A provado na reuntdo do dia 27/11:2017. Validade: 27/11/2017 a 26112022

[Belo Honizonta, 27/11/2017.

| Atenciczamente,

Siztema Solicite CEUA UFMG
Jhttps://aplicatives ufine brisolicite ceuz’

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carles, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa II — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonta, MG — Braszil
Telefona: (31) 34054316
wwwufme bribiostica’ceus - catea@prpq.ufimz br
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Anexo 4: Certificado de aprovacédo do protocolo do estudo in vivo pela comisséo
de ética no uso de animais da UFMG (n° 107/2018)

CERTIFHZADOQ

UNNERSEIDADE FENERAL DE MIMAS GERAIS

CEUA
COMISSA0 OE ETICA MO USD DE ANBULE

Certficamas que o propeio inbilubde "Avalledo da atividade neurcproleion de peptidecs denvados das ioxnas
FnTadis-E) & PnTad(5. 1] provenienies do wenena da aranha armadera Phoneutra Migrieenter &m dhos de mlos™,
projocoie do CELA: 10720E sob a responsabdidade de Ammando da Silva Cunha Junicr que envolye a producaa,
e de siow ulilzasdo de animats perercenies 20 flo Chordata, subfile Vernsbrala (esoeto o homem| para fins
e pesquisa cientfica (ou ensing) - enconira-se de acondo com o5 precsdios da Lein® 11,754, de B de cutubeo de
2008, do Decrefo n® B.BEE de 15 de juld de 2003, & oom as nomas ediadas pelo Conselho Macional de Corfrole da
Experimentapso Animal (CONCEA), e fol aprovado pela COMISSEAT DE ETICA MO LSO DE ANIMAIS (CELA) D,
LMNERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunido de 2150572018,

Wigénoia da Aulorcago ZNDEZ0NE a 200S0E3
Finakdade Pesquisa
“Ezpéciallinhagam Fiafio Feefernglnicn | Wistar
H* de animais B
Pessodldade 200g T S
S masouding
Crigem Biglria
“Espécillinhiagem Fiato heteroglnicn § Wistar
H® = animais B
Pessodldade 200q § T ST
Saeiin masouing
Drigem Bioléria
“Ezpéciallinhagam Fiafio Feefernglnicn | Wistar
H* de animais B
Pesoddade 200g T M)

S masouing
Drigemi Bigléna
Consideraches poshenonss:
)t i ) Arrorvado ra reu nido do dia Z1TEZIE. Valdade:
21/0572018 4 20°0572023

Belo Honzomie, 015032021

Alencisamants,

Elstema Solicie CELA UFMG
hpslaplcalivos wimg. brisolcle_ceual

Unrversidade Federal de Minas Gerais
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Anexo 5:Comprovante de cadastro do projeto no sistema nacional de gestéo do
patrimdnio genético e do conhecimento tradicional associado (n° A9C5260)

Ministério do Meio Ambiente )
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n2 A9C5260

A atividade de acesso ao Patrimdnio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n°® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: A9C5260

Usuario: Universidade Federal de Minas Gerais
CPF/CNPJ: 17.217.985/0001-04

Objeto do Acesso: Patriménio Genético

Finalidade do Acesso: Pesquisa e Desenvolvimento Tecnolégico

Espécie
Phoneutria nigriventer

Titulo da Atividade: Efeito neuroprotetor do peptideo sintético PnPP19 em doencas da retina

Equipe

Armando da Silva Cunha Junior 45256683691 M2606: Universidade Federal de Minas Gerais

Carolina Nunes da Silva Universidade Federal de Minas Gerais

Lays Fernanda Nunes Dourado Universidade Federal de Minas Gerais

Maria Elena de Lima Perez Garcia

Santa Casa de Belo Horizonte: Ensino e Pesquisa
Parceiras Nacionais

16.828.860/0001-58 / Biozeus Biopharmaceuticals SA

Resultados Obtidos

Divulgacdo de resultados em meios cientificos ou de comunicacao
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Anexo 6:Certificado de aprovacéo do protocolo do estudo in vivo pela comisséo
de ética no uso de animais da UFMG (n° 203/2018)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
Prezado(a):

Esta € uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanca na situagdo de uma solicitagdo.

Protocolo CEUA: 203/2018

Titulo do projeto: Avaliacdo da atividade antiglaucomatosa e neuroprotetora de peptideos derivados da toxina
PnTx2-6 provenientes do veneno da aranha armadeira Phoneutria nigriventer em olhos de ratos

Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Armando da Silva CunhaJunior

Unidade: Faculdade de Farmacia

Departamento: Departamento de Produtos Farmaceuticos

Situagdo atual: Decisdo Final - Aprovado

Aprovado nareunido do dia09/07/2018. Validade: 09/07/2018 a 08/07/2023

Belo Horizonte, 09/07/2018.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite ceua/
UniversidadeFederal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos, 6627— Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 22 Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516

www.ufmg.br/bioetica/ceua- cetea@prpq.ufmg.br
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Anexo 7:Certificado de aprovacéo do protocolo do estudo in vivo pela comisséo
de ética no uso de animais da UFMG (n° 171/2019)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEVA
COMISSAO DE ETICANOUSO DE ANIMAIS
Prezado(a):

Esta € uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanca na situagdo de uma
solicitagdo.

Protocolo CEUA: 171/2019

Titulo do projeto: Avaliagdo datoxicidadeatividadeantiglaucomatosa de peptideos derivados da toxina PnTx2-6
provenientes do veneno daaranhaarmadeira Phoneutria nigriventerem olhos de ratos

Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Armando da Silva Cunha Junior

Unidade: Faculdade de Farmacia

Departamento: Departamento de Produtos Farmaceuticos

Situacdo atual: Decisdo Final - Aprovado

Aprovado nareunido do dia 19/08/2019. Validade: 19/08/2019 & 18/08/2024

Belo Horizonte, 19/08/2019.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite ceua/
UniversidadeFederal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627— Campus Pampulha
Unidade Administrativa [l —22 Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516

www.ufmg.br/bioetica/ceua- cetea@prpq.ufmg.br
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Anexo 8: Certificado de aprovacdo do protocolo do estudo in vivo pela comisséo
de ética no uso de animais da UFMG (n° 198/2020)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

~ CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Prezado(a):

Esta € uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanga na situagao
de uma solicitagao.

Protocolo CEUA: 198/2020

Titulo do projeto: O uso de um dispositivo de liberagdo controlada para potencializar a
atividade antiglaucomatosa e neuroprotetora de peptideos derivados da toxina PnTx2-6
provenientes do veneno da aranha armadeira Phoneutria nigriventer em olhos de ratos
Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Armando da Silva Cunha Junior

Unidade: Faculdade de Farmacia

Departamento: Departamento de Produtos Farmaceuticos

Situacgao atual: Decisdo Final - Aprovado

Aprovado na reunido on-line do dia 09/11/2020. Validade: 09/11/2020 a 08/11/2025
Belo Horizonte, 09/11/2020.

Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
www.ufmg.br/bioetica/ceua - cetea@prpq.ufmg.br
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Anexo 9: Publicacédo relacionada ao trabalho

OPEN ACCESS

RESEARCH

‘ Journal of

Venomous Animals and Toxins ISSN 1678-9199
including Tropical Diseases www.jvat.org

Intravitreal injection of peptides PnPal1 and
PnPal3, derivatives of Phoneutria nigriventer
spider venom, prevents retinal damage

Lays Fernanda Nunes Dourado'* @, Flavia Rodrigues da Silva'?, Cibele Rodrigues Toledo'®,

Carolina Nunes da Silva', Cleildo Pereira Santana', Bruna Lopes da Costa’, Maria Elena de Lima®®,

Armando da Silva Cunha Junior' ®

'School of Pharmacy, Federal University of Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, MG, Brazil.
*National Institute of Science and Technology in Pharmaceutical Nanotechnology, Sao Paulo, SP, Brazil.
*Graduate Program in Health Sciences: Medicine and Biomedicine, Institute of Education and Research, Santa Casa de Belo Horizonte, Belo Horizonte, MG,

Brazil.

Keywords:
Phoneutria nigriventer
Neuroprotection
Retinal diseases
Toxicity

Blue LED

Synthetic peptides

* Correspondence: laysndourado@gmail.com

https://doi.org/10.1590/1678-9199-)VATITD-2020-0031

Abstract

Background: PnPall and PnPal3 are synthetic peptides derived from Phoneutria
nigriventer spider venom, which display antinociceptive and neuroprotective properties.
In this work, we evaluated the safety of intravitreal use and the neuroprotective effect
of these peptides.

Methods: The cytotoxicity and the antiangiogenic activity of these peptides were
evaluated by the sulforhodamine-B method and chicken chorioallantoic membrane
(CAM) assay, respectively. The in vivo safety was analyzed in Wistar rats that were
intravitreally injected with different doses (0.50; 1.25; 2.50; 3.75 and 5.00 pg/mL) of these
peptides (right eye, n = 6). The retinal function was assessed by electroretinography exams
(ERQG), intraocular pressure (IOP), and histological analyzes. In order to investigate
the neuroprotective effect, Wistar rats received intravitreal injections (right eye, n =
6) of peptides at 1.25 pg/mL and then were exposed to blue LED light. In addition, the
visual function and the retinal microstructure were verified.

Results: Cytotoxicity analyses demonstrated that the peptides did not present any toxicity
over ARPE-19 (adult retinal pigmented epithelial) cell line and the antiangiogenic study
highlighted that the peptides promoted the reduction of blood vessels. The intravitreal
injection did not cause major changes, neither induced any irreversible damage. In the
retinal degeneration assay, the ERG records demonstrated that the prior treatment
with PnPall and PnPal3 protected the retina from damage. Morphological analyses
confirmed the ERG findings. Inmunoblotting analyses revealed that PnPall increased
Erk1/2, NR2A, and NR2B retinal expression after the light stress model, but did not
cause Aktl activation, while PnPal3 prevented Erk1/2 and Aktl dephosphorylation.
Conclusions: The intraocular administration of these peptides was well tolerated and
presented protective activity against retinal degeneration, suggesting the potential use
of these peptides as neuroprotectors in the ophthalmological field.
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