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Estamos tao familiarizados com a visao, que ¢
preciso um salto de imagina¢do para perceber
que existem problemas a serem resolvidos.
Mas considere isto. Recebemos imagens
minusculas e distorcidas de cabeca para baixo
nos olhos e vemos objetos so6lidos separados
no espago circundante. A partir dos padrdes de
estimulag¢do da retina percebemos um mundo
de objetos, e isso ndo € nada menos que um

milagre. (GREGORY, 1979)



RESUMO

Doencas que danificam a retina, como o glaucoma, sdo importantes fontes de deficiéncias
visuais, inclusive cegueira permanente. Os tratamentos disponiveis atualmente se concentram
na reducao da pressdo intraocular, ndo combatendo diretamente os mecanismos de
neurodegeneracao, como a neuroinflamagdo e o estresse oxidativo. Assim, tratamentos
medicamentosos que visem preservar as células da retina ou auxiliar sua regeneragdo sao
fundamentais para prevenir ou reverter esse quadro. A 4-dimetilaminochalcona (4-DAC),
molécula flavonoide produzida sinteticamente, se mostrou eficaz na supressao de mediadores
inflamatérios como o o6xido nitrico (NO), fator necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina
(IL) 1B, ciclooxigenase-2 (COX-2) e 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) em abordagens
in-vitro. Portanto, seu potencial na protecdo das células da retina é promissor. Este estudo
avaliou o efeito da 4-dimetilaminochalcona na neuroprotecao da retina submetida a estresse
oxidativo ap6s injecdo intravitrea de peroxido de hidrogénio. Apds 48 horas depois da lesdo,
houve um aumento de 1,6 vezes na taxa de sobrevivéncia de células ganglionares da retina de
camundongos no grupo tratado com 4-DAC quando comparado ao DMSO apds lesao causada

por injecdo de H,0O,, indicando promogao da neuroprote¢do de neurdnios da retina.

Palavras-chave: Células ganglionares da retina, estresse oxidativo, neuroprote¢do, glaucoma.



ABSTRACT

Diseases that damage the retina, such as glaucoma, are major sources of visual impairment,
including permanent blindness. Currently available treatments focus on reducing intraocular
pressure, but do not directly combat the mechanisms of neurodegeneration, such as
neuroinflammation and oxidative stress. Therefore, drug treatments aimed at preserving
retinal cells or aiding their regeneration are essential to prevent or reverse this condition.
4-Dimethylaminochalcone (4-DAC), a synthetically produced flavonoid molecule, has been
shown to be effective in suppressing inflammatory mediators such as nitric oxide (NO), tumor
necrosis factor alpha (TNF-a), interleukin (IL) 1B, cyclooxygenase-2 (COX-2) and inducible
nitric oxide synthase (iNOS) in in-vitro approaches. Therefore, its potential in protecting
retinal cells is promising. This study evaluated the effect of 4-dimethylaminochalcone on the
neuroprotection of the retina subjected to oxidative stress after intravitreal injection of
hydrogen peroxide. At 48 hours after injury, there was a 1.6-fold increase in the survival rate
of mouse retinal ganglion cells in the 4-DAC-treated group compared to DMSO after injury

caused by H,0, injection, indicating promotion of neuroprotection of retinal neurons.

Keywords: Retinal ganglion cells, oxidative stress, neuroprotection, glaucoma.
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1. INTRODUCAO

Cerca de 17 dias apos a fecundagcdo humana, o sistema nervoso (SN) comega seu
desenvolvimento a partir do folheto embriondrio ectoderma, formando o epitélio colunar da
placa neural. A partir desse momento, as células comegam a adquirir caracteristicas regionais,
iniciando o processo de diferenciacdo do prosencéfalo, mesencéfalo, rombencéfalo e medula
espinal. Em torno de 22 dias do inicio do processo, ocorre a neurulagdo, onde a placa neural
se fecha, dando origem ao tubo neural. A porcdo ectodérmica de fronteira entre o tubo neural
e o ectoderma da superficie em desenvolvimento constitui a crista neural, da qual se
desenvolve todos os neurdnios e glias cujos corpos neuronais ficam no sistema nervoso
periférico (SNP), e que vao formar as terminagdes nervosas, nervos ¢ ganglios. A parte mais
rostral do tubo neural, o prosencéfalo vai passar por diferenciacdo e surgirdo as vesiculas
secundarias, sendo elas as vesiculas Opticas e as vesiculas telencefalicas. As vesiculas Opticas
irdo se desenvolver em pediculos 6Opticos e calices Opticos, os quais se tornardo 0s nervos
opticos ¢ as duas retinas, respectivamente. Essa sequéncia de processos embriogénicos
explicam como as retinas e os nervos opticos, formados pelos axonios que conectam o olho ao
diencéfalo e ao mesencéfalo, partes do encéfalo, consequentemente parte do sistema nervoso

central (SNC) e ndo do SNP.

of ’ P ~ Borda seccionada »
ALY Veswula's_ A S » do calice 6ptico —_ o\
Q telencefdlicas S = ~L ;’)
| 4 - P | 7 1 e/
&) Diencéfalo— B8 ‘ | Pediculo | |/}
8 ] | @ s, Optico Ly
oo i £ ot o A =¥ \
a | Vesiculas opticas <=+ \ el T b &
SESEEEESntERTe _1__ ) ._| :-':- -\ o ;\-‘._\
Mesencéfalo —— | // | >
i | =| >
Rombencéfalo ——— ;
i L i
’r,/ " Borda seccionada
da parede do
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A B

Figura 1: Representacio das vesiculas primarias do sistema nervoso em desenvolvimento e

desenvolvimento inicial do olho.

A. Ilustra¢do das vesiculas primarias, onde em azul estd representado o prosencéfalo se diferenciando em
vesiculas telencefalicas, vesiculas oOpticas ¢ diencéfalo. B. As vesiculas opticas desenvolvem-se, formando os
pediculos dpticos e calices opticos. O pediculo éptico originarda o nervo Optico, e o calice dptico originara a

retina. Fonte: Bear, et al. 2017, p. 196.
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1.1. FUNCAO VISUAL E RETINA

A visdo ¢ um sistema complexo de importante funcdo, sendo responsavel pela
regulacao dos ritmos biologicos, controle da posicao do olho e de suas propriedades opticas e
processamento de energia eletromagnética do mundo ao redor. No humanos, o sistema visual
comeca no olho, o6rgdo especializado para detec¢do, localizagdo e andlise da luz.
Macroscopicamente, as principais estruturas desse 6rgdo sdo a pupila, abertura que permite
que a luz entre no olho e alcance a retina, envolvendo-a esta a iris, que possui dois musculos
responsaveis por alterar o tamanho da pupila, tornando-a menor quando se contrai, € maior
quando relaxa. Cobrindo a pupila e a iris estd a cdrnea, na superficie externa e frontal do olho.
Em continuidade a cornea estd a esclera, que constitui a por¢do mais resistente do globo
ocular. O globo ocular situa-se na oOrbita ocular. Inseridos na esclera estdo trés pares de
musculos, os masculos extraoculares, os quais movimentam o globo ocular dentro das drbitas.
Recobrindo estes musculos estd conjuntiva, membrana que se dobra para tras desde a parte
interna das palpebras, aderindo-se a esclera. O nervo Optico, reunindo os axonios da retina,
surge do olho em sua parte posterior, e atravessa a oOrbita alcangando a base do encéfalo,

proxima a glandula hipéfise (Figura 2). (Bear, et al. 2017)

Pupila

/ \ ~ lIris
A g \\
Conjuntiva N
y Esclera
N
N
\\ 5 4 Nervo
7 v optico
/i /
l |
/ X
Goinea Musculos

extraoculares

Figura 2: Anatomia do olho humano.

Representagdo grafica das estruturas presentes no olho humano, Na parte frontal, encontra-se a cornea,
responsavel pela refragdo da luz, logo em seguida esta iris, que regula a quantidade de luz que entra na pupila,
conjuntiva, membrana que reveste a esclera, os misculos extraoculares, responsaveis pela movimentacao ocular
€ 0 nervo optico, que realiza a conexao as informagdes processadas no olho e o encéfalo. Fonte: Bear, et al.
2017, p. 297.
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Seccionando transversalmente o olho (Figura 3), é possivel acompanhar o caminho
que a luz percorre ao atravessar a cornea em direcdo a retina. Por ndo possuir vasos
sanguineos, a cornea ¢ nutrida pelo humor aquoso. Atras da iris e suspenso por ligamentos
chamados de zonula ciliar e sustentado pelos musculos ciliares, esta localizado cristalino que
atua como um lente flexivel, e a alteragdo de seu formato permite que os olhos ajustem o foco
para diferentes distancias visuais. Ele também ¢ responsavel por dividir a parte interior do
olho em dois compartimentos, um com o humor aquoso, produzido pela corpo ciliar e

responsavel pela pressao intraocular (PIO), e outro preenchido por humor vitreo, mais viscoso

e gelatinoso, sendo sua pressao responsavel por manter o globo ocular esférico.

Zonula

ciliar \\ ;

Iris

Cristalino —
<o e Ve
~£
Luz
Cémea™
Humor A\
aquoso N B Nervo éptico

Musculo - —
ciliar
Humor \

vitreo Esclera

Figura 3: Secc¢ao transversal do olho.

Corte transversal do olho e estruturas envolvidas na transmissao da luz da cornea a retina. O cristalino,
responsavel pelo ajuste de foco em diferentes distancias, se encontra posicionado atrés da iris, sustentado pelos
musculos ciliares, os quais estdo conectados a esclera. tal conformagao cria duas camaras, sendo elas o humor
vitreo, com caracteristicas clara e aquosa, preenche a cAmara anterior do olho, fornecendo nutrientes para as
estruturas da frente do olho e mantém uma pressdo adequada no olho, e o humor vitreo, com caracteristica
gelatinosa, se encontra na por¢do posterior do olho e ¢ responsavel por manter o formato esférico do olho. A
retina, porcdo sensivel a luz, converte os estimulos luminosoes em informagdes elétricas, e em sua porgdo central

estd a fovea, area onde se obtém maxima acuidade visual . Fonte: Bear, ef al. 2017, p. 299.

A retina, na parte posterior do olho, tem configuragao de uma lamina fina composta
por camadas de neurdnios, entremeadas por camadas de contatos sinapticos. Acima desta
desta lamina, estdo o corodide, responsavel pela nutri¢ao da retina, a membrana de Bruch, e o
epitélio pigmentar da retina, responsavel pela manuteng¢do dos fotorreceptores e reciclagem
dos fotopigmentos, além de absorver qualquer luz que atravesse completamente a retina,

reduzindo a dispersdo da luz no fundo do olho. Abaixo desse epitélio, temos a camada de
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segmentos dos fotorreceptores, onde se localiza o fotopigmento e ocorre a fototransducao,
camada nuclear externa, contendo os corpos celulares de dois tipos de células receptoras, os
cones ¢ bastonetes, sendo essas as células fotossensiveis da retina. Os cones possuem fungao
de transdu¢ao de luz em condi¢des fotopicas e possuem trés fotopigmentos, sendo
responsaveis pela capacidade de ver cores. Os bastonetes atuam nas condi¢des escotopicas. Ja
em condigdes mesopicas, ambas células sdo responsaveis pelo processamento da luz. Nessa
camada estd presente também prolongamentos da glia de Miiller, células que promovem a
homeostase e regulacao fisioldgica da retina. Na proxima camada da retina, temos a camada
plexiforme externa, zona de contato sinaptico entre os fotorreceptores e as células bipolares e
horizontais. Em seguida, estd a camada de nuclear interna, que contém os corpos celulares
dos neurdnios bipolares, horizontais e amacrinos, além da glia de Muller. As células bipolares
atuam como via direta das informagdes saidas dos fotorreceptores até as células ganglionares.
As células amacrinas e horizontais medeiam e regulam as respostas oriundas dos
fotorreceptores e células bipolares. Em conseguinte, a camada plexiforme interna € a regido
de contato sindptico entre as células bipolares e amacrinas e células ganglionares. Estdo
presentes também a microglia, células que possuem papel de resposta imunoldgica na retina.
Por fim, na parte mais interna da retina, estd presente a camada de células ganglionares
(CGR), onde estao presentes os corpos celulares das células ganglionares, as células
Amacrinas deslocadas e astrocitos. As CGR células sdo as unicas capazes de disparar
potencial de ag¢do e sdo o Unico meio saida da informacao visual da retina para o nervo optico,
sendo o Unico neurdnio de proje¢do da retina. Devido a distancia que seu axonio percorre até
seus alvos no hipotdlamo, mesencéfalo e tdlamo, o corpo celular e nicleo das CGR
apresentam caracteristicas de neurdnios tipicos, a saber: Corpo celular grande, abundante
substancia de Nissl, Nucleo grande, com cromatina frouxa e nucléolo evidente (Figura 4) .
Devido a todo esse sistema complexo, a retina ¢ a porta de entrada de toda informacgao visual
que vai ser processada pelo encéfalo e uma vez lesada, a informagdo perdida por ela ndo

podera mais ser recuperada.
1.2. NEUROPROTECAO E REGENERACAO DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Devido a organizagao histoldgica e funcional semelhante ao SNC, a regeneracao dos
neurdnios da retina ¢ impossibilitada, tanto no aspecto da neurogénese, bem como no aspecto
de regeneracdo de seus axonios apods lesdo. Sendo assim, quando essas células sao submetidas

a algum processo de injuria, ocorre neurodegeneracao ¢ perda da funcdo desempenhada pelo
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segmento lesado. Dessa forma, o estudo de injurias na via visual subcortical serve ndo apenas
para a area do conhecimento de afec¢des oftalmoldgicas, como também ¢ um excelente
modelo de estudo do SNC, que por sua localizagdo anatomica periférica, apresenta
manipulagdo mais simples, apresentando divisdo anatomica bem demarcada pela substancia

cinzenta da retina e substancia branca do nervo optico.
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Seccdo perpendicular da retina, da parte mais externa para mais interna, temos: estd o cordide, a membrana de
Bruch, eo epitélio pigmentar, responsavel pela absor¢do de luz excessiva e suporte aos fotorreceptores; para
camada de segmentos externos de fotorreceptores, onde ocorre a primeira etapa da fototransdugdo; camada
nuclear externa, que contém os corpos celulares dos fotorreceptores; camada plexiforme externa, onde ocorre a
interconexdo celular e processamento inicial dos sinais visuais; camada nuclear interna,que abriga os corpos
celulares de células bipolares, amacrinas e outros interneurdnios; camada plexiforme externa, onde ocorre a
comunica¢do das células da camada nuclear externas com as células ganglionares, além de ser a zona de
processamento secundario dos sinais visuais; camada de células ganglionares da retina, que transmite os sinais
visuais processados para o encéfalo através do nervo optico. Entre as principais células encontradas na retina do
olho humano, temos os fotorreceptores, os cones responsaveis por detectar cores ¢ atuar em ambientes com
condigdes fotopicas e mesopicas, ¢ bastonetes que percebem a luz em em condi¢des mesodpicas e escotopicas;

Células bipolares, que atuam como intermediarias na transmissdo do sinal visual; As células horizontais e
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amacrinas, presentes na camada nuclear interna, auxiliam na integragdo ¢ processamento das informagdes
visuais; Além das células glias de Miiller, astrocitos e microglia, que atuam na nutrigdo, protecdo e auxilio na
sustentacdo da retina. As células ganglionares, localizadas na camada de células ganglionares, transmitem o sinal

visual ao nervo optico para ser enviado ao encéfalo. Fonte: Fanaro, et al. 2023.

Desde os estudos seminais do neuro-histologista Santiago Ramon y Cajal (1913) é
conhecido que uma lesdo no SNC acarreta em morte neuronal e auséncia de regeneracio
espontanea. Entretanto, estudos mais recentes desvendaram estratégias para o estimulo da
neuroprote¢do, neurorregeneracdo € neurogénese apos injuria (Chung, et al. 2020). A
degeneragdo do sistema nervoso pode ser desencadeada por estresse oxidativo, onde uma
quantidade excessiva de radicais livres, derivados de um desequilibrio entre compostos
oxidantes e antioxidantes, culmina na oxidacdo de biomoléculas, perda funcional e morte
celular (Barbosa, et al. 2010). Adicionalmente, o estresse oxidativo causa ativacao
pro-inflamatoria de astrocitos e microglia, que produzem mais espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, além de secretarem citocinas e quimiocinas que atraem leucocitos, potencializando
um ciclo de estresse oxidativo - neuroinflamagdo - neurodegeneracdo que se retroalimenta
positivamente (Bordt e Polster. 2014; Song, et al. 2019).

Estudo ainda ndo publicado do nosso grupo dentro dessa linha de pesquisa mostrou
que a inje¢ao de 45mM de peroxido de hidrogénio no humor vitreo de camundongos causou
morte celular na retina, reduzindo o niumero das células ganglionares da retina, em especial.
Esse processo de morte foi acompanhado por aumento na peroxidacdo de lipidios, infiltrado
de neutrdfilos com atividade peroxidase e aumento na quantidade de macréfagos/microglia

nas camadas internas da retina, sugerindo que esses eventos desencadeiam morte neuronal.

1.3. PATOLOGIA DO GLAUCOMA

Dentre as patologias com participagdo de estresse oxidativo que acometem a retina, o
glaucoma se caracteriza pela perda progressiva e irreversivel da acuidade visual, com quadro
inicial assintomatico, levando a um diagndstico, muitas vezes tardio. E definido pela
degeneracao das células ganglionares da retina e alteragdes no nervo optico. Essa degeneragao
ocorre pelo aumento da pressdo intraocular. A PIO vai ser determinada pela quantidade de
humor aquoso produzido pelo corpo ciliar e sua saida pelas vias de drenagem, sendo elas a
rede trabecular para o canal de Schlemm, que drena para a veia episcleral, ou através da via de

saida uveoscleral que drena para o espaco supracoroidal (Figura 6).
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Figura 5: Sobrevivéncia celular, neuroinflamac¢io e estresse oxidativo na retina submetida e injecao

intravitrea de peroxido de hidrogénio.

A. B. C. As imagens representam as camadas da retina mostrando células positivas para F4/80, proteina de
superficie celular que serve como marcador especifico para macr6fagos em mamiferos, na camada de células
ganglionares da retina. Observe a maior colora¢do na camada de células ganglionares da retina do grupo H,O,
quando comparado com o grupo veiculo. D. E. F. S3o imagens representativas de células positivas para Ly6G,
glicoproteina de superficie celular que serve como marcador especifico para neutrofilos em mamiferos, na
camada de células ganglionares da retina. G. H. I. Fotomicroscopia mostra células positivas para Rbpms,
marcador neuronal, na camada de células da retina. Observe a diminui¢do do numero de células no grupo H,O,
quando comparado ao grupo veiculo. J. K. L. Representacdo da coloragdo para malondialeido, produto da
peroxidacdo lipidica que serve como biomarcador de estresse oxidativo, na camada de células ganglionares da
retina. Observe o aumento do subproduto no grupo H,0O, quando comparado ao grupo veiculo Fonte: Mendonga,

etal 2023.

O actimulo de liquido no humor aquoso, por consequéncia, gera aumento de pressao
nos compartimentos posteriores do olho, o que leva a uma deformagdo biomecanica,
comprimindo a cabec¢a do nervo Optico, onde estdo os axonios das células ganglionares da
retina. A les@o causada nessas estruturas ¢ progressiva e se da por diversos fatores.

Um desses fatores € a isquemia por constri¢ao de vasos devido ao aumento da pressao
intraocular; outro, o transporte axonal prejudicado por degeneragao walleriana que inviabiliza
a chegada de moléculas protetoras como o fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF)

(Fahy, et al. 2015), o que leva a anomalias na arborizacdo dendritica (Quaranta, et al. 2021).
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O humor aquoso, produzido no corpo ciliar, preenche a camara anterior do olho. Por meio da pupila, ele se
desloca até¢ a rede trabecular, para ser absorvido pela corrente sanguinea, ou até a via de saida uveoscleral, onde
sera drenado para o espago supracoroidal. No entanto, em casos de glaucoma, este sistema pode tornar-se

ineficiente, levando a uma acumulagio de fluido na cadmara anterior. Fonte: Weinreb, et al. 2016.

Além disso, a falta de sinalizacdo de neurotrofinas, decorrentes da falha de seu
transporte retrogrado, resulta em estresse oxidativo causado por aumento de espécies reativas
de oxigénio (Maneesh Kumar & Agarwal. 2007). A inflamagao também ¢ potencializada pela
sinalizacdo do receptor de potencial transitorio relacionado a proteina anquirina do tipo 1
(TRPA1) expressos pela células Miiller, horizontais, amacrinas e ganglionares da retina ap6s o
influxo de calcio devido ao insulto isquémico (Souza Monteiro de Araujo, et al. 2020). Outros
canais sensiveis a cdlcio, como os canais pannexin 1 (Panxl), sdo ativados e proporcionam a
geracdo macica de trifosfato de adenosina (ATP) que ¢ associado a regulacdo positiva de
citocinas pro-inflamatoérios como o fator necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1
(IL-1B) e interleucina 6 (IL-6). Além disso, as quinases serina/treonina, tais como a proteina
quinase associada a morte (DAPK), a quinase N-terminal JUN (JNK), e a Proteina Quinase B
- PKB (AKT), foram associadas a regulagdao da autofagia e apoptose através da fosforilagao
de genes relacionados & autofagia especificos, como Beclin-1. Essa fosforilagdo modula a
interagdo de Beclin-1 com proteinas pré-apoptoéticas como linfoma de células B 2 (BCL-2) ou
linfoma de células B extra grande (BCL-XL).(Quaranta, et al. 2021).

Adicionalmente, ocorre astrogliose por hipertrofia e proliferagdao de astrdcitos como

mecanismo de criacdo de uma cicatriz glial para evitar progressdo do dano, mas que age
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também como uma barreira impeditiva da regenera¢do, além de aumentar o efluxo de
glutamato dos astrocitos, potencializando a autofagia e apoptose neuronal por

excitotoxicidade (Prasanna, et al. 2010) (Figura 7).

1.4. TRATAMENTO DO GLAUCOMA

O tratamento medicamentoso para o glaucoma é uma area que tem crescido como alvo
de estudo. Atualmente, existem trés classes onde essas medicagdes se enquadram, sendo elas
em uso clinico, estudos clinicos e pré - clinicos.

Na clinica atual, os medicamentos mais recentes sdo os inibidores da Rho quinase,
como Ripasudil, Netarsudil ¢ o Letanoprostene que atuam no aumento do fluxo aquoso e
diminuem a resisténcia ao fluxo, aumentando a capacidade das células endoteliais do canal de
Schlemm de formar poros, causando relaxamento das fibras musculares lisas na malha
trabecular e, assim, aumentam o fluxo, ¢ também apoiam alteragdes no citoesqueleto do canal
de Schlemm, causando diminuicdo nas aderéncias focais na malha justacanalicular,
diminuindo assim a PIO (Thieme, et al. 2022; Rao, et al. 2001;Tanihara, et al. 2016; Wang, et
al. 2015; Kiel, et al. 2015.).

Dentre as medicag¢des em estudo pré clinico, estdo o silenciador de genes especificos,
chamados de RNA de interferéncia (siRNA), SYL040012 que atua no receptor beta 2
adrenérgico (ADRB2) no corpo ciliar, reduzindo a produ¢do de humor aquoso e,
consequentemente, a PIO (Martinez, et al. 2014). A terapia genética com o RNA
CRISPR-Cas9 atuante na sintese da Aquaporina 1, proteina do corpo ciliar envolvida na
produgdo de humor aquoso, regula o transporte transmembrana de dgua e reduz a PIO (Wu, et
al. 2022). A terapia genética para glaucoma, com o virus adeno-associado (AAV) que
aumenta a producdo de BDNF, ativando o receptor Trk B, tem mostrado redu¢dao da PIO
(Osborne, et al. 2018). A terapia com células tronco mesenquimais promove a secrecao de
neurotrofinas e, consequentemente, a sobrevivéncia celular (Harrell, et al. 2019). O acido
alfa-lipoico diminui o estresse oxidativo e melhora a sobrevivéncia das CGR (Inman, et al.
2013). Além disso, o uso de acido valprdico induz neuroprotecdo ao estimular a via

BDNF-TrkB (Rocco, et al. 2018).
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Figura 7: Via de lesio das células ganglionares da retina no glaucoma.

A lesd@o do nervo optico acarreta a degeneracdo das células ganglionares da retina. Muitas sdo as vias que levam
a essa degeneragdo, dentre clas estdo a alteragdo do fluxo sanguineo pelo aumento da pressdo intraocular,
aumento de radicais livres que causam estresse oxidativo, neuroinflamagdo mediado por liberagdao de citocinas

inflamatorias ¢ aumento da sinalizagdo inflamatoria pelo TRPAI, autofagia e¢ apoptose por aumento da
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excitotoxicidade pela astrogliose que remodela a matriz extracelular e cria uma cicatriz glial, além da
degeneragdo walleriana que reduz o transporte axonal de neurotrofinas, levando a alteragdes nas arvores

dendriticas. Fonte: Weinreb, ef al. 2016.

Na fase de estudos clinicos, algumas medicagdes que estao sendo investigadas sdo as
inibidoras da Rho quinase como o Fasudil, o implante de Bimatoprosta ¢ Travoprosta, que
agem reduzindo a PIO (Thieme, et al. 2000; Tanihara, et al. 2015). Também estd sendo
avaliado o uso da nanotecnologia para entrega de drogas, que consiste em nanoparticulas de
medicamentos que sdo administrados por meio de inje¢des e possuem a capacidade de
contornar barreiras bioldgicas, direcionando a medicagdo exatamente para o local alvo
(Occhiutto, et al. 2020) . Além disso, tem sido estudadas drogas a base de canabinoides, como
o Tetrahidrocanabinol (THC) que interage com os receptores canabinoides 1 e 2 presentes na
retina, corpo ciliar, iris, canal de Schlemm, rede trabecular e epitélio pigmentar da retina,
inibindo a liberacdo de glutamato e aumentando o fluxo sanguineo da cabeca do nervo optico
e reduzindo a PIO, além de mostrarem uma melhor sobrevivéncia das CGR, porém estudos
também indicam que existe o desenvolvimento de taquifilaxia (Passani, et al. 2020; Plange, et
al. 2007; Hommer, et al. 2020; Flach. 2002; Tomida, et al. 2006). Foi visto que a
palmitoiletanolamida (PEA), congénere do canabindide enddgeno anandamida, também
mostra reducdo da PIO (Gagliano, et al. 2011) Outro meio de reducao da PIO que vem sendo
estudado ¢ o uso do trabodenoson, agonista do receptor de adenosina, que aumenta o fluxo
episcleral através da reducdo do volume celular e remodelacdo da matriz extracelular nas
células da rede trabecular (Chen, et al. 2011). Agindo também como agonista, o omidenepag
isopropil (OMDI) atua no receptor de EP2 ndo prostaglandina seletivo diminuindo a PIO por
aumento do fluxo episcleral e uveoscleral (Aihara, et al. 2019). Como estratégia
neuroprotetora, vem sendo investigado a memantina, antagonista do receptor N-metil
D-Aspartato (NMDA), que poderia prevenir a morte celular pelo influxo de calcio, mas se
mostrou ineficaz na prevencdo ou diminui¢do da progressao do glaucoma (Weinreb, et al.
2018); e a brimodinida, agonista alfa-2 adrenérgico, que promove a regulacdo positiva de
fatores antiapoptoticos, modulagdo da excitotoxicidade induzida pelo glutamato, inibi¢do do
oxido nitrico sintetase e inibicdo da atividade glial (Criséstomo, et al. 2013; Krupin, et al.
2011). Produtos naturais também tem sido um campo explorado para o tratamento do
glaucoma. Estudos demonstram que os suplementos contendo forscolina demonstraram

diminuir a PIO (Mutolo, et al. 2016), além do extrato de Ginko biloba que demonstrou
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impacto positivo do fluxo sanguineo ocular e efeitos neuroprotetores e antiinflamatdrios nas

c¢lulas ganglionares da retina (Labkovich, et al. 2020).

Composto

Classe

Foco terapéutico

Mecanismo de acio

Ripasudil

Uso clinico

Reducgao da PIO

Inibidor da Rho quinase nos
receptores ROCK1 e ROCK 2,
resultando no aumento do fluxo
aquoso e diminuigao da
resisténcia ao fluxo, aumentando a
capacidade das células endoteliais
do canal de Schlemm de formar
poros.

Netarsudil

Uso clinico

Redugdo da PIO

Inibidor da Rho quinase e inibidor
do transportador de noradrenalina
que diminui a PIO ao diminuir a
resisténcia ao fluxo de saida.

Letanoprostene

Uso clinico

Redugdo da PIO

Analogo alfa da prostaglandina F2
doador de 6xido nitrico exclusivo,
aumenta o fluxo uveoscleral por
remodelagdo da matriz
extracelular do musculo ciliar
mediada por metaloproteinases de
matriz

Terapia
genética

Estudo clinico

Redugao da PIO

Interrup¢ao da Aquaporina 1 pela
terapia genética com RNA
CRISPR-Cas9, reduzindo a PIO.
E injegdo intravitrea de vetores
virus adeno-associado (AAV) que
aumenta a produ¢ao de BDNF,
ativando o receptor Trk B,
reduzindo a P1O

Terapia com
células tronco

Estudo clinico

Neuroprote¢do

Promove a secrecao de

neurotrofinas que culmina na

sobrevivéncia celular

Acido
alfa-lip6ico

Estudo clinico

Neuroprote¢ao

Ativacao de Nrf2 inibe o NFxB, o
fator de transcri¢ao sensivel a
redox.

Acido
valproéico

Estudo clinico

Neuroprotecao

Induz neuroprotecao ao estimular

a via BDNF-TrkB
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Fasudil

Estudo
pré-clinico

Redugao da PIO

Inibidor da Rho quinase nos
receptores ROCK1 e ROCK 2,
resultando no aumento do fluxo
aquoso ¢ diminuigdo da
resisténcia ao fluxo, aumentando a
capacidade das células endoteliais
do canal de Schlemm de formar
poros.

Implante de
Bimatoprosta

Estudo
pré-clinico

Redugao da PIO

Inibidor da Rho quinase nos
receptores ROCK1 e ROCK 2,
resultando no aumento do fluxo
aquoso e diminui¢do da
resisténcia ao fluxo, aumentando a
capacidade das células endoteliais
do canal de Schlemm de formar
poros.

Travoprosta

Estudo
pré-clinico

Reducao da PIO

Inibidor da Rho quinase nos
receptores ROCK1 e ROCK 2,
resultando no aumento do fluxo
aquoso ¢ diminui¢do da
resisténcia ao fluxo, aumentando a
capacidade das células endoteliais
do canal de Schlemm de formar
poros.

Tetrahidrocana
binol

Estudo
pré-clinico

Reducao da PIO e
Neuroprotecdo

Ativagdo dos receptores
canabinoides 1 ¢ 2 presentes na
retina, corpo ciliar, iris, canal de
Schlemm, rede trabecular e
epitélio pigmentar da retina,
inibindo a liberagcdo de glutamato
e aumentando o fluxo sanguineo
da cabeca do nervo Optico e
reduzindo a PIO, e inibindo a

liberacao de glutamato

Trabonoson

Estudo
pré-clinico

Redugdo da PIO

Ativa a proteina G ligada aos
receptores de adenosina, Al,
A2A, A2B e A23. Aumenta a
facilidade de fluxo convencional
através da redu¢do do volume
celular e da remodelagdo da
matriz extracelular nas células da
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rede trabecular.

Agonista do receptor EP2
prostanoide, ndo prostaglandina,

OMDI ispropil Ersetctljl(i)nico Redugdo da PIO | seletivo, culmina na diminuicao
P da PIO, aumentando o fluxo
convencional e uveoscleral.
Receptor independente ativador
Forscolina Es,tud(’) ' Redugiio da PIO de ade;mlato c1c1ase? que atua
pré-clinico reduzindo a produ¢ao de humor
aquoso.
Memantina Estudo Neuroprotecio Antagonista do receptor NMDA,

pré-clinico reduz o influxo de calcio.

Agonista alfa-2 adrenérgico,
regula positivamente fatores

antiapoptoticos pela modulacao da
. .. Estudo ~ ) .. ) .
Brimodinida A Neuroprotec¢ao excitotoxicidade induzida pelo

pré-clinico e

glutamato, inibicao da NO
sintetase e inibicao da atividade
glial.

Diminui a endotelina-1, inibe a
fosfodiesterase-5 e diminui a
Neuroprotecao liberagao de renina ao inibir a
prostaglandina PGI2, culminando
em vasodilatagao.

Extrato de Estudo
Ginko biloba | pré-clinico

Tabela 1: Compostos em utilizacido para o tratamento do glaucoma, sua fase de estudo e seus respectivos

focos terapéuticos e mecanismos de acao.

A primeira coluna da tabela apresenta as medicagdes mais recentes para o tratamento do glaucoma. A segunda
coluna classifica a fase de uso ao qual cada medicacdo se encontra. A terceira coluna explana o foco alvo de

tramento de cada medicagdo. A quarta coluna demonstra o mecanismo de agdo de cada composto. Fonte: A

autora. 2023.

Ao fazer uma analise geral das medicacdes em curso de tratamento para o glaucoma, o
que pode ser observado ¢ que a finalidade dos medicamentos hoje disponiveis, ¢ a reducdo da
pressdo intraocular. Compostos em fase de teste que promovem a neuroprote¢do, seja agindo
diretamente nos neurdnios ou interferindo na inflamagdo e estresse oxidativo tém sido
estudados a fim de trazer novas alternativas. Sendo assim, medidas neuroprotetoras ainda sdo

campos em intensa investigagcdo, que necessitam de maior nimero de estudos.
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1.5. 4-DIMETILAMINOCHALCONA COMO ESTRATEGIA NEUROPROTETORA

A fim de contrabalancar os danos causados por esses processos, a comunidade
cientifica busca estratégias que promovam a neuroprote¢do por meio da modulacdo do
estresse oxidativo e reducdo da neuroinflamagdo, como sido os casos dos estudos do nosso
grupo em modelos animais de glaucoma e retinopatia diabética. Esses estudos demonstram
que a delecdo do gene responsavel pela sintese de Galectina-3 atenua a neuroinflamagao e
protege a retina e o nervo Optico de camundongos diabéticos ou submetidos a esmagamento
do nervo dptico, um modelo animal para o glaucoma de tensdo normal (Abreu et al, 2017;
Mendonga, et al. 2018). Alternativamente, a galectina-3 induziria atividade de Fosfato de
dinucledtido de nicotinamida e adenina (NADPH) oxidase 2 em macrofagos e secrecao de
mieloperoxidase de neutrofilos, promovendo uma retroalimentagdo entre estresse oxidativo e
inflama¢ao (Mendongca et al, 2020). Assim, o uso de terapias anti-oxidantes e
anti-inflamatorias, que estimulam a prote¢do dos diferentes tipos de células da retina, se
mostra promissor para evitar a perda da funcdo visual. Dentre os compostos candidatos estao
as chalconas, moléculas flavonoides encontradas na natureza ou sintetizadas, que tem
apresentado importantes agdes anti-inflamatorias. Dentre essas agdes, destacam-se a
diminui¢do da producdo de o6xido nitrico (NO), fator necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina (IL) 1B, ciclooxigenase-2 (COX-2) e oxido nitrico sintase induzivel (iNOS)
(Kontogiorgis, et al. 2008). Apesar dos efeitos descritos, ao utilizarmos os descritores
“(chalcones|title/abstract] OR chalconef[title/abstract]) AND (retina[title/abstract] OR
retinal[title/abstract])” na busca do Medline — Pubmed em 14 de junho de 2022 foram
encontrados apenas 9 artigos relacionando a terapia com chalconas e neuropatias da retina,
demonstrando ser um campo de estudo ainda a ser desvendado (Lamoke, et al. 2011;
Sulaiman, et al. 2014; Chen, et al. 2021; Springer, et al. 2014; Wang, et al. 2018; Ghorai, et al.
2020; Cui, et al. 2020; Luo, et al. 2022; Ruzié, et al. 2009.1).

Dentre os diversos tipos de chalconas sintéticas, a 4-dimetilaminochalcona se destaca
ao apresentar potente agdo antiinflamatoria, tendo como mecanismos de a¢do, a inibi¢do da
exocitose de mastdcitos e neutrofilos. Além disso, desempenha papel inibitorio na expressao
de COX-2 e secrecdo TNF-a, agindo também na eliminagdo de anions superoxido
(Kontogiorgis, et al. 2008; Ventura, et al. 2015). Por possuir agdo tanto anti-oxidante quanto
anti-inflamatoria, o estudo do efeito do tratamento com 4-dimetilaminochalcona nos aspectos

fisiopatoldgicos da neurodegeneragdo da retina € promissor.
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1.6. CRITERIOS PARA APROVACAO COMO MEDICAMENTOS PARA ENSAIO
CLINICO

Para que um composto seja considerado um medicamento adequado para um ensaio
clinico, uma série de critérios precisam ser respeitados. Segundo a Resolugdo da Diretoria
Colegiada - RDC N° 9, de 20 de fevereiro de 2015 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) que dispde sobre o regulamento para a realiza¢do de ensaios clinicos
com medicamentos no Brasil, para que um substancia seja aprovada & necessario que ela
tenha um plano de desenvolvimento onde devem ser descritos os seguintes topicos:
ingrediente farmacéutico ativo (IFA) ou substancia ativa; categoria de medicamento,
descrevendo se ele ¢ sintético, bioldgico, fitoterapico ou radiofarmaco; classe terapéutica; via
de administracdo; mecanismo de a¢do; indicacdes a serem estudadas; objetivos gerais € a
duracdo planejada para o desenvolvimento clinico; e informagdes sobre fase, desenho,
desfechos, comparadores, objetivos, populacao a ser estudada, hipdtese(s), nimero estimado
de participantes e planejamento estatistico para cada ensaio clinico planejado.

Uma vez que a 4-dimetilaminochalcona ¢ um composto pouco estudado, se torna
necessario uma investigacdo mais aprofundada sobre suas propriedades farmacologicas para

melhor caracterizacdo do composto, investigando as possibilidades de seu uso terapéutico.

1.7. AENFERMAGEM EM PESQUISA EXPERIMENTAL NAS CIENCIAS BASICAS

Os enfermeiros tém competéncias Unicas em avaliagdo, analise, resolu¢do de
problemas ¢ tomada de decisdes, baseando-se numa série de dados das ciéncias sociais ¢ da
saude. Entretanto, sua for¢a de trabalho ¢ desafiada pela no¢ao de que podemos conseguir
enfermeiros mais baratos e mais rapidos se ndo abordarmos a base biocientifica da
enfermagem (Heale & Rieck Buckley, 2015; Shields & Watson, 2007). Normalmente, a forca
de trabalho de enfermagem ¢ vista como um custo ¢ ndo como uma proposta de valor que
contribui para os resultados dos cuidados de saude.

Além disso, ao trabalhar pelo estabelecimento de sua legitimidade cientifica e tragar
um caminho préprio dentro do processo de desenvolvimento do conhecimento, a enfermagem
se distanciou da ciéncia basica e passou a cultivar outros modelos de pesquisa, como a
exploratoria, social, histdrica e tedrica, possiveis de serem conduzidos sem a necessidade do
aporte experimental ou da fundamentacao basica das biociéncias (Alves, 2004). Contudo, a

pesquisa no campo das ciéncias basicas procura estudar e solucionar muitos processos
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fisiopatologicos e suas manifestacdes clinicas. Dessa forma, ¢ imprescindivel a inser¢do e
envolvimento da enfermagem, enquanto ciéncia, em todas essas questdes, abrindo
perspectivas de conhecimento em diversas direcdes (Bond, 2001).

O enfermeiro que desenvolve a pesquisa experimental, fundamentada no
conhecimento das biociéncias basicas, ¢ capaz de oferecer importantes contribuicdes em
multiplas areas de aplicacdo dos resultados da investigacdo, pois, conhecendo os mecanismos
fisiopatologicos, pode administrar, de forma substancial, a unido entre os estados fisioldgico e
psicoldgico do paciente (Bond, 2001).

Conclui-se entdo que ¢ de grande importancia a reafirmacdo da enfermagem como
uma ferramenta de ciéncia experimental, enfatizando a importancia de sua participagdo em
pesquisas que abordam questdes fundamentais das biociéncias basicas. A promogao da
pesquisa experimental, ancorada no conhecimento das ciéncias basicas, capacita os
enfermeiros a fornecerem contribuigdes significativas em varias areas de aplicacdo,
melhorando a compreensdo dos mecanismos de patologias. Essa mudanga ndo apenas eleva a
pratica clinica, mas também refor¢a a importancia da enfermagem como uma disciplina

cientifica essencial no campo da saude.

2. JUSTIFICATIVA

As doencas degenerativas da retina sdo uma realidade que afeta uma grande parcela da
populagao mundial. Segundo o Conselho Brasileiro de Oftalmologia (CBO) em 2019, 2 a 3%
da populacgdo brasileira com mais de 40 anos se enquadra nessa categoria de doenca, com tal
porcentagem indicando 1,5 milhdes de brasileiros. Estima-se que 57,5 milhdes de pessoas em
todo o mundo sdo afetadas pelo glaucoma primario de angulo aberto (GPAA), com uma
prevaléncia global de 2,2% (Wiggs & Pasquale. 2017). O glaucoma ¢ a segunda principal
causa de cegueira no mundo, ficando atras apenas da catarata, porém ¢ a principal causa de
cegueira irreversivel (Thomas, et al. 2015; Alison, et al. 2020). Individuos com idade superior
a 60 anos, com historico familiar de glaucoma, aqueles que fazem uso de esteroides,
diabéticos, assim como pessoas com alto grau de miopia, hipertensdo, cornea com espessura
inferior a 5 mm e historico de lesdes oculares estdo mais propensos a desenvolver glaucoma.
Estima-se que até o ano de 2020, aproximadamente 76 milhdes de pessoas sofrerdo com essa
condicdo, e a projecdo ¢ de que esse numero aumente para 111,8 milhdes até 2040 (Allison,

et al. 2020; Tham, et al. 2014).
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No Glaucoma, ha o aumento da peroxida¢do lipidica e danos no 4cido
desoxirribonucleico (DNA) na retina (Izzotti, et al. 2003; Tezel, et al. 2005) assim como
aumento de microglia, astrocitos e leucdcitos na cabega do nervo Optico, que produzem
espécies reativas de oxigénio (Wei, et al. 2018). Diante disso, o estresse oxidativo e a
neuroinflama¢do sdo denominadores comuns que se apresentam como fatores que alteram a
homeostase do meio, o que culmina em complicagdes severas da retina. (Baynes, 1991;
Madsen-Bouterse, et al. 2008).

Assim, esse trabalho se justifica para fornecer alicerces no tratamento com
4-dimetilaminochalcona em modelos animais de retinopatias onde o estresse oxidativo e
neuroinflamagdo sejam protagonistas do processo neurodegenerativo, como o glaucoma, por
exemplo. Adicionalmente, os resultados contribuirdo fortemente para o desenvolvimento de
estratégias neuroprotetoras de outras regides do Sistema Nervoso Central, fornecendo

esperanca de melhora na qualidade de vida de pacientes neurologicos.

3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVOS GERAIS

Esse trabalho tem como objetivo geral investigar o efeito da 4-dimetilaminochalcona

na neuroprote¢do da retina submetida a estresse oxidativo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Avaliar as propriedades farmacoldgicas da 4-dimetilaminochalcona, como candidato a
medicamento.
b) Avaliar a sobrevivéncia das células da camada de células ganglionares da retina dos
camundongos submetidos a inje¢do intravitrea de perdxido de hidrogénio e sua

modulagdo apos tratamento sist€émico com 4-dimetilaminochalcona.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss, entre 2 ¢ 3 meses de idade,
mantidos no Biotério Experimental de Roedores do Instituto de Biodiversidade e
Sustentabilidade NUPEM, com controle de ciclo claro/escuro (12h/12h), sob ambiente

ventilado e climatizado durante todo o periodo de experimentagao.
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Todos os procedimentos experimentais obedeceram as normas de utilizacdo de
animais de laboratério do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Em todos
os procedimentos, os animais foram anestesiados por injecdo intraperitoneal de ketamina
(100mg/kg) e xilazina (15mg/kg).

O projeto foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro
de Ciéncias da Satde da Universidade Federal do Rio de Janeiro, ao qual foi aprovado ¢

registrado com o nimero de ordem 067/22.

42. ESTUDO IN SILICO PARA AVALIACAO FARMACOLOGICA DA
4-DIMETILAMINOCHALCONA

Para a avaliacdo das propriedades farmacologicas da 4-dimetilaminochalcona, foram
realizados testes in silico utilizando softwares para definicdo das propriedades
farmacocinéticas, toxicologicas e parametros ADME (absorcao, distribui¢do, metabolismo e

excregdo).

4.2.1. Perfil farmacolédgico

Os parametros farmacocinéticos e farmacodinamicos, tais como biodisponibilidade,
lipofilicidade, absorcao e metabolizagdo enzimatica; a regra de Lipinski; e a quimica
medicinal da 4-dimetilaminochalcona, foram analisados utilizando a ferramenta SwissADME
(https://www.swissadme.ch/). Esta ferramenta utiliza um banco de dados que fornece
informagdes com base em resultados experimentais ¢ modelos quantitativos de relagao
estrutura-propriedade (QSPR), oferecendo analises de alta qualidade personalizadas que sao
correlacionadas com o composto de interesse. Isso permite a realizagdo de andlises de

semelhanca e predicdo com base em dados confidveis e precisos. (Daina, et al. 2017).

4.2.2. Toxicidade

Para avaliacao da toxicidade, foi utilizado ProTox-II webserver
(https://tox-new.charite.de/protox_II/) cujo esquema de predicdo categoriza a substancia de
analisada em diferentes niveis de toxicidade, sendo eles toxicidade oral, toxicidade de 6rgaos
e desfechos toxicologicos, os quais incluem imunotoxicidade, carcinotoxicidade,

mutagenicidade e citotoxicidade, e DL50. (Banerjee, et al. 2018)
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A codificagdo por Sistema Simplificado de Entrada de Linha Molecular (SMILES) da
4-dimetilaminochalcona para a realiza¢do das predi¢des foi obtida no site Pubchem (Kim, et

al. 2023).

4.3.INDUCAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

Para a inducdo de estresse oxidativo na retina, os animais foram profundamente
anestesiados através de injecdo intraperitoneal com solucdo salina contendo ketamina
(100mg/kg) e xilazina (15mg/kg), e submetidos a injecdo intravitrea de 3 microlitros de
Peroxido de hidrogénio a 66,8mM ou salina 0,9%, de acordo com protocolo instituido pelo
laboratorio. Um orificio gerado no limbo entre a iris e a esclera com auxilio de uma agulha
gauge 33, e os 3 microlitros de humor vitreo foram retirados e 3 microlitros da solugdo foram
injetados com uma seringa Hamilton de capacidade de 10 microlitros.

Os grupos experimentais foram divididos da seguinte forma:

a) Grupo Sham - globos oculares foram submetidos a injecdo intravitrea com
salina 0,9% e inje¢do intraperitoneal de veiculo.

b) ROS - globos oculares que foram submetidos & injecdo intravitrea com
peroxido de hidrogénio e injecao intraperitonial de veiculo.

¢) Grupo Sham + 4-DAC - globos oculares foram submetidos a injegdo
intravitrea com salina 0,9% e inje¢do intraperitonial com chalcona 4.

d) Grupo ROS +4-DAC - globos oculares foram submetidos a inje¢do intravitrea

com peroxido de hidrogénio e injecdo intraperitonial com chalcona 4.

4.4. TRATAMENTO SISTEMICO COM 4-DIMETILAMINOCHALCONA

O tratamento sistémico com 4-dimetilaminochalcona foi realizado uma hora antes da
injecdo intravitrea de peréxido de hidrogénio ou salina 0,9%, seguido por novas aplicagdes a
cada 24 horas, realizada por meio da contencdo do animal e aplicagdo intraperitoneal de
4-dimetilaminochalcona 10mg/kg diluida em dimetilsulfoxido (DMSO) ou do veiculo DMSO,
até a ultima aplicagdo, uma hora antes da eutanasia, 48 horas apds a indugdo de estresse

oxidativo.
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4.5. HISTOLOGIA

Para avaliacdo histoldgica, quarenta e oito horas apds a inducao de estresse oxidativo,
os animais foram sacrificados por overdose de anestésicos inalatorios Isoflurano, seus globos
oculares foram coletados e armazenados em paraformaldeido 4% por 24 horas.
Posteriormente, os tecidos foram desidratados por meio de uma série de solugdes crescentes
de alcool (70%, 92,8%, 100%, por vinte minutos em cada), em seguida foram clarificados em
xilol por 20 minutos e impregnados com paraplast pelo mesmo tempo, apds isso, foram
emblocados com parafina. Utilizando um micrétomo, foram realizados cortes histologicos
transversais de 5 um de espessura. As secgdes foram dispostas em laminas, previamente
gelatinizadas. Os cortes reidratados em solugdes de xilol, alcool (100%, 92,8%, 70%), por um
minutos em cada e tampao fosfato-salino (PBS), por dois minutos, respectivamente, seus
nucleos corados com hematoxilina por cinco minutos. Seguidamente, as laminas foram
lavadas em dgua e, novamente, desidratadas e montadas com Entellan. As imagens sio

registradas em microscopio Optico acoplado a camera fotografica.

4.6. QUANTIFICACAO

Para quantificar as CGRs nos cortes histologicos foi utilizado o critério morfoldgico
quanto ao seu nucleo e tamanho. Foram consideradas como CGR as células que se
enquadraram dentro de um dos seguintes critérios:

a) Nucleo: nucleo grande e palido com um nucléolo proeminente e de coloragdo escura

(Dréager & Olsen. 1981).

b) Area nuclear: maior ou igual a 20 pm? (Janssen, et al. 2013).

4.7. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica da normalidade das amostras foi avaliada e confirmada através do
teste Shapiro-Wilk. Teste T de uma amostra foi utilizado para comparar a diferenga relativa do
numero de células da camada de células ganglionares da retina (CCGR) dos diferentes grupos,
com o grupo controle (DMSO salina) normalizado para 1, em 100 micrdmetros de extensdo
da CCGR. A fim de comparar os grupos experimentais entre si, foi utilizado o teste One-way
ANOVA, seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Newman Keuls. A diferenga foi
considerada significativa quando p<0,05. Os graficos representam média e erro padrao da

média e a linha pontilhada representa o grupo DMSO salina.
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5. RESULTADOS
5.1. Estudos in silico
5.1.1. Perfil farmacolégico por SwissADME

A 4-dimetilaminochalcona, de acordo com o radar de biodisponibilidade da ferramenta
SwissADME (Figura 8), ¢ uma molécula com caracteristica insaturada, evidenciado pelo
deslocamento de um dos vértices do poligono para fora do limite do eixo da saturagdo. O ndo
deslocamento dos vértices do poligono para os eixos de tamanho, polaridade, insolubilidade,
flexibilidade e lipossolubilidade, assim como os valores descritos na Tabela 1, evidenciam
que a chalcona possui baixo peso molecular com 251.32 g/mol, ¢ polar com area topoldgica
de superficie polar (TPSA) de 20.31 A2, ¢ flexivel com o niimero de 4 liga¢des rotativas, é
solivel em agua com a fracdo de carbonos sp 3 de 0,12 e LogS = -3.62, e possui
lipossolubilidade com Log P ., (XLOGP3) = 3,20. Além disso, o SwissADME fornece o
perfil de semelhanga com outros medicamentos, afirmando que a 4-dimetilaminochalcona
respeita as cinco regras de Lipinski, o que indica que a molécula tem potencial para ser um
farmaco com bom perfil de biodisponibilidade.

No que diz respeito a andlise in silico da farmacocinética, que avalia os
comportamentos ADME, conforme expresso na Tabela 2, a 4-dimetilaminochalcona possui
alta absor¢do gastrointestinal, em modelo de previsao para absor¢ao gastrointestinal humana
passiva (HIA), e permeacdo da barreira hematoencefalica (BHE), ndo sendo substrato para a
glicoproteina-P (P-gp), uma proteina de permeabilidade transmembrana que age expulsando

toxinas e xenobidticos das células.
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Figura 8: Radar de Biodisponibilidade

O hexagono define cada propriedade ¢ uma faixa de valores ideais, tal faixa ¢ representada como a area rosa.
Para ser considerado como semelhante a um medicamento, a linha vermelha do composto deve estar totalmente
dentro da area rosa. Como referéncia disponibilizada pela base de dados do SwissADME, estdo os valores de:
lipofilicidade: XLOGP3 entre -0,7 ¢ + 5,0; tamanho: MW (peso molecular) entre 150 e 500 g/mol; polaridade:
TPSA entre 20 e 130 A2 ; insolubilidade: log S entre -6,0 e 0; insaturagio: fragio de carbonos sp® entre 0,25 e 1;

flexibilidade: entre 0 e 9 ligacdes rotativas. Fonte: Daina, et al. 2017.

Propriedades fisico-quimicas

Formula C17TH17NO
Peso molecular 251,32g/mol
Fracao Csp3 0,12
NuUm. ligacdes rotativas 4
TPSA 20,31A?
Lipofilicidade

LogP  (XLOGP3) 3.20

ow .

Solubilidade em agua

Log S (ESOL) -3,62
Classificacao Soluvel

Semelhanca com drogas

Lipinski Sim; 0 violacéo

Tabela 2: Propriedades fisico-quimicas da 4-dimetilaminochalcona.

A tabela apresenta as propriedades fisico-quimicas da chalcona 4, tal qual sua féomula, peso molecular, fragao de
carbonos hibridizados, nimero de ligacdes rotativas e area topoldgica de superficie polar. Além disso, traz o
Log P, (XLOGP3) para classificag¢@o da lipofilicidade, LogS e classificagdo de solubilidade, e se a molécula

respeita ou ndo a regra de Lipinski sobre biodisponibilidade. Fonte: Daina, et al. 2017.
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Farmacocinética

Absorcéo Gl Alto
Permeante BBB Sim
Substrato P-gp Nao

Tabela 3: Farmacocinética da 4-dimetilaminochalcona.

O SwissADME reune em sua se¢do de Farmacocinética previsdes provenientes de modelos especializados que
analisam as propriedades ADME da molécula em estudo. Esses modelos oferecem informagdes sobre absorgao,
permeabilidade e substrato enzimatico. Eles geram uma classificagdo bindria, indicando se ha probabilidade de a
molécula atuar como substrato para P-gp ou permear a barreira hematoencefélica, expressa como "Sim" ou

"Nao", além de indicar o nivel de absor¢do gastrointestinal. Fonte: Daina, et al. 2017.

5.1.2. Toxicidade por ProTox-II webserver

Apos a andlise de dados do pelo ProTox-II, foi constatado que a
4-dimetilaminochalcona possui uma dose letal para 50% do grupo (DL50) de 3000mg/kg e se
encontra na categoria 5 - pode ser perigoso se ingerido (2.000 < DL50 < 5.000), a
classificagdo ¢ feita pelo sistema globalmente harmonizado de classificacdo de rotulagem de
produtos quimicos (GHS) e vai de 1 até 6, sendo 1 fatal se engolido e 6 ndo tdxico. Na
classificagdo de toxicidade organica do ProToxIl, a 4-dimetilaminochalcona mostrou-se
inativa para hepatotoxicidade, com indice de confianga de 0,66. Nos pontos finais de
mutagenicidade e imunotoxicidade, a chalcona 4 ¢ moderadamente ativa na carcinogénese e
ativa na imunotoxicidade, com confianga de 0,66 e 0,71 respectivamente. Por outro lado, ndo

possui potencialmente mutagénico e citotoxico, com indice de confianca de 0,71 e 0,79,

respectivamente.
Relatorio de modelo de toxicidade |
Classificagdo Alvo Forma Predigédo Probabilidade
abreviada

Toxicidade de drgéos Hepatotoxicidade Dl Inafive | 0,66

Ponios finais de toxicidade Carcinogenicidade cancar Ativo | 0,66

Pontos finais de toxicidade Imunotoxicidade imuno _ 071

Pontos fimais de toxicidades Mutagenicidade mutagénico _ 0,71

Pontos finais de toxcidade i Citoiowcidade cito _ 079

Tabela 4: Toxicidade da 4-dimetilaminochalcona em diversos alvos.

O ProTox-II realiza a previsdo e classificacdo de moléculas em relacdo a um alvo, indicando se sdo inativas
(representadas em verde) ou ativas (destacadas em vermelho). Quanto mais intensa a cor, maior € a
probabilidade de interagdo. Na parte direita, a probabilidade oferece uma estimativa de confianga associada a

previsdo. Fonte: Banerjee, et al. 2018.
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5.2. Estudo in vivo

5.2.1. Quantificacdo das células ganglionares da retina

Para avaliar se a 4-dimetilaminochalcona promove a neuroprotecdo das células
ganglionares da retina apos injecao intravitrea de peroxido de hidrogénio, analisamos imagens
da retina seccionada transversalmente e¢ coradas com hematoxilina apos 48 da injecdo
intravitrea de H,0,. Foi observado que a camada de células ganglionares da retina dos animais
DMSO salina (4,29 CGR a cada 100pum) e 4-DAC salina (3,94 CGR a cada 100um) foram
estatisticamente iguais em numeros de células ganglionares da retina em condi¢des normais.
Ap6s a injecdo intravitrea de peroxido de hidrogénio, foi encontrado um aumento na taxa de
sobrevivéncia de CGR de camundongos 4-DAC H,0,, quando comparado aos animais DMSO
H,O, (Figura 9). Esse resultado mostra que a administracdo intraperitoneal de
4-dimetilaminochalcona de maneira sistémica favorece a sobrevivéncia de CGR apo6s inje¢ao

intravitrea de peréxido de hidrogénio.
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Figura 9: A 4-dimetilaminochalcona promove a sobrevivéncia das células ganglionares da retina.

A, B. Fotomicrografias mostrando CGR coradas com hematoxilina em animais DMSO (A) e 4-DAC (B) sem

lesdes. C, D. Fotomicrografias mostrando CGR coradas com hematoxilina em animais DMSO (C) e 4-DAC (D)
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apos injecdo intravitrea de H,O,. F. Grafico representando a densidade de RGC em retinas de animais 4-DAC
salina, DMSO H,0, E 4-DAC H,0, quando comparadas com animais DMSO salina. Observe a melhora na taxa
de sobrevivéncia em animais 4-DAC H,O,* Representa p < 0,05 no Teste T de Student ndo pareado. Fonte:

Autora, 2023.

6. DISCUSSAO
6.1.1. A 4-dimetilaminochalcona apresenta o perfil farmacoloégico de um potencial

candidato a farmaco.

O estudo de das propriedades farmacocinéticas por meio de ferramentas in silico € de
fundamental para compreender a bioatividade e biodisponibilidade, aumentando sua chance
de eficacia. Dentre a variedade de testes em silico, um dos fatores que busca ser avaliado ¢ a
propriedade ADME, onde sdo avaliados os parametros de absorc¢ao,distribuicdo, metabolismo
e excregdo a partir da estrutura molecular do composto em andlise (Tian, et al. 2015). Vale
destacar o trabalho de Lipinski, et al. 2001, que analisou compostos com atividade oral para
estabelecer intervalos fisico-quimicos com alta probabilidade de serem eficazes como
medicamentos administrados por via oral, conhecidos como “semelhantes a medicamentos”.
A chamada "Regra de Cinco" delineou a relagdo entre os parametros farmacocinéticos e
fisico-quimicos nesse contexto.

O estudo in silico para a 4-dimetilaminochalcona indicou que ela ¢ uma molécula
capaz de ser transportada transmembrana, além de ter boa disponibilidade oral de acordo com
as cinco regras de Lipinski. Outro fator que também vai influenciar diretamente na
determinagdo das propriedades ADME ¢ a lipofilicidade (Arnott & Planey. 2012),
caracteristica ao qual a chalcona 4 se enquadra. Segundo Di & Kerns. 2016, compostos
lipofilicos sdao rapidamente absorvidos de forma sistematica pela via de administragao
intraperitoneal, corroborando com a eficacia deste presente estudo. Quanto a solubilidade em
agua, chalcona 4 se mostrou soluvel, o que, apesar de diminuir a permeabilidade celular e
aumentar a velocidade de excrecdo, torna mais facil a administragdo por via oral e diminui os
custos e dificuldades de formulagdo durante o desenvolvimento clinico (Sorkun, et al. 2019).

Além da analise dos parametros ADME, foi realizado o estudo in silico de toxicidade.
Este estudo visa antecipar a toxicidade de compostos quimicos por meio da avaliagao de
indicadores como mutagenicidade, carcinogenicidade, medida quantitativa da DL50,
hepatotoxicidade, imunotoxicidade e citotoxicidade (Banerjee et al., 2018). Os dados obtidos
demonstraram que a chalcona 4 ¢ uma molécula bem tolerada, classificada pelo GSH como

uma categoria segura com DL50 de 3000mg/kg, expressivamente abaixo dos 10mg/kg
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utilizados no presente estudo. Quanto a toxicidade organica, a chalcona 4 se mostrou
inativada, reduzindo o risco de lesdo hepatica, além de também ser inativa para
mutagenicidade e citotoxicidade, o que diminuindo o risco de disfun¢do organica e mutagdo
genética (Lynnette & Pearson. 1996), reduzindo o risco de complicagdes de satide a longo
prazo. Quanto as propriedades imunotoxica e carcinogénica, chalcona 4 se mostrou ativada,
fato que requer maior atengao.

Na literatura atual, existem estudos que indicam propriedades antitumorais tanto nas
chalconas naturais, quanto em moléculas sintetizadas (Constantinescu & Lungu. 2021). Além
disso, segundo Karthikeyan, et al. 2015, a manipulacao e hibridizagdo das chalconas, ligadas a
estruturas anticancerigenas, demonstram sinergia ou adi¢do de atividades farmacoldgicas,
resultando na descoberta de diversas chalconas com potencial terapéutico para diversos tipos
de cancer. Quanto a imunotoxicidade, o uso de drogas com esse potencial deve ser avaliado
quanto seu custo-beneficio, ao exemplo de medicamentos imunossupressores usados para
prevencao a rejeicdo de 6rgdos em pacientes transplantados, que também podem aumentar o
risco de infecgdes, ou o uso medicamentos imunoestimulantes que podem aumentar a resposta
imunitaria contra as células cancerigenas, mas também podem causar reacdes autoimunes €
reacoes de hipersensibilidade (Descotes. 2005). Por tanto, ¢ essencial realizar investigacdes de
toxicidade in vitro e in vivo para identificar possiveis modificagdes estruturais capazes de

mitigar esses efeitos.

6.1.2. A 4-dimetilaminochalcona promove a sobrevivéncia das células ganglionares

da retina

O papel emergente das chalconas em contrabalangar a patogénese de uma variedade
de doengas tem sido amplamente estudada nos tltimos anos. As chalconas tem sido apontadas
como supressores da patogénese de varios tipos de cancer, inibindo o crescimento tumoral por
meio de interferéncia na divisdo celular, o controle da degradacdo celular, a indugdo da
apoptose e a regulacdo da resposta imunologica as células cancerigenas e aos mediadores
inflamatorios (Malla, et al. 2022). A atividade anti-Mycobacterium tuberculosis das chalconas
estd associada a alternativas disponiveis para tratar cepas resistentes de Mtb (Rodriguez-Silva,
et al. 2022). As chalconas também agem inibindo as principais proteinas de replicacao do
virus Zika (Mottin, et al, 2022). Além disso, foi demonstrado que a administracdo do
derivado de chalcona L2H17 (3,4-dihidroxi-2'-metiléter cetona) protegeu RGCs contra lesdo
induzida por estresse oxidativo, apoiando um papel citoprotetor das chalconas em RGCs

(Wang, et al. 2018). Ademais, o tratamento intraperitoneal com chalcona demonstrou
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prevencdo da neovascularizagdo patolégica na retina isquémica (Lamoke, et al. 2011),
corroborando com a presente pesquisa nos quais os resultados mostraram que 48 horas apos a
lesdo por injecdo intravitrea de H,0O,, houve um aumento de 1,6 vezes na taxa de
sobrevivéncia de células ganglionares da retina de camundongos 4-DAC H,O, quando

comparado ao DMSO H,0,, indicando promoc¢ao da neuroprotecdo de CGR.

7. CONCLUSAO

A 4-dimetilaminochalcona podera participar no tratamento de doengas degenerativas
da retina, como o glaucoma. No entanto, a funcdo precisa da 4-dimetilaminochalcona na
neuroprote¢do da retina em patologias como o glaucoma requer investigagdo aprofundada,
deixando assim um campo que a enfermagem, enquanto produtora de ciéncia, pode explorar e

contribuir com sua prética clinica.
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