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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A pesquisa propde um novo paradigma terapéutico ao posicionar a Anexina A1 como
alvo inovador na retinopatia diabética, com alto potencial translacional, impacto na saude
global, avanco cientifico, fortalecimento da inovacéo farmacoldgica e contribuicdo para o

desenvolvimento sustentavel e a internacionalizacido do conhecimento.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The research proposes a new therapeutic paradigm by positioning Annexin A1 as an
innovative target in diabetic retinopathy, with high translational potential, global health
impact, scientific advancement, strengthening of pharmacological innovation, and

contribution to sustainable development and the internationalization of knowledge.
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RESUMO

Neste trabalho investigou-se o papel da Annexin A1 (AnxA1) na fisiopatologia da retinopatia
diabética (DR), com foco nos processos de inflamagao, gliose, angiogénese e disfungéo
mitocondrial. Inicialmente, a caracterizagao eletrofisiologica e morfolégica demonstrou que
camundongos AnxA17" apresentam alteragbes estruturais significativas nas camadas
retinianas, e exibem modificagdes funcionais detectadas por eletroretinografia, indicando
comprometimento de vias neuronais especificas, principalmente relacionado a via ON e OF
de células bipolares. No modelo experimental de DR induzido por STZ, a auséncia de
AnxA1 resultou em exacerbacido da inflamacao sistémica e retiniana, evidenciada pelo
aumento de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias; portanto, com menor ativagao glial,
evidenciada pela reducéo de GFAP, e exacerbacao de assinaturas comumente associadas
a neoangiogénese. Adicionalmente, observou-se desregulacdo das vias de sinalizagcéo de
MAPK e de STAT3, associada ao aumento de mediadores angiogénicos, como o VEGF.
Em organoides de retina humana expostos a alta glicose, o tratamento com o peptideo
mimético Ac2-26 reduziu significativamente a morte celular e a apoptose, diminuiu a
producao de espécies reativas de oxigénio (ROS), restaurou parédmetros de funcao
mitocondrial (incluindo a bioenergética celular) e modulou o perfil inflamatorio de células de
Muller. De forma integrada, os resultados demonstram que a AnxA1 exerce papel central
na modulagado da resposta inflamatéria, na manutencado da homeostase mitocondrial € na
protegcdo neuronal na retina diabética. Assim, a AnxA1 e seu peptideo mimético Acz-2s
emergem como potenciais alvos terapéuticos para a retinopatia diabética, com forte
relevancia translacional.

Palavras-chaves: Gliose retiniana, Disfuncdo mitocondrial, Bioenergia mitocondrial,

Organoide de retina; Acz2-26



ABSTRACT

In these studies, the role of Annexin A1 (AnxA1) in the pathophysiology of diabetic
retinopathy (DR) was investigated, focusing on inflammation, gliosis, angiogenesis, and
mitochondrial dysfunction. Initially, electrophysiological and morphological characterization
demonstrated that AnxA1~/~ mice exhibit significant structural alterations in retinal layers,
along with functional changes detected by electroretinography, indicating impairment of
specific neuronal pathways, particularly those related to ON and OFF bipolar cell signaling.
In the STZ-induced experimental model of DR, the absence of AnxA1 exacerbated both
systemic and retinal inflammation, as evidenced by increased levels of pro-inflammatory
cytokines and chemokines. This was accompanied by altered glial activation, reflected by
reduced GFAP expression, and enhanced molecular signatures commonly associated with
neovascularization. Additionally, dysregulation of MAPK and STAT3 signaling pathways
was observed, together with increased levels of angiogenic mediators such as VEGF. In
human retinal organoids exposed to high glucose conditions, treatment with the mimetic
peptide Ac2-26 significantly reduced cell death and apoptosis, decreased reactive oxygen
species (ROS) production, restored mitochondrial function parameters (including cellular
bioenergetics), and modulated the inflammatory profile of Miller cells. Taken together, these
findings demonstrate that AnxA1 plays a central role in modulating the inflammatory
response, maintaining mitochondrial homeostasis, and promoting neuroprotection in the
diabetic retina. Therefore, AnxA1 and its mimetic peptide Ac2-26 emerge as promising

therapeutic targets for diabetic retinopathy, with strong translational relevance.

Keywords: Retinal gliosis; Mitochondrial dysfunction; Mitochondrial bioenergetics; Retinal

organoids; Ac2-26.
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1. INTRODUGAO
1.1 Retina: organizacéo estrutural e celular

A retina € um tecido neural altamente organizado derivado do neuroectoderma,
responsavel pela transdugao da luz em sinais nervosos que o cérebro pode interpretar
(Venters, Mikawa e Hyer, 2015). Ela apresenta uma arquitetura estratificada em camadas
celulares que contém neurdnios sensoriais, interneurbnios e células gliais, além de
estruturas de suporte como o epitélio pigmentar da retina (RPE). Essa estrutura laminar
inclui, do interior para o exterior (Figura 1): camada de fibras nervosas (FNL), camada de
células ganglionares (GCL), camada plexiforme interna (IPL), camada nuclear interna (INL),
camada plexiforme externa (OPL), camada nuclear externa (ONL) e de segmentos externos

dos fotorreceptores (OS) (Yamagata, Yan e Sanes, 2021; Bringmann et al., 2018).
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Figura 1. Representacdo esquematica e organizagao histolégica das camadas da retina e
principais tipos celulares. Painel esquerdo: llustragdo esquematica da organizagao celular
da retina. Cones (cinza) e bastonetes (Rod, azul escuro) localizam-se na retina externa,
projetando seus segmentos externos (OS) em diregcdo ao epitélio pigmentar da retina
(RPE). As células bipolares (B, vinho), células horizontais (H, roxo) e células amacrinas (A,
vermelho) estabelecem conexdes sinapticas nas camadas plexiformes. As células de Muller
(MC, azul claro) atravessam toda a espessura retiniana. A microglia (MG, amarelo) distribui-
se ao longo das camadas, desempenhando papel na vigilancia imune. As células
ganglionares da retina (RGCs) formam a camada de células ganglionares (GCL) e projetam
seus axoénios, formando a camada de fibras nervosas (NFL). Astrocitos (AST, verde)
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encontram-se predominantemente na retina interna, associados a NFL e a vasculatura.
Painel direito: Fotomicrografia evidenciando a corioide e a retina com suas diferentes
camadas: RPE, OS, camada nuclear externa (ONL), camada plexiforme externa (OPL),
camada nuclear interna (INL), camada plexiforme interna (IPL) e GCL. A luz incide da
superficie interna da retina em direcao a retina externa. Barra de escala: 50 uym.

Fonte: O autor, 2026.

Na porgao mais externa da retina, os fotorreceptores (cones e bastonetes) captam a
luz e iniciam o processo de fototransdugao, com seus corpos celulares localizados na ONL
e seus segmentos externos interagindo diretamente com o RPE para manutencgéo e
renovagao dos discos fotossensiveis. A OPL constitui o primeiro grande sitio sinaptico, onde
os fotorreceptores fazem sinapses com células bipolares e horizontais, estabelecendo a
primeira etapa da transmissao neural. A INL contém os corpos celulares das células
bipolares, horizontais e amacrinas, atuando como um centro de processamento
intermediario, enquanto a IPL representa a segunda camada de sinapses, conectando
bipolar/amacrina com as células ganglionares que, por sua vez, formam o nervo éptico e
conduzem os sinais visuais ao cérebro (Yamagata, Yan et al., 2021).

Além dos neurdnios, a retina possui populagdes gliais essenciais para a manutengao
da homeostase tecidual. Os astrécitos estdo predominantemente localizados na NFL e na
GCL, onde se distribuem ao longo do plexo vascular superficial, formando uma rede
intimamente associada aos vasos sanguineos. Seus prolongamentos envolvem capilares e
contribuem estruturalmente para a manutencdo da barreira hematorretiniana interna,
regulando a estabilidade das jung¢des endoteliais e participando da sinalizagao perivascular
(Smyllie, Hastings e Patton, 2025). A micréglia, por sua vez, representa a principal célula
imune residente da retina, distribuindo-se principalmente nas camadas plexiformes (OPL e
IPL), onde monitora continuamente o microambiente neural (Murenu et al., 2022). Além
disso, as células de Muller se estendem radialmente por todas as camadas e
desempenham papéis essenciais de suporte estrutural, de modulacido metabdlica e de
manuteng¢ao da homeostase retiniana (Kay et al., 2025). Essa laminagao funcional permite
que canais paralelos de processamento codifiquem diferentes atributos do estimulo visual,
como cor, contraste e movimento, antes de enviarem a informagao ao sistema nervoso
central. A precisdo dessa organizagao laminar é critica tanto para a fungéo visual normal
quanto para a vulnerabilidade da retina a disturbios metabdlicos e degenerativos

observados em doengas da retina (Murenu, Gerhardt et al., 2022).
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1.2 Neuroinflamacao e homeostase retiniana

A retina mantém um estado de homeostase imunoldgica fina que permite que os
estimulos visuais sejam processados sem ativar respostas inflamatdrias desnecessarias.
Neste contexto, a microglia atua como o principal “sensor” imune residente, mantendo-se
em um estado de vigilancia dindmica (processos ramificados e alta motilidade) para
monitorar sinapses, remover detritos celulares e sustentar a integridade dos circuitos
neurais (Li, Li e Zheng, 2024). Na retina madura, essas células se organizam de forma
altamente ordenada, distribuindo-se em padrao “mosaico”, especialmente nas camadas
plexiformes, onde exercem fungbdes constitutivas da manutengcdo sinaptica e do
microambiente (Fan et al., 2022). Um exemplo bem demonstrado é o eixo CX3CL1-
CX3CR1, um modo de “conversa” neurbnio—microglia que participa da regulacdo
homeostatica da populagdo microglial e do seu fenétipo funcional; quando a microglia é
depletada experimentalmente, a repopulagdo pode restaurar a organizagao
laminar/mosaico e fungdes basais, reforcando o papel desses sinais na homeostase
retiniana (Mecca et al., 2018).

As células de Mduller constituem a macroglia dominante da retina neural e
desempenham papel central na manutengdo da homeostase estrutural e funcional do
tecido. Entre suas fungbes mais bem caracterizadas estdo a captagao e a reciclagem de
neurotransmissores, particularmente do glutamato, prevenindo excitotoxicidade
(Reichenbach ;Bringmann, 2020). Esse processo ocorre por meio de transportadores
especificos e da conversao do glutamato em glutamina via glutamina sintetase (GS), um
dos principais marcadores fenotipicos dessas células. Outro marcador classico é a
CRALBP (Cellular Retinaldehyde-Binding Protein), codificada pelo gene RLBP1, envolvida
no ciclo visual e amplamente utilizada na caracterizacdo molecular da célula de Muller.
Além da regulagdo sinaptica, essas células estabelecem acoplamento metabdlico com
neurdnios, fornecendo substratos energéticos como lactato, derivados do metabolismo
glicolitico, sustentando especialmente neurdnios altamente demandantes, como
fotorreceptores e células ganglionares (Sato ;Kefalov, 2024).

Do ponto de vista fisioldgico, as células de Muller também regulam o equilibrio idnico
e osmotico do microambiente retiniano, controlando as concentragdes extracelulares de
potassio (K*) e de agua por meio de canais especificos, como Kir4.1 e aquaporinas
(Agarwal et al., 2023). Essa fungao é essencial para a estabilidade elétrica da retina e para
a propagacao adequada dos sinais visuais. Estruturalmente, seus prolongamentos radiais

atravessam toda a espessura retiniana, contribuindo para a formagao das membranas
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limitantes interna e externa, reforcando a organizagdo laminar e oferecendo suporte
mecanico ao tecido. Além disso, as células de Muller participam da manutencéo da barreira
hematorretiniana, interagindo com células endoteliais e pericitos e modulando fatores
angiogénicos e inflamatérios, desempenhando papel ativo na integridade vascular (Sharma
;Ramachandran, 2022).

Em condic¢des de injuria ou estresse, como hiperglicemia crénica, estresse oxidativo,
isquemia ou exposi¢ao luminosa intensa, as células de Mdaller entram em um estado
conhecido como gliose reativa, uma resposta adaptativa altamente conservada no sistema
nervoso central (Pena ;Vazquez, 2022). Esse processo € caracterizado por alteracoes
morfolégicas marcantes, incluindo hipertrofia celular, espessamento e reorganizagao dos
prolongamentos radiais, além do aumento da expressdo de proteinas do citoesqueleto
intermediario, especialmente a proteina fibrilar acida glial (GFAP) e a vimentina e, em
estagios mais pronunciados, a nestina. A indugcao de GFAP, que normalmente apresenta
expressao limitada nas células de Mller em condig¢des fisioldgicas, € considerada um dos
principais marcadores de ativacdo glial e reflete remodelamento estrutural associado a
resposta ao dano (Merle et al., 2026).

Do ponto de vista molecular, a gliose envolve uma reprogramacgao transcricional
profunda, mediada principalmente por vias como STAT3, NF-kB, ERK1/2 e p38 MAPK
(Ageeva, Rizvanov e Mukhamedshina, 2024). A ativacdo de STAT3, frequentemente
desencadeada por citocinas da familia IL-6, promove a transcrigdo de genes associados a
resposta inflamatoria, ao remodelamento extracelular e a sobrevivéncia celular. Ja a
ativacao de NF-kB regula a producéao de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-13, IL-6), de
quimiocinas como CCL2/MCP-1 e de moléculas de adesdo, contribuindo para o
recrutamento e a ativacdo de células imunes (Ramos et al., 2023). Paralelamente, ha
alteracbes na expressdo de genes relacionados ao metabolismo energético (incluindo
enzimas glicoliticas), transporte de glutamato (como GLAST/EAAT1), canais ibnicos
(Kir4.1) e aquaporinas (AQP4), indicando que a reprogramagao nao se limita a inflamagao,
mas também impacta profundamente a homeostase metabdlica e ibnica da retina
(Bringmann et al., 2022).

Em fases iniciais, essa resposta glial pode ser neuroprotetora, promovendo o
isolamento do dano, a secregao de fatores tréficos (como VEGF, CNTF e GDNF, em
determinados contextos) e o suporte metabdlico aos neurdnios sob estresse. No entanto,
quando a ativagao se torna crénica ou desregulada, a gliose passa a exercer efeitos

desadaptativos, caracterizados por desequilibrio metabdlico, comprometimento da
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reciclagem de neurotransmissores, aumento do estresse oxidativo e amplificacdo da
neuroinflamacado (Bringmann, Syrbe et al., 2018). Esse estado persistente favorece
disfungao sinaptica, alteragéo da barreira hematorretiniana e perda neuronal progressiva,
configurando um mecanismo central na fisiopatologia de doengas retinianas
neurodegenerativas, como retinopatia diabética, degeneragcdo macular relacionada a idade
e glaucoma (Bringmann, Unterlauft et al., 2022).

Além da microglia e das células de Muller, em condic¢des fisioldgicas, os astrdcitos
expressam constitutivamente a proteina GFAP e participam da regulagdo do microambiente
extracelular, contribuindo para a redistribuicdo de potassio (K*) e para a modulagdo do
volume celular por meio de canais como AQP4 e Kir4.1, especialmente na interface com a
vasculatura. Além disso, desempenham papel relevante no acoplamento neurovascular,
ajustando o fluxo sanguineo as demandas metabdlicas das células ganglionares por
mecanismos dependentes de calcio e de liberagdo de mediadores vasoativos (Vecino et
al., 2016).

No contexto inflamatdrio, os astrocitos ndo sdo apenas células de suporte passivo,
mas também atuam como amplificadores ou moduladores da resposta imune local.
Mediadores derivados da microglia ativada, como IL-1a, TNF-a e C1q, podem induzir um
fenotipo reativo nos astrocitos, caracterizado por reprogramacao transcricional, aumento da
expressao de GFAP e secreg¢ao de citocinas e componentes do sistema complemento,
incluindo C3 (Cameron et al., 2024). Na retina, a ativagédo astrocitaria estd associada a
disfungao vascular, ao aumento da permeabilidade da barreira hematorretiniana e produgao
de mediadores inflamatorios (Cameron, Nahmou et al., 2024). Quando esse equilibrio é
rompido, instala-se um estado de neuroinflamacao crénica que contribui para a disfuncéo
sinaptica, o comprometimento vascular e a perda neuronal progressiva (Vecino, Rodriguez
et al., 2016). A interagao bidirecional entre astrocitos, microglia e células de Mdller
estabelece, portanto, um eixo glial integrado que regula tanto a homeostase retiniana

quanto a transigao para estados inflamatarios crénicos (Vecino, Rodriguez et al., 2016)
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4. Conclusoes Gerais

1. Impacto da auséncia de AnxA1 na fungao retiniana

A auséncia de AnxA1 altera a dindmica funcional da retina sob condi¢des
escotopicas e mesopicas.

Em condi¢gdes mesopicas, observou-se aumento da resposta das células
bipolares em camundongos AnxA1-, reforgando o papel regulador da proteina
na funcao dessas células.

As alteragdes na fase temporal sugerem possivel prejuizo na sincronizagao dos
fotorreceptores, com implicagdes para a modulagdo da Iluminancia em
estimulos senoidais.

O aumento da espessura retiniana pode representar um mecanismo
compensatério para manutencdo da funcionalidade diante da auséncia de
AnxA1.

2. Papel da AnxA1 na inflamagao, angiogénese e gliose na RD

A deficiéncia de AnxA1 promove aumento da expressao de fatores pro-
angiogénicos e citocinas especificas na retina diabética, contribuindo para o
desequilibrio angiogénico caracteristico da doenca.

Paradoxalmente, a auséncia de AnxA1 associa-se a redugdo da gliose
retiniana. Esses achados evidenciam um papel dual e complexo da AnxA1 na

fisiopatologia da DR.

3. Efeito neuroprotetor do peptideo Ac226 em condigoes de insulto diabéticos

em organoides de retina

Demonstramos, pela primeira vez, que o peptideo mimético Acz-26 exerce efeito
neuroprotetor direto no contexto de insulto diabético.

Ac2-26 atenua a degeneracédo retiniana induzida por alta glicose por meio da
modulag¢ao coordenada das vias apoptéticas intrinseca e extrinseca.

O tratamento associa-se a reducio seletiva de mediadores inflamatorios e
fatores de crescimento relevantes para a progressédo da RD.

O peptideo preserva diretamente a fungdo mitocondrial, restaurando o perfil
bioenergético em condi¢des diabetogénicas e inflamatérias.

A mitocbndria, particularmente o eixo funcional associado a OPA1, configura-
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se como mecanismo central de agdo do Acz-2s.

Em conjunto, essa tese demonstra que a AnxA1 exerce papel central na
homeostase e fisiologia da retina saudavel. Além disso, modula a fung&o neuronal, o
equilibrio inflamatoério e a assinatura angiogénica na retinopatia diabética. Sua
auséncia altera a dinamica funcional da retina e intensifica o desequilibrio pré-
angiogénico no contexto diabético, evidenciando um papel complexo e
contextualmente dependente na fisiopatologia da doenca. Em contrapartida, o
peptideo mimético Acz-26 mostrou efeito neuroprotetor direto em organoides de retina
sob insulto diabético, preservando a fungao mitocondrial e modulando vias apoptoéticas
e inflamatdrias, posicionando o eixo AnxA1/FPR2 como alvo terapéutico promissor na

retinopatia diabética.
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