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RESUMO

A retinopatia diabética (RD) ¢ uma complicagdo ocular de pacientes diabéticos que
necessita de estudos para sua compreensdo e desenvolvimento de tratamentos. Tais
estudos podem ser realizados a partir de modelos animais como o Danio rerio (zebrafish),
e diferentes compostos podem ser pesquisados para o controle dos mecanismos
fisiopatologicos, como o 0z6nio (Oz). O objetivo deste estudo é avaliar os efeitos do Os
no modelo hiperglicémico da RD em zebrafish. Foram utilizados 570 zebrafish adultos
em dois ensaios experimentais para avaliar os efeitos do Oz sobre o tecido retiniano e
branquial em condigdes normais (ensaio 1) e em tecido retiniano em animais induzidos
para a doenca (ensaio 2), nas concentragdes de 52 e 72 pug/ml uma e duas vezes ao dia, a
cada 48 horas durante 15 dias. Também foram avaliados o potencial de oxirreducéo
(ORP) da agua, morfometria, efeito oxidativo, glicemia e proteinas glicadas dos animais.
Por meio do ensaio 1, 0 Oz ndo desencadeou alteragdes morfométricas no tecido retiniano
e branquial (p > 0,05) em animais higidos. No entanto, observou-se aumento significativo
(p < 0,05) das espécies reativas de oxigénio (EROs) e da enzima superdxido dismutase
(SOD), indicando o desenvolvimento de um estresse oxidativo agudo e controlado, sem
efeitos deletérios. No segundo ensaio, observou-se por meio do aumento significativo (p
< 0,05) das EROs, SOD e catalase (CAT) que o zebrafish também desenvolve um quadro
de estresse oxidativo. Além disso, quando tratados com o Os, observou-se que houve
melhores resultados morfométricos e acerca do estresse oxidativo, ndo apresentando
diferencas significativas com o grupo controle negativo (CN) que permaneceu apenas em
agua (p > 0,05) e inclusive com valores da EROs, SOD e CAT significativamente
menores do que animais do grupo controle positivo (CP) que foram apenas induzidos para
a doenca (p < 0,05), com excecdo do grupo testado com a dosagem de 72 pg/ml duas
vezes ao dia (T4), indicando que essa dosagem em animais doentes passa do limiar de
efeitos benéficos e acarreta efeitos toxicos. Baseando-se nesses achados, conclui-se que
protocolos de Oz utilizados sdo seguros quanto sua aplicabilidade na agua e a saude
branquial, aléem de ndo acarretar em alteracbes no tecido retiniano sadio, além disso,
quando utilizado em animais doentes, 0 mesmo proporcionou um melhor controle do
quadro de neurodegeneracdo e de estresse oxidativo, dessa forma, € possivel indicar a
realizacdo de novos estudo na espécie com esse composto para melhor compreensao

desses resultados e seu possivel mecanismos de ocorréncia.
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ABSTRACT

Diabetic retinopathy (DR) is an ocular complication in diabetic patients that requires
studies to understand it and develop treatments. Such studies can be performed using
animal models such as Danio rerio (zebrafish), and different compounds can be
investigated to control the pathophysiological mechanisms, such as ozone (O3). The
objective of this study is to evaluate the effects of O3 in the hyperglycemic model of DR
in zebrafish. 570 adult zebrafish were used in two experimental trials to evaluate the
effects of O3 on retinal and gill tissue under normal conditions (trial 1) and on retinal
tissue in animals induced for the disease (trial 2), at concentrations of 52 and 72 pg/mi
once and twice a day, every 48 hours for 15 days. The redox potential (ORP) of water,
morphometry, oxidative effect, glycemia and glycated proteins of the animals were also
evaluated. In test 1, O3 did not trigger morphometric changes in retinal and gill tissue (p
> 0.05) in healthy animals. However, a significant increase (p < 0.05) in reactive oxygen
species (ROS) and superoxide dismutase (SOD) was observed, indicating the
development of acute and controlled oxidative stress, without deleterious effects. In the
second test, it was observed through the significant increase (p < 0.05) in ROS, SOD and
catalase (CAT) that the zebrafish also develop a picture of oxidative stress. Furthermore,
when treated with O3, it was observed that there were better morphometric results and
results regarding oxidative stress, with no significant differences compared to the
negative control group (CN) that remained only in water (p > 0.05) and even with
significantly lower EROs, SOD and CAT values than animals in the positive control
group (CP) that were only induced for the disease (p < 0.05), with the exception of the
group tested with the dosage of 72 pg/ml twice a day (T4), indicating that this dosage in
sick animals exceeds the threshold of beneficial effects and causes toxic effects. Based
on these findings, it is concluded that the O3 protocols used are safe in terms of their
applicability in water and gill health, in addition to not causing changes in healthy retinal
tissue. Furthermore, when used in sick animals, it provided better control of the
neurodegeneration and oxidative stress. Therefore, it is possible to indicate the carrying
out of new studies in the species with this compound to better understand these results

and their possible mechanisms of occurrence.

Keywords: Morphometrics; Oxidative stress; Eyes; Ozone; Animal model.



IMPACTO SOCIAL, TECNOLOGICO, ECNONOMICO E CULTURAL

A retinopatia diabética ¢ uma complicacdo importante do diabetes, afetando humanos
e animais, particularmente diabéticos cronicos, e pode se apresentar como lesdes
proliferativas ou ndo proliferativas, afetando a acuidade visual e sendo uma das
principais causas de cegueira no mundo. Dessa forma diversos estudos quanto a
fisiopatologia e abordagens terapéuticas séo focos de pesquisas atuais, incluindo-se 0s
que envolvem os modelos animais, como 0s peixes Danio rerio. Entretanto, até o
momento, a maioria dos estudos na espécie se limitam a modelagem da doenca,
necessitando assim pesquisas que estudem sua adaptacao para abordagens terapéuticas.
Quanto ao ozbnio (0O3), trata-se de uma molécula oxidante com diversos efeitos
sistémicos benéficos quando usados corretamente, além disso, j& existem evidéncias
sobre os efeitos sobre a doenca em modelos roedores. Entretanto, apenas dois estudos
foram realizados até 0 momento, de forma que mais pesquisas sdo necessarias para o
melhor entendimento do composto e de suas a¢gdes. Tendo em vistas esses conceitos, 0
presente trabalho tem grande impacto sobre a tematica da satde, uma vez que foca em
estudar uma abordagem terapéutica utilizando-se do O3 para enfermidades retinianas,
situacdo inovadora uma vez que trata-se do primeiro estudo com essa abordagem a ser
descrito na espécie, que é um modelo animal de suma importancia para o
desenvolvimento de terapias que sdo requeridas na area da satde humana e veterinaria.
Além disso, 0 mesmo evidenciou pela primeira vez que a espécie modela 0 mecanismo
oxidativo da doenca, e que o uso do composto foi eficiente para o seu controle, e
consequentemente para o controle do processo neurodegenerativo retiniano, tais sdo
inovadores tanto para a medicina humana e veterinaria e serviram de base para novos
estudos na espécie com esse e outros compostos para o controle desse mecanismo, e
posteriormente a maior compreensdo e desenvolvimento de pesquisas em mamiferos,

e sua futura aplicabilidade para a saide humana.



SOCIAL, TECHNOLOGICAL, ECONOMIC AND CULTURAL IMPACTS

Diabetic retinopathy is a major complication of diabetes, affecting humans and animals,
particularly chronic diabetics, and can present as proliferative or non-proliferative lesions,
affecting visual acuity and being one of the main causes of blindness worldwide.
Therefore, several studies on pathophysiology and therapeutic approaches are the focus
of current research, including those involving animal models, such as the fish Danio rerio.
However, to date, most studies on the species are limited to modeling the disease, thus
requiring research that studies its adaptation to therapeutic approaches. As for ozone (03),
it is an oxidizing molecule with several beneficial systemic effects when used correctly,
and there is already evidence of its effects on the disease in rodent models. However, only
two studies have been carried out to date, so more research is needed to better understand
the compound and its actions. In view of these concepts, this work has a great impact on
the subject of health, since it focuses on studying a therapeutic approach using O3 for
retinal diseases, an innovative situation since it is the first study with this approach to be
described in the species, which is an animal model of utmost importance for the
development of therapies that are required in the area of human and veterinary health. In
addition, it showed for the first time that the species models the oxidative mechanism of
the disease, and that the use of the compound was efficient for its control, and
consequently for the control of the retinal neurodegenerative process, such are innovative
for both human and veterinary medicine and served as a basis for new studies in the
species with this and other compounds for the control of this mechanism, and
subsequently for the greater understanding and development of research in mammals, and

its future applicability for human health.
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1. INTRODUCAO

A retinopatia diabética trata-se de uma das principais complicacdes do diabetes mellitus
que acomete os seres humanos. Além disso, a enfermidade também é descrita em outras
espécies animais, como cdes e gatos. A afeccdo € mais observada em pacientes diabéticos
crénicos e pode apresentar-se de forma proliferativa ou nédo proliferativa, além disso, podem ter
graus variados de severidade, influenciando assim desde a diminuigdo da acuidade visual e até
mesmo quadros de cegueira (FUNG et al., 2022; TAN; WONG, 2023).

Devido a sua importancia mundial, diversos estudos acerca do seu mecanismo
fisiopatoldgico e de possiveis abordagens terapéuticas foram desenvolvidas, incluindo-se os
gue envolvem os modelos animais, como 0s peixes Danio rerio, espécie também conhecida
como zebrafish. A espécie apresenta carateristicas anatomofuncionais semelhantes aos
mamiferos, além de caracteristicas favoraveis para sua utilizagdo em modelos iniciais de
pesquisas antes de etapas posteriores em mamiferos. Dentre estas caracteristicas, destacam-se
o facil manejo, custo-beneficio, facilidade de trabalhar com um ndmero maior de animais em
grupos experimentais, entre outras. Entretanto, até o momento, a maioria dos estudos na espécie
se limitam a modelagem da doenca, necessitando assim pesquisas que estudem sua adaptacédo
para abordagens terapéuticas (MIDDEL; HAMMES; KROLL, 2021).

A partir desses modelos animais, diversas caracteristicas do desenvolvimento da doenca
e de futuras terapias ja foram apresentadas na literatura cientifica, como 0s mecanismos
hiperglicémicos, vasculares, inflamatorios e oxidativos, além de abordagens terapéuticas
cirurgicas e farmacoldgicas, como o uso de antifator de crescimento endotelial vascular (anti-
VEGF) e 0 0zénio (DUH; SUN; STITT, 2017; MIDDEL; HAMMES; KROLL, 2021). Quanto
ao ozonio, trata-se de uma molécula oxidante com diversos efeitos sistémicos benéficos aos
organismos biolégicos quando usado corretamente. Além disso, ja existem evidéncias sobre 0s
efeitos benéficos dos compostos sobre a doenca em modelos roedores. Entretanto, apenas dois
estudos foram realizados até o momento na espécie, de forma que mais pesquisas Sao
necessarias para o melhor entendimento do composto e de suas ac¢des (LI1U, 2016; SCIORSCI
et al., 2020; XIE et al., 2016).

Tendo em vistas esses conceitos, faz-se necessario o desenvolvimento de pesquisas
acerca do uso do modelo zebrafish para retinopatia diabética com enfoque no estudo de

mecanismos terapéuticos, incluindo-se 0 0zonio. Os resultados obtidos dessas pesquisas podem
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servir de base para novos estudos com a espécie e posteriormente contribuir para uma maior

compreensdo e desenvolvimento de pesquisas em mamiferos.

Diante disso, o presente estudo propGe a utilizacdo do modelo hiperglicémico de
retinopatia diabética em zebrafish para avaliar os efeitos 0 uso do 0zénio nessa enfermidade,
por meio da pesquisa quando aos aspectos do efeito biol6gico do composto sobre o tecido
retiniano e branquial em animais sadios, e posteriormente, sobre o tecido retiniano de animais

induzidos para a doenca.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Retinopatia diabética

A retinopatia diabética (RD) é uma complicacdo microvascular e neurodegenerativa
frequente que ocorre em pacientes com diabetes mellitus (DM) tipo 1 ou tipo 2 (ANTONETTI;
SILVA; STITT, 2021; FUNG et al., 2022; MIDDEL; HAMMES; KROLL, 2021). Sendo
atualmente considerada a principal complicacdo ocular de pacientes diabéticos (TAN; WONG,
2023).

Estima-se que mais de 100 milhdes de individuos possuem a RD no mundo, sendo
considerada uma das principais causas de cegueira e deficiéncia visual na populacéo adulta em
idade ativa (ANTONETTI; SILVA; STITT, 2021; TAN; WONG, 2023). Em 2020, a RD foi
considerada a quinta afeccdo responsavel pela cegueira evitavel e deficiéncia visual moderada
a grave em individuos com 50 anos ou mais (FUNG et al., 2022).

Segundo estudos epidemioldgicos a partir de meta-analises, a doenga possui uma
prevaléncia mundial de 22,27 a 34,6% em pacientes com diabetes entre 20 e 79 anos
(FERNANDES et al., 2022; FUNG et al., 2022). No Brasil, estudos apontam uma prevaléncia
de 36,28% (CHAGAS et al., 2023).

A probabilidade de desenvolver RD é altamente dependente da duracdo do diabetes e
do nivel de controle glicémico, observada principalmente em pacientes mais cronicos da DM.
Além disso, 0 manejo de outros fatores de risco, como hipertensdo, dislipidemia, gravidez e
genética, também pode ter efeitos significativos no desenvolvimento da RD (DUH; SUN;
STITT, 2017; FUNG et al., 2022; MIDDEL; HAMMES; KROLL, 2021).

2.1.1. Classificacao da retinopatia diabética
A enfermidade pode ser diferenciada em duas formas, a proliferativa (RDP) e a ndo
proliferativa (RDNP), conforme exemplificado na figura 1 (DUH; SUN; STITT, 2017; FUNG
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etal., 2022; MIDDEL; HAMMES; KROLL, 2021). A RDNP é caracterizada clinicamente por
microaneurismas, vasos sanguineos retinianos irregulares, dilatacdo das veias retinianas, areas
de ndo perfusdo capilar, edema macular diabético, areas edemaciadas e hemorragia retiniana
focal ou multifocal. J& a RDP, além das alteracdes descritas na forma ndo proliferativa, a
literatura descreve a presenca de neovascularizacdo retiniana e no disco optico, além disso,
formacdo de tecido fibroso, hemorragias vitreas e descolamentos de retina podem estar
presentes (DUH; SUN; STITT, 2017; FUNG et al., 2022; MIDDEL; HAMMES; KROLL,
2021; PETERSEN-JONES; MOWAT, 2020). A observacdo dessas alteracdes em ambas as
classificacbes também estd relacionada ao estdgio e gravidade da doenga, podendo ser
observadas uma ou mais alteragcdes dependendo de cada caso (FUNG et al., 2022), conforme

também observado na figura 1.

Figura 1 - Esquematizagao da classificacdo das manifestacOes e severidade da retinopatia diabética em
olhos humanos.

No diabeticlretinopathy NPIDR PIIDR

' N/

None Mild to moderate Moderate to severe Neovascularization

Disease severity

Fonte: Antonetti, Silva e Stitt (2021).

2.1.2. Fisiopatologia da retinopatia diabética

Atualmente, a RD é considerada uma doenca que envolve toda a unidade neurovascular
da retina, unidade essa que envolve a juncdo funcional e interdependéncia dos neurdnios,
células da glia e tecido vascular retinianos (DUH; SUN; STITT, 2017). O desenvolvimento da
doencga ocorre por um conjunto de mecanismos fisiopatoldgicos, que envolvem a hiperglicemia
e as vias metabolicas da glicose, alteragBes vasculares, inflamacéo e estresse oxidativo que

modificam todo o funcionamento da unidade neurovascular e proporcionam o aparecimento
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dos danos vasculares e neuronais, conforme exemplificado na figura 2 (OLVERA-MONTARNO
etal., 2019).

Figura 2 - Esquematizacdo dos mecanismos fisiopatologicos da retinopatia diabética.
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2.1.2.1. Mecanismo hiperglicémico e vias metabolicas da glicose

Em relacdo a hiperglicemia e as vias metabolicas da glicose, pode-se considerar que
essa é o ponto inicial do mecanismo fisiopatologico da RD, uma vez que os altos niveis de
glicose na corrente sanguinea chegam até o tecido ocular, local na qual sdo utilizados em
diversas vias metabdlicas que influenciam no desenvolvimento da RD, como a via glicolitica,
do poliol, da hexosamina e da glicacdo avangada. A principal via de metabolizagéo da glicose,
a via glicolitica, acaba por ser saturada pelo excesso do carboidrato. Com o aumento da
atividade dessa via, ocorre a formacao exacerbada de metabdlitos de glicose e principalmente
0 excesso de formacdo de NADH, molécula que estara envolvida no mecanismo oxidativo da
doenca (OLVERA-MONTANO et al., 2019).
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A via do poliol também se destaca como uma das principais vias metabdlicas da glicose,
na qual por meio da enzima aldose redutase converte as moleculares de glicose em sorbitol no
ambiente intracelular, principalmente nos pericitos, células associadas as células endotélios
vasculares que mantém a normalidade da estrutura vascular. O acumulo de sorbitol leva a um
processo osmatico adverso com aumento do influxo de liquidos para os pericitos, ocasionando
um quadro de edema de pericitos, consequentemente desencadeando em alteracGes das suas
funcdes e disfuncéo da barreira hematorretiniana, caracteristica essa que propicia ao mecanismo
de danos vasculares (BOSCO et al., 2005; OLVERA-MONTANO et al., 2019). Além disso,
devido a elevada a atividade dessa via, ocorre diminuicdo dos niveis de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) e nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD), utilizadas nas
reacOes enzimaticas da aldose redutase e sorbitol desidrogenase, a reducdo dessas moléculas
acarreta em reducdo da sintese de Oxido nitrico, que desencadeia alteracbes como a
vasoconstricdo e reducdo do fluxo sanguineo, consequentemente tais alteracGes propiciam a
ocorréncia de isquemia e lesdo tecidual (BOSCO et al., 2005).

Outras vias envolvidas na doenca, envolvem a via das hexosaminas, envolvida na
formacdo do fator nuclear-xB (NF-xB), envolvido na piora da RD; via da glicacdo avancada,
envolvida na formacdo dos produtos finais da glicacdo avancada (AGES) e ativacdo dos seus
receptores (RAGES), que promovem o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o
estresse oxidativo. Além disso, a partir do metabolismo da glicose, ocorre formacdo do
diacilglicerol (DAG), molécula essa envolvida na ativacdo de proteinas quinase C (PKC)
associadas ao aumento da permeabilidade vascular, angiogénese, producédo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e inativacdo do complexo IV mitocondrial (OLVERA-MONTANO et al.,
2019; TARR et al., 2013).

Além dos efeitos sobre as vias metabdlicas da glicose, a hiperglicemia também estimula
0 aumento de um mediador inflamatdrio das células da glia, a tioredoxina-interactina (TXNIP),
que por sua vez vai desencadear mecanismos de autofagia, inducéo de fatores induzidos por
hipoxia e formagéo de inflamassomas (OLVERA-MONTANO et al., 2019).

2.1.2.2. Mecanismo vascular

Quanto aos danos vasculares, a disfuncdo na barreira hematorretiniana leva a ma
perfusdo retiniana, desencadeando uma isquemia e hipoxia tecidual que estimula o fator 1
induzivel por hipdxia (HIF-1), que por sua vez regula positivamente a expressdo do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) nos pericitos, células endoteliais e do epitélio
pigmentado da retina, molécula que tem papel fundamental no aumento da permeabilidade
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vascular, ativagdo de citosinas pré-inflamatorias, pré-oxidantes e angiogénese (BOSCO et al.,
2005; OLVERA-MONTARO et al., 2019; RUBSAM; PARIKH; FORT, 2018). Além disso, 0
aumento da permeabilidade vascular também ¢ estimulado por citocinas pré-inflamatorias,
como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (TANG; KERN, 2011).

Destaca-se que 0s danos e a necrose dos pericitos desencadeados pelas alteracoes
metabolicas na via do poliol, acarretam em uma fragilidade aos capilares, devido & importancia
dessas células para a integridade dos vasos sanguineos retinianos em associacdo as células
endoteliais, consequentemente, essa fragilidade resulta nos microaneurismas observados nos
quadros de RD (LECHNER; O’LEARY; STITT, 2017).

2.1.2.3. Mecanismo inflamatorio

O mecanismo inflamatdrio presente nos casos de RD inicia-se a partir da expressdo do
VEGF formado a partir das alteragdes vasculares ou a partir das EROs formadas pelas
alteracdes metabolicas da glicose, ja que tais compostos podem promover a producédo do fator
nuclear kappa B (NF-kB). Uma vez expresso, essa molécula se transloca até o nucleo das
celulas do tecido retiniano e estimula a expressdo de citosinas pro-inflamatorias, como a
molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1), molécula de adesdo de células vasculares 1
(VCAM-1), proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1) e ciclo-oxigenase 2 (COX-
2)(OLVERA-MONTANO et al., 2019). Além disso, a via do NF-«kB também esta relacionada
a expressdo de outras citocinas, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 6
(IL-6) (TANG; KERN, 2011).

A ICAM-1, VCAM-1 e MCP-1 sdo responsaveis pelo recrutamento de leucdcitos e
proporcionar a interacdo entre essas células e as células endoteliais vasculares, caracterizando
assim uma leucostase, situacdo essa que também influencia na ruptura da barreira
hematorretiniana, uma vez que esses leucécitos aderidos ao endotélio vascular também podem
danificar e causa a morte dessas células, por meio do bloqueio mecénico dos capilares retinianos
e secrecdo de citocinas inflamatorias e EROs (DUH; SUN; STITT, 2017; OLVERA-
MONTARNO et al., 2019). A COX-2 por sua vez, estd envolvida na producdo das
prostaglandinas, moléculas essas que regulam o fator 1 induzido por hipoxia (HIP-1), fator
responsavel por estimular a expressdo do VEGF e do deslocamento do NF-«B, proporcionando
um ciclo que da continuidade para essas rotas metabélicas (OLVERA-MONTANO et al.,
2019).

Além dos mediadores inflamatorios, 0 NF-xB no nucleo celular também é responsavel

por proporcionar a formacdo de inflamassomas, principalmente do inflamassoma receptor
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semelhante a NOD contendo dominio pirin 3 (NLRP3), tal molécula por sua vez leva a clivagem
da caspase-1 e expressdo da interleucina 1B (IL-1B) e interleucina 18 (IL-18), moléculas
responsaveis por alteracdes danosas e rupturas das membranas celulares, processo esse
denominado de piroptose, um dos processos degenerativo da RD, conforme exemplificado na
figura 3 (OLVERA-MONTANO et al., 2019).

Figura 3 - Esquematizacdo do mecanismo inflamatdrio e do processo de morte celular por piroptose.
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Fonte: Olvera-Montand et al. (2019).

2.1.2.4. Mecanismo oxidativo

O mecanismo oxidativo, por sua vez é resultado do excesso de EROs produzido durante
as diferentes vias metabdlicas da glicose. Tal elevacao do nimero dessas moléculas desencadeia
a quebra do equilibrio oxidativo ou redox, proporcionando assim um estado de estresse
oxidativo. Quando instaurado, tal estado € responsavel por diversas alteracdes organicas da RD,
como o estimulo de citocinas inflamatorios e nos processos degenerativos, como a piroptose, a
autofagia e a apoptose celular (FEENSTRA; YEGO; MOHR, 2013; OLVERA-MONTANO et
al., 2019).

O aumento das EROs na RD ocorre devido aos quadros de hiperglicemia, que por sua
vez saturam as vias de metabolizagéo da glicose, proporcionando aumento da formacgdo do
dinucleotideo de nicotinamida adenina reduzido (NADH). Uma vez que o NADH ¢é produzido
em excesso, ocorre um processo de sobrecarga do complexo mitocondrial I, que na tentativa de
oxidar todo esse excesso de NADH acaba por liberar mais elétrons que reduzem parcialmente
0 oxigénio e formam mais superdéxido. Outro modo de elevacdo das EROs a partir do NADH

se d& por meio das enzimas da familia NOX (NADPH oxidase), que a partir do NADH
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aumentam a producdo das EROs, além disso, essas enzimas também estdo envolvidas na
reducdo de moléculas antioxidantes como a superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT);
glutationa e vitamina C (OLVERA-MONTANO et al., 2019).

Além desses mecanismos baseados na alta formacdo de NADH, outros mecanismos
oxidativos ocorrem na RD, por exemplo, a inativagcdo do complexo mitocondrial IV que ocorre
por meio da ativacdo da proteina quinase 6 (PKC3) pelo DAG, o que também promove elevagdo
na producio das EROs (OLVERA-MONTANO et al., 2019). Outro ponto de destaque envolve
a diminuicdo de NADPH que ocorre no organismo devido a via do poliol, molécula essa que
tem papel fundamental na redugdo da glutationa oxidada (GSSG) em glutationa reduzida
(GSH), que por sua vez age como antioxidante e mantém o equilibrio redox do organismo,
portanto, uma vez que ocorre diminuicdo do NADPH também ocorre diminuicdo de GSH,
propiciando o estresse oxidativo (BOSCO et al., 2005).

Quanto as alteracdes organicas desencadeadas pelo estresse oxidativo, as mesmas estdo
principalmente relacionadas aos processos degenerativos na RD, decorrentes do estimulo da
inflamacédo e piroptose descritos anteriormente, e da autofagia e apoptose celular, conforme
evidenciado na figura 4. O processo de autofagia na RD desencadeado pelas EROs, ocorre
devido ao processo de regulacdo positivas que essas moléculas proporcionam em relacdo a
metaloproteinases do tipo 9 e 2 (MMP-9 e MMP-2), moléculas essas que por sua vez atrapalham
0s potenciais de membrana mitocondriais, desencadeando assim uma disfuncdo da organela.
Essa disfuncdo mitocondrial € detectada pela célula na qual inicia os processos de autofagia (DI
ROSA et al., 2016; KOWLURU; ZHONG; SANTOS, 2012; OLVERA-MONTANO et al.,
2019). Em estados elevados de estresse oxidativo, a literatura informa que ocorre estimulo as
vias das caspases que inativam a autofagia celular e proporcionam o processo de apoptose
(OLVERA-MONTANO et al., 2019).

Figura 4 - Esquematizacao dos processos de autofagia e apoptose celular desencadeados pelo estresse
oxidativo.
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2.1.3. Abordagens terapéuticas da retinopatia diabética

Entre os tratamentos descritos para a RD, destacam-se a fotocoagulacdo a laser,
vitrectomia, uso de anti-inflamatorios esteroides e aplicacdo intravitrea com anti-VEGF (DUH;
SUN; STITT, 2017; FUNG et al., 2022).

O procedimento de fotocoagulacdo a laser ou fotocoagulacdo panretiniana (PRP) foca-
se na cauterizacdo dos microaneurismas e ablacdo dos locais sem perfusdo sanguinea adequada,
sendo descrito para casos de PDR e NPDR grave, sendo responsavel pela reducgéo do risco de
perda visual, atuando provavelmente na reducdo do estimulo angiogénico e aumento da
oxigenacdo retiniana (DUH; SUN; STITT, 2017; FUNG et al., 2022). Entretanto, mesmo com
tais efeitos benéficos, essa modalidade terapéutica também pode gerar efeitos adversos, como
cegueira noturna e diminuicdo do campo visual periférico (PEREIRA et al., 2020).

Os anti-inflamatorios esteroides também s&o descritos como tratamento da RD devido
ao mecanismo inflamatério presente na doenca. AplicacBes intravitreas dessa classe de
medicamentos também sdo descritas como eficazes na doenca, levando a reducdo de edema e
manutencdo da barreira hematorretiniana. Entretanto, sua aplicacéo ¢ limitada devido a efeitos
colaterais como glaucoma e catarata (DUH; SUN; STITT, 2017; PEREIRA et al., 2020).

A vitrectomia é descrita principalmente para casos de hemorragia vitrea e
descolamentos de retina tracional na RD (DUH; SUN; STITT, 2017). A técnica promove a
eliminacdo de opacidades dos meios transparentes oculares e permite a correcdo de tracoes
vitreorretinianas (PEREIRA et al., 2020).
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Atualmente os agentes anti-VEGF sdo a principal categoria terapéutica estudada de
maneira isolada ou em associacdo a outras técnicas para o controle da afec¢do, atuando no
mecanismo fisiopatoldgico de desenvolvimento da doenca por meio da utilizagéo de anticorpos
monoclonais contra 0 VEGF (FUNG et al., 2022; PEREIRA et al., 2020). Segundo estudos,
esses farmacos possibilitam a regressdo da neovascularizacéo retiniana na RDP e a preservagao
da acuidade visual (DUH; SUN; STITT, 2017). Entretanto, ressalta-se que os estudos apontam
gue mesmo com a melhora da sintomatologia e gravidade da doenca, a terapia anti-VEGF nédo
alterara a isquemia retiniana subjacente devido a disfuncdo da barreira hematoretiniana e que
0s danos da retinopatia podem recorrer ap6s a interrupcdo dos tratamentos. Outro fator de
destaque envolve a relagdo de custo e eficacia desse tipo de tratamento, que ainda ndo foram
bem avaliados (TAN; WONG, 2023).

Além dessas abordagens, o controle da hiperglicemia, hipertensdo e dislipidemia sdo

fundamentais para reduzir o desenvolvimento e a progressdo da doenca (FUNG et al., 2022).

2.1.4. Retinopatia diabética em outras espécies

Diferente dos humanos, na qual a RD é descrita como a principal alteracdo advinda da
diabetes mellitus, nas demais espécies, o desenvolvimento da catarata é a complicacdo ocular
mais d

escrita. No entanto, atualmente a literatura ja evidencia a ocorréncia da alteracdo
retiniana em cdes e gatos, fato que ocorre gragas ao aumento da longevidade, aumento sobrevida
apos diagnoéstico de diabetes e difusdo da cirurgia de catarata em diversas regides, ja que se
deve considerar que a catarata pode impedir a visualizacéo e identificacdo das lesdes retinianas
(MCLELLAN; NARFSTROM, 2016; PETERSEN-JONES; MOWAT, 2020). Entretanto,
diferente dos humanos, a doenca apresenta-se de forma subclinica nos caninos, além disso,
ainda ndo existem relatos de casos de cegueira advindo da RD na espécie (MUNANA, 1995).

Nos caninos, a doenga desenvolve-se apos trés a cinco anos em animais acometidos com
DM, sendo que a fisiopatologia estd intimamente relacionada a hiperglicemia cronica,
caracteristica essa semelhante ao que ocorre em humanos (BOSCO et al., 2005; CULLEN;
WEBB, 2013; KERN; ENGERMAN, 1995). Além disso, as manifestagdes clinicas também
néo se diferenciam tanto das observadas em humanos, com a apresentacéo de microaneurismas,
exsudatos coriorretinianas, zonas de hiper-refletividade da area tapetal, hemorragias retinianas,
tortuosidade e dilatacdo vascular (MCLELLAN; NARFSTROM, 2016; MUNANA, 1995).

Entretanto, diferente dos humanos que podem apresentar a enfermidade em duas formas, nos
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caninos domésticos a mesma so foi observada na forma nao proliferativa (RDNP) (LANDRY;
HERRING; PANCIERA, 2004; PETERSEN-JONES; MOWAT, 2020).

Janos felinos, a RD foi descrita apenas experimentalmente, na qual por meia da inducao
da DM, também foi possivel a observacdo da complicacdo ocular por meio da manifestacédo de
microaneurismas, hemorragias retinianas, dilatacdo vascular e espessamento da membrana
basal de capilares (CULLEN; WEBB, 2013; MUNANA, 1995).

2.2. Danio rerio como modelo de doencgas oftalmicas

Diversas caracteristicas sdo apontadas como diferenciais para a utilizacdo do zebrafish
para o estudo de afeccbes oftadlmicas, envolvendo a praticidade da espécie e suas caracteristicas
oculares. Dentre os pontos acerca da espécie como modelo animal, ela apresenta um manejo,
manutencdo e custos de obtencdo relativamente faceis de baratos quando comparados com
outras espécies animais. Além disso, sdo altamente proliferos, produzindo 100 a 200 odcitos
por acasalamento, permitindo estudo de triagens para mutacBes genéticas e aplicacdes
farmacoldgicas. Outra caracteristica interessante, é o desenvolvimento rapido da espécie,
tornando-se adultos com aproximadamente 4-6 meses (CHHETRI; JACOBSON; GUEVEN,
2014).

Ja em relacdo aos aspectos oculares, o zebrafish se destaca de outros modelos, como 0s
roedores, pelo seu desenvolvimento ocular répido a partir de doze horas apo6s a fertilizagéo (12
hpf) e funcionalidade do sistema visual com cinco dias apos a fertilizacéo (5 dpf). Além disso,
a espécie apresenta um sistema visual dominado por cones, fundamental para o estudo de
afeccdes retinianos, principalmente as que acometem humanos (CHHETRI; JACOBSON,;
GUEVEN, 2014).

Outra caracteristica que possibilita a utilizacdo da espécie como modelo, trata-se das
diferentes formas de avaliacdo do sistema ocular existentes e ja testadas na espécie, como
analises morfologicas, funcionais, bioquimica, moleculares e comportamentais que indicam a
integridade tecidual e acuidade visual dos animais (CHHETRI; JACOBSON; GUEVEN, 2014).

2.2.1. Morfologia, processamento visual e desenvolvimento ocular de peixes Danio rerio

2.2.1.1. Estrutura morfoldgica ocular do zebrafish

Anatomicamente, os olhos dos zebrafish sdo semelhantes aos de outros vertebrados,
compostos por trés tunicas teciduais, no caso a tunica fibrosa, a vascular e a nervosa (JINXING;
QIUSHENG; JIANHUA, 2022; MENKE et al., 2011).
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A tunica fibrosa é composta pela cornea e a esclera. A coOrnea dos zebrafish é
relativamente delgada e plana, e tanto na espécie quanto nos mamiferos apresenta cinco
camadas teciduais: epitélio coreano, a membrana de Bowman, o estroma corneano, a membrana
de Descemet e o0 endotélio corneano. Entretanto, os zebrafish possuem suas particularidades,
como auséncia de fibras nervosas no tecido corneano, estroma mais delgado e a presenca de
células de rodlet (HONG; LUO, 2021; JINXING; QIUSHENG; JIANHUA, 2022; MENKE et
al., 2011). Ja a esclera, semelhante aos mamiferos, € uma membrana fibrosa responsavel pela
conformacao e protecdo do bulbo ocular (JINXING; QIUSHENG; JIANHUA, 2022).

A tlnica vascular, por sua vez representa tanto no zebrafish quanto nos demais
vertebrados a Uvea, sendo segmentada em iris e coroide, ndo havendo o corpo ciliar como nos
mamiferos, além disso, a espécie apresenta uma estrutura denominada rede coroidal. Na espécie
em questdo, a iris € delgada, composta por tecido conjuntivo, melandcitos e vasos sanguineos.
A coroide, por sua vez estd intimamente relacionada a esclera e a retina, sendo composta por
tecido conjuntivo, vasos sanguineos e ceélulas pigmentares (JINXING; QIUSHENG;
JIANHUA, 2022; MENKE et al., 2011). Ja a rede coroidal € uma rede de capilares em
contracorrente constituidos pela veia e artéria oftdlmica, na qual pode estar evolvida da difusédo
sanguinea para os tecidos oculares, além disso, a mesma também pode possuir funcGes
imunoldégicas, relacionadas a captura de antigenos (MENKE et al., 2011). Uma caracteristica
distinta do zebrafish é a existéncia de uma membrana prateada na juncdo da camada externa da
coroide e da camada interna da esclera, estrutura essa que age como um tecido refletivo
(JINXING; QIUSHENG; JIANHUA, 2022).

Quanto a tlnica nervosa, a mesma € composta pela retina, que também assemelha-se
morfologicamente aos mamiferos, também sendo composta por dez camadas teciduais, sendo
elas o epitélio pigmentar da retina (EPR), a camada de fotorreceptores (CFT), a membrana
limitante externa (MLE), a camada nuclear externa (CNE), a camada plexiforme externa (CPE),
a camada nuclear interna (CNI), a camada plexiforme interna (CPI), a camada de células
ganglionares (CCG), a camada de fibras nervosas (CFN) e a membrana limitante interna (MLI).
Além disso, possuem as mesmas classes celulares neuronais, horizontais, améacrinas e da glia.
Outro ponto de semelhanca envolve uma area central da retina com maior proporgao de cones,
assemelhando-se a area centralis de mamiferos e a macula humana (HONG; LUO, 2021,
JINXING; QIUSHENG; JIANHUA, 2022).

Uma caracteristica morfofuncional distinta da retina dos peixes zebrafish envolve sua
capacidade regenerativa, fenbmeno nao observado em mamiferos. Tal fendmeno parece ocorrer

gracas as células de muller, um dos tipos de células de glia retinianas, tais células detectam
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leses teciduais e entrem no ciclo celular para sofrerem divisdo assimétrica e gerarem células
progenitoras multipotentes que se convertem em neurdnios (GOLDMAN, 2014; GORSUCH,;
HYDE, 2014; MIDDEL; HAMMES; KROLL, 2021).

Outras estruturas presentes nos mamiferos e no zebrafish séo o cristalino e a conjuntiva.
Na espécie, o cristalino se apresenta como uma estrutura esférica, avascular e ndo inervada, e
semelhante aos mamiferos, pode atuar na acomodacdo visual para a focalizagdo dos raios
luminosos na retina (JINXING; QIUSHENG; JIANHUA, 2022; MENKE et al., 2011). Ja a
conjuntiva, trata-se de uma membrana de tecido epitelial e conjuntivo que recobre as palpebras
e a superficie frontal do bulbo ocular, sendo um filme transparente descrito como principal
6rgdo auxiliar do bulbo ocular (JINXING; QIUSHENG; JIANHUA, 2022).

2.2.1.2. Processamento visual do zebrafish

Quanto ao processamento visual, 0s mesmos também se assemelham fisiologicamente
aos mamiferos, na qual a captacdo o estimulo luminoso pelos fotorreceptores permite a
fototransducao e hiperpolarizacdo dessas células, que desencadearam a transmissdo dos sinais
por meio das células bipolares até as células ganglionares, que a partir dos axonios vao formar
a camada de fibras nervosas e consequentemente o nervo optico que carreara o estimulo visual
até o cortex cerebral (CHHETRI; JACOBSON; GUEVEN, 2014; HONG; LUO, 2021).

Como pontos diferenciais envolvendo a retina, ressalta-se que os zebrafish sdo uma
espécie com visdo tretacromatica, ou seja, seus cones permitem a discriminagdo de quatro tipos
de comprimento de ondas luminosas, sendo elas o azul, verde, vermelho e a ultravioleta. J&
humanos sdo uma espécie tricromatica, tendo cones gque captam ondas azul, verde e vermelho,
enguanto outros mamiferos variam, como por exemplo os mamiferos domésticos como cées e
gatos que possuem visdo dicromatica, visualizando apenas o azul e vermelho (CHHETRI,
JACOBSON; GUEVEN, 2014; HONG; LUO, 2021; LINK; COLLERY, 2015;
ZIMMERMANN et al., 2018).

2.2.1.3. Desenvolvimento ocular do zebrafish

Os olhos dos zebrafish desenvolvem-se de maneira semelhante aos mamiferos, ou seja,
formando-se a partir do neuroectoderma, ectoderma e mesénquima originada nas células da
crista neural. Na qual a retina neurossensorial, epitélio pigmentar da retina e o corpo ciliar sdo

formados a partir do neuroectoderma, o cristalino e o epitélio corneano pelo ectoderma, e o
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estroma da iris, vasos sanguineos e a esclera sendo originados do mesénquima (HONG; LUO,
2021; RICHARDSON et al., 2017).

O desenvolvimento embriologico ocular dos zebrafish ocorre de forma mais rapida
qguando se compara aos mamiferos. Sendo que se inicia as doze horas apo6s a fertilizacdo (12
hpf) e a espécie ja apresenta fungdes visuais as setenta e duas horas apds a fertilizagdo (72 hpf)
(CHHETRI; JACOBSON; GUEVEN, 2014; HONG; LUO, 2021). A retina por sua vez,
tratando-se do tecido essencial para o inicio do processamento visual, se desenvolve a partir de
trinta e duas horas apos a fertilizacdo (32 hpf) até os cinco dias ap0s a fertilizacdo (5 dpf)
(CHHETRI; JACOBSON; GUEVEN, 2014).

2.2.2. D. rerio como modelo experimental da retinopatia diabética

O zebrafish (D. rerio) vem sendo usado como modelo de doengas metabdlicas, entre
elas, o diabetes se destaca como uma das principais investigacdes realizadas nessa espécie, e 0
mesmo ocorre com algumas complicacdes do diabetes, como a retinopatia diabética (MIDDEL,;
HAMMES; KROLL, 2021).

Mesmo ndo sendo um modelo animal mamifero, o zebrafish vem sendo utilizado como
modelo em pesquisas de retinopatia diabética devido a semelhangas que permitem investigar as
alteracdes associadas a doenca em larvas e adultos, por meio de protocolos faceis e rapidos de
condicdes hiperglicémicas. Atualmente existem diversos trabalhos que demonstram a
capacidade dessa espécie para modelar a angiogénese, degeneracgdo de fotorreceptores, aumento
da permeabilidade vascular e ativacdo das células gliais (MIDDEL; HAMMES; KROLL,
2021).

Em relacdo ao zebrafish como modelo da RD propriamente dito, diversas formas ja
foram estudadas e descritas na literatura, entre elas existem os modelos induzidos e modelos
genéticos de inducdo da doenca. Os modelos induzidos envolvem a utilizacdo de exposicao a
glicose, hipoxia e injecdes de estreptozotocina. Ja os modelos genéticos envolvem a utilizacdo
de zebrafish mutantes (MIDDEL; HAMMES; KROLL, 2021).

2.2.2.1. Modelos experimentais genéticos da retinopatia diabética

Modelos genéticos de zebrafish para o estudo de doencas sdo mundialmente utilizados
em diversas areas de estudos, gracas a técnicas como knockdown de oligonucleotideos,
nucleases efetoras semelhantes a ativadores de transcricdo (TALENS) e o sistema de repeti¢des

palindrdmicas curtas agrupadas regularmente interespacadas (CRISPR) que permitem a
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mutagénese e modelagem de doengas oculares, incluindo a retinopatia diabética (MIDDEL;
HAMMES; KROLL, 2021; RICHARDSON et al., 2017).

O peixe com mutacdo de pdxl (pancredtico e duodenal homebox 1) apresenta
deficiéncias no desenvolvimento das ilhotas pancreaticas e consequentemente no controle da
homeostase da glicose. Além disso, estudos do sistema ocular também evidenciaram que esses
animais também apresentaram alteracBes vasculares retinianas que se assemelham a RD,
incluindo constri¢Bes vasculares, tortuosidade vascular, neovascularizagdo, expressédo reduzida
da proteina 1 da zonula ocular (ZO-1) e do transportador de glicose 1 (GLUT1), moléculas
relacionadas a conexao das células endoteliais e regulacdo da permeabilidade vascular no caso
da ZO-1, e da captacéo e absorcéo de glicose no sistema nervoso central pela GLUT1 (ALI et
al., 2020; MIDDEL; HAMMES; KROLL, 2021).

Outro modelo de mutacdo pdx1 foi desenvolvido por meio da técnica CRISPR/Cas9 no
trabalho de Wiggenhauser et al. (2020), identificaram os mesmos achados vasculares do modelo
anterior, além disso, também identificaram alteracdes relacionados ao fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e do 6xido nitrico, relacionados a hiperglicemia (MIDDEL,;
HAMMES; KROLL, 2021).

Os modelos genéticos associados a modificagdes nutricionais também foram
desenvolvidos, como descrito por Lodd et al. (2019), que utilizaram peixes mutados por
CRISPR/Cas9 no gene glioxalase 1 (glol), gene associado ao catabolismo do metilglioxal
(MG), que por sua vez trata-se de uma molécula relacionada a formacéo dos produtos finais da
glicacdo avancada (AGEs), associados a um protocolo de superalimentacdo com artémia. Tal
modelo evidenciou alteracdes angiogénicas na retina (MIDDEL; HAMMES; KROLL, 2021).

2.2.2.2. Modelos experimentais induzidos da retinopatia diabética

A primeira metodologia desenvolvida para modelagem da doenca foi descrita por
Gleeson, Connaughton e Arneson (2007), por meio da exposicdo dos animais a glicose via agua.
O protocolo utiliza da alternacéo a cada vinte e quatro (24) horas dos animais em aquarios de
solugdes de agua e glicose 2% em agua por até trinta (30) dias. Inicialmente, 0 modelo
identificou que a exposic¢éo flutuante a glicose acarretou alteragdes morfométricas semelhantes
as observadas em outros modelos animais e pacientes humanos diabéticos, com diminuicdo da
espessura das camadas plexiforme e nuclear internas (MIDDEL; HAMMES; KROLL, 2021).

Posteriormente, 0 modelo foi novamente explorado nos trabalhos de Alvarez et al.
(2010) e Tanvir et al. (2018), que identificaram outras alteragcdes associadas a RD, como o

aumento do diametro vascular, aumento da permeabilidade vascular, espessamento de
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membranas basais vasculares, degeneracdo de fotorreceptores identificadas morfologicamente
por analises histologicas e funcionalmente por meio da eletrorretinografia (ERG), além da
regulacao positiva do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (MIDDEL; HAMMES;
KROLL, 2021).

A segunda metodologia desenvolvida foi a indugdo por hipoxia descrita por Cao et al.
(2008), utilizando-se dispositivos de perfusdo de gas de nitrogénio via 4gua durante doze (12)
dias. Tal metodologia, acarretou no aparecimento de efeitos vasculares relacionados a um
aumento da densidade de redes capilares na retina dos animais. Outro ponto importante acerca
dessa metodologia, trata-se do fato da desta ser a primeira a ser utilizada para o estudo de
farmacos anti-VEGF na espécie, identificando que os modelos na espécie podem ser utilizados
para o estudo dessa e de outras classes de compostos para o controle da doenca (MIDDEL,;
HAMMES; KROLL, 2021).

Em seguida, Olsen, Sarras e Intine (2010) descreveram a metodologia utilizando
injecdes do antibidtico estreptozotocina (STZ) por via intraperitoneal ou na nadadeira caudal.
Metodologia essa que permite a observacdo de alteracdes na glicemia sanguinea e alteracdes
morfomeétricas retinianas, com diminuicdo da espessura das camadas de fotorreceptores e
plexiforme interna (MIDDEL; HAMMES; KROLL, 2021).

A partir dessas trés (3) metodologias iniciais, outras abordagens foram desenvolvidas
variando a maturidade dos animais (adultos e larvas), tempo de inducdo e concentragdes
utilizadas (MIDDEL; HAMMES; KROLL, 2021).

2.3. Ozbnio

Descoberto em meados do século XIX, o 0z6nio (Os) € um gas na forma triatbmica do
oxigénio com uma estrutura dinamicamente instavel devido a presenca de estados mesoméricos
(HAYASHI; FRIOLANI, 2018; SCIORSCI et al., 2020). Inicialmente, o composto foi
identificado como um potente oxidante e desinfectante, que o levaram a ser uma alternativa
para a cloracdo da 4gua (BRAIDY et al., 2018). Posteriormente, 0 mesmo passou a ser utilizado
em diversos estudos em diferentes areas de medicina humana e veterinaria, gracas aos seus
efeitos antioxidantes, estimulante da resposta imune, antimicrobianos, anti-inflamatoria e no
reparo tecidual (SCIORSCI et al., 2020).

2.3.1. Efeitos bioldgicos do 0z6nio
Para fins medicinais, o 0zonio pode ser aplicado por diferentes vias, na qual reage com

as moléculas presentes nos liquidos organicos que atuaram como doadores de elétrons e sofrem



34

0 processo de oxidagdo, como 0s compostos tiol com grupos - SH como a albumina, glutationa
e cisteina, acidos graxos poli-insaturados, antioxidantes como o acido ascorbico e Urico, e
dependendo da dosagem utilizada com carboidratos, enzimas e acidos ribonucleicos (RNA). As
interacdes com essas biomoléculas levam a formacdo simultanea de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e produtos oxidantes lipidicos (POLs), moléculas essas que vao desempenhar
os efeitos biolégicos do composto (BOCCI, 2004; HAYASHI; FRIOLANI, 2018; SCIORSCI
etal., 2020; SMITH et al., 2017).

Quanto aos EROs, atualmente sabe-se que a principal molécula formada a partir da
utilizagdo do Oz é o perdxido de hidrogénio (H202), um oxidante ndo radial que atua como um
mensageiro que estimula diferentes efeitos bioldgicos, como 0 aumento da formacéo de energia
e o transporte de oxigénio para o interior das células, ativacdo e estimulo da sintese de
interleucinas e citocinas, aumento da liberacdo de autocoides e fatores de crescimento, entre
outros (BOCCI, 2004; HAYASHI; FRIOLANI, 2018). Entretanto, deve-se atentar ao excesso
de EROs que pode ser formado, ja que os mesmos podem estimular a formacao de compostos

toxicos ao organismo, entre eles o peroxinitrito e o anion hipoclorito (BOCCI, 2004).

Ja as POLs sdo moléculas mais estaveis e possuem maior difusdo, tendo efeitos
benéficos ou toxicos dependendo de sua concentracdo. Sdo compostos formados a partir da
oxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados, e podem ser classificados em diferentes classes:
como radicais alcoxi (LO), lipoperéxidos (LOO), lipoproperanos (LOOH), isoprostanos e
alcenais, como o 4-hidroxinoneal (4-HNE) e o malondialdeido (MDA). Ap6s a formacdo desses
compostos, os efeitos benéficos ocorrem em baixas concentragdes, na qual as reacbes com as
POL podem acarretar em um processos oxidativos agudos, sinalizando ao organismo sobre
outro estresse oxidativo existente, e estimulando mecanismos antioxidantes, como a liberagédo
de enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD), glutationa-reductase, glutationa-
peroxidase e catalase, além de proteinas de estresse oxidativo como a heme-oxigenase | (HSP-
32) (BOCCI, 2004; HAY ASHI; FRIOLANI, 2018). Ressalta-se que, além dos efeitos benéficos

observados, esses compostos séo altamente toxicos em elevadas concentra¢des (BOCCI, 2004).

Em elevadas concentracbes as EROs e POLs podem desencadear efeitos adversos
devido a sobrecarga do sistema antioxidante, resultando em alteracdes teciduais, desencadeadas
por perdas oxidativas de grupos funcionais e biomoléculas, como enzimas, e alteracdes da

permeabilidade e fun¢des das membranas celulares (SCIORSCI et al., 2020).
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2.3.1.1. Efeitos de oxigenacao

Em relacdo a oxigenacéo tecidual, a literatura descreve o aumento dessa caracteristica
gracas ao potencial do Oz em aumentar o ATP dos eritrocitos a partir do aumento da
carbonizacéo oxidativa do piruvato utilizado no ciclo de Krebs, além disso, 0 mesmo aumentar
as taxas de glicdlise dessas células, estimulando o 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG),
proporcionando um aumento do transporte de oxigénio pelos eritrocitos e reducdo da afinidade
da hemoglobina ao oxigénio (Oz), consequentemente, induzindo a uma maior liberagéo de O>
aos tecidos (ELVIS; EKTA, 2011; LIU et al., 2023).

2.3.1.2. Efeitos antioxidantes

Em relacdo ao mecanismo antioxidante, apds a promogdo da formacéo do H20 e do 4-
HNE, os mesmos estimulam indiretamente a via do fator nuclear derivado de eritroide 2 (Nrf2),
composto que no nucleo das células teciduais leva a transcricdo de elementos de resposta
antioxidante, na qual desencadeara na elevacéo da expressdo de enzimas antioxidantes como a
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa S-
transferase (GST), heme oxigenasse-1 (HO-1), NADPH-quinona-oxidorredutase (NQO-1) e
proteinas de choque térmico (HSPs), moléculas essas que vao atuar na regulacdo do equilibrio
redox do organismo e evitar ou controlar os estados de estresse oxidativo (LIU et al., 2023;
SMITH et al., 2017).

Alem do aumento nos niveis de moléculas antioxidantes, o Oz também atua sobre as
mitocobndrias, que podem estar disfuncionais e produzindo em excesso as EROs e
posteriormente a processos de autofagia mitocondrial e celular. Nesses casos, sugere-se que 0
0zOnio, por meio da promocao da sinalizagdo Nrf2 diminua o dano mitocondrial e promova a
sua reparacdo, além disso, 0 composto promove 0 aumento das cristas mitocondriais, elevando
a funcdo e diminuindo o processo de autofagia da organela (LIU et al., 2023). Esse efeito de
diminuicdo da autofagia mitocondrial ja foi reforcado em estudos com oz6nio na qual se
observou diminuicdo de proteinas associadas a microtubulos 1 de cadeia leve 3 (LC3) e da
quinase putativa 1 induzida por PTEN (PINK1), moléculas essas associadas a formagéo ao
autofagossomos e danos mitocondriais respectivamente (BARODIA; CREED; GOLDBERG,
2017; LIU et al., 2023).

2.3.1.3. Efeitos imunoldgicos
Quanto aos efeitos imunoldgicos relacionados a aplicacdo do Os, segundo a literatura

eles estdo relacionados ao estimulo ao aumento de leucdcitos, desencadeamento de processos
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de citotoxicidade celular (ADCC) e regulacdo de processos inflamatoérios (LIU et al., 2023;
SCIORSCI et al., 2020).

Em relacdo aos processos inflamatdrios, a literatura descreve a atuacdo do 0zodnio por
meio inibicdo da via do fator nuclear xB-o (NFkB-a), via essa que pode ser ativada por
lipopolissacarideos (LPS), citocinas pro-inflamatéria como o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e as interleucinas 6 e 17, além de fatores fisicos e quimicos. Apos sua ativacao, essa
via estimula a producdo de moléculas pré-inflamatorias, como o éxido nitrico induzivel (iNOS)
e ciclo-oxigenase 2 (COX-2), TNF-qa, interleucina 6 (IL-6) e interleucina 1B (IL-1p),
desencadeando quadros inflamatérios e danos teciduais (LIU et al., 2023; MANOTO; MAEPA,;
MOTAUNG, 2018). Ressalta-se que dosagem altas do Oz podem ter o efeito inverso, e

promover os processos inflamatdrios por meio da mesma via (LIU et al., 2023).

2.3.1.4. Efeitos cicatrizantes

Em relacdo aos processos cicatriciais, sabe-se que o ozonio atua sobre as fases de
cicatrizacdo, sendo elas a hemostasia, inflamacdo, proliferacdo e remodelacdo. Na fase de
homeostasia, ocorre ativacdo plaquetaria que atuam na formacdo de redes de fibrinas para
interrupcao de perdas sanguineas nos leitos lesionados em questdo de minutos, propriedade essa
estimulada pelo uso do O3z, pois 0 composto estimula a agregacdo plaquetaria (LIU et al., 2023;
VALACCHI; BOCCI, 2000). Quanto a fase de inflamacdo, a mesma é caracterizada pelo
desenvolvimento de um infiltrado leucocitario no leito lesionado, com a presenca
principalmente de neutrofilos, macréfagos e linfocitos, para a eliminagédo de possiveis micro-
organismos oportunistas e eliminacdo de células lesionadas. Nesse sentido, devido aos efeitos
imunolégicos proporcionados pelo ozbnio, ocorre regulacdo dos leucdcitos e macrofagos,
proporcionando um processo inflamatoério adequado e controlado para um processo cicatricial
eficiente (KIM et al., 2009; LIU et al., 2023).

Jé& na fase de proliferacéo, ocorre a proliferacdo e migracao celular para formacao de um
adequado tecido de granulacéo e posterior epitelizacdo do leito lesado. Nesta fase, 0 composto
parece atuar por meio da regulacdo do fator induzido por hipoxia 1 alfa (HIF-1 o), pelo fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e pelo fator de crescimento transformador beta (TGF-
B). Em relacdo a essas moléculas, atribui-se ao VEGF o papel de neovascularizagao tecidual,
que pode ser induzida diretamente pelos H.O> formados pelo ozonio, ou indiretamente pelo
estimulo advindo do HIF-1. Quanto a0 TGF-B, o0 mesmo atua na regulagdo da transicédo

epitelial-mesenquimal (EMT), processo no qual ocorre diferenciacdo de células epiteliais em
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mesenquimais para 0 processo cicatricial, processo esse também estimulado pelo Oz por meio
da via de sinalizacdo intracelular (PIBK/Akt/mTOR). Além disso, o Oz também afeta
positivamente os fibroblastos, estimulando sua proliferacdo e migracdo por meio da atuacéo
sobre a proteina a-SMA e o colageno tipo | (LIU et al., 2023; XIAO et al., 2017; XIAO; WU;
BI, 2021).

2.3.1.5. Efeitos antimicrobianos

Outra atuacdo do composto envolve os efeitos antimicrobianos contra bactérias, fungos
e virus (LIU et al., 2023; SCIORSCI et al., 2020). Em relagéo as bactérias, o0 0zonio é descrito
como um composto de amplo espectro, com efeitos bacteriostaticos e bactericidas. Tais efeitos
sdo proporcionados devido a alta atividade oxidativa desencadeada pelos EROs e pelo préprio
O3, que oxida glicoproteinas, lipoproteinas e glicolipideos das membranas celulares
bacterianas, além de afetar funcGes enzimaticas e danificar moléculas de RNA e DNA. Tais
modificagdes afetam o metabolismo, processo reprodutivo e sobrevivéncia bacteriana (ELVIS;
EKTA, 2011; LIU et al., 2023; SCIORSCI et al., 2020).

Quanto aos fungos, a literatura descreve que o Oz & um potencial composto antifungico,
entretanto, seu mecanismo de acdo sobre esses tipos de microrganismos ainda precisa ser mais
bem elucidado. Atualmente, sabe-se que o composto promove inibi¢do da producdo de ureases,
amilases, fosfatase alcalina, lipases e queratinas fangicas, além disso, 0 mesmo aumenta a perda
de nutrientes e interrompe as funcbes fungicas (ELVIS; EKTA, 2011; LIU et al., 2023).
Ressalta-se que o composto também tem efeito sobre as micotoxinas, atuando sobre as liga¢bes

das moléculas e interferindo na toxicidade (LI1U et al., 2023).

J& nos virus, ja foi evidenciado que o Oz atua na inibi¢do da replicagdo viral e na
sobrevivéncia viral, por meio da danificacdo de lipideos e de proteinas do capsideo viral e do
RNA (ELVIS; EKTA, 2011; LIU et al., 2023; SCIORSCI et al., 2020). Além disso, 0 0z6nio
demonstra efeito modulador da via do inflamassoma 3 (NLRP3), que estimula citosina como
as interleucinas 1B (IL-1pB) e 18 (IL-18), que atuam nas infeccOes virais e em processos
inflamatorios (LIU et al., 2023).

2.3.2. Uso do ozbnio na retinopatia diabética
O ozébnio ja vem sendo utilizado em pesquisas acerca do diabetes ha alguns anos,
demonstrando efeitos benéficos na doenca em si e de suas complicacdes, como a neuropatia

diabética, do pé diabético e doencas arteriais periféricas (BRAIDY et al., 2018).
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No caso da retinopatia diabética, estudos que evolvem a utilizacdo do Oz na enfermidade
s80 um campo recente nas pesquisas cientificas, iniciando-se em 2016 em pesquisas com
roedores. No primeiro estudo de Liu (2016), os animais foram condicionados a RD a partir de
alimentacéo e aplicacdo intraperitoneal de estreptozotocina (STZ), posteriormente, 0s animais
do grupo tratado foram submetidos a enemas de g&s de ozbnio, metodologia essa que
possibilitou a identificacdo que o comporto teve efeitos benéficos no controle da enfermidade
guando comparados aos grupo controle sem tratamento, por meio da reducdo do numero de
apoptose celular em células retinianas, reducdo de moléculas relacionadas a lesdes nervosas
retinianas como a proteina glial fibrilar &cida (GFAP), N-metil D-aspartato subtipo 2B (NR2B),
proteinas quinases (ERK1 e ERK?2) e receptor de proteinas Nogo (NgR), reducdo do estresse
do reticulo endoplasmatico com diminuicao da ativacdo do fator de transcricdo ATF6, proteina
1 de ligacdo a caixa X (XBP1), proteina quinase semelhante ao RNA do reticulo
endoplasmatico (PERK), enzima tipo 1 que requer inositol (IRE1- o) e do fator de iniciacéo
eucariotica 2 (elF2 o), além disso, também proporcionou inibicdo da angiogénese a partir da
reducdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de transcricdo ativado por
tirosinas quinases (STAT3), fator induzido por hipoxia (HIF-1 o), apelina e receptor acoplado
a proteina G APJ.

J& no segundo trabalho de Xie et al. (2016), os animais também foram induzidos a RD
pela alimentacédo e aplicacdo de STZ, e tratados com enema de gas de ozonio. Evidenciando
também efeitos benéficos no controle da doenga com reducdo da angiogénese por inibicdo da
liberacdo do VEGF, além disso, esse trabalho também evidenciou uma regulacdo do processo
inflamatorio a partir da reducdo de mediadores inflamatérios como a interleucina 1B (IL-1b),
interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-o)) e da molécula de ades&o intercelular
1 (ICAM-1).

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo é avaliar os efeitos da utilizacdo do 0z6nio no modelo de

retinopatia diabética em zebrafish.

3.2. Objetivos especificos

Como objetivos especificos, o trabalho tem enfoque nos seguintes pontos:
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- Avaliar se a aplicacdo do o0zénio via agua pode ser detectada indiretamente pela mensuracéo
do potencial de oxirredugédo (ORP);

- Avaliar se a exposicdo ao 0zonio desencadeia alteracbes morfoldgicas e morfométricas no

tecido retiniano de peixes zebrafish adultos sadios;

- Avaliar o efeito do ozonio sobre a morfologia e morfometria das branquias de peixes zebrafish

adultos sadios;

- Avaliar se a mensuracdo da glicemia sanguinea e proteinas glicadas do olho determinam o

estado hiperglicémico caracteristico da retinopatia diabética no modelo zebrafish;

- Avaliar o efeito do ozonio na morfologia e morfometria retiniana de peixes zebrafish adultos
durante o desenvolvimento da retinopatia diabética, por meio de técnicas morfoldgicas e

morfomeétricas;

- Avaliar o efeito da exposicdo ao 0z6nio sobre 0 estresse oxidativo do tecido ocular de peixes

zebrafish adultos sadios e induzidos para a doenca.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Declaracao de ética

Os procedimentos experimentais deste trabalho foram conduzidos em estrita
conformidade com o Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de
Lavras - UFLA, Lavras, MG, Brasil, sob n° 033/23 e atende as diretrizes do Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), seguindo as diretrizes para o cuidado e

uso de animais de laboratorio.

4.2. Modelo animal

Foram utilizados 570 animais adultos zebrafish (D. rerio) de ambos os sexos, com idade
de 6 a 12 meses, advindos e mantidos no Biotério Central da Universidade Federal de Lavras
(UFLA). Os animais foram aclimatados a condicOes laboratoriais constantes em aquarios
especificos para a espécie de trés litros, em sistema isolado contendo agua de tratada a partir
dos filtros de carvao ativado, bioballs e filtros bag do sistema de rack hydrus para zebrafish
(Alesco®, Brasil), fotoperiodo (12 horas de luz e 12 de escuro), temperatura (28 °C) e dieta
com racao comercial floculada (Alcon BASIC®, Alcon, Brasil).
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4.3. Ensaios experimentais

4.3.1. Ensaio 1: Avaliagéo dos efeitos do oz6nio sobre o tecido retiniano e branquial em
zebrafish

Ao longo de 15 dias, 120 animais foram divididos em 15 aquarios contendo oito animais
cada. Posteriormente, eles foram aleatoriamente divididos em cinco grupos com 24 animais
cada (trés repeticOes por grupo), sendo um grupo controle e quatro tratados com ozénio a cada
48 horas, nas concentrac6es de 0,052 mg/L (52 pg/ml) ou 0,072 mg/L (72 pg/ml), uma ou duas

vezes ao dia, conforme evidenciado na tabela 1.

Tabela 1 - Identificagdo e descrigdo dos grupos experimentais do ensaio 1.

Grupos experimentais

Grupo controle (GC) Grupo de aquarios que permaneceram em agua e nao receberam
0zonizacao.
Grupo ozénio 1 (O1) Grupo de aquarios que a agua foi ozonizada a cada 48 horas, na

concentracdo de 52 pg/ml, uma vez ao dia.
Grupo ozénio 2 (O2) Grupo de aquérios que a agua foi ozonizada a cada 48 horas, na
concentracdo de 52 pg/ml, duas vezes ao dia.
Grupo ozénio 3 (O3) Grupo de aquarios que a agua foi ozonizada a cada 48 horas, na
concentragdo de 72 pg/ml, uma vez ao dia.
Grupo ozénio 4 (O4) Grupo de aquarios que a agua foi ozonizada a cada 48 horas, na
concentragdo de 72 pg/ml, duas vezes ao dia.
Fronte: Autor (2024).

Apls o0s quinze dias do experimento, todos os animais foram eutanasiados por

aprofundamento anestésico com 250 mg/L de tricaina em agua.

4.3.2. Ensaio 2: Uso do ozénio durante o desenvolvimento da retinopatia diabética no
modelo Zebrafish

Ao longo de 30 dias, 450 animais (zebrafish adultos) foram divididos em 30 aquérios
contendo 15 animais cada, posteriormente, os peixes foram aleatoriamente divididos em seis
grupos com 75 animais cada (cada grupo possuia cinco repeti¢des), sendo dois grupos controles

e quatro testados com o0zonio a cada 48 horas, nas concentrac6es de 0,052 mg/L (52 pg/ml) ou
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0,072 mg/L (72 ug/ml), umaou duas vezes ao dia, utilizadas no ensaio 1 e baseadas no trabalho

de Monteiro (2022), conforme evidenciado na tabela 2.

Tabela 2 - Identificacdo e descricdo dos grupos experimentais do ensaio 2.

Grupo de aquarios que permaneceram apenas em agua
durante o experimento, ndo receberam ozonizagao e nem
foram submetidos ao protocolo de indugdo hiperglicémica
para a doenca

Grupo de aquarios que foi submetido apenas ao protocolo
de inducéo hiperglicémica para a doenca

Grupo de aquarios induzidos para a doenga e que a agua
foi ozonizada a cada 48 horas, na concentracdo de 52
pg/ml, uma vez ao dia

Grupo de aquarios induzidos para a doenga e que a agua
foi ozonizada a cada 48 horas, na concentracdo de 52
pg/ml, duas vezes ao dia

Grupo de aquarios induzidos para a doenga e que a agua
foi ozonizada a cada 48 horas, na concentracéo de 72
pg/ml, uma vez ao dia

Grupo de aquarios induzidos para a doenca e que a agua
foi ozonizada a cada 48 horas, na concentracédo de 72
pg/ml, duas vezes ao dia

Fonte: Autor (2025).

Apo6s os trinta dias do experimento, todos os animais foram eutanasiados por

aprofundamento anestésico com 250 mg/L de tricaina em agua.

4.3.2.1. Protocolo de exposic¢ao experimental do ensaio 2

Para a inducdo hiperglicémica da retinopatia, foi realizado o protocolo desenvolvido por
Gleeson, Connaughton e Arneson (2007), na qual os peixes foram expostos a solugdes de
glicose 2% em agua e apenas agua a cada 24 horas (ou seja, era feita a mudancga na composicao
da solucao dos aquarios desses grupos a cada 24 horas) durante 30 dias, protocolo esse realizado
no grupo CP. Nos grupos testes (T1, T2, T3 e T4), essa metodologia foi adaptada para utilizacao
dos protocolos de tratamento experimentais com 0zonio via agua, dessa forma, a partir do 16°
dia do protocolo, foi implementado a administracdo de 0z6nio na adgua nos dias na qual os
animais seriam expostos apenas a agua (ou seja, 0s animais foram expostos a solucdes de
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glicose 2% em &gua e apenas agua a cada 24 horas durante os 15 primeiros dias, posteriormente,
nos 15 dias restantes 0s mesmos foram expostos a solugdes com glicose 2% em &gua e agua
submetidas a aplicacdo de ozénio a cada 24 horas). Os animais do CN foram expostos apenas

a agua durante os 30 dias, sendo submetidos apenas a renovacao da agua a cada 24 horas.

4.3.3. Ozonizagdo da agua dos aquarios experimentais

Baseando-se no protocolo descrito por Monteiro (2022), os aquérios dos grupos do
tratamento de ambos os ensaios, foram submetidos a ozonizacao da agua por dez minutos por
meio do ozonizador medicinal (Ozone & Life®, modelo 1.5 RM) a cada 48 horas, variando a
concentragéo (52 pg/ml ou 72 pg/ml) e a frequéncia de ozonizacdo (uma ou duas vezes ao dia),
com horarios fixos para aplicacdo (9h e 16h) e inser¢do da saida do O3 dentro do aquario,
imergida na agua até a profundidade, de forma uniforme para todos os grupos tratados.

As concentracdes de ozonio utilizadas foram calculadas com base na tabela de
concentracdo fornecida pelo fabricante, relacionada com a vazdo de oxigénio do cilindro,

conforme evidenciado na tabela 3.

Tabela 3 - Tabela de concentragéo do oz6nio fornecida pelo fabricante.

Vazdo de Dosador
oxigénio(®) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1,0 L/min 0 1 2 3 4 6 8 10 12 15 17
0,75 L/min 0 15 3 4 5 8 10 13 16 19 21
0,5 L/min 0 2 5 6 8 12 15 19 22 27 29
0,25 L/min 0 4 10 13 16 22 28 34 40 47 51
0,125 L/min 0 9 20 26 32 43 52 61 65 69 72

Fonte: Ozone & Life, modelo 1.5 RM.

4.4. Técnicas avaliativas

4.4.1. Mensuracao do potencial de oxirreducao

As variacdes entre os niveis médios do ORP nos trés tempos ao longo dos oito dias de
aplicacdo foram calculadas e os valores medios obtidos foram tabulados para comparacao entre
0s grupos, sendo esses tempos: anteriormente a aplicagdo do ozoénio (T1), imediatamente apos
a aplicacdo (T2) e dez minutos apos a aplicacdo (T3). A avaliacdo do aumento ou reducéo, foi

realizada por meio de dois deltas: delta 1 (A1) referente a diferenca entre o parametro antes e
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imediatamente ap6s a aplicacdo do Os, ou seja, A1 = T2-T1, e delta 2 (A2) referente a diferenca
entre o parametro antes e dez minutos apos a aplicagdo do Os, ou seja, A2 = T3-T1.

4.4.2. Processamento e analises morfologicas dos olhos

Ap0s a eutanésia, trés animais de cada repeticdo do ensaio 1 (nove animais por grupo
experimental) e cinco animais de cada repeticdo do ensaio 2 (25 animais por grupo
experimental) foram submetidos a enucleacdo de ambos os olhos por meio do auxilio de uma
pinca colibri 0,3. Posteriormente, os olhos foram fixados em recipientes contendo formalina
tamponada a 10% por 48 horas, em seguida, eles foram acondicionados em alcool 70% para
posterior processamento em diferentes concentracGes de alcoois (80%, 90% e 100%), xilol e
parafina. Apds esses procedimentos, as amostras foram incluidas em blocos de parafina, e
submetidas a seccdo longitudinal de 3-5 um para confeccdo das laminas histoldgicas. As
laminas confeccionadas foram submetidas a remocéo da parafina e coloracdo de Hematoxilina-
Eosina (HE).

Para avaliagdo da morfologia retiniana, as laminas foram visualizadas em 40x utilizando
um microscopio (Olympus, modelo CX22LEDDRFS1, Téquio, Japdo), fotografadas por meio
do sistema de captura e analise de imagem Software Motic Images Plus 2.2 (Motic®). Em
seguida para a analise morfométrica as amostras foram submetidas a mensuracdo aproximada
da espessura da retina neurossensorial (RNS), camada de fotorreceptores (CFT), camada
nuclear externa (CNE), camada plexiforme externa (CPE), camada nuclear interna (CNI),
camada plexiforme interna (CPI) e camada de células ganglionares (CCG) por meio do software
ImageJ®, conforme demonstrado na figura 5. Foram realizadas trés medidas de cada parametro
e a média desses valores foi calculada para cada animal e posteriormente foram utilizadas pelas
analises estatisticas (TANVIR et al., 2018).

Figura 5 - Imagem histolédgica da retina neurossensorial (RNS), camada de fotorreceptores (CFT),
camada nuclear externa (CNE), camada plexiforme externa (CPE), camada nuclear interna (CNI),
camada plexiforme interna (CPI) e camada de células ganglionares (CCG) avaliadas no experimento.
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Fonte: Autor (2025).

4.4.3. Processamento e andlises morfoldgicas das branquias

Ap0s o procedimento de eutandsia, cinco animais de cada repeticdo do ensaio 1 (15
animais por grupo experimental) foram submetidos a dissecacdo das branquias por meio do
auxilio de uma pinca colibri 0,3 e tesoura de conjuntiva delicada. Posteriormente, as branquias
foram fixadas em recipientes contendo formalina tamponada a 10% por 48 horas, em seguida,
os mesmos foram acondicionados em &lcool 70% para posterior processamento em diferentes
concentracdes de alcoois (80%, 90% e 100%), xilol e parafina. Apds esses procedimentos, as
amostras foram incluidas em blocos de parafina, e submetidas a seccdo longitudinal de 3-5 um
em microtomo para confecgdo das laminas histoldgicas. As Idminas confeccionadas foram

submetidas a remocao da parafina e submetidas a coloragédo de Hematoxilina-Eosina (HE).

Para avaliacdo da morfologia branquial, as laminas foram visualizadas em 40x
utilizando um microscépio (Olympus, modelo CX22LEDDRFSL1, Toquio, Japao), fotografadas
por meio do sistema de captura e analise de imagem Software Motic Images Plus 2.2 (Motic®).
Em seguida para a anélise morfométrica as amostras foram submetidas a mensuracéo da altura
da massa celular interlamelar (AMCI), espessura (EL) e altura lamelar (AL) por meio do
software ImageJ®, conforme a figura 6. Foram realizadas cinco medicGes de cada parametro
por peixe e a média desses valores foi calculada para cada animal e posteriormente foram

utilizadas pelas analises estatisticas (PLATEK et al., 2017).
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Figura 6 - Imagem histoldgica branquial com identificacdo da massa celular interlamelar (AMCI),
espessura (EL) e altura lamelar (AL) avaliadas no experimento.

Fonte: Autor (2025).

4.4.4. Mensuracdo das proteinas glicadas e do efeito oxidativo nos olhos

Cinco animais de cada repeticdo de ambos os ensaios (15 e 25 animais por grupo
experimental dos ensaios 1 e 2, respectivamente) foram submetidos a enuclea¢do de ambos 0s
olhos por meio do auxilio de uma pinca colibri 0,3. Posteriormente, os olhos foram
acondicionados em 500 ulL de solugdo tampdo PBS (Phosphate Buffered Saline) e
homogeneizados, posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 5500 rota¢fes por minuto
(rom) a 4°C por meio de uma centrifuga (Thermo Fisher Scientific, Modelo D-37520,
Alemanha). Em seguida, o sobrenadante das amostras foi coletado e armazenadas em
microtubos estéreis, para congelamento a -80°C. Posteriormente, essas amostras
homogeneizadas foram utilizadas para analise das proteinas glicadas, espécies reativas de

oxigénio e atividade das enzimas antioxidantes dos olhos.

4.4.4.1. Andlise das proteinas glicadas nos olhos

Baseando-se na determinacdo de proteinas glicadas em olhos de zebrafish descritas por
Capiotti et al. (2014), adaptou-se essa metodologia para realizacdo do ensaio de quantificacéo
de frutosamina baseado em enzima (Frutosamina K135-4, Bioclin®), para documentar a
presenca de produtos de glicacdo ndo enzimatica de olhos de zebrafish de todos os grupos do
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ensaio 2. Seguindo as instrugdes do fabricante, foram adicionados de forma triplicada 8 pul do
sobrenadante das amostras de cada repeticdo em uma microplaca com 96 pocos, em seguida,
foram adicionadas a 150 ul de tampéo carbonato e 50 ul de azul de nitrotetrazolio. A placa foi
entdo incubada em estufa por 10 min a 37 °C, protegida da luz. A quantificacdo da frutosamina
foi determinada por meio do espectrofotémetro (Tecan®, Infinite 200 Pro, Suica) a 546 nme a
concentragdo foi expressa em umol/l. As absorbancias médias das triplicatas foram tabuladas e

utilizadas para as analises estatisticas.

4.4.4.2. Analise das espécies reativas de oxigénio dos olhos

Para a quantificacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) dos olhos de ambos 0s
ensaios, adaptou-se a metodologia de Driver, Kodavanti e Mundy (2000), na qual 20 ul das
amostras homogeneizadas foram pipetadas, em duplicata, em uma microplaca de 96 pogos. Em
seguida, foram adicionados a cada pogo 80 pul de tampao fosfato 50 mM (pH 7,2) contendo
diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA) em uma concentracéo final de 10 uM.
Posteriormente, a placa foi incubada a 37°C por 30 minutos em uma estufa, protegida da luz.
Na presenca de EROs, o DCFH-DA é convertido em 2',7'-diclorofluoresceina (DCF), um
composto fluorescente. A fluorescéncia do DCF foi detectada por meio do espectrofotémetro
(Tecan®, Infinite 200 Pro, Suica) em comprimentos de onda de excitagdo/emissao de 485/530
nm. O contetddo de EROs foi quantificado usando uma curva padrdo de DCF, com resultados
expressos como pmol de DCF formado por mg de proteina por minuto.

4.4.4.3. Analise da atividade das enzimas antioxidantes dos olhos

Para a quantificacdo da atividade antioxidante dos olhos, foram realizadas a mensuracao
das atividades das enzimas catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa S-
transferase (GST). Para o calculo da atividade dessas enzimas, as concentracfes de proteina nas
amostras também foram determinadas utilizando-se o método de Bradford (BRADFORD,
1976).

Adaptando o método de Aebi (1984), a atividade da CAT foi analisada por meio da
adicao de 6 pul das amostras homogeneizadas em duplicata, em uma microplaca de 96 pocos.
Em seguida, foram adicionados a cada pogo 135 ul de solugdo tampao (pH 7) e 135 ul de
peroxido de hidrogénio (H202) a 30 mM. Posteriormente, a diminui¢do da absorbancia foi
medida a 240 nm por 2 minutos por meio do espectrofotometro (Tecan®, Infinite 200 Pro,
Suica). A atividade da enzima foi estimada utilizando-se do coeficiente de extingdo molar (¢)
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de H20, (43,6 M L cm 1). Os resultados sdo expressos como p/mol de peréxido de hidrogénio

degradado por minuto por mg de proteina.

A atividade da enzima SOD foi determinada adaptando-se o método de Beauchamp e
Fridovich (1971), no qual 30 pl das amostras homogeneizadas foram pipetadas, em duplicata,
em uma microplaca com 96 pocos. Em seguida, foram adicionados a cada pogo 170 ul da
solucdo de ensaio enzimético contendo 100 ul de PBS (100 mM, pH 7,8), 2 ul de EDTA (10
mM), 40 ul de metionina, 11 pl de dgua ultrapura e 15 ul de azul de nitrotetrazolio (NBT, 1
mM). Posteriormente, a placa foi analisada por meio do espectrofotémetro (Tecan®, Infinite
200 Pro, Suica) a 560 nm. Uma unidade de atividade de SOD (U) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para inibir 50% da taxa de fotorreducdo do NBT, com

resultados expressos como unidades de SOD por mg de proteina (SONG et al., 2009).

Quanto a GST, sua atividade foi mensurada adaptando-se o método de (HABIG;
JAKOBY, 1981), na qual 5-15 ul da amostra homogeneizada, 50 ul de glutationa-GSH reduzida
(25 mM) e 180 pl (1 mM) de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) (dissolvido em etanol 96% e
diluido com fosfato de sédio 0,1 M tampao, pH 7,2) foram adicionados a placas de 96 pocos. A
formacdo do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno foi medida monitorizando a taxa de
aumento da absorbancia a 340 nm durante 3 min utilizando um espectrofotémetro. A atividade
da glutationa S-transferase foi estimada, em triplicata, usando € = 9,6 x 10 M *cm ~* com
base na producdo de conjugado CDNB por minuto por mg de proteina. Os resultados sdo

relatados como unidades por mg de proteina.

4.4.5. Mensuracao de glicemia

Semelhante ao descrito por Capiotti et al. (2014), apds o procedimento de eutanasia,
cinco animais de cada repeti¢do do ensaio 2 (25 animais por grupo experimental) foram secos
e submetidos a sec¢do da nadadeira caudal para coleta de sangue via veia caudal utilizando uma
lamina de bisturi nimero 15. Imediatamente apds o corte, 0 sangue era colocado em tiras do
glicosimetro Accu-Chek Active®, para mensuracdo dos niveis de glicose sanguinea, conforme

demonstrado na figura 7.

Figura 7 - Mensuracao da glicemia sanguinea dos zebrafish. A. Animal seco sobre papel filme. B.
Seccdo da nadadeira caudal para coleta de sangue. C. Aplicacdo do sangue coletado a partir da

nadadeira caudal seccionada na tira do glicosimetro glicosimetro Accu-Chek Active®.
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Fonte: Autor (2025).

4.5. Analises estatisticas

Todos os dados foram analisados utilizando o software Jamovi®, avaliando-se
inicialmente os pressupostos de normalidade por meio do teste de Shapiro Wilk e de
homogeneidade da variancia por meio do teste de Levene. Quando a suposic¢ao de normalidade
ndo foi atendida, foi realizada a normalizacdo dos dados por meio da transformacao dos valores.
Quando a suposic¢édo de normalidade foi atendida ou os dados foram submetidos a normalizacéo,
foi realizada analise de variancia via ANOVA a um fator, por meio do teste de Fisher (variancias
homogéneas) ou de Welch (variancias heterogéneas), e posteriormente, as diferencas
significativas foram determinadas pelo teste post-hoc de Tukey (variancias homogéneas) ou de
Games-Howell (variancias heterogéneas) a 5% de significancia. Posteriormente, os achados
significativos sobre parametros que envolveram os animais foram submetidos a andlise da
dimensao de efeito por meio do teste de d de Cohen e interpretacdo proposta por Sawilowsky
(2009).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Ensaio 1: Avaliacdo dos efeitos do ozénio sobre o tecido retiniano e branquial em
Zebrafish

5.1.1. Mensuracéo do potencial de oxirreducao

O ORP apresentou niveis médios no delta 1 de 5,95 + 0,65 mV no grupo controle, 139,56
+ 24,59 mV no 01, 136,37 £ 28,14 mV no 02, 185,10 + 35,34 mV no O3 e 174,19 + 9,23 mV
no O4. Ja no delta 2, foram observados de 16,31 + 1,66 mV no grupo controle, 111,63 + 19,84
mV no O1, 113,06 £+ 14,82 mV no 02, 109,30 £ 37,29 mV no O3 e 109,51 + 13,24 mV no O4,
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conforme demonstrado na figura 8. Dessa forma, evidenciou-se um aumento significativo
(Tukey, p < 0,05) do ORP de todos os grupos tratados com ozonio em relagéo ao controle no
delta 1 e 2. Além disso, ndo foram encontrados resultados significativos (Tukey, p > 0,05) em

comparacado entre os grupos submetidos a aplicacdo do 0z6nio via agua.

Figura 8 - Representacdo grafica dos niveis médio e desvio padrdo dos niveis de ORP calculados nos
deltas do ensaio 1. A. Delta 1. B. Delta 2.

[a]

250 200+
a
200+ a a
& a a T & 1907 a 4
x - no: a
swi T T |4 : T T |7
E - L [T £ 100+ 1] |+ T
- (3]
E 100- g o
© ©
(] o 50—
50
0 I I 1 1 1 0 1 1 I I 1
GC 01 02 03 04 GC (o k| 02 03 04
a - Comparagao ao GC (Tukey, p <0,05). a - Comparacao ao GC (Tukey, p < 0,05).

Fonte: Autor (2025).

O ORP, um método indireto que mensura em milivolts (mV) a capacidade total de um
ou varios oxidantes em uma solucdo para oxidar um eletrodo. Baseando nisso, 0s resultados
obtidos por meio dessa mensuragéo estdo de acordo ao descrito por Gongalves e Gagnon (2011),
na qual ocorre um aumento do ORP durante a aplicacdo do 0zénio, e ao término desse processo,
0 potencial de oxirreducdo comeca a diminuir, caracteristica essa que ocorre devido a
degradacdo da molécula de Os. Dessa forma, é possivel evidenciar a presenca do composto
oxidante na agua, uma vez que a confirmacdo da presenca do ozdnio na agua é uma
caracteristica fundamental para determinar adequadamente os efeitos bioldgicos que o

composto pode ter proporcionado nos modelos animais.

5.1.2. Analises morfologicas dos olhos
Por meio da avaliacdo morfologica retiniana a partir das laminas histologicas, néo foi

observada nenhuma alteragéo no tecido ocular, conforme evidenciado na figura 9.
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Figura 9 - Imagens histologicas da retina de peixes zebrafish do ensaio 1 sem evidéncias de alteragdes
teciduais. A. Retina de um peixe do grupo controle. B. Retina de um peixe do grupo ozénio 1. C.

Retina de um peixe do grupo o0z6nio 2. D. Retina de um peixe do grupo o0zbdnio 3. E. Retina de um

peixe do grupo 0z6nio 4.

Fonte: Autor (2025).

A mensuracdo aproximada da espessura da retina neurossensorial (RNS) dos grupos
experimentais, evidenciou que em média elas apresentavam uma espessura da 57,06 £ 5,73 um
no grupo controle, 54,93 + 7,81 um no O1, 54,73 £ 7,79 um no 02, 54,98 + 10,13 um no O3 e
56,74 £ 6,43 um no O4, conforme demonstrado na figura 10A. Tais valores demostram que ndo
houve alteracOes significativas (Tukey, p > 0,05) da espessura da retina neurossensorial entre
0S grupos.

Quanto as camadas externas da retina neurossensorial, observou-se uma espessura
média da camada de fotorreceptores (CFT) de 14,20 £ 3,50 um no grupo controle, 12,22 + 1,09
pumno 01, 12,74 + 3,77 um no 02, 13,37 £ 2,52 um no O3 e 12,99 + 0,87 um no O4, conforme
demonstrado na figura 10B. Na camada nuclear externa (CNE) apresentou-se em média uma
espessura de 7,23 + 1,50 um no grupo controle, 7,20 + 1,14 um no O1, 7,13 £ 1,33 um no O2,
7,59+ 1,66 umno O3 e 7,66 £1,17 um no 04, conforme observado na figura 10C. Ja a camada
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plexiforme externa (CPE) apresentou em media uma espessura de 4,84 + 1,09 um no grupo
controle, 4,72 £ 0,80 um no O1, 5,36 £ 1,18 pm no 02, 5,44 + 1,19 um no O3 e 5,97 + 0,49
pum no O4, conforme demonstrado na figura 10D. N&o havendo diferencas significativas quanto

a espessura das trés camadas em comparacao entre os grupos (Tukey, p > 0,05).

Em relagdo as camadas internas, observou-se que a camada nuclear interna (CNI)
apresentou em média uma espessura de 10,93 £ 1,11 um no grupo controle, 10,92 + 1,62 um
no O1, 10,94 + 1,44 ym no 02, 9,95 + 2,00 um no O3 e 10,02 £ 0,72 pum no O4, conforme
evidenciado na figura 10E. A camada plexiforme interna (CPI) apresentou em média uma
espessura de 16,45 £+ 2,01 um no grupo controle, 16,75 = 3,90 um no O1, 13,35 £ 5,19 um no
02, 16,16 £+ 3,82 pum no O3 e 15,65 + 2,92 um no O4, conforme evidenciado na figura 10F. E
a camada de células ganglionares (CCG) apresentou em média uma espessura de 3,56 + 1,10
KM no grupo controle, 3,52 + 0,79 um no O1, 3,17 + 0,56 um no 02, 2,86 + 0,70 um no O3 e
3,22 £ 0,63 um no O4, conforme evidenciado na figura 10G. Ndo havendo diferencas
significativas quanto a espessura das trés camadas em comparacgéo entre os grupos (Tukey, p >
0,05).

Figura 10 - Representacdo gréfica dos niveis médio e desvio padréo da espessura da retina
neurossensorial e suas camadas de peixes zebrafish do ensaio 1. A. Espessura da retina neurossensorial
(RNS). B. Espessura da camada de fotorreceptores (CFT). C. Espessura da camada nuclear externa
(CNE). D. Espessura da camada plexiforme externa (CPE). E. Espessura da camada nuclear interna
(CNI). F. Espessura da camada plexiforme interna (CPI). G. Espessura da camada de células

ganglionares (CCG).
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O zebrafish atualmente é uma espécie modelo para diversas areas, incluindo-se a de
toxicidade ocular, que envolve o estudo da utilizacdo de determinados compostos e como a
dosagem, frequéncia de utilizacdo e tempo de utilizacdo podem influenciar no tecido ocular,
incluindo-se na retina (CASSAR et al., 2020; HONG; LUO, 2021). Alguns estudos ja vém
utilizando o oz6nio para o estudo de diferentes afecgdes, incluindo as oculares, entretanto, os
estudos do efeito do composto sobre o tecido ainda ndo foram relatados na espécie (DUZGUN
etal., 2022; KAL et al., 2017; LIU, 2016; XIE et al., 2016). Dessa forma, os resultados obtidos
nesse ensaio indicam que o protocolo de aplicacdo de ozoénio utilizado ndo desencadeou
alteracbes morfoldgicas e morfométricas no segmento da retina neurossensorial dos peixes,
portanto, todas as concentracdes e frequéncias utilizadas no presente trabalho ndo levaram a
toxicidade retiniana, possibilitando em uma primeira avaliacdo a sua utilizacdo em modelos de
afeccdes retinianas em zebrafish. Ressalta-se que o presente trabalho apenas evidenciou a
seguranca quanto a morfologia e morfometria retiniana, outras abordagens como avaliacdo da
acuidade visual por meio de testes comportamentais, eletrofisiologia retiniana e efeitos
moleculares podem futuramente trazer mais informac6es complementares acerca do efeito do

composto nesse tecido.

5.1.3. Analises morfoldgicas das branquias
Por meio da avaliagdo morfoldgica branquial a partir das ldaminas histoldgicas, nédo foi

observada nenhuma alteracdo no tecido branquial, conforme evidenciado na figura 11.

Figura 11 - Imagens histologicas branquiais de peixes zebrafish do ensaio 1 sem evidéncias de
alteracOes teciduais. A. Branquia de um peixe do grupo controle. B. Branquia de um peixe do grupo
ozonio 1. C. Branquia de um peixe do grupo 0zo6nio 2. D. Branquia de um peixe do grupo ozonio 3. E.

Branquia de um peixe do grupo ozonio 4.
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Fonte: Autor (2025).

Por meio da mensuracdo dos parametros morfométricos branquiais, foi possivel
observar que a altura lamelar apresentou em média 26,40 £ 2,61 um no grupo controle, 26,37
+ 3,72 pum no 01, 28,23 + 6,81 um no O2, 27,33 + 3,50 pm no O3 e 28,84 + 4,72 pm no O4,
conforme demonstrado na figura 12A. Evidenciando que ndo houve diferenga significativa

(Tukey, p > 0,05) em relagdo a altura das lamelas branquiais entre 0s grupos experimentais.

Quanto a espessura lamelar, foi possivel observar 2,93 + 0,51 um no grupo controle,
2,73 +£0,48 umno O1, 2,78 £ 0,55 um no 02, 2,60 + 0,27 um no O3 e 3,11 £ 0,19 um no O4,
conforme demonstrado na figura 12B. Evidenciando que ndo houve diferenca significativa

(Tukey, p > 0,05) em relacdo a espessura das lamelas branquias entre 0s grupos experimentais.

A altura da massa celular interlamelar apresentou médias de 2,78 + 0,95 um no grupo
controle, 2,97 £ 0,46 um no O1, 3,04 £ 0,64 um no 02, 3,37 + 0,92 um no O3 e 3,54 + 0,99
pum no O4, conforme demonstrado na figura 12C. Evidenciando que ndo houve diferenca
significativa (Tukey, p > 0,05) em relacdo a altura da massa celular interlamelar entre os grupos

experimentais.
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Figura 12 - Representacdo grafica dos niveis médio e desvio padrado dos parametros branquiais de
peixes zebrafish do ensaio 1. A. Mensuracdo da altura lamelar. B. Mensuracdo da espessura lamelar.

C. Mensuragdo da altura da massa celular interlamelar.
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Fonte: Autor (2025).

No desenvolvimento de aplicabilidade de compostos via agua, a salde branquial
representa uma caracteristica de destaque a ser averiguada, uma vez que tais compostos tem
contato direto com esse tecido e podem desencadear efeitos negativos a salde branquial e
consequentemente a satde dos animais. Alguns trabalhos ja relataram informacao acerca do
efeito do ozonio sobre o tecido branquial, como o de Stiller et al. (2020), que evidenciou
alteraces histoldgicas branquiais adversas em Salmo salar (Salmao do atlantico) em condicGes
que a ozonizagdo da agua elevou o ORP em valores iguais ou superiores a 350 mV, notando-se
sinais de baqueteamento, hiperplasia, hipertrofia e lifting, por exemplo. Ja o trabalho de
Monteiro (2022), na qual as dosagens de 0zonio dos ensaios desse presente trabalho foram

baseadas, evidenciou que a aplicacdo de ozonio desencadeou altera¢fes histologicas como a
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hipertrofia, fusdo lamelar, aumento de secre¢do mucosa, proliferacdo de eritrocitos, sinequias
lamelares, vacuolos e curvaturas lamelares, além disso, o trabalho também analisou
caracteristicas morfométricas como a altura lamelar, especo interlamelar e massa lamelar,

parametros esses que nao sofreram alteracdes significativas.

O presente trabalho, ndo observou alteragdes quando a morfometria branquial,
semelhante ao trabalho de Monteiro (2022), dessa forma, evidencia-se que a utilizacdo do
composto nao interferiu na atividade e saude branquial, uma vez que quando o tecido se
apresenta acometido, 0 mesmo comeca a sobre alteracbes morfométricas em resposta. Quando
a diferenca entre os achados morfol6gicos descritas por Monteiro (2022) e o presente estudo,
supde-se que tal diferenca possa estar envolvida ao tempo de exposi¢cdo a0 composto, uma vez
gue as mesmas dosagens foram utilizadas, sendo que Monteiro (2022) aplicou 0 composto ao
longo de dez (10) dias seguidos, e o presente trabalho aplicou o composto a cada 48 horas ao

longo de quinze (15) dias.

5.1.4. Avaliagéo do efeito oxidativo nos olhos

Por meio da espectrofotometria, observaram-se niveis médios de absorbancia das EROs
de 33,99 + 5,61 pumol/DCF/mg/proteina/min no grupo controle, 111,02 + 16,35
umol/DCF/mg/proteina/min no O1, 102,35 £ 33,32 umol/DCF/mg/proteina/min no O2, 96,49
+ 20,60 pumol/DCF/mg/proteina/min no O3 e 110,32 + 26,63 pmol/DCF/mg/proteina/min no
04, conforme demonstrado na figura 13A. Evidenciando que houve um aumento significativo
entre os grupos submetidos a aplicacdo do 0z6nio em relacdo ao grupo controle (Tukey, p <
0,05).

A atividade da enzima SOD, foi demonstrado por meio dos niveis médios da sua
absorbancia, sendo de 3,39 + 0,98 U/mg/proteina no grupo controle, 7,32 + 0,66 U/mg/proteina
no O1, 5,45 £ 1,05 U/mg/proteina no O2, 7,52 + 1,15 U/mg/proteina no O3 e 6,31 + 0,14
U/mg/proteina no O4, conforme demonstrado na figura 13B. Evidenciando um aumento
significativo (Tukey, p < 0,05) da atividade antioxidante da superoxido dismutase dos grupos
testados em relagdo ao controle. Além disso, também ha uma diferenca significativa (Tukey, p
< 0,05) entre os grupos O3 e O2.

Quanto a enzima CAT, por meio da espectrofotometria observaram-se niveis médios de
2352,41 £ 185,09 pmol/min/mg/proteina no grupo controle, 238395 + 155,82
pmol/min/mg/proteina no O1, 2043,98 £ 132,16 umol/min/mg/proteina no 02, 2315,93 + 24,13
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pumol/min/mg/proteina no O3 e 2223,08 + 152,48 umol/min/mg/proteina no O4, conforme
demonstrado na figura 13C. Ndo havendo diferencas significativas quanto a atividade da

catalase em comparacao entre os grupos (Tukey, p > 0,05).

Em relacdo a GST, foram observados niveis médios de 127189,51 + 9773,48
nmol/min/mg/proteina no grupo controle, 123934,59 + 19153,63 nmol/min/mg/proteina no O1,
106360,73 + 10089,54 nmol/min/mg/proteina no 02, 106825,37 + 14250,07
nmol/min/mg/proteina no O3 e 92687,31 + 179000,55 nmol/min/mg/proteina no O4, conforme
demonstrado na figura 13D. N&o foram observadas diferencas estatisticas significativas (Tukey,

p > 0,05) em relacdo a comparacédo da atividade da GST entre 0s grupos.

Figura 13 - Mensuragdo dos niveis médios e desvio padréo do efeito oxidativo nos olhos de peixes
zebrafish do ensaio 1. A. Mensuracao das espécies reativas de oxigénio (EROs). B. Mensuracéo da
enzima superoxido dismutase (SOD). C. Mensuragéo da enzima catalase (CAT). D. Mensuragdo da

enzima glutationa S-transferase (GST).
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Fonte: Autor (2025).
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Em relacdo a dimensdo do efeito nos pardmetros que evidenciaram diferengas

estatisticas acerca da utilizacdo do composto nos grupos ozénio, observou-se em relacdo as

EROs e a SOD impacto enorme nos grupos em todos os grupos (d de Cohen > 2,00), conforme

evidenciado na tabela 4.

Tabela 4 - Dimensdo de efeito dos grupos 0zdnio em comparacao ao controle quando aos parametros

da resposta oxidativa que apresentaram diferencas estatisticas evidenciadas.

Parametro Comparagao D de Cohen Intervalo de Dimensao de
confianca a 95% efeito
Grupo Grupo Lim. Lim.
inferior  superior
Espécies reativas Controle Ozobnio 1 -3,42 -5,91 -0,93 Enorme
de oxigénio
Ozbnio 2 -3,03 -5,40 -0,67 Enorme
Ozobnio 3 -2,77 -5,06 -0,49 Enorme
Ozobnio 4 -3,39 -5,87 -0,90 Enorme
Superoxido Controle Ozo6nio 1 -5,51 -8,80 -2,22 Enorme
dismutase
Ozbnio 2 -2,88 -5,20 -0,57 Enorme
Ozbnio 3 -5,78 -9,19 -2,37 Enorme
Ozonio 4 -4,08 -4,08 -1,35 Enorme

Fonte: Autor (2025).

Baseando-se nesses achados, observa-se que a aplicacdo do ozbnio via agua

desencadeou um estresse oxidativo intraocular, detectado por meio da elevacdo das EROs

associada a SOD, provavelmente para manutencdo do equilibrio redox. Essa elevacdo,

associada a auséncia de alteragdes morfoldgicas e morfometricas retinianas, caracteriza como

descrito por Bocci (2007), um estresse oxidativo agudo controlado, capaz de ativar processos

bioldgicos que desencadeiam em efeitos benéficos ao organismo. O estresse oxidativo pode ser

entendido como um processo bioquimico que pode afetar as células organicas de diversas

formas fisioldgicas e patoldgicas, dependendo do grau desse estado (INAL et al., 2011). Em

situagOes fisioldgicas, esse processo aumenta a atuacdo da via Nrf2, elevando mecanismos

antioxidantes que podem restabelecer o equilibrio redox em casos de doencas preexistentes com

mecanismo oxidativo (SMITH et al., 2017). Além disso, destaca-se que todas as concentracdo
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tiveram a mesma dimensao de efeito sobre a resposta oxidativa, portanto, nenhuma foi mais ou

menos eficiente nesse quesito.

5.2. Ensaio 2: Uso do ozénio durante o desenvolvimento da retinopatia diabética no

modelo Zebrafish

5.2.1. Mensuracdo do potencial de oxirreducéo

O ORP apresentou niveis médios no delta 1 de 9,02 £ 4,92 mV no CN, 10,17 £ 5,28 mV
no CP, 64,10 £ 10,99 mV no T1, 62,08 + 7,50 mV no T2, 70,69 + 9,81 mV no T3 e 67,72 +
16,26 mV no O4, conforme observado na figura 14A. Ja no delta 2, foram observados de 13,91
+7,29mV no CN, 14,97 £ 5,31 mV no CP, 43,61 + 18,62 mVV ho T1, 43,70 £ 10,99 mV no T2,
42,81 +10,46 mV no T3 e 40,21 + 8,46 mV no T4, conforme demonstrado na figura 14B. Dessa
forma, evidenciou-se um aumento significativo (Tukey, p < 0,05) do ORP de todos 0s grupos
tratados com 0zoénio em relacdo aos controles no delta 1 e 2. Além disso, ndo foram encontrados
resultados significativos (Tukey, p > 0,05) em comparagdo entre 0s grupos submetidos a

aplicacdo do ozénio via agua.

Figura 14 - Representagdo gréafica dos niveis médio e desvio padrdo dos niveis de ORP calculados nos
deltas do ensaio 2. A. Delta 1. B. Delta 2.
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Fonte: Autor (2025).

Semelhante ao descrito na mensuragdo do potencial de oxirreducédo do ensaio 1 desse
trabalho, os resultados do ensaio 2 tambem correspondem as alteracdes do ORP desencadeadas
pela aplicagdo do ozénio, conforme evidenciado por Gongalves e Gagnon (2011). Dessa forma,
tambeém foi possivel evidenciar a presenca do composto na &gua e inferir a responsabilidade do

mesmo pelos efeitos bioldgicos desencadeados no modelo animal.
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5.2.2. Mensuracéo da glicemia

Por meio das mensuragdes da glicemia, foi possivel observar niveis médios de 27,8 +
7,35 mg/dl no CN, 64,5 £ 30,87 mg/dl no CP, 61,0 £ 33,15 mg/dl no T1, 56,5 £ 23,96 mg/dl no
T2, 52,0 £ 20,03 mg/dl no T3 e 69,6 + 32,65 mg/dl no T4, conforme observado no gréafico 3.
Tais dados ndo apresentaram distribuicdo normal (Shapiro-Wilk, p < 0,05), dessa forma, foram
normalizados via transformacdo em raiz, posteriormente foi possivel evidenciar que a glicemia
dos animais do CP, T1, T2, T3 e T4 apresentaram valores significativamente maiores (Games-
Howell, p < 0,05) do que os animais do grupo CN, que foram expostos somente a agua durante
todo o experimento, conforme evidenciado no grafico 1. Além disso, evidenciou-se que 0
tamanho de efeito da exposicdo a glicose foi muito grande (d de Cohen > 1,20 e < 2,00) no CP,
T1, T2 e T4, e grande (d de Cohen > 0,80 e < 1,20) no T3, conforme demonstrado na tabela 5.

Grafico 1 - Mensuracdo dos niveis médios e desvio padrdo da glicemia sanguinea dos peixes zebrafish

do ensaio 2.
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Fonte: Autor (2025).

Tabela 5 - Dimenséo de efeito dos grupos expostos a glicose testes em comparagdo ao controle

negativo.
Parametro Comparacao D de Cohen Intervalo de Dimensé&o de
confianca a 95% efeito
Grupo Grupo Lim. Lim.

inferior  superior




61

Glicemia C. negativo  C. positivo -1,52 -2,11 -0,94 Muito grande
G. Teste 1 -1,37 -1,95 -0,79 Muito grande
G. Teste 2 -1,26 -1,84 -0,68 Muito grande
G. Teste 3 -1,07 -1,67 -0,52 Grande
G. Teste 4 -1,70 -2,29 -1,10 Muito grande

Fonte: Autor (2025).

Esses resultados sdo consistentes com trabalhos anteriores, na qual a exposicdo
alternada a solucgdo de glicose 2% proporcionou a elevacdo da glicose na corrente sanguinea,
dessa forma, proporcionando um estado hiperglicémico nos zebrafish que proporciona a RD
(CONNAUGHTON et al., 2016; TANVIR et al., 2018). Entretanto, ressalta-se que a glicemia
sanguinea é uma mensuracdo momentanea do estado hiperglicémico, e ndo indica
necessariamente os quadros hiperglicémicos persistentes envolvidos na patogenia da doenca,
além disso, o parametro também pode ser influenciado por fatores externos como o estresse
(CAPIOTTI et al., 2014). Devido a isso, esse parametro foi associado a mensuracdo das

proteinas glicadas para maior confiabilidade nos resultados.

5.2.3. Analise das proteinas glicadas dos olhos

Por meio do ensaio de quantificacdo da frutosamina, observaram-se niveis médios de
108 + 15,39 umol/l no CN, 144 + 12,55 umol/l no CP, 149 + 9,90 umol/l no T1, 144 + 24,13
pumol/l no T2, 141 + 10,98 pumol/l no T3 e 140 * 14,26 umol/l no T4, conforme demonstrado
no grafico 4. Evidenciando que um aumento significativo (Tukey, p < 0,05) da concentracdo de
frutosamina nos olhos dos animais dos grupos expostos a solucéo de glicose 2% (CP, T1, T2,
T3 e T4) em comparacao aos niveis médios do CN. Além disso, evidenciou-se que a exposicdo
a glicose 2% teve dimenséo de efeito enorme (d de Cohen > 2,00) em todos 0s grupos expostos,

conforme observado na tabela 6.

Gréfico 2 - Mensuracao dos niveis médios e desvio padrdo das proteinas glicadas dos olhos de peixes

zebrafish do ensaio 2.
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Tabela 6 - Dimensdo de efeito sobre a frutosamina dos grupos expostos a glicose testes em

comparagdo ao controle negativo.

Parametro Comparacao D de Cohen Intervalo de Dimensao de
confianca a 95% efeito
Grupo Grupo Lim. Lim.
inferior ~ superior
Frutosamina C. negativo C. positivo -2,29 -3,78 -0,81 Enorme
G. Teste 1 -2,67 -4,21 -1,13 Enorme
G. Teste 2 -2,35 -3,84 -0,86 Enorme
G. Teste 3 -2,11 -3,64 -0,58 Enorme
G. Teste 4 -2,06 -3,52 -0,61 Enorme

Fonte: Autor (2025).

A frutosamina, trata-se de uma molécula formada a partir da conjugacédo da glicose com

proteinas livres de maneira ndo enzimatica, decorrente de quadros hiperglicémicos cronicos ao

longo de semanas, e associada a hemoglobina glicosilada é um pardmetro utilizado para

avaliagéo do controle glicémico em individuos com DM. Baseando-se nisso, os resultados dessa

mensuragdo evidenciam que os animais induzidos desenvolveram um quadro de hiperglicemia

persistente ao longo desses 30 dias de experimento, achados esses em concordancia ao descrito

por Capiotti et al. (2014). Dessa forma, em associac¢do aos resultados de glicemia sanguinea,
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evidencia-se que o método de inducdo hiperglicémico de Gleeson, Connaughton e Arneson
(2007), desencadeou os processos hiperglicémicos desejados para o desenvolvimento do quadro
de retinopatia diabética, uma vez que foi evidenciado a partir das analises morfométricas

retinianas alteraces quanto a espessura do tecido.

5.2.4. Analises morfoldgicas dos olhos
Por meio da avaliacdo morfologica retiniana a partir das laminas histoldgicas, ndo foi

observada nenhuma alteracao no tecido ocular, conforme evidenciado na figura 20.

Figura 15 - Imagens histologicas da retina de peixes zebrafish sem evidéncias de alteracOes teciduais.
A. Retina de um peixe do grupo controle negativo. B. Retina de um peixe do grupo controle positivo.

C. Retina de um peixe do grupo teste 1. D. Retina de um peixe do grupo teste 2. E. Retina de um peixe

do grupo teste 3. F. Retina de um peixe do grupo teste 4.

Fonte: Autor (2025).

A mensuracao da espessura da retina neurossensorial (RNS) dos grupos experimentais,
evidenciou que em média as mesmas apresentavam uma espessura da 56,55 + 8,05 um no CN,
48,24 + 6,77 um no CP, 51,58 + 6,01 pm no T1, 50,89 + 8,00 um no 2, 51,70 + 5,75 um no T3
e 48,09 = 6,96 um no T4, conforme evidenciado na figura 16A. Tais valores demostram que

houve uma diminuicdo significativa (Tukey, p < 0,05) da espessura da retina neurossensorial
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CP e T4 em comparacdo ao CN, além disso, ndo foram observados resultados significativos em

relagcdo a comparacao dos demais grupos.

Quanto as camadas externas da retina neurossensorial, observou-se uma espessura
média da camada de fotorreceptores (CFT) de 13,51 £ 2,04 um no CN, 11,32 + 1,64 um no CP,
12,41 +£191 pmno T1, 12,02 £ 2,12 umno T2, 12,19 + 1,89 um no T3 e 11,62 + 1,97 um no
T4, conforme evidenciado na figura 16B. Na camada nuclear externa (CNE) observou-se em
média uma espessura de 6,94 £ 1,55 um no CN, 5,67 + 1,19 um no CP, 7,09 + 1,58 um no T1,
6,81+ 1,22 umno T2,6,71 £1,78 umno T3 e 5,77 + 1,16 pum no T4, conforme evidenciado
na figura 16C. Ja a camada plexiforme externa (CPE) apresentou em média uma espessura de
4,93 + 1,03 um no CN, 3,90 + 0,57 um no CP, 4,72 £ 1,16 pm no T1, 4,58 + 0,99 pm no T2,
451 + 0,94 um no T3 e 3,98 + 0,88 um no T4, conforme evidenciado na figura 16D.
Evidenciando uma diminuicdo significativa da CFT e da CPE (Tukey, p < 0,05) entre 0s grupos
CP e T4 em comparacdo ao CN. Além disso, ndo houve diferencas significativas quanto a
espessura da CNE em comparacéo entre os grupos (Games-Howell, p > 0,05).

Em relacdo as camadas internas, observou-se que a camada nuclear interna (CNI)
apresentou em meédia uma espessura de 10,37 + 1,52 um no CN, 9,93 + 1,37 um no CP, 10,50
+ 150 ymno T1, 9,21 £ 1,15 pm no T2, 10,36 + 1,95 pm no T3 e 9,40 = 1,04 um no T4,
conforme evidenciado na figura 16E. N&o havendo diferencas significativas entre 0s grupos
(Tukey, p > 0,05). A camada plexiforme interna (CPI) apresentou em média uma espessura de
14,13 £ 2,07 pum no CN, 11,07 = 2,50 um no CP, 11,98 + 2,60 pum no T1, 12,00 = 2,52 um no
T2,12,31 + 2,01 um no T3 e 11,61 £ 2,40 um no T4, conforme evidenciado na figura 16F.
Evidenciando uma diminuig&o significativa (Tukey, p < 0,05) da espessura nos grupos CP e T4
em relacdo ao CN. E a camada de células ganglionares (CCG) apresentou em média uma
espessura de 2,88 £ 0,60 um no CN, 2,41 + 0,53 um no CP, 2,45 + 0,33 umno T1, 2,53 + 0,52
umno T2, 2,61+ 0,44 umno T3 e 2,54 + 0,28 um no T4, conforme evidenciado na figura 16G.

Destacando uma diminuicéo significativa (Tukey, p < 0,05) do CP em relagdo ao CN.

Figura 16 - Representagdo grafica dos niveis médio e desvio padréo da espessura da retina
neurossensorial e suas camadas de peixes zebrafish do ensaio 2. A. Espessura da retina neurossensorial
(RNS). B. Espessura da camada de fotorreceptores (CFT). C. Espessura da camada nuclear externa
(CNE). D. Espessura da camada plexiforme externa (CPE). E. Espessura da camada nuclear interna
(CNI). F. Espessura da camada plexiforme interna (CPI). G. Espessura da camada de células

ganglionares (CCQG).
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Em relacdo a dimensdo do efeito nos parametros que evidenciaram diferencas

estatisticas acerca da utilizacdo do composto nos grupos testes, observou-se impacto pequeno

do tratamento na RNS nos grupos T1 a T3 (d de Cohen > 0,20 e < 0,50) e muito pequeno no T4
(d de Cohen = 0,02). Ja na CFT, observou-se impacto médio no T1 (d de Cohen = -0,56),
pequeno (d de Cohen > 0,20 e <0,50) no T2 e T3, e muito pequeno no T4 (d de Cohen =-0,15).
Na CPE, evidenciou-se impacto grande no T1 (d de Cohen = -0,86), médio no T2 e T3 (d de
Cohen > 0,50 e < 0,80), e muito pequeno no T4 (d de Cohen =-0,09). Quanto a CPI, observou-
se impacto pequeno no T1, T2 e T4 (d de Cohen > 0,20 e < 0,50), e médio no T3 (d de Cohen
=-0,53). Resultados esses evidenciados na tabela 7.

Tabela 7 - Dimensdo de efeito dos grupos testes em comparagdo ao controle positivo nos pardmetros

morfométricos retinianos que houve diferengas estatisticas evidenciadas.

Parametro Comparagéo D de Cohen Intervalo de Dimensao de
confianca a 95% efeito
Grupo Grupo Lim. Lim.
inferior superior
Retina ] C. positivo G. Teste 1 -0,48 -1,19 0,24 Pequeno
neurossensorial
G. Teste 2 -0,38 -1,06 0,31 Pequeno
G. Teste 3 -0,49 -1,17 0,18 Pequeno
G. Teste 4 0,02 -0,66 0,70 Muito pequeno
Camada de C. positivo G. Teste 1 -0,56 -1,28 0,16 Médio
fotorreceptores
G. Teste 2 -0,36 -1,05 0,32 Pequeno
G. Teste 3 -0,45 -1,13 0,23 Pequeno
G. Teste 4 -0,15 -0,84 0,53 Muito pequeno
Camada C. positivo G. Teste 1 -0,86 -1,61 -0,11 Grande
plexiforme
externa G. Teste 2 0,71 -1,43 1,62 Médio
G. Teste 3 -0,65 -1,35 0,06 Meédio
G. Teste 4 -0,09 -0,80 0,62 Muito pequeno
Camada C. positivo G. Teste 1 -0,39 -1,12 0,34 Pequeno
plexiforme
Interna G. Teste 2 -0,39 -1,09 0,30 Pequeno
G. Teste 3 -0,53 -1,21 0,15 Meédio
G. Teste 4 -0,23 -0,91 0,46 Pequeno

Fonte: Autor (2025).
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Dessa forma, esses resultados indicam que houve um processo de neurodegeneracao,
caracteristico da retinopatia diabética, desencadeado pelo protocolo de inducdo hiperglicémica
utilizado e observado pela reducdo da espessura média dos grupos induzidos. Destaca-se que
esse processo foi mais observado nos grupos CP e T4, que apresentaram reducéo
estatisticamente significativa da espessura da RNS, CFT, CPE e CPI, além disso, o grupo CP

também apresentou diminuicdo da CCG.

Em relacdo aos grupos testes, os resultados indicam que a utilizacdo do composto
proporcionou um controle do processo degenerativo nos grupos T1 a T3, e consequentemente,
evitando-se uma diminuicdo evidente da espessura total da retina neurossensorial e de suas
camadas, com destaque ao T1 que teve impacto mais expressivo CFT e CPE. Esses dados
possibilitam gerar hipdteses baseadas nos mecanismos patoldgicos da doenca, principalmente
0s oxidativos, uma vez que eles estdo intimamente relacionados aos processos de
neurodegeneracdo, diretamente por meio de estimulos de autofagia a apoptose celular, e
indiretamente por estimulos de citocinas inflamatorias que desencadeiam quadros inflamatérios
que podem proporcionar a neurodegeneracdo por piroptose (OLVERA-MONTANO et al.,
2019). Dentre esses tipos de morte celular, ressalta-se que ja foi evidenciado por Liu (2016)
que 0 ozonio promove reducdo da apoptose celular no tecido retiniano de roedores, dessa forma,
reforca-se a possibilidade de que o0 mesmo ocorre no modelo zebrafish. Além disso, também ja
foi demonstrado por Xie et al., (2016) que o o0z6nio proporciona reducdo de citocinas
inflamatdrias e de VEGF, o que também se relaciona com o desenvolvimento de piroptose e
necrose na RD. Dessa forma, indica-se que novos estudos e analises acerca desses mecanismos
sejam realizados para a maior compreensao no modelo de retinopatia diabética hiperglicémica
em zebrafish.

Quanto aos resultados observados no grupo T4, evidenciou-se que 0 mesmo nhao
proporcionou o controle do processo degenerativo observado nos demais grupos, destacando-
se 0 impacto menos expressivo nos parametros analisados. Uma hipotese que pode ser gerada
envolve a dose e a frequéncia de aplicacdo do composto, uma vez que ja foi postulado na
literatura que concentracGes baixas do 0zdnio podem ndo desencadear efeitos biologicos e
concentragOes elevadas podem desencadear efeitos toxicos a partir do excesso de formagao de
EROs e LOPs (BOCCI, 2004; LIU et al., 2023).

Ressalta-se que o grupo CP exposto apenas a alteracdo entre glicose 2% em agua e

apenas agua, apresentou resultados consistentes com os trabalhos de Gleeson, Connaughton e
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Arneson (2007) e Tanvir et al. (2018), apresentando uma diminuigdo da espessura da CPI e
CPE, respectivamente. Entretanto, difere do que foi evidenciado por Gleeson, Connaughton e
Arneson (2007) e Tanvir et al. (2018), em relacdo a diminuicdo CFT e CCG, que nao foram

relatadas anteriormente no modelo zebrafish.

5.2.5. Avaliagéo do efeito oxidativo nos olhos

Por meio da espectrofotometria, observaram-se niveis médios de absorbancia das EROs
de 182,09 <+ 7545 umol/DCF/mg/proteina/min no CN, 534,60 =+ 181,46
umol/DCF/mg/proteina/min no CP, 313,88 + 40,70 pumol/DCF/mg/proteina/min no T1, 316,56
+ 79,59 umol/DCF/mg/proteina/min no T2, 323,22 + 70,18 pmol/DCF/mg/proteina/min no T3
e 395,72 + 111,08 pmol/DCF/mg/proteina/min no T4, conforme demonstrado na figura 17A.
Tais dados nao apresentaram distribui¢cdo normal (Shapiro-Wilk, p < 0,05), dessa forma, foram
normalizados via transformacao em raiz, posteriormente foi possivel evidenciar um aumento
significativo (Tukey, p < 0,05) da quantidade de EROs dos grupos CP e T4 em relac¢éo ao grupo
CN. Além disso, também se observou que os valores encontrados nos grupos T1, T2 e T3 foram

significativamente menores (Tukey, p < 0,05) do que o CP.

A atividade da enzima SOD, foi demonstrado por meio dos niveis médios da sua
absorbancia, sendo de 3,65 + 0,73 U/mg/proteina no CN, 6,14 + 0,46 U/mg/proteina no CP,
4,60 + 0,86 U/mg/proteina no T1, 4,55 + 0,80 U/mg/proteina no T2, 4,85 + 0,33 U/mg/proteina
no T3 e 5,15 + 0,60 U/mg/proteina no T4, conforme demonstrado na figura 17B. Evidenciando
um aumento significativo (Tukey, p < 0,05) da atividade antioxidante da superoxido dismutase
dos grupos CP e T4 em relacdo ao grupo CN. Além disso, também se observou que os valores
encontrados nos grupos T1, T2 e T3 foram significativamente menores (Tukey, p < 0,05) do
que o CP.

Quanto a enzima CAT, por meio da espectrofotometria observaram-se niveis médios de
1282,19 + 337,19 pmol/min/mg/proteina no CN, 2089,89 + 197,78 pmol/min/mg/proteina no
CP, 1542,20 + 229,53 umol/min/mg/proteina no T1, 1612,75 + 305,52 pumol/min/mg/proteina
no T2, 1609,56 =+ 411,53 umol/min/mg/proteina no T3 e 154332 =+ 495,29
pumol/min/mg/proteina no T4, conforme demonstrado na figura 17C. Dessa forma, é possivel
destacar que houve um aumento significativo (Tukey, p < 0,05) na atividade da catalase do CP

em relacdo ao CN.



69

Em relagdo a GST, foram observados niveis medios de 661541 + 2237,10
nmol/min/mg/proteina no CN, 11754,73 + 4147,09 nmol/min/mg/proteina no CP, 8702,69 +
3096,65 nmol/min/mg/proteina no T1, 7650,55 + 2636,78 nmol/min/mg/proteina no T2,
9376,81 + 3403,29 nmol/min/mg/proteina no T3 e 5145,68 + 4421,62 nmol/min/mg/proteina

no T4, conforme evidenciado na figura 17D. N&o foram observadas diferencas estatisticas

significativas (Tukey, p > 0,05) em relacdo a comparacao da atividade da GST entre 0s grupos.

Figura 17 - Mensurag&o dos niveis médios e desvio padrdo do efeito oxidativo nos olhos de peixes

zebrafish. A. Mensuracao das espécies reativas de oxigénio (EROs). B. Mensuracdo da enzima
superoxido dismutase (SOD). C. Mensuracgdo da enzima catalase (CAT). D. Mensuragdo da enzima

glutationa S-transferase (GST).
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a - Comparagao ao CN (Tukey, p < 0,05).

Fonte: Autor (2025).

Em relacdo a dimensdo do efeito nos pardmetros que evidenciaram diferencas

estatisticas acerca da utilizacdo do composto nos grupos testes, observou-se me relagdo as EROs

e a SOD impacto enorme nos grupos T1 e T2 (d de Cohen > 2,00), e muito grande no T3 e T4

(d de Cohen > 1,20 e < 2,00), conforme evidenciado na tabela 8.
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Tabela 8 - Dimensdo de efeito dos grupos testes em comparacgdo ao controle positivo quando aos

parametros da resposta oxidativa que houve diferencas estatisticas evidenciadas.

Parametro Comparagao D de Cohen Intervalo de Dimensao de
confianca a 95% efeito
Grupo Grupo Lim. Lim.
inferior  superior
Espécies reativas C. positivo G. Teste 1 2,05 0,61 3,49 Enorme
de oxigénio
G. Teste 2 2,05 0,61 3,49 Enorme
G. Teste 3 1,96 0,53 3,39 Muito grande
G. Teste 4 1,23 -0,12 2,59 Muito grande
Superoxido C. positivo G. Teste 1 2,34 0,86 3,82 Enorme
dismutase
G. Teste 2 2,42 0,93 3,91 Enorme
G. Teste 3 1,96 0,53 3,39 Muito grande
G. Teste 4 1,51 0,13 2,89 Muito grande

Fonte: Autor (2025).

Dessa forma, esses achados demonstram que a principio o modelo de retinopatia
diabética em zebrafish também apresenta um mecanismo oxidativo na doenca, evidenciado pelo
aumento significativo das espécies reativas de oxigénio e das enzimas antioxidantes superdxido
dismutase e catalase no grupo CP em relagdo ao CN, indicando um estado de estresse oxidativo.
Caracteristica essa associada aos dados morfoldgicos e morfométricos observados no presente
trabalho e em trabalhos anteriores como Alvarez et al. (2010), Gleeson, Connaughton e Arneson
(2007) e Tanvir et al. (2018), sugerem que semelhante ao observado em mamiferos 0 modelo
zebrafish também posso ter o mecanismo oxidativo intimamente correlacionado a
neurodegeneracdo. Entretanto, ressalta-se que mais estudos sdo necessarios para a confirmacao
desse mecanismo na espécie e para o aprofundamento sobre sua correlagdo com os tipos de

morte celular e se as vias para sua ocorréncia sao as mesmas dos mamiferos.

Além disso, os resultados também evidenciam que a utilizagéo do 0z6nio nos grupos T1
a T3 proporcionou uma diminuic¢do dos EROs e da SOD, indicando que houve um controle do
estresse oxidativo observado no CP, uma vez que esses dois parametros estdo estatisticamente
semelhantes ao CN e reduzidos em comparacdo ao CP, com destaque aos grupos T1 e T2 que
obtiveram efeitos mais expressivos em relacdo aos parametros do que os demais grupos. Tais
dados associados aos resultados morfométricos dos mesmos grupos testados, reforcam que o

mecanismo oxidativo estd associado a neurodegeneracao, e que seu controle também leva a
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melhores pardmetros morfométricos, algo semelhante foi relatado por Kal et al., (2017), que
utilizou o 0zdnio em modelos de isquemia retiniana em roedores, e observou que 0 composto
reduz os danos isquémicos provavelmente pelo aumento da capacidade antioxidante observada
pela mensuracdo de enzimas antioxidantes no sangue. Segundo a literatura, o 0zonio apresenta
efeitos antioxidantes a partir da geracdo do H2O; e principalmente do 4-HNE, que estimulam a
via Nrf2, rota que é fundamental para as rea¢Ges redox intracelulares e o equilibrio inflamatorio,
vias essas que se sabe que estdo comprometidas na retinopatia diabética (BOCCI; VALACCHI,
2015; CLAVO et al., 2019). Baseando-se nisso, os resultados observados permitem a geracao
da hipotese de que a via Nrf2 também possa estar sendo estimulada nos grupos testados, e dessa

forma, indica-se que novos estudos aprofundados nesse mecanismo possam ser realizados.

Quando aos resultados observados no grupo T4, observou-se que o estado de estresse
oxidativo assemelha-se estatisticamente do CP e diferencia-se dos demais grupos, indicando
que ndo houve um controle adequado do mecanismo oxidativo, situacao essa que associada aos
dados morfométricos do mesmo grupo correlaciona-se a maior diminui¢do da RNS e de suas
camadas, indicando maior neurodegeneracdo. Dessa forma, reforca-se a hipotese gerada
anteriormente, na qual houve um excesso do composto e consequentemente dos produtos
oxidantes formados pelo mesmo, entretanto, provavelmente essas alteracGes estejam mais
relacionadas a frequéncia de aplicacdo, uma vez que o T3 utilizou a mesma dosagem de 0,072
mg/L uma vez ao dia, enquanto o T4 foi submetido a aplicacdo duas vezes ao dia, (BOCCI,
2004; LIU et al., 2023). Ressalta-se que o T3 e T4 apresentaram dimensdo de efeito sobre os
paramentos menos evidentes do que os demais grupos testes. Dessa forma, indica-se que futuros
trabalhos acerca do uso do composto para o controle da doenca no mesmo modelo limitam-se
a utilizar protocolos de com 0,052 mg/L.

6. CONCLUSAO

Baseando-se nos achados evidenciados, conclui-se que os protocolos de exposicao de
0z0Onio via agua propostos sdo seguros quando sua aplicabilidade e influéncia sobre a saude
branquial e retiniana de peixes Danio rerio higidos, dessa forma, € possivel indicar a sua

utilizacdo em ensaios oculares com foco em retinopatias na espécie em questao.

Quanto ao modelo de retinopatia diabética na espécie, o presente trabalho infere que o

mesmo proporciona um mecanismo oxidativo semelhante ao evidenciado em mamiferos, e que
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ele esteja correlacionado ao processo degenerativo retiniano, dessa forma, indica-se a realizagéo

de novos estudos para o aprofundamento do entendimento desse processo.

Em relacéo a utilizacdo dos protocolos com o composto no modelo da doenca, conclui-
se que o O3 proporcionou de forma dose-dependente um controle do mecanismo oxidativo e
do processo neurodegenerativo retiniano, provavelmente por influéncia do estresse oxidativo
nas vias de morte celular que acarretam no processo degenerativo, dessa forma, indica-se a
realizacdo de novos estudos que possam evidenciar primeiramente se 0 modelo da doenca
desencadeia essas vias, e posteriormente se o composto tem influéncia sobre as mesmas.
Ressalta a influéncia da dose sobre esses achados, uma vez que também evidenciou-se que 0
O3 em concentracdes elevadas como no grupo teste 4 esses efeitos benéficos do 0zdnio ndo
foram evidenciada, indicando um provavel efeito colateral. Além disso, infere-se que dentre 0s
protocolos utilizados, a aplicacdo de 52 pug/ml uma vez ao dia foi a mais eficiente no controle

do estado oxidativo e principalmente no quadro degenerativo retiniano.
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