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RESUMO

Wu, DC. Estudo da influéncia de TGF beta sobre miRNAs da familia let7 em célu-
las gliais de Muller. [Tese (Doutorado em Ciéncias) ]J- Instituto de Ciéncias Biomédi-
cas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2018.

O vitreo apresenta remodelamento de seus componentes durante a patogénese de
doengas como descolamento de retina, buraco de macula e membrana epirretinica e
os fatores que levam a essas alteracdes ainda ndo sao completamente conhecidos.
As células gliais de Mller exercem um papel regulatério importante na retina, princi-
palmente na producao de TGF-beta, e participam na formagdo de membranas con-
trateis em doencas da interface vitreo retinica. O TGF-beta esta aumentado tanto na
retina como no vitreo, em condi¢cdes de doenca, tendo o papel importante de ativar a
capacidade contratil na interface do tecidos estudados. MicroRNAs sao moléculas
de RNA fita simples de 19-25 nucleotideos, endogenos, nédo codificantes e potentes
reguladores pos-transcricional da expressao génica, portanto potenciais alvos tera-
péuticos eficientes para o tratamento das doencgas da interface vitreo-retinica. Em
linhagem de células de Muller de rato (rMC-1), o tratamento com TGF-1 em con-
centracao de 5 ng/ml leva a diminuicdo da expressao génica de let7-b e let7-c, apds
24 horas de tratamento. Ja em linhagem humana de Mdller ( MIO-M1), a expressao
génica de let-7b e let-7c foi alterada com 10 ng/ml de TGF-1 e TGF-2. TGF-B2 in-
duziu a uma queda da expressao de let-7b e let-7c, que variou entre 70% e 40 % ,
apods 24 e 48 horas de tratamento. Investigamos os possiveis alvos desses miRNAs,
COL1A1, COL1A2 e HAS2, proteinas que possuem relacdo com as alteragdes da
interface vitreo-retiniana. Entretanto, a analise da expressdo de RNAm de COL1A1 e
COL1A2 apés a estimulacdo de MIO-M1 com TGF-B1 e TGF-B2 nao apresentou al-
teragdes. No estudo com gene reporter de luciferase validamos COL1A2 como um
novo alvo de let-7b na célula de Mdller. Nos estudos funcionais observamos que o
let-7c mimético diminui a contragao do gel de colageno, Dessa forma, neste estudo
concluimos que o micro-ambiente das células de Mduller nas doengas da interface
vitreo-retiniana, pode alterar a expressdo dos miRNAs da familia let7 e, consequen-
temente, levar a formagao de membranas densas e contrateis.

Palavras-chave: MicroRNAs. Retina. Fator de crescimento. TGF-beta. Let-7.



ABSTRACT

Wu, DC. TGF beta modulateslet-7miRNAs expression in Muller glial cells. [thesis
(PhD in Sciences) ]- Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo, 2018.

Vitreous remodeling occurs during disease pathogenesis, such as retinal de-
tachment, macular hole and epiretinal membrane, and the factors that lead to these
alterations are still not fully determined. Muller glial cells regulate TGF-beta producti-
on in the retina and participate in the formation of contractile membranes in vitreore-
tinal interface. TGF-beta is increased in both vitreous and retina in disease conditions,
and are key participants in activating contractible capacity. MicroRNAs are short (19-
25 nucleotides), endogenous, non-coding RNA, involved in post-transcriptional gene
regulation, that have a potential role as new therapeutic targets for vitreoretinal inter-
face diseases. In rat Muller cell line (rMC-1), treatment with 5ng /ml of TGF-B1 indu-
ced a downregulation of let7-b and let7-c expression after 24 hours. In Muller human
line (MIO-M1), let-7b and let-7c expression were altered with 10 ng / ml of TGF-31
and TGF-B2. TGF-B2 induced a downregulation ranging from 70% to 40%, after 24
and 48 hours of treatment. We investigated the possible targets of these miRNAs:
COL1A1, COL1A2 and HAS2, proteins that are related to vitreoretinal interface alte-
rations. However, the analysis of COL1A1 and COL1A2 mRNA expression after sti-
mulation of MIO-M1 with TGF-B1 and TGF-B2 did not show any changes. The lucife-
rase gene reporter analysis revealed COL1A2 as a let-7b target in the Muiller cell. In
the functional studies we observed that the let-7c mimic decreases collagen gel con-
traction. In summary, we conclude that the microenvironment of Muller cells in vitreo-
retinal interface diseases may alter the expression of the miRNAs of the let7 family
and, consequently, lead to the formation of dense and contractile membranes.

Keywords: MicroRNAs. Retina. Fator de crescimento. TGF-beta. Let-7.
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1 INTRODUGAO

Uma breve introdugao sobre a estrutura, fisiologia e anatomia da retina e do

vitreo sera apresentada para contextualizacdo deste estudo.

1.1 Estrutura da retina

A retina, que no latim significa rede, € um fino e delicado tecido nervoso ultra
especializado, localizado na superficie interna do segmento posterior do olho, que
contém os trés primeiros neurénios da via visual aferente, dos quais os fotorrecepto-
res, neurdnios de 1a. ordem, sdo células fotossensiveis que se tornam hiperpolariza-
das na presencga de luz. A partir dai, a informacgéao visual segue com as células bipo-
lares, neurdnios de 22 ordem, que processam 0s sinais em conjunto com as ceélulas
horizontais e amacrinas possivelmente por células nao neuronais, e os enviam para
as células ganglionares, neurdnios de 32 ordem. Os axonios das células gangliona-
res formam o nervo 6ptico, que envia informagdes ja processadas para areas visuais
do sistema nervoso central (Siqueira , 2009).

Histologicamente, a retina é dividida em 10 camadas: epitélio pigmentado da
retina, camada de fotorreceptores (segmento externo dos cones e bastonetes, que
contém o pigmento visual, e o segmento interno, que contém as mitocéndrias, nu-
cleos, etc.); trés camadas compostas por corpos celulares (nuclear externa e interna
e células ganglionares); duas camadas intermediarias sinapticas (plexiformes interna
e externa); duas membranas limitantes (membrana limitante interna e externa) e a
camada de fibras das células ganglionares ou camada de fibras nervosas (Sebag,
2014).

A camada nuclear externa é formada pelos corpos celulares dos fotorrecepto-
res. Seus prolongamentos sinapticos, juntamente com os das células bipolares e ho-
rizontais, formam a camada plexiforme externa. Os corpos celulares das células bi-
polares estdo situados na nuclear interna, que também é constituida pelos corpos
celulares das células amacrinas e horizontais. Na regidao foveal, uma célula bipolar
faz sinapse com um fotorreceptor; entretanto, na retina periférica, uma célula bipolar

recebe o estimulo de mais de 100 fotorreceptores (Sebag, 2014).
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A segunda camada sinaptica, a plexiforme interna, é responsavel pela trans-
missao vertical da informagéo visual entre as células bipolares e ganglionares, e
nela ha também uma complexa rede moduladora, composta pelas células amacri-

nas.

A membrana limitante externa é formada pelo conjunto de complexos juncio-
nais que unem as células de Miller aos fotorreceptores, no intervalo entre os seus
segmentos externos e interno. A membrana limitante interna, por sua vez, é formada
pela lamina basal e os pés terminais das células de Muller e faz a interface da retina
com a hialdide posterior do vitreo. Ambas as membranas limitantes ndo sdo conside-

radas membranas verdadeiras.

As células gliais sao representadas pelos astrécitos, pela micréglia e princi-
palmente pelas células de Miller, que formam o arcaboucgo de sustentagao da retina,
e tém seus limites definidos entre as membranas limitantes externa e interna. Tém

também funcéao protetora e de controle da homeostase retiniana.

As células de Mduller e os astrocitos possuem um abundante citoesqueleto rico
em filamentos gliais caracteristicos (GFAP —proteina acida fibrilar glial) e estdo as-
sociados a presenga de inumeras jungées comunicantes (“gap) e jungdes de adesao
formando um citoesqueleto em forma de “tuneis" que interligam vasos e neurénios
na retina interna e externa. Essa relagédo intima entre as células gliais decorre do
fato de que ambas as células possuem alta permeabilidade ao potassio, o que per-
mite a propagacao de metabdlitos como o glutamato, glutamina e lactato entre as

células gliais, a semelhanga de um sincicio glial (Reichenbach, 2013).

Os astrécitos formam os pés vasculares que envolvem o sistema vascular cri-
ando a barreira hemato-retinica, componente importante que preserva a integridade
da retina. Na retinopatia diabética, a quebra da barreira hemato-retinica leva a um
extravasamento de constituintes plasmaticos para a retina e para o vitreo, formando

o edema macular e levando a baixa acuidade visual (Sen, 1988).

A micréglia é formada por uma subpopulagédo altamente especializada de fa-
gocitos mononucleares. Na retina, esta localizada entre as camadas da fibras nervo-
sas e células ganglionares, na camada nuclear interna e camada plexifome externa.

Tem um papel importante no sistema de defesa e homeostase ocular.



20

1.2 Estrutura do vitreo

O vitreo é uma matriz extracelular altamente hidratada e avascular que parti-
cipa da homeostase, estrutura e troca de moléculas com as estruturas adjacentes. E
um gel viscoelatico, composto em mais de 98% por agua, com o index refrativo de
1,33. Sua viscosidade é 2 a 4 vezes maior do que a agua, e varia com a idade. Con-
siste de diferentes macromoléculas, sendo que as mais importantes sado: colageno
(especialmente tipos I, II, V, Xl e IX), glicosaminoglicanos (hialuran) e glicoproteinas
(fibrilina e opticina) (Sebag, 2014).

A rede de fibrilas de colageno confere a essa estrutura a rigidez do corpo vi-
treo, e as moléculas de hialuronan preenchem esse espago com a consisténcia de
gel, promovendo uma estabilizagdo. A distribuigcdo de proteinas no vitreo ndo ocorre
de forma uniforme, indicando diferentes atividades metabodlicas em suas diferentes
areas. A estrutura do vitreo lhe confere uma caracteristica de reservatorio farmaco-
l6gico, prolongando a acdo de medicamentos como corticoides e anti-VEGF, sendo

muito importante para o tratamento de doencgas inflamatorias e vasculares.

A degeneracgao vitrea, também conhecida como sinérese vitrea, inicia-se na
adolescéncia e o0 seu sintoma habitual sdo as moscas volantes, que sdo pequenas
opacidades translucidas moveis de diferentes formatos que se movem no campo vi-
sual, perceptiveis com os movimentos oculares. O cortex vitreo sofre uma reducéo
desigual de densidade formando cavidades liquidas conhecidas como bursas (Se-
bag, 2014).

Com o processo de descolamento do vitreo posterior, algumas condi¢des pa-
tologicas podem ocorrer, como a formacgao de roturas de retina, opérculos ou hemor-
ragias vitreas, levando a um descolamento de retina. A tragdo exercida sobre a
retina pode levar a formagao de um buraco de macula ou sindrome de tragao vitreo
macular. A delaminagdo e o remanescente do cortex vitreo sobre a retina associado
a ativacao de membranas contrateis pode levar a formacdo de membranas epirreti-
nicas (Duker, 2013).

Apesar de raras, cerca de 90% das células do vitreo sao constituidas por hia-
I6citos, e o restante por fibroblastos. Os hialécitos podem ser encontrados no coértex,
particulamente perto da base vitrea, do disco Optico e dos vasos da retina. Essas

células apresentam caracteristicas morfolégicas, imunofenotipicas e funcionais se-
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melhantes a macréfagos derivados de medula dssea, exceto por possuirem um nu-
mero reduzido de lisossomos. Os hial6citos produzem colageno e acido hialurénico
e tém sido identificados com anticorpos contra CD45, CD11a, CD64 e CD163 (ED-2)
(Wu, 2014).

Dentre as possiveis fungdes dos hialdcitos temos: a modulagcdo das respos-
flamatoria), a remogéo enzimatica de fibrina que mantém a transparéncia do vitreo, a

regressao do sistema vascular hialdide e a sintese da matriz extracelular.

Alteracbes patoldgicas dos hialdcitos estdao envolvidas com a retinopatia dia-
bética, vitreorretinopatia proliferativa, membrana epirretinica, doencas da interface
vitreo retiniana, assim como a formagdao de membranas cicatriciais contrateis. O
aumento da celularidade vitrea € um indicativo de processos inflamatérios como

uveites intermediarias.

\

ESTIMULO INFLAMATORIO
mediado por IL-6, beta FGF, TGF beta e PDGF

O
RER) (+) © 6 -

- Bloqueio do processo inflamatorio - Sintese de matriz extracelular
- Lise enzimatica das debris - Sintese de moléculas contrateis
Vitreo Transparente PVR, PDR e doencas da interface ]

Figura 1 - Hialécitos respondem a um estimulo inflamatério de forma bimodal (Wu e
Hamassaki, 2017)
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1.3 Doencgas da interface vitreo-retinica

O ponto comum das doencgas da interface vitreo-retinicas € a tragdo que é
exercida sobre a retina. Essa tragdo é gerada pela tensdo de forgas entre o vitreo,
em particular do cortex vitreo posterior, € a membrana limitante interna da retina. A
tragdo pode ocorrer: a) na retina periférica, e, neste caso trataremos do descolamen-
to de retina ou b) na regido macular, e, neste caso, trataremos das doencgas buraco

de macula e membrana epirretinica.

O descolamento de retina foi reconhecido pela primeira vez no inicio de 1700
por Saint-Yves, mas o diagndstico clinico permaneceu como uma incognita até
Helmholtz inventar o oftalmoscopio em 1850. Em 1863, von Graefe descreveu a sua
associacdo com roturas retinicas e o seu curso natural, o qual, quando nao é tratado
leva a perda visual irreversivel (Figueroa; Lopez-Caballero;Contreras, 2010). O des-
colamento de retina ocorre quando fortes mecanismos fisioldégicos e anatdémicos que
mantém a retina neurossensorial unida ao epitélio pigmentado sdo rompidos. Ha trés
tipos de descolamento de retina: exsudativo, tracional e regmatogénico, sendo este
ultimo o mais prevalente (Siqueira e Oréfice, 2009).

A associacao de alteragdes do vitreo que levam a formacéo de roturas retini-
cas, que consequentemente evolui com o descolamento regmatogénico, foi reco-
nhecida logo apds a invengao do oftalmoscopio indireto. Von Graefe afirmava que
era necessario o corte de membranas do vitreo para o tratamento do descolamento
de retina para aliviar as tragbes e restabelecer a anatomia e fisiologia da retina (von
Graefer, 1863). A patogénese do descolamento de retina regmatogénico € complexa
e envolve fatores hereditarios, alteragdes da estrutura do vitreo e processos de ade-
sao na interface vitreo-retinica, que predispéem a formacao de roturas e consequen-
te separacgao da retina neurossensorial do epitélio pigmentado da retina.

A incidéncia do descolamento de retina regmatogénico é de 0,015% da popu-
lagédo geral. A prevaléncia é maior entre os altos miopes (5%) e entre os casos que
apresentaram complicagdes na cirurgia de catarata (10%). Trata-se de potencial
quadro de cegueira irreversivel, e sua caracterizagao torna-se de suma importancia
na aplicacdo de medidas preventivas e curativas (Nassaralla e Nassaralla, 2004;
Kara José; Alves; Oliveira, 1992).

O tratamento cirurgico do descolamento de retina regmatogénico consiste em

selar as roturas retinicas, aliviar as tragdes que o vitreo ou outras membranas exer-
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cem e reaproximar o tecido neurossensorial ao epitélio pigmentado da retina. Os
avancos no controle da fluidica, a melhora do corte da sonda de vitrectomia, evitan-
do assim tragao sobre a retina, e a diminuicdo do calibre, de forma geral, dos mate-
riais empregados na cirurgia, permitiram que a cirurgia de descolamento de retina
apresentasse um indice de sucesso anatémico de 90% dos casos (Tani; Robertson;
Langworthy 1981; Stanford e Chignell, 1985). O principio basico da cirurgia vitreorre-
tinica em descolamento de retina é fechar e selar as roturas retinicas e liberar qual-
quer tracao periretinica.

A formagao da retinopatia vitreo proliferativa é responsavel por 80% dos ca-
sos em que houve falha do tratamento cirurgico e consequente recidiva do descola-
mento de retina (Zhao, 2018). A retinopatia vitreo-proliferativa se caracteriza pela
proliferacdo celular de ambas superficies da retina descolada e face posterior do vi-
treo, levando a formagdo de membranas contrateis perirretinicas (Siqueira et al.,
2009). Inumeras terapias médicas, como o uso de 5-fluoracil, corticéides, colchicinas
e retindides, foram usadas para evitar a formacao da retinopatia vitreo proliferativa,
mas sem sucesso (Siqueira, 2009).

O descolamento de retina tracional é a principal complicagao da retinopatia
diabética proliferativa. A formagao de membranas contrateis, com a presenca de ne-
ovasos, € responsavel por hemorragias e descolamento de retina de dificil tratamen-
to cirurgico e pobre resultado visual.

A retinopatia vitreo-proliferativa pode ser vista como um processo de cicatri-
zacao de tecidos especializados. Esse processo € caracterizado pela migracao e
proliferagao de varios tipos celulares, incluindo hialécitos, células do epitélio pigmen-
tado da retina e células gliais de Mdller. O estudo morfolégico de membranas remo-
vidas cirurgicamente mostra que as membranas derivam de células como fibroblas-
tos e macréfagos; entretanto, observa-se um aumento importante da expressao de
B-tubulina classe lll, indicador da expressao de células do epitélio pigmentado da
retina (Sen, 1988)

O buraco macular € um defeito anatémico que leva a separagao de todas a
camadas da retina neural na regido da févea. Ele foi descrito pela primeira vez em
1869 por Knapp e Noyes, e posteriormente classificado e explicado por Gass (1988).
Baseado em observacgdes clinicas de discretas lesdes foveolares que o buraco ma-

cular causa, ele postulou o mecanismo de tragdo tangencial que o vitreo posterior
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cortical exerce sobre a févea (Gass, 1988). Com o avango tecnolégico, em especial
da tomografia de coeréncia 6ptica (OCT), observa-se com clareza o vitreo e a sua
relacdo de tracdo e adesdo sobre a fovea, mesmo em estagios iniciais da doenga.
Os pacientes com buraco macular apresentam sintomas como metamorfopsias, es-
cotoma central e perda da acuidade visual. O sinal de Watzke-Allen, o escotoma ab-
soluto na linha que € observada durante exame de biomicroscopia de fundo, é im-
portante para o diagndstico da doenca.

O buraco macular acomete individuos a partir da sétima década de vida, po-
dendo também acometer pessoas mais jovens. A sua prevaléncia populacional é
0,33 a 0,7% e 7,8 casos novos a cada 100.000 por ano (Mitchell, 1997). Pode ser
classificado, segundo o Internacional Vitreomacular Traction Study (IVTS), como pe-
queno (diametro do buraco menor que 250 um), médio (250-400) e grande (didmetro
do buraco maior que 400 um), baseado na medida mais estreita do buraco no exa-
me de OCT (Duker, 2013). Casos iniciais podem apresentar uma melhora do quadro
anatébmico de forma espontanea. Entretanto, caso isso ndo ocorra, necessitam de
um tratamento cirurgico, que consiste na remogéo do vitreo cortical posterior, indu-
cao do descolamento do vitreo posterior, remocdo da membrana limitante interna,
colocagao de um gas tamponante ou ar ambiente, solicitando-se ao paciente que ele
figue com a face voltada para baixo (Kelly e Wendel, 1991). O indice de sucesso
anatémico de fechamento do buraco macular é de 90%, em geral, sendo que 45%
dos casos tem uma boa recuperagao visual (acuidade visual de 20/40 ou melhor).
Todavia, em casos com buraco macular grande (maior que 400 um), o indice de su-
cesso anatdmico de fechamento cai para 44% (Tam ,2018).

Ha diversas técnicas cirurgicas para tentar a recuperacao do paciente no caso
de buracos maculares grandes e recorrentes. Michalewska descreveu a técnica do
flap invertido da membrana limitante interna, que consiste em ndo a remover com-
pletamente, deixando-a presa na borda do buraco, e posicionando o flap invertido de
forma que o cubra completamente. A técnica se aproveita do fato de que o flap da
membrana limitante interna contém fragmentos da célula de Muller, que pode induzir
gliose na retina e na superficie da membrana. Portanto, o flap funciona como uma
membrana basal que orientara o processo de cicatrizagdo e proliferacdo tecidual
(Michalewska; Michalewski; Adelman, 2010).
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O uso de medicamentos adjuvantes para o fechamento de buraco macular é
estudado constantemente, dentre eles o TGF-. Quando ele é injetado durante a ci-
rurgia, produz um efeito estimulador da fibrose, promovendo maior adesédo entre
retina e cordide, podendo ser estudado para auxiliar o tratamento de roturas retini-
cas em descolamento de retina e fechamento de buraco macular (Smiddy , 1989).

A membrana epirretinica possui varias nomenclaturas para descrevé-la, den-
tre elas temos dobra de retina primaria, gliose retinica secundaria, maculopatia em
celofane, gliose pré-retinica macular, membrana vitreo pré-retinica, contragéo da in-
terface vitreorretinica, puker macular, membrana epirretinica astrocitica e prolifera-
¢ao epimacular. Ela causa baixa acuidade visual na regido central do campo visual
de forma gradual, e pode evoluir com metamorfopsias, micropsias e diplopia mono-
cular. Os quadros iniciais, em geral, sdo assintomaticos e de lenta evolugéo.

Em geral acomete individuos acima de 50 anos e nessa faixa etaria tem uma
prevaléncia de 7-12% (Mitchell , 1997), época que coincide com o descolamento do
vitreo posterior fisioldgico. A membrana epirretinica foi descrita em associagdo com
inumeras condi¢cdes oculares e doencas, entre elas doengas vasculares da retina,
doengas oculares inflamatdrias, pds trauma, condi¢gdes poés cirurgicas, tumores in-
traoculares e distrofias retinianas.

A lesao estrutural da regido macular ocorre devido a formagao de uma mem-
brana celular contratil na regido pré-macular, e o tratamento cirdrgico consiste na
sua remogéao. Entretanto, o resultado visual final nem sempre é satisfatério. A biogé-
nese da membrana pré-macular deriva de uma incompleta e anédmala separagao do
vitreo posterior, permitindo que células e colageno remanescentes permanegam
aderidos a macula. Em geral, as principais células envolvidas na formagao sao os
hialocitos e células de Muller, mas astrocitos, miofibroblastos, fibrécitos e células in-
flamatorias também s&o encontrados em estudos com membranas removidas cirur-
gicamente (Kenyon; Michels, 1977). Estudos demostram a migracao das células de
Mduller pelas roturas da membrana limitante interna causadas pela separagao do vi-
treo, levando a formagdo de uma membrana contratil (Bellhorn; Wise; Henkind,
1975).

A interface entre a retina e o vitreo tem um papel muito importante na patogé-
nese dessas trés doencas retinicas descritas, e, classicamente, quando ocorre na

regido macular, temos o buraco macular e a membrana epirretinica, também conhe-
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cidas como doencas da interface vitreo retinicas. O descolamento de retina regma-
togénico também tem a sua patogénese nessa mesma interface, s6 que na regiao
periférica da retina. Entretanto, ressaltamos que também envolve a interface retina e
epitélio pigmentado da retina na evolugdo da doencga, principalmente para formas
complicadas como a retinopatia vitreo-proliferativa. Neste estudo, vamos utilizar o

termo doencas da interface vitreorretinica para essas trés doencas.

1.4 Tipos celulares envolvidos na formagao da membrana contratil

Os hialécitos sao encontrados no vitreo cortical, adjacentes a superficie inter-
na da retina. Em condi¢des fisioldgicas, os hialdcitos contribuem para manter a
transparéncia do vitreo, mas em doencgas da interface retinicas, observam-se altera-
¢des morfoldgicas, alteracdo da matriz extracelular e aumento do numero de hialéci-
tos (Sebag, 2014).

As células do epitélio pigmentado da retina, em situacdes de descolamento de
retina regmatogénico, sdo encontradas dispersas no vitreo e em membranas contra-
teis da retinopatia vitreo proliferativa. Em modelos animais de retinopatia vitreo proli-
ferativa, observa-se que as células do epitélio pigmentado da retina sofrem trans-
formacdes metaplasicas com morfologias semelhantes a macrofagos (Kita, 2008).

Estudos de membranas perirretinicas demonstram que as células do epitélio
pigmentado da retina se transdiferenciam em miofibroblastos. As células fibroblasti-
cas contém miofibrilas em seu citoplasma (Leask; Holmes; Abraham, 2002) que pro-
duzem o efeito contratil das membranas da retinopatia vitreo proliferativa. Clinica-
mente, isso leva a novo descolamento de retina, dificultando a execucéo de proce-
dimentos cirurgicos e, assim, comprometendo o resultado visual, sendo uma grande
causa de cegueira legal em casos complicados.

As células gliais, particularmente as células de Muller, formam as membranas
que levam a complicagcbes importantes em doencas da interface vitreorretinicas e
retinopatia diabética. Essas células sdo essenciais para o funcionamento da retina,
em razao das suas fungdes estruturais, na barreira hemato-retinica, tamponamento
de ions e neurotransmissores, entre outros. Membranas formadas apenas com célu-
las de Muller ndo tém caracteristicas contrateis, sugerindo que os outros componen-
tes celulares estao envolvidos com a propriedade tracional das membranas da reti-

nopatia vitreo proliferativa, especialmente células do epitélio pigmentado da retina
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(Bringmann; Wiedemann, 2009). Entretanto, as células de Muller exercem um impor-
tante papel na producao de citocinas e na regulagéo do processo de cicatrizagao da
retina (Eastlake, 2015). Além de produtoras de citocinas, as células de Muller s&o
alvos desses fatores inflamatorios. Por exemplo, se elas forem estimuladas com ci-
tocinas, como TGF-31 e TGF-p2, Fator de crescimento semelhante a insulina | (IGF-
1) e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), elas adquirem a capacida-
de de gerar forgas tracionais in vitro (Guidry, Bradley; King, 2003).

Portanto, a compreensédo da patogénese da formagao da retinopatia vitreo
proliferativa é fundamental para o desenvolvimento de novas terapias farmacologi-
cas. Os fatores de crescimento, como o TGF- 3, IGF-1 e PDGF, fator de crescimento
de hepatdcitos e endotelinas, modulam a contragéo cicatricial das membranas prér-

retinianas. (Bringmann et al, 2009)

1.5 TGF-B

TGF-B é uma citocina multifuncional, com 3 isoformas (TGF-B1, B2 e B3) que
regula a diferenciagéo, apoptose, migracéo, resposta imunoldgica celular e produgao
de proteinas da matriz extracelular. Na via canénica, TGF-$3 se liga e ativa recepto-
res serina-treonina do tipo | e tipo Il. Estes transduzem a sinalizacdo até o nucleo
através da fosforilagdo das proteinas R-SMADS (SMADS 2 e 3), que depois se as-
sociam a co-SMADs (SMAD4). O complexo SMAD acumula no nucleo e modula a
transcrigcdo de genes-alvo. O controle da via de TGF-beta ainda depende da regula-
¢ao negativa exercida pelo SMAD inibitério (SMAD7) e pelas enzimas E3 de ubiqui-
tinacdo Smurfs (Kimura et al, 2007).

No olho, TGF-f3 é expresso acima do normal no vitreo de pacientes com reti-
nopatia vitreo proliferativa, especialmente o TGF-32, que foi a isoforma predominan-
te. Ele também contribui na transdiferenciacdo de hialécitos em células miofibroblas-
to com alfa-actina de musculo liso, que sédo responsaveis pela contracdo do colage-
no, sugerindo ainda sua atuagao na contragédo de membranas das doencas da inter-
face vitreo retinicas (Hirakayama et al., 2004).

As membranas contrateis estdo relacionadas a uma proteina contratil, a ca-
deia leve da miosina através da via actina-miosina, Rho-Kinase, que participa da
adesao celular, migracao, proliferagcao e apoptose, modulando diretamente a via da

fosforilacdo da cadeia leve da miosina (Kita et al., 2008).
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Em vitreo humano de pacientes com retinopatia vitreo proliferativa, detectou-
se uma grande concentracao de TGF-beta1 e TGF-beta-2. Em coelho, o bloqueio de
Rho- kinase levou a formac&o de membranas sem contratilidade (Kita et al., 2008).

Estudos da membrana de retinopatia vitreo proliferativa demonstram que o
PDGF esta aumentado, e modelos experimentais sugerem que esse fator € um pré-
requisito para a formacao da retinopatia vitreo proliferativa. Existem cinco isoformas
e dois tipos de receptores de PDGF. Os modelos experimentais de retinopatia vitreo
proliferativa demonstram que os receptores alfa estdo aumentados e tém um papel

importante na contracdo de membranas perirretinicas (Lei et al., 2009).

1.6 MicroRNAs

MicroRNAS (miRNAs) sdo moléculas de RNA fita simples de 19-25 nucleoti-
deos, enddgenos e nao codificantes. Eles inibem o processo de tradugdo de RNA
mensageiro (MRNA) através do pareamento imperfeito, levando a sua posterior de-
gradacéao (Kimura, 2007).

Descritas originalmente por Lee e Feinbaum, que em 1993, estudando Cae-
norhabditis elegans, observaram um pequeno RNA regulatério que néo codifica pro-
teinas, mas age como potente regulador pods-transcricional da expressdo génica
(Lee, 1993). O miRNA let-7 foi o segundo miRNA descoberto em C. elegans, obser-
vando-se que a sua sequéncia é preservada entre espécies diferentes sendo o pri-
meiro identificado em vertebrados (Pasquinelli , 2000).

Os miRNAs foram rapidamente associados a marcadores tumorais devido ao
seu perfil preciso na discriminacao de tecidos tumorais. Let-7 foi o primeiro miRNA a
ser validado com a formagao de tumores no pulmao (Johnson , 2005).

Wohl e Reh (2016) mostraram o perfil de expressao de miRNAs na célula de
Mduller de camundongos, e observaram que alguns miRNAs eram altamente expres-
sos em neurdnios, outros nas células de Muller e um terceiro tipo altamente expres-
so em glia de Muller e neurdnios, caso da familia let-7. Em zebrafish, os membros
da familia let-7 regulam a desdiferenciagdo de células de Mduller e a regeneracéo da
retina (Ramachandran; Fausett; Goldman, 2010).

A associacdo de miRNA com a doencgas oculares, principalmente as doengas
vitreo-retinicas, tém aumentado nos ultimos anos (Kaneko e Terasaki, 2017). Foi ob-

servada a participagdo de miR-29 no desenvolvimento de membranas fibréticas,
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sendo que, em condigdes fisioldgicas, ele funciona como um importante mediador na
sintese de matriz extracelular em trabeculado humano (Villarreal et al., 2011). Ta-
kayama e colaboradores (2016) mostraram niveis aumentados de miR-148a no vi-
treo de pacientes com descolamento de retina; além disso, a transfeccdo com
miR-148 mimético em células do epitélio pigmentado promoveu aumento da expres-
s&o da alfa-actina do musculo liso e aumento da migracao.

Estudos em modelos de retinopatia diabética em olhos de ratos,correlacio-
nam o aumento da concentracdo de miR-146 (Kovacs, 2011) e o miR-200b, modu-

lando o fator de crescimento vascular no vitreo (McArthur, 2011).
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2 OBJETIVOS

Apesar dos avangos na area, as doencas da interface vitreorretinica continu-

am sendo uma das principais causas de baixa visdo ou até mesmo cegueira. Nesse

contexto, este projeto visa investigar os fatores que levam a formagao de membra-

nas proliferativas contrateis, com especial énfase para o estudo da contribuicdo de

miRNAs da familia let-7 que estao relacionados a via do TGF- em células gliais de

Muller.

Objetivos Especificos:

avaliar a expresséao de let-7b, let-7c e let-7e em linhagem de células de Muller
de ratos (rMC-1) tratadas ou ndo com TGF-$31;

avaliar a expressao de let-7b e let-7c em linhagem humana de células de Mul-
ler (MIO-M1) tratadas ou ndo com TGF-1 e TGF-32;

analisar a expressao génica de alvos preditos de let-7 (COL1A1, COL1A2 e
HAS?2) tratadas ou ndo com TGF-1 e TGF-2;

ensaio de gene reporter Luciferase para validagdo do COL1A1 e COL1A2
como alvos de let-7

ensaio funcional de contracdo do gel de colageno para avaliar a influéncia de
let-7

identificar miRNAS da familia let-7 em amostras de vitreo humano coletadas
durante a cirurgia de vitrectomia posterior via pars plana em olhos com diag-

nosticos de buraco macular, membrana epirretinica e descolamento de retina.

Portanto, a identificacdo dos miRNAs, seus alvos e funcdes deve trazer con-

tribuicdes relevantes para o entendimento e escolha de alvos terapéuticos mais efi-

cientes para o tratamento das doencgas da interface vitreo-retinica.
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3 MATERIAL E METODOS
A seguir, uma breve descricao das metodologias utilizadas neste estudo.
3.1 Linhagens celulares

Foram empregadas, neste trabalho, duas linhagens de células gliais de Mul-
ler, que serao descritas abaixo.

3.1.1 Linhagem de rato (rMC-1)

A linhagem celular de Muller de rato (rMC-1) (Sarthy et al.,1998), imortalizada
apos a transfecgao do virus simian 40 (VS40), apresenta preservagéao de caracteris-
ticas fenotipicas das células de Muller da retina e capacidade de expressar GFAP
(glial fibrillary acidic protein) e CRALBP (cellular retinaldehyde-binding protein).

3.1.2 Linhagem humana (MIO-M1)

A linhagem celular de células de Mduller humana, imortalizada espontanea-
mente (MIO-M1) (Limb, GA et al., 2002), mantém em cultura, a expresséo de GFAP
(glial fibrillary acidic protein), CRALBP (cellular retinaldehyde-binding protein), EGF-
R (epidermal growth factor receptor), alfa-SMA (alpha-smooth muscle actin) e gluta-
mina sintetase. As células MIO-M1 foram gentilmente cedidas pela Dra G. Astrid

Limb (Division of Cell Biology, Institute of Ophthalmology, UCL, London, UK).

3.2 Tratamentos

Células de Muiller de rato da linhagem rMC-1 foram semeadas em placa de 24
pocos na densidade de 5x104 células/poco. Apds 24 h de adesao, as células foram
privadas de soro por 24 h. Apos esse periodo, o tratamento consistiu na adigdo de
TGF-B1 (R&D Systems) em 3 diferentes concentragdes, 1, 5 e 10 ng/ml. As células
foram coletadas apds 6, 24 e 48 h da adicao de TGF-B. Os experimentos foram reali-

zados em dois experimentos independentes, conforme mostrado na figura 2.
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Figura 2 — Esquema de tratamento das células de Muller da linhagem de rato (rMC-
1) com TGF-beta1 em diferentes concentragdes e tempos para posterior analise da-
expressao de miRNAs (let-7b, let-7c e let-7e).

Células de Muller da linhagem humana MIO-M1 foram plaqueadas e privadas
de soro nas mesmas condi¢gdes acima. O tratamento foi realizado com a adi¢cao de
TGF-B1 ou TGF-B2 (R&D Systems) na concentragdo de 10ng/ml. As amostras foram
coletadas apds 24 e 48 h de tratamento, e os experimentos foram repetidos em qua-
tro experimentos independentes para os miRNAs (let-7b e let-7c), conforme mostra-
do na figura 3. Para o estudo de COL1A1, COL1A2 e HAS2, os experimentos foram

feitos em sextuplicata.
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Figura 3 - Esquema de tratamento das células de Muller da linhagem humana (MIO-
M1) com 10 ng/ml de TGF-beta1 e TGF-beta2 em diferentes tempos (24 h e 48 h)
para posterior analise da expressdo de miRNAs (let-7b e let-7c) ou dos alvos
(COL1A1, COL1A2 e HAS2 e ARBP).
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3.3 Analise da expressao génica por PCR em tempo real
3.3.1 Extracdo de RNA

O RNA total foi extraido de amostras celulares (rMC-1 e MIO-M1) e de amos-

tras de vitreo, de acordo com a metodologia desenvolvida por Chomczynki e Sacchi
(1987). Foi utilizado o reagente TRIzol® (Invitrogen), de acordo com o protocolo do
fabricante.

As amostras de vitreo humano foram homogeneizadas por sonicacgao, para au-
xiliar a dissociagédo da fase gelatinosa, e as amostras celulares foram homogeneiza-
das manualmente, diversas vezes, por up and down.

Apds homogeneizagao e incubagao em temperatura ambiente por 5 minutos, o
cloroféormio foi adicionado as amostras celulares e de vitreo, e centrifugadas a
12.000g por 15 minutos, 4°C. A fase aquosa, contendo o RNA, foi coletada e o RNA
precipitado com isopropanol. Apés lavagem com etanol 75% e posterior centrifuga-
¢ao a 12.000g por 5 minutos, 4°C, o sobrenadante foi removido e o pellet foi eluido
em agua destilada ultrapura (Invitrogen), livre de RNAse e DNAse.

A quantificacdo do RNA foi realizada no equipamento Biomate 3 (Thermo Sci-
entific) por espectrofotometria, observando a leitura de absorbancia no comprimento
de onda 260nm (Aze0) € a razéo Azeo/Azso foi calculada para avaliar a pureza da ex-

tracdo (auséncia de contaminacgao proteica), considerada satisfatéria entre 1,8 -2,0.

3.3.2 Sintese de DNA complementar (cDNA) e PCR quantitativo em tempo real para

analise de microRNAs

A transcrigdo reversa gerando cDNA especifico para analise dos microRNAs
let-7b, let-7c e let-7e em amostras celulares, e let-7b, let-7d e let-7e em amostras de
vitreo, foi realizada utilizando os reagentes do kit TagMan™ MicroRNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems), seguindo as instrugdes do fabricante: 10ng de
RNA total, 1 ul de transcriptase reversa Multiscribe®, na presenca de 1,5 uyl de tam-
pao 10x, 0,15 ul de mix de dNTP (100mM), 0,19 ul de inibidor de RNAse (20U/ ul),
4ul de agua ultrapura (livre de RNAse) e 3 ul de primer “stem-loop” especifico para
os microRNAs de interesse contidos no kit Tagman® microRNA Assay (hsa-let-7b
Assay ID 000378, hsa-let-7c Assay ID 000379, hsa-let-7d Assay ID 002283 e hsa let-
7e Assay ID 002406, Applied Biosystems). A reagéo de transcrigdo reversa foi reali-

zada de acordo com as seguintes condigbes: 16°C por 30 minutos, 42°C por 30 mi-
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nutos, 85°C por 5 minutos e manutengdo das amostras a 4°C, utilizando o termoci-
clador T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad).

Para a reacdo de PCR em tempo real, as amostras de cDNA foram diluidas
6,7x, através da adi¢cado de 87,5 ul de agua ultrapura (livre de RNAse e DNAse). Fo-
ram utilizados os conjuntos de sonda e primer especificos para cada microRNA,
marcados com fluoréforo FAM do kit Tagman® microRNA Assay, 1ul, (ID assay ja
descritos anteriormente), somado a 10ul de Tagman® Universal PCR Master Mix, No
AmpErase® UNG 2x (Applied Biosystem) e misturados a 9ul de cDNA diluido. As
reagoes foram processadas em duplicata, no termociclador Applied Biosystems 7300
Real-Time PCR System, nas seguintes condi¢des: 50 °C por 2 minutos, 95°C por 10

minutos seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto.

Como referéncia para normalizagao da expressao dos microRNAs de interes-
se, foi utilizada a detecgdo dos niveis endégenos do pequeno RNA nuclear 6B -
RNUGB (ID assay 001093) para a linhagem de células de Muller humana MIO-M1, e
os niveis endogenos do pequeno RNA nucleolar snoRNA (ID assay 001718) para as

células de Muller de rato rMC-1.

A analise das mudancas relativas da expressédo génica dos dados provenien-
tes do PCR dos experimentos foi realizada pelo método proposto por Livak e sera
descrito de forma sucinta a seguir. O ACT do alvo (diferenca entre o CT do alvo com
a CT do gene referéncia) foi calculado para todas as amostras controles e tratadas.
O ACT do calibrador foi determinado a partir da média de 6 amostras controle nao
tratadas do tempo em estudo em triplicata. A diferenca entre o ACT do alvo com o
ACT do calibrador foi utilizada para calcular o AACT e assim calculado o fold chan-
ge, que demonstra a diferenga de expressdo normalizada do gene estudado nas
amostras tratadas em relagdo a expressao normalizada da amostra controle n&o tra-
tada (Livak e Schmittgen, 2001).

3.3.3 Sintese de DNA complementar (cDNA) e PCR em tempo real para analise de

genes de interesse

Para a sintese de cDNA total, foi utilizado o protocolo do primer Oligo dT20)
(Invitrogen), capaz de hibridizar com a cauda poli A do RNA mensageiro. O mix foi
preparado utilizando 2ug de RNA total obtido das amostras celulares (MIO-M1), se-

guido da adi¢do de 1 ul de primer oligo (dT)20 50 uM, 1 ul de mix de dNTP (10 mM) e
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agua destilada ultrapura (livre e RNAse e DNAse) para volume final de 13 pl. Apés
incubagao a 65°C por 5 minutos, e seguido de 1 minuto em gelo, foi adicionado 4 ul
de tampéao First-Strand 5X, 1 ul de DTT 0,1M, 1 yl de RNAseOUT e 1 ul de enzima
Transcriptase Reversa SuperScript ™ Ill. Os reagentes foram homogeneizados e
incubados a 50°C por 30-60 minutos e a inativagéo da reagéo ocorreu a 70°C por 15

minutos. Os cDNAs foram armazenados a -20°C até a utilizacao.

O PCR em tempo real foi realizado utilizando 1 ul de cDNA total, 12,5 ul do
reagente SYBR Green (Qiagen), primers especificos (tabela 1) e agua, para volume
final de reagao de 25 ul. As reagdes foram processadas em ftriplicata, em placa de 96
pocos, no termociclador Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System. O gene

ARBP foi utilizado como controle endégeno.

Tabela 1 - Descrigao dos primers usados para PCR de mRNA

Gene Nome oficial Sequéncia 5’-3’
COL1A1 | collagen type | alpha 1 Fw CTGACTGGAAGAGTGGAGAGTA
chain Rv TTGTCCTTGGGGTTCTTGCT

COL1A2 | collagen type | alpha 2 Fw TGAACTTGTTGCTGAGGGCA
chain Rv TGTCTTTTTAGAGCAGCCATCT

HAS2

Fw ATGCTTGACCCAGCCTCATC
hyaluronan synthase 2 Rv TTAAAATCTGGACATCTCCCCCAA

Fw TAGAGGGTGTCCGCAATGTG
ARBP ribosomal protein, large Rv CAGTGGGAAGGTGTAGTCAGTC

3.4 Calculo da expressao génica diferencial

A concentragao dos primers utilizados na reacdo de qPCR foi padronizada
para a quantificacdo da expressao génica. Realizamos reagdes utilizando diferentes

concentragdes de primers (entre 200 nM e 800 nM) e concentragédo fixa de cDNA
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para obter a concentracido ideal de primers. Foi escolhida a menor concentragao,
sem formacdo de dimeros, que ndo comprometesse a curva de amplificacdo. Ja
para let-7 -b, -c e -e, como 0 ensaio € otimizado pelo fabricante, ndo foi realizada
etapa de padronizacao. Pelo fato de ter sido escolhida a quantificagao relativa entre
as amostras, a eficiéncia de amplificagdo do produto teve de ser calculada. Desta
forma, foram realizadas cinco diluicdes seriadas do cDNA template e uma curva-pa-
drao foi construida, onde a média dos Cts obtidos em cada diluicao variava em fun-
¢ao do logaritmo da concentragdo de cDNA. O coeficiente angular da reta obtida foi

utilizado para o calculo da eficiéncia de amplificacdo do produto, segundo a férmula:

ef=10 (-1/a) ( Sendo ef=eficiéncia, a= coeficiente angular da reta)

Foram aceitos valores de eficiéncia entre 1,80 e 2,10. Para os ensaios de
quantificacdo da expressao génica utilizando SYBR Green® foi realizada curva de
dissociagao para avaliagdo da especificidade da reagao. O calculo da expressao re-
lativa entre as amostras foi realizado de acordo com a formula descrita por Pfaffl
(2001). O gene ARPB, que codifica uma proteina ribossomal, foi utilizado como nor-

malizador (controle enddgeno) nas reagdes de qPCR para a analise de mRNA.

3.5 Busca on-line por alvos preditos do microRNA let-7

A busca por alvos preditos dos microRNA let-7b, 7c e 7e foi realizada compu-

tacionalmente, utilizando o programa on-line TargetScan (Lewis et al., 2005).
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Figura 4 - Identificacdo do colageno tipo1 cadeia A1 (COL1A1) como alvo de let-7

no programa TargetScan (fonte: http://www.targetscan.org ).
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Figura 5 - Identificagdo do colageno tipo1 cadeia A2 (COL1A2) como alvo de let-7
no programa TargetScan (fonte: http://www.targetscan.org ).
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Figura 6 - Identificacdo do hialuronan sintase tipo 2 (HAS2) como alvo de let-7 no
programa TargetScan (fonte: http://www.targetscan.org).
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3.6 Ensaio de luciferase

O ensaio de luciferase foi utilizado para validagao de alvos de let-7.

3.6.1 Construcéo do vetor pmirGLO contendo 3'-UTR COL1A1 e 3-UTR COL1A2

Os segmentos preditos de interagcdo dos microRNAs let-7 com a regidao 3’-
UTR dos genes COL1A1 e COL1A2 (selvagem, WT) para construgao junto ao vetor
reporter pmirGLO, foram obtidos através do programa de predigdo online TargetS-
can. Os oligonucleotideos forward (FWD) e reverse (RV) correspondentes aos sitios
preditos foram desenhados com a adi¢ao de extremidades de restricao para as en-
zimas Xbal e Xhol, na posi¢cao 5’ e 3’, além da inclusdo de um sitio de restricido in-

terno para a enzima Notl, conforme demostrado na figura 8.

COL1A1 WT 5 TCGAGTAGCGGCCGCTAGTTGTGTTGCTGAAAGACTACCTCGT 3

LT
LET 7C 5 UUGGUAUGUUGGAUGAUGGAGU 3

COL1A1 Mut & TCGAGTAGCGGCCGCTAGTTGTGTTGCTGAAAGA gatggagcT
3

Poli (A)

Figura 7- Construcao de plasmideo repoérter para validagao da interagéao let7-c/
COL1A1. Primers contendo a sequéncia da regidao3’-UTR que contém sitio de inte-
racdo predita com let7-c foram anelados e clonados no plasmideo pmiR-Glo
(COL1A1 luc 3-UTR wt). Além disto, foi construido um plasmideo contendo muta-
¢bes nos sitios de interagdo predita com let7-c (COL1A1 luc 3’-UTR mut).

O anelamento foi realizado utilizando 3 ul de cada oligonucleotideo, Fw e Rv a

100 uM, 1 ul de tampéo de anelamento 10x e 3 ul de agua destilada ultrapura. A re-
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acao de anelamento ocorreu nas seguintes condigdes: 37°C por 30 minutos, 95°C
por 5 minutos, de 90°C a 25°C com rampa de 5°C por 1 minuto e manutencgao a 4°C.
O anelamento resultou em um segmento dupla fita correspondente ao sitio predito
de ligagao ao microRNA let-7 (Tabela 2). Para ligagao ao vetor repérter pmirGLO, 1ul
de oligonucleotideo anelado diluido 1:200 foi misturado a 1ul de plasmideo pmirGLO
linearizado (50ng) anteriormente digerido com as enzimas Xhol e Xbal (20U/ul, New
England Biolab), 1ul de enzima T4 DNA ligase (20U/ul, New England Biolabs) e 1ul
de tamp&o T4 DNA ligase 10X (para reagédo de volume final igual a 10ul). A reacao
de ligacao ocorreu nas seguintes condi¢des: 16°C por 16 h, 65°C por 10 minutos e
manutencao a 4°C.

Vetores contendo insertos mutados (MUT), que inviabilizam a ligagcdo do mi-
croRNA let-7 aos transcritos alvo COL1A1 E COL1A2, também foram construidos e

utilizados como controle, demostrado na figura 7.

As ligacdes de vetor repérter pmirGLO 3'-UTR COL1A1 e reporter pmirGLO
3-UTR COL1A2 (WT e MUT) foram transformadas por choque térmico em bactérias
competentes E.coli DH5-a. Apés transformacgéo, as bactérias foram semeadas em
placa LB agar com 100mg/mL de ampicilina. Dos clones resultantes da transforma-
¢ao, cerca de 5 clones de cada alvo foram selecionados e o DNA plasmideal foi ex-
traido pelo kit QlAprep ®Spin Miniprep (QIAGEN), seguindo as instru¢gbes do fabri-
cante.

A presenca do inserto foi confirmada através do sequenciamento das amos-
tras realizado pelo servico do Setor de Sequenciamento de DNA do Centro de Pes-
quisas sobre 0 Genoma Humano e Células Tronco, IB/USP. O primer EBV foi utiliza-

do nesse processo.

3.6.2 Ensaio de gene reporter Luciferase

Para validar a possivel regulacéo pés-transcricional dos microRNAs let-7, cé-
lulas da linhagem MIO-M1 foram semeadas em placa de 24 pogos na densidade de
3,5x104 células. Apdés 24 h, as células foram transfectadas com os plasmideos
pmirGLO 3’-UTR COL1A1 WT ou pmirGLO 3’-UTR COL1A1 MUT e pmirGLO 3’-UTR
COL1A2 WT ou pmirGLO 3’-UTR COL1A2 MUT (2,5ul) na presenga ou auséncia de

1nM de microRNA mimético de let-7c (mimics), seguindo o protocolo do reagente de
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transfecgéo Lipofectamine 2000. Apds 24 h da transfecgéo, as células foram lavadas
com PBS 1x e incubadas com 1x Passive Lysis Buffer (PLB) sob agitagao por 15 mi-
nutos. O lisado foi coletado e a atividade de luciferase (luminescéncia) foi medida
em aparelho lumindmetro Glomax (Promega) com o kit Dual Luciferase Reporter As-
say System (Promega). Os valores foram normalizados pelo nivel de luminescéncia
da luciferase de Renilla, codificada no plasmideo pmirGLO através de um promotor

independente. As transfeccbdes foram repetidas em triplicata.
3.7 Ensaio funcional

Para analise da influéncia do microRNA let-7c na sinalizagao de TGF-B3, as
células da linhagem MIO-M1 transfectadas com mimic de let-7c foram submetidas
ao tratamento com TGF-B1 ou TGF-B2 (R&D Systems) na concentragdo de 10 ng/mL.
Foram realizados testes preliminares para padronizagdo dos ensaios de contracao
em gel de colageno, levando em consideracgao trés protocolos (KITA, 2008; NODA,
2004; GUIDRY, 1992) com pequenas adaptagdes.

3.7.1 Ensaio de contracdo em gel de colageno

O gel de colageno foi formado por 5 partes de colageno tipo 1 (2mg/ml) (Sig-
ma-Aldrich), 2 partes de agua destilada estéril e 1 parte de PSB 10x filtrado, NaOH
0,1 M filtrado e células da linhagem MIO-M1, na densidade final de 2,5x10¢ células,
divididas em 2 grupos: transfectadas com mimics de let-7c e nao transfectadas, de-
mostrado na Figura 9. Apds 1 hora de incubagédo em estufa a 37°C para indugéo da
formagédo do gel, o mesmo foi gentilmente desprendido das paredes da placa. Em
triplicata, os géis foram tratados respectivamente com TGF-1 e TGF-32 (R&D Sys-
tems) na concentracdo de 10 ng/mL, e as placas armazenadas em estufa com 5%
de CO2 a 37°C. Os experimentos foram acompanhados e avaliados em 16 h apds a
adicdo de TGF-beta, por captura de imagem em camera digital. O calculo das medi-
das das areas do gel contraido foi realizado através do software ImagedJ for Win-

dows.

A percentagem de contragao foi determinada pela seguinte formula:

dreadohalodecontracdo

Percentagem de contragéo= relagdo = -
dreatotaldopoco
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3.8 Coleta de vitreo humano

As amostras de vitreo humano foram captadas de pacientes cirurgicos aten-
didos no ambulatério de retina do hospital referéncia em oftalmologia, Irmandade da
Santa Casa de Misericérdia de Sdo Paulo (ISCMSP). As amostras foram coletadas
no periodo de abril de 2014 a junho de 2016, de pacientes diagnosticados com des-
colamento de retina regmatogénico, buraco de macula ou membrana epirretinica.
Pacientes com diabetes mellitus, doengas reumatoldgicas e outras doengas sistémi-
cas foram excluidos do trabalho. Todos os pacientes foram informados do estudo e
receberam previamente o termo de livre consentimento, aceitando os termos para
inclusdo. Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos do ICB/USP
com parecer favoravel na data 10/03/2014, sob o numero CAAE:
20948913.4.0000.5467.

O material (1000-2000ul) foi coletado pelo mesmo cirurgidao (D.C.W.), durante
a cirurgia de vitrectomia posterior pars plana, por pungdo com agulha, de diferentes
areas do vitreo: regiao central, regiao pré-macular e regiao periférica. Apds a coleta,
o vitreo foi centrifugado a 10.000 rpm, por 15 minutos, e somente o sobrenadante foi
preservado e transportado em gelo seco para posterior armazenamento em freezer -

80°C até o processamento.

3.9 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa GraphPadPrism
(versao 5.0). Os resultados foram submetidos ao teste t de Student ou ANOVA (ana-
lise de variancia) com poés-teste de Tukey, sendo que as diferengcas foram conside-

radas significantes estatisticamente quando Pvalor <0,05.
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4 RESULTADOS
Os miRNAs da familia let-7 investigados neste estudo foram expressos por

células gliais de Muller da linhagem de rato (rMC-1) e humana (MIO-M1).

4.1 Expressao de let-7b, let-7c e let-7e em linhagem de células de Miiller de ra-
tos (rMC-1) tratadas com TGF-1

Os miRNAs da familia let-7 (let-7b, let-7c e let-7e) foram expressos por célu-
las de Mdller da linhagem rMC-1, sendo que let-7b apresentou os maiores niveis,
seguido de let-7c e let-7e. Utilizamos como normalizador o Sno, que nao variou com
o tratamento com TGF-B1, e que foi utilizado como gene de referéncia. Conforme
pode ser observado na Fig. 8, ocorre uma alteracdo nos niveis dos varios miRNAs
nos diferentes tempos de cultivo, com uma diminuicido em 24h e retorno préximo aos

valores iniciais, apos 48h.

let-7b let-7c¢ let-7e

8 1.8 1.8
6 1.6 1.6
4 14 14
2 1.2 1.2
1

- o o -

let7 /sno (a.u)

0.6 0.6 0.6
0.4 0.4 0.4
0.2 0.2 0.2

6h 24h 48h 6h 24h 48h 6h 24h 48h

Figura 8 - Analise da expressao de let-7b, let-7c e let-7e em células de Mduller con-
trole da linhagem rMC-1. As células foram privadas de soro por 24 h e analisadas
apos 6, 24 e 48 h de cultivo na presenga de soro. Dados expressos em Fold Change
e normalizado com Sno, tendo como calibrador a média dos CTs nos diferentes tem-
pos. Resultado representativo de dois experimentos independentes.

A partir dai, analisamos a expresséo diferencial (fold change) desses miRNAs
apos 6, 24 e 48 h de tratamento com diferentes concentragcdées de TGF-$1 (1 ng, 5ng

e 10 ng/ ml).

A influéncia de TGF- 1 sobre a expressao de let-7b, let-7c e let-7e em célu-

las da linhagem rMC-1 foi dependente da concentracéo e do tempo.



46

TGF- B1 induziu uma tendéncia a aumento da expressao de let-7b, let-7c e
let-7e apds 6 h nas diferentes concentracdes utilizadas, mas apenas para let-7c na

menor concentragéo essa alteracdo foi estatisticamente significante (p<0,05; Fig. 9).
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Figura 9 - Analise da expressao de let7-b, let-7c e let-7e em células de Mduller da li-
nhagem rMC-1 apds 6 h de tratamento com TGF-31 nas concentragcbes de 1, 5 e 10
ng/ml. Dados expressos em Fold Change e normalizados com Sno, tendo como ca-
librador a média dos CTs do controle sem tratamento no tempo 6 h para cada um
dos miRNAs. Resultado representativo de dois experimentos independentes.

Apods 24 h de tratamento (Fig. 10), TGF- 1 induziu uma diminuigao significan-
te de cerca de 40% na expressao de let-7b (p<0,001) e uma tendéncia de diminui-
cao de 20% para let-7c na concentragcdo de 5 ng/ml. Apesar de nao significante,

houve uma regulagao positiva para let-7.
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Figura 10 - Analise da expresséo de let7-b, let-7c e let-7e em células de Muller da
linhagem rMC-1 apds 24 h de tratamento com TGF-B1 nas concentracbées de 1, 5 e
10 ng/ml. Dados expressos em Fold Change e normalizados com Sno, tendo como
calibrador a média dos CTs do controle sem tratamento no tempo 24 h para cada um
dos miRNAs. Resultado representativo de dois experimentos independentes.

Apo6s 48 h de tratamento, houve um aumento de 60-70% na expressao de let-
7b, let-7c e let-7e na concentragao de 1 ng/ml (p<0,001). Com 5 ng/ml de TGF- 31,
esses valores continuaram maiores que o controle, mas somente foi significante
para let-7c (FC=1,5; p<0.001). Finalmente, ndo houve alteragcdo com 10ng/ml de
TGF- 31 (Fig.11).
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Figura 11 - Andlise da expressao de let7-b, let-7c e let-7e em células de Muller da
linhagem rMC-1 apds 48 h de tratamento com TGF-B1 nas concentracbes de 1, 5 e
10 ng/ml. Dados expressos em Fold Change e normalizados com Sno, tendo como
calibrador a média dos CTs do controle sem tratamento no tempo 24 h para cada um
dos miRNAs. Resultado representativo de dois experimentos independentes.

Se considerarmos as diferentes concentracdes de TGF- B1, temos que, de
modo geral, o tratamento com a concentragdo mais baixa de TGF- 1 (1 ng/ml)
apresentou um aumento da expressao inicialmente (6 h), um retorno aos niveis do
controle em 24h, e um aumento em 48 h.

A concentragao de 5 ng/ml levou a um padrdo similar, com a diferenga de
que em let-7b e let-7c sofreram uma regulacéo negativa 24 h. Por sua vez, a ex-
pressao desses miRNAs aumentou em 6 h e se mostrou semelhante ao controle nos

demais tempos apds tratamento com 10ng/ml de TGF-31, com excecgao de let-7e em
48h.
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4.2 Avaliar a expressao de let-7b e let-7c em linhagem humana de células de
Miiller (MIO-M1) tratadas ou ndao com TGF-1 e TGF-B2.

Considerando os resultados anteriores obtidos com a linhagem de ratos
rMC1, utilizamos também a linhagem humana MIO-M1 derivada de células de Muller
para investigar a influéncia de TGF-f1 e também de TGF-32 sobre a expressao da
familia let-7.

Nesta etapa, restringimos o estudo para os miRNAs mais expressos, let-7b e
let-7c, e tempos de 24 e 48h e concentragdo de 10ng/ml, que é a utilizada pela mai-
oria dos trabalhos.

Foram utilizados, a principio, os normalizadores U6 e RNUGB, mas tendo em
vista as alteragdes de U6 com os tratamentos, RNUGB foi escolhido como gene de
referéncia.

O tratamento com TGF- B2 induziu regulacédo negativa significante da expres-
sdo de let-7b em 24 h (p<0,001) em cerca de 60% e uma tendéncia também em 48h
(Fig.12). Por sua vez, o efeito de TGF-31 foi observado somente apds 48h, quando

let-7b diminuiu aproximadamente 55% (p<0,05).
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Figura 12 - Analise da expressao de let-7b em células de Muller da linhagem huma-
na MIO-M1 apéds 24 e 48 h de tratamento com TGF-B1 e TGF-2 (10 ng/ml). Dados
expressos em Fold Change e normalizados com RNUGB, tendo como calibrador a
média dos CTs do controle sem tratamento no tempo 24 h para cada um dos miR-
NAs. Resultado representativo de 4 experimentos independentes.
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O tratamento com TGF-B2 induziu uma robusta diminuigdo de cerca de 70%
na expressao de let-7c em 24 h (p<0,001; Flg.13). Apds 48 h, tanto TGF-1 como

TGF-B2 diminuiram a expressao de let-7c em cerca de 50% (p<0,001).
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Figura 13 - Analise da expresséao de let-7c em células de Muller da linhagem huma-
na MIO-M1 apéds 24 e 48 h de tratamento com TGF-31 e TGF-p2 (10 ng/ml). Dados
expressos em Fold Change e normalizados com RNUGB, tendo como calibrador a
média dos CTs do controle sem tratamento no tempo 24 h para cada um dos miR-
NAs. Resultado representativo de 4 experimentos independentes.

4.3 Influéncia de TGF-B1 sobre a expressao de possiveis alvos de let-7 (Cola-

geno 1A1, Colageno 1A2 e Hialuronan Sintase 2)

A busca por alvos preditos computacionalmente de microRNA let-7 (b/c/e) foi
realizada on-line utilizando os programas: TargetScan (Lewis et al., 2005). A partir
dai foram selecionados 3 alvos: COL1A1, COL1A2 e HAS2.

Analisamos o efeito do tratamento de TGF-1 e TGF-B2 na expressado de
COL1A1, COL1A2 e HAS2 na MIO-1 através da expressao diferencial e utilizamos o
normalizador ARBP.

O calculo do A calibrador foi feito a partir da média da expressdo de 3 amos-
tras de controles 0 hora analisados especialmente para essa finalidade. Todos os

calibradores em COL1A1 e COL1A2 apresentaram CTs com diferenga menor que 1.
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A expressado de COL1A1 sofreu uma leve variagdo com o tempo de cultura de
0 a 24 h e permaneceu estavel em 48 hs (Fig.14). O tratamento com TGF-B1 ou
TGF-B2 nao levou a alteragdes de expressao de COL1A1 em 24 hs ou 48 h, com

valores proximos aos controles nao tratados.

Expressao de COL1A1 (fold change)

1,1
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>~ CT 0 horas CT 24 horas TGF-beta1 24 hrs CT 48 horas TGF-beta1 48 hrEGF-beta2 48 hrs

Figura 14 - Analise da expressao relativa de COL1A1 em células de Muller da linha-
gem humana MIO-M1 apds o tratamento com 10 ng/ml de TGF-f1 e TGF-B2.
COL1A1 é expresso em Fold Change e normalizado com o ARBP. A média da ex-
pressao dos CTs do controle sem tratamento no tempo 0 foi usada como calibrador.
Resultado representativo de 1 experimento em triplicata.

Semelhante a COL1A1, a expressdo de COL1A2 pouco variou com os tem-
pos de cultura (Fig.15). O tratamento com TGF-B1 ou TGF-B2 nao levou a alteragdes
de expressao de COL1A2 em 24 h ou 48 h, com valores proximos aos controles nao

tratados.
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Expressao de COL1A2 (fold change)
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Figura 15 - Analise da expressao relativa de COL1A2 em células de Muller da linha-
gem humana MIO-M1 apds o tratamento com 10 ng/ml de TGF-f1 e TGF-B2.
COL1A2 é expresso em Fold Change e normalizado com o ARBP. A média da ex-
pressao dos CTs do controle sem tratamento no tempo 0 foi usada como calibrador
Resultado representativo de 1 experimento em triplicata.

Quando analisamos a expressao de HAS2 apds tratamento com TGF-f31, ob-
servamos uma diminuigao ao redor de 30% da expresséo em 24h, e mais ainda em
48 h (70%), comparado aos respectivos controles (Fig. 16). TGF-B2 também reduziu

a expressao de HAS2 em cerca de 70% apés 48h.

Expressao de HAS2 (fold change)
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Figura 16 - Analise da expressao relativa de HAS2 em células de Muller da linha-
gem humana MIO-M1 apds o tratamento com 10 ng/ml de TGF-1 e TGF-p2. HAS2
€ expresso em Fold Change e normalizado com o ARBP. A média da expressao dos
CTs do controle sem tratamento no tempo 0 foi usada como calibrador. Resultado
representativo de 1 experimento em ftriplicata.
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Em suma, observamos que o tratamento com TGF-1 na MIO1 n&o afeta de
forma geral a expressao COL1A1 e COL1A2. Entretanto, o tratamento com TGF-£31
e TGF-B2 induziu uma diminuigdo na expressao génica de HAS2, que se acentuou

de forma robusta em 48 h com uma reducao de 70% em relagéo ao controle.

4.4 Ensaio de gene repoérter Luciferase para validagao de COL1A1 e COL1A2

como alvos de let-7

Para a validacdo da regulacdo pos-transcricional dos alvos COL1A1 e
COL1A2 como alvo de let-7c, foram construidos dois vetores para cada um deles no
ensaio de gene repérter (Luciferase): 1) pmiRGlo-COL1A1-wt e pmiRGlo-COL1A2-
wt, que contém o potencial sitio de ligagao de let-7c na 3"UTR a jusante do gene re-
porter Luciferase; 20 pmiRGlo-COL1A1-Mut e pmiRGIlo-COL1A2-Mut, no qual o po-
tencial sitio de ligagao de let-7c na 3"UTR contém mutagdes que inviabilizam a liga-

céo entre o miRNA e o transcrito-alvo (Figura 7).

A validagao da regulacdo pdés-transcricional dos alvos COL1A1 e COL1A2 foi
realizada através da co-transfecg¢ao transiente dos plasmideos pmiR-Glo-Col1A1-wt
ou pmiR-Glo-Col1A1-mut e pmiR-Glo-Col1A2-wt ou pmiR-Glo-Col1A2-mut na pre-

sencga de let-7c¢ mimic (10 nM) ou let-7¢c mimic e inibidor nas células MIO-M1.

Como mostrada na Figura 17, a transfecgao transiente de pmiR-Glo-Col1A1-
wt em células da linhagem MIO-M1 na presenca de let-7c mimics levou a um au-
mento, e ndo a uma diminui¢ao da atividade da luciferase. Por outro lado, a presen-
ca do inibidor de let-7c promoveu uma redugao da atividade. A transfecgao transien-
te do plasmideo contendo o sitio mutado (pmiR-Glo-Col1A1-mut) produziu aumento

nos niveis de luminescéncia, que foi reduzido na presenca de let-7c.
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ENSAIO Luciferase COL1A1 (let-7c)
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Figura 17 — Ensaio de gene repérter para ligagao de let-7c. Transfecg¢ao do plasmi-
deo contendo sitio selvagem de ligagao predita de let-7c na regido COL1A1 3’-UTR
(pmiR-Glo-Col1A1-wt) ou o sitio mutado (pmiR-Glo-Col1A2-mut) na presencga de let-
7¢ mimic ou let-7c mimic + inibidor em células de Mdller da linhagem MIO-M1. Valo-
res normalizados pela luminescéncia da luciferase. Resultado representativo de 3
experimentos independentes.

No ensaio de gene reporter Luciferase para COL1A2 (Fig. 18) , a presenga de
let-7c mimic levou a uma discreta diminuicdo da atividade da luciferase. No entanto,
a co-transfeccdo com o inibidor de let-7c mostrou um robusto aumento da atividade
de cerca de 50%. A utilizacdo de plasmideo reporter mutante (pmiR-Glo-Col1A1-
mut) também produziu aumento na atividade da luciferase mesmo na presenga de

let-7c mimic.

Assim, esses experimentos sugerem que nao existe uma efetiva ligagao de
let-7c no sitio predito, mas uma influéncia de outros genes pos-transcricionais de
COL1A1 e COL1A2.
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ENSAIO Luciferase COL1A2 (let-7c)
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Figura 18 — Ensaio de gene reporter para ligagao de let-7c. Transfecg¢ao do plasmi-
deo contendo sitio selvagem de ligagao predita de let-7c na regido COL1A2 3’-UTR
(pmiR-Glo-Col1A2-wt) ou o sitio mutado (pmiR-Glo-Col1A2-mut) na presencga de let-
7¢ mimic ou let-7c mimic + inibidor em células de Mdller da linhagem MIO-M1. Valo-
res normalizados pela luminescéncia da luciferase. Resultado representativo de 3
experimentos independentes.

Considerando os resultados dos ensaios de gene reporter luciferase para va-
lidagdo de alvos, optamos por investigar se let-7b era capaz de interagir com a
3'UTR de COL1A2 levar a sua repressao pos-transcricional. Para isso, foram cons-
truidos e co-transfectados os plasmideos repérter (pmiR-Glo-Col1A2-wt e pmiR-Glo-

Col1A2-mut) juntamente com o miRNA mimético de let-7b nas células MIO-M1.

Conforme observado na Figura 19, let-7b mimic diminuiu a atividade da lucife-
rase em cerca de 30%. No entanto, a co-transfeccdo com o inibidor de let-7b mos-
trou uma robusto aumento da atividade de cerca de 4x. A transfecgao do plasmideo
reporter mutante (pmiR-Glo-Col1A2-mut) ndo produziu alteragées nos niveis de lu-
minescéncia, mas na presenca de let-7b mimic um aumento da atividade da lucifera-

se foi detectado.
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ENSAIO Luciferase COL1A2 (let-7b)
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Figura 19 — Ensaio de gene repérter para ligagao de let-7b. Transfecg¢ao do plasmi-
deo contendo sitio selvagem de ligagao predita de let-7b na regido COL1A2 3’-UTR
(pmiR-Glo-Col1A2-wt) ou o sitio mutado (pmiR-Glo-Col1A2-mut) na presenca de let-
7b mimic ou let-7b mimic + inibidor em células de Muller da linhagem MIO-M1. Valo-
res normalizados pela luminescéncia da luciferase. Resultado representativo de 3
experimentos independentes.

Dessa forma, observamos a efetiva ligagdo de let-7b no sitio predito e a con-
sequente repressao pos-transcricional de COL1A2, e também outras influéncias pos-

transcricionais sobre COL1A2.
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4.5 Ensaio funcional de contragdo do gel de colageno para avaliar a influéncia
de let-7 (Fig. 20)

O ensaio de contragao de gel de colageno foi utilizado como modelo de estu-
do funcional para investigar a influéncia de miRNAs da familia let-7c na sinalizagao
de TGF-B em células da linhagem MIO-M1. As células da linhagem MIO-M1 trans-
fectadas ou ndo com mimic de let-7c foram submetidas ao tratamento com TGF- 3 1
ou TGF- B2 (10 ng/mL).

let-7c mimic - - - + +

Figura 20 — Influéncia de let-7c na contragdo do gel de colageno induzido por TGF-
B1 e TGF-B2. Géis de colageno contendo células da linhagem MIO-M1 foram expos-
tos ou ndo a TGF-B1 e TGF-B2 (10 ng/ml) na presenga ou auséncia de let-7c mimic
e fotografados depois de 16 h.

A analise do ensaio de contragdo de gel de colageno sugere que existe uma
contracdo mesmo no controle. Quando as células foram tratadas com TGF-31 por 16
h ndo ocorreu alteragédo significativa na contragdo em relagao ao controle (12% vs
14%; p=0,46), enquanto TGF-B2 foi até menos efetivo em promover a contragcédo
(19% vs 14%; p=0,02) comparado ao controle.
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Por outro lado, o let-7c mimic levou a uma diminui¢&o significativa da contra-
¢ao na auséncia (23% vs 14%; p<0,05) ou presenca de TGF-B1 (22% vs 12%;
p<0,05), e uma tendéncia de diminui¢ado para TGF-B2 (29% vs 19%; p=0,07) compa-

rados aos respectivos controles sem let-7c mimic.

Em suma, let-7c mimics inibiu a contragdo de células gliais de Muller no gel

de colageno na auséncia ou presenca de TGF-p1.

4.6 identificagdo de miRNAS da familia let-7 em amostras de vitreo humano co-
letadas durante a cirurgia de vitrectomia posterior via pars plana em olhos
com diagnésticos de buraco macular, membrana epirretinica e descolamento

de retina

Vitrectomia posterior via pars plana foi realizada em 7 pacientes, 4 com diag-
nostico de buraco macular e 3 com o diagnostico de descolamento regmatogénico.
Conforme mencionado na secdo de Material e Métodos, foram obtidas amostras do
vitreo de diferentes areas: central, pré-macular e periférica. No entanto, em todas as
amostras as concentracbes de RNA total encontradas foram extremamente baixas.
Considerando o processo de quantificagdo e dosagem do RNA total, somente algu-
mas que tiveram razdo entre 1,8 e 2,0 puderam ser utilizadas.

O RNUGB foi testado para ser utilizado como gene de referéncia para norma-
lizagdo da expressdo dos miRNA do experimento, mas os niveis endoégenos do

RNUGB foram indetectaveis nas nossas amostras de vitreo humano.

Embora ndo utilizando um normalizador, apds a reacao de PCR em tempo
real, observa-se uma diferenca entre a expressao do let-7b, nas amostras do pacien-
te 1 (Fig. 21). Parece haver uma maior expressao génica em regides mais proximas
do tecido retiniano, numa regido conhecida como hialdide posterior. Ja os resultados
encontrados com a expressao de let-7d, nas amostras do paciente 1 foram seme-

Ihantes entre as diferentes regides (Fig. 21).
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Figura 21 — Analise da expressao (CTs) de let7-b (esquerda) e let-7c (direita) em
amostra vitrea de diferentes regides de um paciente com diagndstico de buraco de
macula.
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5 DISCUSSAO

As células de Muller constituem o principal tipo celular glial na retina dos ver-
tebrados, promovendo o suporte estrutural e metabdlico, a homeostase e a neuro-
protecao da retina neural, entre outras fungdes, assim como participando de eventos
patolégicos, como por exemplo na formagdo de membranas contrateis (Vecino,
2016; Reichenbach & Bringmann, 2013). Conforme descrito por Eastlake e colabo-
radores (Eastlake, 2016), as células de Muller constituem uma fonte importante de
citocinas e fatores inflamatorios, que aumentam significativamente na retina gliética.

Dentre eles, podemos citar as diferentes isoformas de TGF- 3 (1,2 e 3).

TGF- B1 é a isoforma predominante produzida pelas células de Mdiller in vitro,
enquanto TGF- B2 predomina na retina normal e € a unica regulada positivamente
na retina glidtica humana (Eastlake, 2016). De qualquer maneira, todas as trés iso-
formas se ligam como homodimeros (forma mais ativa) ao TGFR2 (receptor 2 de
TGF-B), que recruta e ativa TGFR1 para ativar a sinalizagao (rev. Meng, 2016).

TGF-B1 pode induzir fibrose por ativagao das suas vias, dependentes ou néo
de Smad (canbnica e nao candnica, respectivamente), levando a apoptose, aumen-
tando a sintese de matriz extracelular e reduzindo a degradagéo, assim como indu-
zindo a transdiferenciacdo. Nos ultimos anos, tem sido mostrado que miRNAs, que
atuam como potentes reguladores pds transcricionais de diversas vias de sinaliza-
¢ao, também podem participar dessa regulagao (rev. Meng et al., 2016). No entanto,
a identificagdo dos miRNAs e a validagao da interferéncia com as vias de sinalizagao

no vitreo e retina humano ainda nao foram completamente estabelecidas.

Esses pequenos RNAs enddgenos, identificados no vitreo humano pela pri-
meira vez por Ragusa e colaboradores, apresentam uma expressdo que difere em
relacéo a outros fluidos bioldgicos, como o soro, a saliva ou a urina (Ragusa, 2013).
Nesse contexto, a identificagdo das células e vias que podem levar a desrregulagao
dos microRNAs é importante para a compreensao das retinopatias vitreo-proliferati-

vas.

O miRNA let-7 é frequentemente descrito como regulador negativo nos pro-

cessos pro-fibréticos. Células mesangiais tratadas com TGF-$ apresentaram uma
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diminuicdo da expresséao, principalmente de let-7b e let7-c, apos 6 e 12 h (Park,
2014).

Comparando os resultados do nosso estudo utilizando a linhagem rMC-1,
também observamos uma diminuigdo importante da expressao de let7-b e -c, espe-
cialmente na concentragdo de 5 ng/ml apés 24 h de tratamento com TGF- 1. Entre-
tanto, de modo geral, houve um aumento da expressao em 6 h de tratamento com
TGF-B1, independente da concentracdo, e em 48 h nas concentragdes mais baixas
(1 e 5 ng/ml). Na concentragcdo mais elevada, 10 ng/ml, que é a mais utilizada nos

trabalhos, a expresséo dos let-7 se assemelhou ao controle.

E interessante mencionar que quando utilizamos a linhagem humana de célu-
las de Mdller (MIO-M1), a expresséao de let-7b e let-7c foi alterada com 10ng/ml de
TGF-B1 ou TGF-B2. TGF-B2 induziu a uma queda da expresséo de let-7b e let-7c,
que variou entre 70% e 40 %, apos 24 e 48 h de tratamento. Por sua vez, o trata-
mento com TGF-B1 levou a uma diminuicdo da expressao apenas em 48 h de trata-
mento. Os resultados estdo de acordo com a analise dos miRNA no vitreo humano
coletado do paciente com buraco macular e também em concordancia com a litera-
tura atual (Russo, 2017). O buraco macular provoca ou decorre de um aumento de
TGF-B2 no vitreo, produzido pela célula de Mduller (Kita, 2008; Eastlake, 2016), con-
dicdo esta simulada no nosso experimento, levando a diminuicdo da expressao de
let7-b e -c.

A expressao dos miRNAs esteve bastante reduzida em todas as amostras do
controle Oh de MIO-M1. Os resultados foram diferentes em relagao as outras amos-
tras e apresentaram também um comportamento distinto em relagdo as amostras de
rMC-1 tratadas.

Em nossos experimentos, seguimos os protocolos que usam linhagens celula-
res de hialécitos (Kita, 2008) e células mesangiais (Park, 2014), que preconizam a
restricdo de soro por 24 h antes de iniciar o tratamento. Esta pratica € comum na
maioria dos experimentos com linhagens celulares para equalizar todas as células
no mesmo ciclo celular e eventualmente eliminar citocinas e fatores inflamatorios

que estejam presentes no soro.

Entretanto, a restricdo total de soro por 24 h pode levar a uma alteragao rele-

vante no perfil proteico, como ja4 observada em células trofoblasticas da placenta
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(Novoa-Herran, 2016). Estudos com membrana epirretinica utilizando MIO-M1 (Bu,
2015) e com linhagem de células do epitélio pigmentado da retina imortalizada trata-
das com TGF-B1 para avaliagdo de miR-21 (Usui-Ouchi, 2016) ndo realizaram restri-
¢ao de soro em suas metodologias. Portanto, essa condigdo pode ter influenciado
nos nossos resultados e foi uma das razées de nao termos incluido o tempo de 6h

nos experimentos com a linhagem MIO-M1.

Observando a literatura, até o presente momento ndo encontramos estudos
com MIO-M1 tratado com TGF-B associado a avaliacdo da expressdo da familia
let-7. Encontramos um estudo de retinoblastoma, o tumor de retina mais comum na
infancia desenvolvido a partir de células precursoras dos fotorreceptores, que utili-
zou a MIO-M1 como normalizador em relagao a linhagens de retinoblastoma, e ava-
liou a uma diminui¢do global da expressédo da familia let-7 na presenca deste tumor
(Danda, 2013).

Considerando os resultados sobre a influéncia de TGF- 3 em linhagens de cé-
lulas de Muller de rato e humana, nosso estudo demonstrou que alteragcdes do mi-
cro-ambiente, causadas por diferentes concentragbes de TGF- B1 e TGF- B2 levam
a alteracdes do padrao de expressao de miRNAs da familia let7. Além disso, que
TGF-B1 e TGF-B2 levam a diminuigdo do padrao de expressdo de miRNAs da fami-
lia let-7 na unica linhagem humana de células de Muller que mantém as caracteristi-
cas fenotipicas e funcionais.

A partir dai fomos investigar os possiveis alvos desses miRNAs e que poderi-

am estar correlacionados a alteracao da interface vitreo-retiniana.

A familia let-7 possui a mesma sequéncia heptamétrica conservada (seed se-
quence), que em geral esta situada nas posicoes 2-7 do miRNA 5°-end, e essa
sequéncia vai se ligar ao RNA mensageiro. Portanto, podemos afirmar que eles tém

genes alvos em comum, e analisando Target Scan ( http://www.targetscan.org/) obser-

vamos alvos como COL1A1, COL1A2 e HAS2, proteinas que possuem relagdo com

as doencas da interface vitreo-retiniana.

A fisiopatologia das doengas da interface vitreo-retiniana depende da com-
preensao das alteragdes da matriz extracelular do vitreo. Estudos com amostras re-
movidas durante a vitrectomia de membranas epirretinicas demonstram a presenca

de GFAP (glial acidic fibrillary protein), um dos marcadores de células de Muller, e a


http://www.targetscan.org/
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presenga de a-SMA (smooth muscle actin), um dos marcadores de miofibroblastos,
associado a um aumento de producéao e rearranjo de colageno tipo | e IV (Bu, 2014).
O colageno tipo I, um componente abundante da matriz extracelular, € sintetizado
por 2 genes, COL1A1 e COL1A2.

Em nosso estudo, ndo houve alteragao da expressao de RNAm de COL1A1 e
COL1A2 apéds a estimulagdo de MIO-M1 com TGF-1 e TGF-2. O mesmo aconte-
ceu com a expressao génica de COL1A1, mas nao com a de COL1A2, que diminuiu
em fibroblastos tratados com TGF-B (Dzobo: Leaner; Parker, 2014). Os autores con-
cluiram que a producdo de RNAm era regulada por multiplos estagios, e essa inter-
feréncia dificultava uma correlagao entre o estimulo na célula, a produ¢édo do RNAm

e da proteina.

O HAS2 é o gene que sintetiza o glicosaminoglicano hialuronan, que tem um
papel importante da formagao da matriz extracelular em geral, sendo o principal res-
ponsavel pela estrutura gelatinosa do vitreo. Em retina de galinhas, observou-se um
aumento de atividade de HAS2 durante o desenvolvimento da retina. O aumento de
HAS2 no sistema nervoso central pode estar relacionado a processos de leséo neu-
ronal, cicatrizacdo e doengas desmielinizantes (Sherman, 2015). Em nossos experi-
mentos, observamos que a expressao de HAS2 diminuiu apos o tratamento com
TGF- B1 e TGF-f2 em MIO-M1.

Em nosso estudo, validamos COL1A2 como um novo alvo de let-7b na célula
de Miuller, uma vez que let-7b interage com o mRNA. Portanto, a expressdo de
COL1A2 ¢é negativamente correlacionada como gene alvo direto de let-7b. Ao esta-
belecer uma ligagdo funcional, podemos propor que o aumento de let-7b diminui a
sintese da cadeia alfa2 de colageno do tipo | da matriz extracelular. Ji e colaborado-
res também correlacionaram negativamente COL1A2 com let7-g em linhagem celu-

lar de carcinoma hepatico (Ji, 2010).

Observamos um aumento expressivo da luciferase em MIO-M1 transfectado
com mimic let-7b e inibidor de let7-b. Esperavamos que o resultado fosse semelhan-
te a amostra que nao recebeu nenhum tratamento, simulando uma condi¢édo em que
anulamos o estimulo causado a linhagem. Da mesma forma, nas células MIO-M1
transfectadas com mimic let-7b e plasmideo com a sequéncia trocada, observamos

um aumento da expressao da luciferase. Possiveis diferencas na eficiéncia entre
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mimic e inibidor podem explicar o primeiro resultado, assim como a existéncia de va-
rios fatores que podem estar presentes no meio ou na propria linhagem poderiam

alterar a expressao da Renilla luciferase (Shifera e Hardin, 2010).

Nos estudos funcionais utilizando o ensaio de contragcao de gel de colageno,
observamos uma forte correlagéo entre a presenca de citocina TGF- B1 e TGF- p2

em células de Muller e a sua modulagao pelo miRNA let-7c.

Comparando o ensaio de contracao semelhante realizado com hialécitos
(Kita, 2008), ele observou que, na auséncia de TGF-beta, o gel com hialécitos nédo
apresenta contracdo, mas em nossos experimentos com MIO-M1 o gel contraiu. Ob-
servamos também que as nossas amostras apresentaram uma contracao satisfato-
ria apos 12 h, e as amostras com hialécitos foram analisadas apés 3 dias. Nas anali-
ses apos o periodo de 21 h, observamos uma forte contragao, o que dificultava a de-
limitacdo da area do gel. Além disso, observamos que, com restricdo de soro, ocorre
uma menor contragdo com 12 h, e aparentemente satisfatoria apos 18 h da restricao
de soro, com resultados semelhantes ao de outros autores (Novoa-Herran, 2016).

O vitreo humano é composto de forma majoritaria por agua; entretanto, ele
contém proteinas que ainda nao foram completamente estudadas. Um estudo anali-
sando quatro diferentes areas do vitreo: hialéide anterior, cortex vitreo, vitreo central
e base vitrea, mostrou uma variada expressao proteica que se diferencia por regides
e se segmenta também por vias inflamatoérias especificas (Skeie, 2015). Por isso,
utilizamos uma técnica cirurgica que prioriza a coleta do vitreo de diferentes areas
do vitreo: regido central, regido pré-macular e regido periférica. A técnica descrita de
coleta de vitreo humano durante a cirurgia de vitrectomia posterior via pars plana
(Kita, 2008; Russo, 2017) prioriza apenas a regido central. Desta forma, encontra-
mos variagao da quantidade de microRNA quando comparamos o let-7b encontrado
no vitreo cortical e o vitreo central, sendo o vitreo periférico com maior expressao
génica.

Outra diferenga técnica utilizada foi a abertura da infusdo de solugédo salina
balanceada, um liquido enriquecido cuja a fungao € repor o espago correspondente
ao vitreo removido. Autores descrevem a técnica de extragdo do vitreo com a infu-

sao fechada, e colhendo amostras que variaram de 400 a 2000 pl (Kakkassery, 2017
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; Russo, 2017), que corresponde a 50% do volume vitreo, uma situacédo que evita-
mos no nosso estudo devido a riscos de perda da integridade do globo ocular cau-
sada pela hipotonia, que pode gerar prejuizos a visual e até a perda do globo ocular
devido a uma hemorragia expulsiva. Em consequéncia disso, a amostra obtida foi
caracterizada por uma concentracdo minima de RNA total devido a diluicdo do vi-

treo.

Neste estudo observamos a acdo de miRNA em retinopatias vitreo-proliferati-
vas, identificando uma baixa expressao de let7-b e let7-d em amostras vitreas de

pacientes com buraco macular.

A andlise ndo normalizada obtida da express&o génica obtida do vitreo de pa-
cientes com buraco macular e uma baixa expressao de let7-b e let7-e, sdo compara-
veis com os dados também nao normalizados encontrados por um trabalho recente
gue analisou pacientes com buraco macular e comparou com o vitreo de pacientes
que foram operados por moscas volantes (Russo, 2017). Esses autores encontra-
ram CTs de let7-b que variaram de 40 a 33,1 em pacientes com buraco macular e
naqueles com descolamento de vitreo posterior, que foram considerados como con-
troles, apresentaram CTs entre 16 a 18, mostrando uma reducéo importante de ex-

pressao.

Uma questao importante em nossos estudos foi o normalizador, visto que ha
uma grande controvérsia sobre o normalizador ideal em amostras humanas. Os pri-
meiros trabalhos sobre vitreo ndo mostravam um normalizador definido, sendo ele
escolhido de acordo com a amostra e o miRNA em estudo (Ragusa, 2013) e, portan-
to, testamos como normalizador RNU6B. No entanto, ndo foi detectado nas nossas
amostras. O RNUG6B foi um dos primeiros a ser usado como normalizador por ser
muito utilizado em culturas de células, entretanto, entre tecidos coletados temos me-
nor evidencia da sua eficiéncia. U6 também foi utilizado como normalizador, mas
para pesquisa de soro de pacientes com sepse e cirrose hepatica comparado com
paciente saudaveis, ele ndo se mostrou um bom normalizador (Benz, 2013). Apesar
de frequentemente o RNUG6B e U6 (RNUGA) serem escolhidos como normalizado-
res, eles nao sdao miRNAs e sim RNAs pequenos e nao codificantes, portanto, nao
refletem a mesma eficiéncia na sua extragao, transcricao reversa e amplificagado do

PCR em relacdo aos miRNAs. Devido a esse aspecto, ha também autores que de-
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fendem o abandono do normalizador, o0 que deve ser analisado com muito cuidado
(Schwarzenbach, 2015).

Os miRNAs sugeridos pelos fabricante da StepOnePlus RT-PCR System (Life
rechnologies, Applied Biosystems) eram o microRNA-103, microRNA-191, microR-
NA-42-5p, microRNA-16, microRNA-425, microRNA-93 e microRNA-451, entretanto
apo6s analise para estudos com amostra vitrea o Unico que se mostrou um normali-
zador aceitavel foi o miRNA-16, quando comparado a amostras de pacientes com
linfoma (Tuo et al., 2014 e Ménard et al. 2016). Outro miRNA citado com um norma-
lizador foi RN44 em amostras vitreas coletadas de pacientes com descolamento
regmatogénico de retina (Takayama et al, 2016; Fulzele et al, 2015). As publicagdes
mais recentes elegem o U6 como um bom normalizador (Usui-Ouchi, 2016; Russo,
2017).

Dados da literatura demonstram que os miRNAs let7 sao diretamente modu-
lados pela sinalizagdo da via TGF- (Parker, 2014). Em nosso estudo foi encontrada
uma baixa expressao de let7-b e let7-e em uma analise nao normalizada obtida da
expressdo génica obtida do vitreo de pacientes com buraco macular. Outros autores
mostraram que amostras vitreas de pacientes com buraco macular apresentam di-
minuicdo da expressédo de let7, assim como uma importante diminui¢do outros
miR-19b e miR-24 (Russo, 2017), que estao correlacionados a via de sinalizagao do
TGF-B em neuroblastoma (Mestdagh, 2010) e em células musculares esqueléticas
(Sun, 2008). Dessa forma esse conjunto de achados reforgam a influéncia de uma
grupo de miRNA que sao encontrados alterados em amostras de vitreo de pacientes
com BM, doenga que possuem grande influéncia de TGF-B na sua fisiopatogenia
( Sebag, 2014; Kita, 2008 ).

Outras células que tem um grande potencial na produgédo de miRNAs s&o os
hialocitos. Foi mostrado por imunohistoquimica, a presenca de TGF-$1, -B2 e B-3
em hialdcitos de globos oculares provenientes de banco de tecidos (Lutty, 1993). O
tratamento com 1ng/ml de TGF-B1 provoca um aumento de até 3 vezes na produgao
da matriz extracelular em hialécitos (Sommer, 2008). Entretanto, dificuldades para o
crescimento de uma cultura primaria de hialécitos de ratos, auséncia de literatura
com uma metodologia clara e principalmente auséncia de uma linhagem imortaliza-

da humana, nos desestimularam o estudo dos hialécitos no momento.



67

Assim, o processo inflamatério tem um papel central na patogenénese das
retinopatias vitreo-proliferativas, e sua melhor compreensao é o caminho para a pre-
vencao da cegueira. A formagao de membranas contrateis, que causam lesdes irre-
versiveis na retina neurossensorial, decorre do desbalanco de fatores inflamatérios e

citocinas no vitreo e na retina e como nosso trabalho sugere, também de miRNAs.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo indica que os miRNAs sdo modulados pelas vias inflamato-

rias e exercem importantes efeitos na modulacdo da matriz extracelular, visto que:

1.

TGF-B1 e TGF-B2 induziram diminuigdo da expressao de let-7 linhagem
humana de células de Mduller (MIO-M1) e na linhagem de rato de células

de Miller (rMC-1) em determinadas condicoes;

TGF-B1 e TGF-B2 ndo alteraram a expressao génica das cadeias alfa 1 e
alfa 2 do colageno tipo 1, mas alteraram da enzima de sintese de hialuro-

nan em células de Muller da linhagem humana MIO-M1;

COL1A2 é alvo de let7-b, segundo o ensaio de gene reporter por lucifera-

Se;

let-7c inibe a contratilidade das células gliais de Mdller da linhagem MIO-
M1;

let-7 esta presente em amostra de vitreo humano com retinopatia vitreo-

proliferativa.

Dessa forma, neste estudo concluimos que o micro-ambiente das células de

Mdaller na retina vitreo-proliferativa, caracterizado pelo aumento da expressao de

TGF-B1 e TGF-B2, leva a uma diminuicdo dos miRNA da familia let7. Consequente-

mente, é possivel que haja remodelacdo da matriz extracelular, levando a formagao

de membranas densas e contrateis.

Esses resultados devem contribuir tanto para o entendimento como para o

desenvolvimento de alvos terapéuticos mais eficientes para o tratamento das doen-

cas da interface vitreo-retinica.



69

REFERENCIAS*

Bellhorn FA, Wise GN, Henkind P. Ultrastructure and clinicopathologic correlation of
idiopathic preretinal macular fibrosis. Am J Ophthalmol. 1975 Mar; 79: 366-73.

Benz F, et al. U6 is unsuitable for normalization of serum miRNA levels in patients

with sepsis or liver fibrosis. Experimental & Molecular Medicine. 2013 Sep; 45(9): 42.

Bringmann A, Wiedemann P. Involvement of Muller glial cells in epiretinal membrane
formation. Graefes Arch Clin Exp Ophthalmol. 2009 Jul; 247(7): 865-83.

Bu SC, et al. Substrate Elastic Modulus Regulates the Morphology, Focal Adhesions,
and alpha-smooth Muscle Actin Expression of Retinal Muller Cells. Invest Ophthal-
moL Vis Sci. 2015 Sep; 56(10): 5974-82.

Chomcznski P, Sacchi N. Single-step method of RNA isolation by acid guanidinium

thiocyanate-phenol-chloroform extration. Anal Biochem. 1987 Apr; 162(1): 156-9.

Danda R, et al. Targeted Expression of Suicide Gene by Tissue-Specific Promoter
and MicroRNA Regulation for Cancer Gene Therapy. PLoS ONE. 2013 Dec; 8(12):
€83398.

Duker JS, et al. The Internacional Vitreomacular Traction Study Group classification
of vitreomacular adhesion, traction and macular hole. Ophthalmology. 2013 Dec;
120(12), 2611-9.

*De acordo com: Internacional Committee of Medical Journal Editors. Uniform requeriments for man-
uscripts submitted to Biomedical Journal: sample references. 2003 [cited 2016 May 30]. Available
from: HTTPS://www.nIm.nih.gov/bsd/uniform.requirements.html



70

Dzobo K, Leaner VD, Parker MI. Absence of feedback regulation in the synthesis of
COL1A1. Life Sci. 2014 May;103(1): 25-33.

Eastlake K, et al. Muller Glia as an Important Source of Cytokines and Inflammatory
Factors Present in the Gliotic Retina During Proliferative Vitreoretinopathy. Glia. 2016
Apr; 64(4): 495-606.

Ebihara N, et al. Expression and function of fibroblast growth factor-inducible 14 in
human cornal myofibroblasts. Exp. Eye Res. 2009 Aug; 89(2): 256-262.

Figueroa MS, Lopez-Caballero C; Contreras |. Resultados anatémicos y funcionales
de la vitrectomia aislada en el tratamiento del desprendimiento de retina regmatoge-
no pseudofaquico. Arch Soc Esp Oftalmol. 2010; 85: 59-63.

Fulzele S, et al. MicroRNA-146b-3p Regulates Retinal Inflammation by Suppressing
Adenosine Deaminase-2 in Diabetes. BioMed Research International [internet]. 2015
Mar [citado em 01 mar 2015] 15:846501. doi:10.1155/2015/846501. Disponivel em
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4359882/

Gass JDM. Idiopathic senile macular hole: its early stages and pathogenesis. Arch
Ophthalmol. 1988 May;106(5): 629-39.

Guidry C, Bradley KM, King, JL. Tractional force generation by human Muller cells:
growth factor responsiveness and integrin receptor. Invest OphthalmoL Vis Sci. 2003
Mar; 44(3): 1355-63.

Hirayama K, et al. The involvement of the Rho-kinase pathway and its regulation

in cytokine-induced collagen gel contraction by hyalocytes. Invest Ophthalmol Vis Sci
2004; 45:3896-3903.



71

Hirota K, et al. Comparisons of microRNA expression profiles in vitreous humor be-
tween eyes with macular hole and eyes with proliferative diabetic retinopathy. Grae-
fes Arch Clin Exp Ophthalmol. 2015 Mar; 253(3): 335-42.

Honjo Y, et al. Neuron-specific TGF-beta signaling deficiency results in retinal de-
tachment and cataracts in mice. Biochem Biophys Res Com. 2007 Feb; 352(2): 418-
22.

lannetti L, et al. Role of the Intravitreal Growth Factors in the Pathogenesis of Idio-
pathic Epiretinal Membrane. Invest Ophthalmol Vis Sci 2004; 45:3896-3903. 2011
Jul; 52(8): 5786-9.

Inoue Y, et al. Hyaluronan dynamics during retinal development. Brain Research.
2009 Feb; 1256: 55-60.

Inui M, Martello G, Piccolo S. MicroRNA control of signal transduction. Nat Rev Mol
Cell Biol. 2010 Apr; 11(4):252-63.

Ji J, et al. Let-7g targets collagen type | a2 and inhibits cell migration in hepatocellu-
lar carcinoma. J Hepatol. 2010 May ;52(5):690-7.

Johnson SM, et al. RAS is regulated by the let-7 microRNA family. Cell. 2005 may;
120(5): 635-47.

Kakkassery V, et al. Vitreous microRNA levels as diagnostic biomarkers for vitreoreti-
nal lymphoma. Blood. 2017 Jun; 129(23):3130-3.

Kara José N, Alves M e Oliveira P. Como educar a populagdo para a prevencgao do
trauma ocular. Arq Bras Oftalmol, 55:160-2,1992.



72

Katsman D, et al. Embryonic Stem Cell-Derived Microvesicles Induce Gene Expres-
sion Changes in Muller Cells of the Retina. PLos ONE. 2012 Nov 7(11), e50417.

Kei T, et al. Increased Ocular Levels of MicroRNA-148a in Cases of Retinal Detach-
ment Promote Epithelial-Mesenchymal Transition. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 2016
Jun; 57(6):2699-705. doi:10.1167/iovs.15-18660.

Kelly NE, Wendel RT. Vitreous surgery for idiopathic macular holes. Results of a pilot
study. Arch Ophthalmol. 1991 May; 109(5): 654-659.

Kenyon KR, Michels RG. Ultrastructure of epirretinal membrane removed by pars
plana vitreoretinal surgery. Am J Ophthal. 1977 Jun; 86(6), 815-23.

Kimura ET et al. TGFb, activina e sinalizacdo SMAD em cancer de tirdide. Arqui-

vos Brasileiros de Endocrinologia & Metabologia. 2007 v. 51, p. 683-689.

Kita T, et al. Role of TGF-beta in proliferative vitreoretinal diseases and ROCK as a
therapeutic target. PNAS. 2008 Nov, 105 (45), 17504-9. doi: 10.1073/pnas.
0804054105.

Kovacs B et al. MicroRNAs in early diabetic retinopathy in streptozotocin-induced di-
abetic rats. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2011 Jun 21;52(7):4402-9.

Krol L, Loedige |, Filipowicz W. The widespread regulation of microRNA biogenesis,
function and decay. Nat. Rev. Genet. 2010 Nov; 11(9);597-610.

Leask A, Holmes A, Abraham DJ: Connective tissue growth factor: a new and impor-

tant player in the pathogenesis of fibrosis. Curr Reumatol Rep. 2002.4:136-142.



73

Lei H et al. Growth Factors outside the PDGF Family Drive Experimental PVR. IOVS
2009; 50 (7) 3394-3403.

Limb GA, et al. In Vitro Characterization of a Spontaneously Immortalized Human
Muller Cell Line (MIO-M1). Invest Ophthalmol Visual Science. 2002 Mar; 43(3):
864-869.

Limb GA, et al. Distribution of cytokine proteins within epiretinal membranes in prolif-
erative vitreoretinopathy. Curr Eye Res. 1994 Nov; 13(11);791-8.

Livak KJ, Schmittgen TD. Analysis of relative gene expression data using real-time
quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)). Methods. 2001 Dec; 25(4):402-8.

Lutty G A, et al. Heterogeneity in localization of isoforms of TGF-beta in human
retina, vitreous, and choroid. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 1993 Mar; 34(3): 477-87.

McArthur K, et al. MicroRNA-200b regulates vascular endothelial growth factor-medi-
ated alterations in diabetic retinopathy. Diabetes. 2011 Apr;60(4):1314-23.

Ménard C, et al. MicroRNA signatures in vitreous humour and plasma of patients with
exudative AMD. Oncotarget. 2016 Apr; 7(15):19171-84. doi:10.18632/oncotarget.
8280.

Meng XM, Nikolic-Paterson DJ, Lan HY. TGF-B: the master regulator of fibrosis. Nat
Rev Nephrol. 2016 Jun;12(6):325-38. doi: 10.1038/nrneph.2016.48.

Mestdagh P, et al. The miR-17 92 microRNA cluster regulates multiple components of
the TGF-B pathway in neur blastoma. Mol Cell. 2010 Dec 10; 40(5):762—-73.



74

Michalewska Z, Michalewski J, Adelman RA. Inverted internal limiting membrane flap
technique for large macular holes. Ophthalmology. 2010 Oct; 117 (10), 2018-25.

Mitchell P, et al. Prevalence and association of epirretinal membranes. The Blue
Montains Eye Study. Ophthalmology. 1997 Jun; 104(6):1033-1040.

Nassaralla JR JJ e Nassaralla BA. Degeneragdes periféricas da retina do olho miope
X LASIK. Arq Bras Oftalmol. 2004; 67(2).

Novoa-Herran S, et al. Serum depletion induces changes in protein expression in the
trophoblast-derived cell line HTR-8/SVneo. Cell Mol Biol Lett. 2016 Oct; 16: 21-22.

Odriozola A, et al. miRNA analysis in vitreous humor to determine the time oft death:
a proof-of concept pilot study. Int J Legal Med [internet]. 2013 Dec [citado em 20 Dec
2012]; 127: 573-8.

Park JT, et al. Repression of let-7 by transforming growth factor- Beta1-induced Lin28
upregulates collagen expression in glomerular mesangial cells under diabetic condi-
tions. Am J. Physiol Renal Physiol; 2014 Dec; 307 (12): 1390-1403.

Pasquinelli AE, et al. Conservation of the sequence and temporal expression of let-7
heterochronic regulatory RNA. Nature. 2000 Nov; 408(6808): 86-9.

Peter M.E. Let-7 and miR-200 microRNAs: guardians against pluriopotency and can-
cer progression. Cell Cycle. 2009 Mar; 8(6), 843-52.

Ragusa M, et al. MicroRNAs in vitreus humor from patients with ocular diseases. Mol
Vis. 2013; 19:430-40.



75

Ramachandran R, Fausett BV, Goldman D. Ascl1a regulates Muller glia dedifferentia-
tion and retinal regeneration through a Lin-28-dependent, let-7 microRNA signalling
pathway. Nat Cell Biol. 2010 Nov;12(11):1101-7.

Ramachandran R, et al. Conditional gene expression and lineage tracing of tubala
expressing cells during zebrafish development and retina regeneration. J. Comp.
Neurol. 2010 Oct, 518(20): 4196-212.

Reichenbach A, Bringmann A. New functions of Muller cells. Glia. 2013 May; 61(5):
651-78.

Russo A, et al. miRNAs in the vitreous humor of patients affected by idiopathic
epiretinal membrane and macular hole. PLoS ONE 2017 Mar;12(3): e0174297.

Sarthy VP, et al. Establishment and characterization of a retinal Muller cell line. Invest
Ophthalmol Vis Sci. 1998 Jan; 39 (1): 212-6.

Schwarzenbach H, et al. Which is the accurate data normalization strategy for mi-
croRNA quantification? Clinical chemistry. 2015 Nov; 61(11): 1333-42.

Sebag J. Vitreous: in Health and Disease. New York: Springer 2014.

Sen HA, et al. The role of breakdown of the blood-retinal barrier in cell-injection mod-
els of proliferative vitreoretinopathy. Arch Ophthalmol, 1988; 106: 1685-1687.

Sherman LS, et al. Hyaluronan Synthesis, Catabolism, and Signaling in Neurode-
generative Diseases. International Journal of Cell Biology [internet]. 2015 Sep [citado
em 10 Sep 2015]: 368584.



76

Shifera AS, Hardin JA. Factors modulating expression of Renilla luciferase from con-
trol plasmids used in luciferase reporter gene assays. Anal Biochem [internet]. 2010;
396(2):167-72.

Siqueira RC e Oréfice F. Descolamento de retina e vitreorretinopatia proliferativa.

Exame clinico da retina e vitreo. Rio de Janeiro: Cultura Médica: p. 96, 2009.

Skeie JM, Roybal CN, Mahajan VB. Proteomic Insight into the Molecular Function of
the Vitreous. PLoS ONE [internet]. 2015 May]; 10(5): e0127567.

Smiddy WE, et al. Transforming growth factor beta. A biologic chorioretinal glue. Arch
Ophthalmol. 1989; 107, 577-80.

Stanford MR, Chignell AH. Surgical treatment of superior bullous rhegmatogenous
retinal detachments. Br J Ophthalmol. 1985; 69:729-32.

Sun Q, et al. Transforming growth factor-beta-regulated miR-24 promotes skeletal
muscle differentiation. Nucleic Acids Res. 2008 May; 36(8): 2690-9.

Takayama K et al. Increased Ocular Levels of MicroRNA-148a in Cases of Retinal
Detachment Promote Epithelial-Mesenchymal Transition. Invest Ophthalmol Vis Sci.
2016 May 1;57(6):2699-705.

Tam ALC, et al. The current surgical management of large, recurrent, or persistent
macular holes. Retina. 2018 Jul; 38(7): 1263-75.

Tani P, Robertson DM, Langworthy A. Prognosis for central vision and anatomic reat-
tachment in rhegmatogenous retinal detachment with macula detached. Am J Oph-
thalmol. 1981; 92:611-2.



77

Tuo J, et al. “Distinct microRNA-155 Expression in the Vitreous of Patients with Pri-
mary Vitreoretinal Lymphoma and Uveitis.” American journal of ophthalmology. 2014
Mar; 157(3): 728-34.

Usui-Ouchi A, et al. Upregulation of Mir-21 Levels in the Vitreous Humor Is Associat-
ed with Development of Proliferative Vitreoretinal Disease. PLoS ONE 2016 Jun
[11(6): e0158043.

Vecino E, et al. Glia-neuron interactions in the mammalian retina. Prog Retin Eye
Res. 2016 Mar; 51:1-40.

Villarreal Jr et al., Coordinated Regulation of Extracellular Matrix ~ Synthesis by the
MicroRNA-29 Family in the Trabecular Meshwork. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci.,
2011; vol. 52 (6) 3391-339.

Wilkins JR, et al. Characterization of Epiretinal Membranes Using Optical Coherence
Tomography. Ophthalmology. 1996 Dec; 103(12): 2142-51.

Wohl SG, Reh TA. The microRNA expression profile of mouse Mdller glia in vivo and
in vitro. Sci Rep. 2016 Oct 14;6: 35423.

Yafai Y, et al. Muller glial cells inhibit proliferation of retinal endothelial cells via TGF-
beta2 and Smad signaling. Glia. 2014 Sep; 62(9): 1476-85.

Wu DC, Hamassaki DE. Anatomia, Fisiologia e Embriologia do Vitreo. In Fraz&o
MAM. CBO-Diagndstico em Oftalmologia da Anamnese a Genética. Rio de Janeiro,
Editora Cultura Médica, 2017.



78

Zhao XY, et al. Vitrectomy for patientes with proliferative vitreoretinopathy retinal de-

tachment: a meta-analysis of prospective studies. Retina. 2018 Jul; 28 (3), 462-470.



