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RESUMO 

Wu, DC. Estudo da influência de TGF beta sobre miRNAs da família let7   em célu-
las gliais de Müller. [Tese (Doutorado em Ciências) ]- Instituto de Ciências Biomédi-
cas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018. 

O vítreo apresenta remodelamento de seus componentes durante a patogênese de 
doenças como descolamento de retina, buraco de mácula e membrana epirretínica e 
os fatores que levam a essas alterações ainda não são completamente conhecidos. 
As células gliais de Müller exercem um papel regulatório importante na retina, princi-
palmente na produção de TGF-beta, e participam na formação de membranas con-
tráteis em doenças da interface vítreo retínica. O TGF-beta está aumentado tanto na 
retina como no vítreo, em condições de doença, tendo o papel importante de ativar a 
capacidade contrátil na interface do tecidos estudados. MicroRNAs são moléculas 
de RNA fita simples de 19-25 nucleotídeos, endógenos, não codificantes e potentes 
reguladores pós-transcricional da expressão gênica, portanto potenciais alvos tera-
pêuticos eficientes para o tratamento das doenças da interface vítreo-retínica. Em 
linhagem de células de Müller de rato (rMC-1), o tratamento com TGF-β1 em con-
centração de 5 ng/ml leva a diminuição da expressão gênica de let7-b e let7-c, após 
24 horas de tratamento. Já em linhagem humana de Müller ( MIO-M1), a expressão 
gênica de let-7b e let-7c foi alterada com 10 ng/ml de TGF-β1 e TGF-β2. TGF-β2 in-
duziu a uma queda da expressão de let-7b e let-7c, que variou entre 70%  e 40 % , 
após 24 e 48 horas de tratamento. Investigamos os possíveis alvos desses miRNAs, 
COL1A1, COL1A2 e HAS2, proteínas que possuem relação com as alterações da 
interface vítreo-retiniana. Entretanto, a análise da expressão de RNAm de COL1A1 e 
COL1A2 após a estimulação de MIO-M1 com TGF-β1 e TGF-β2 não apresentou al-
terações. No estudo com gene reporter de luciferase validamos  COL1A2 como um 
novo alvo de let-7b na célula de Müller. Nos estudos funcionais observamos que o 
let-7c mimético diminui a contração do gel de colágeno, Dessa forma, neste estudo 
concluímos que o micro-ambiente das células de Müller nas doenças da interface 
vítreo-retiniana, pode alterar a expressão dos miRNAs da família let7 e, consequen-
temente,  levar à formação de membranas densas e contráteis. 

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 Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 
São 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. Müller 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 Müller cell line (rMC-1), treatment with 5ng /ml  of TGF-β1  indu-
ced a downregulation of let7-b and let7-c expression after 24 hours. In Müller human 
line (MIO-M1), let-7b and let-7c expression were altered with 10 ng / ml of TGF-β1 
and TGF-β2. TGF-β2 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-β1 and TGF-β2 did not show any changes. The lucife-
rase gene reporter analysis revealed COL1A2 as a let-7b target in the Müller 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 Müller 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 INTRODUÇÃO 

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

vítreo será apresentada para contextualização deste estudo. 

1.1 Estrutura da retina 

 A retina, que no latim significa rede,  é um fino e delicado tecido nervoso ultra 

especializado, localizado na superfície interna do segmento posterior do olho, que 

contém os três primeiros neurônios da via visual aferente, dos quais os fotorrecepto-

res, neurônios de 1a. ordem, são células fotossensíveis que se tornam hiperpolariza-

das na presença de luz. A partir daí, a informação visual segue com as células bipo-

lares, neurônios de 2a ordem, que processam os sinais em conjunto com as células 

horizontais e amácrinas possivelmente por células não neuronais, e os enviam para 

as células ganglionares, neurônios de 3a ordem. Os axônios das células gangliona-

res formam o nervo óptico, que envia informações já processadas para áreas 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 mitocôndrias, nú-

cleos, etc.); três camadas compostas por corpos celulares (nuclear externa e interna 

e células ganglionares); duas camadas intermediárias sinápticas (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 sinápticos, juntamente com os das células bipolares e ho-

rizontais, formam a camada plexiforme externa. Os corpos celulares das células bi-

polares estão situados na nuclear interna, que também é constituída pelos corpos 

celulares das células amácrinas e horizontais. Na região foveal, uma célula bipolar 

faz sinapse com um fotorreceptor; entretanto, na retina periférica, uma célula bipolar 

recebe o estímulo de mais de 100 fotorreceptores (Sebag, 2014). 
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 A segunda camada sináptica, a plexiforme interna, é responsável pela trans-

missão vertical da informação visual entre as células bipolares e ganglionares, e 

nela há também uma complexa rede moduladora, composta pelas células amácri-

nas. 

 A membrana limitante externa é formada pelo conjunto de complexos juncio-

nais que unem as células de Müller aos fotorreceptores, no intervalo entre os seus 

segmentos externos e interno. A membrana limitante interna, por sua vez, é formada 

pela lâmina basal e os pés terminais das células de Müller e faz a interface da retina 

com a hialóide posterior do vítreo. Ambas as membranas limitantes não são conside-

radas membranas verdadeiras. 

 As células gliais são representadas pelos astrócitos, pela micróglia e princi-

palmente pelas células de Müller, que formam o arcabouço de sustentação da retina, 

e têm seus limites definidos entre as membranas limitantes externa e interna. Têm 

também função protetora e de controle da homeostase retiniana.  

 As células de Müller e os astrócitos possuem um abundante citoesqueleto rico 

em filamentos gliais característicos (GFAP –proteína ácida fibrilar glial) e estão as-

sociados à presença de inúmeras junções comunicantes (“gap) e junções de adesão 

formando um citoesqueleto em forma de “túneis" que interligam vasos e neurônios 

na retina interna e externa. Essa relação íntima entre as células gliais decorre do 

fato de que ambas as células possuem alta permeabilidade ao potássio, o que per-

mite a propagação de metabólitos como o glutamato, glutamina e lactato entre as 

células gliais, à semelhança de um sincício glial (Reichenbach, 2013). 

 Os astrócitos formam os pés vasculares que envolvem o sistema vascular cri-

ando a barreira hemato-retínica, componente importante que preserva a integridade 

da retina. Na retinopatia diabética, a quebra da barreira hemato-retínica leva a um 

extravasamento de constituintes plasmáticos para a retina e para o vítreo, formando 

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

 A micróglia é formada por uma subpopulação altamente especializada de fa-

gócitos mononucleares. Na retina, está 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. 
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1.2 Estrutura do vítreo 

 O vítreo é uma matriz extracelular altamente hidratada e avascular que parti-

cipa da homeostase, estrutura e troca de moléculas com as estruturas adjacentes. É 

um gel viscoelático, composto em mais de 98% por água, com o índex refrativo de 

1,33. Sua viscosidade é 2 a 4 vezes maior do que a água, e varia com a idade. Con-

siste de diferentes macromoléculas, sendo que as mais importantes são: colágeno 

(especialmente tipos I, II, V, XI e IX), glicosaminoglicanos (hialuran) e glicoproteínas 

(fibrilina e opticina) (Sebag, 2014). 

 A rede de fibrilas de colágeno confere a essa estrutura a rigidez do corpo ví-

treo, e as moléculas de hialuronan preenchem esse espaço com a consistência de 

gel, promovendo uma estabilização. A distribuição de proteínas no vítreo não ocorre 

de forma uniforme, indicando diferentes atividades metabólicas em suas diferentes 

áreas. A estrutura do vítreo lhe confere uma característica de reservatório farmaco-

lógico, prolongando a ação de medicamentos como corticóides e anti-VEGF, sendo 

muito importante para o tratamento de doenças inflamatórias e vasculares.  

 A degeneração vítrea, também conhecida como sinérese vítrea, inicia-se na 

adolescência e o seu sintoma habitual são as moscas volantes, que são pequenas 

opacidades translúcidas móveis de diferentes formatos que se movem no campo vi-

sual, perceptíveis com os movimentos oculares. O córtex vítreo sofre uma redução 

desigual de densidade formando cavidades líquidas conhecidas como bursas (Se-

bag, 2014). 

 Com o processo de descolamento do vítreo posterior, algumas condições pa-

tológicas podem ocorrer, como a formação de roturas de retina, opérculos ou hemor-

ragias vítreas, levando a um descolamento de retina. A tração exercida sobre a 

retina pode levar à formação de um buraco de mácula ou síndrome de tração vítreo 

macular. A delaminação e o remanescente do córtex vítreo sobre a retina associado 

à ativação de membranas contráteis pode levar à formação de membranas epirretí-

nicas (Duker, 2013). 

 Apesar de raras, cerca de 90% das células do vítreo são constituídas por hia-

lócitos, e o restante por fibroblastos. Os hialócitos podem ser encontrados no córtex, 

particulamente perto da base vítrea, do disco óptico e dos vasos da retina. Essas 

células apresentam características morfológicas, imunofenotípicas e funcionais se-
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melhantes a macrófagos derivados de medula óssea, exceto por possuírem um nú-

mero reduzido de lisossomos. Os hialócitos produzem colágeno e ácido hialurônico 

e têm sido identificados com anticorpos contra CD45, CD11a, CD64 e CD163 (ED-2) 

(Wu, 2014). 

  Dentre as possíveis funções dos hialócitos temos: a modulação das respos-

tas imunes intravítreas, levando à inibição de reação imunológica (atividade anti-in-

flamatória), a remoção enzimática de fibrina que mantém a transparência do vítreo, a 

regressão do sistema vascular hialóide e a síntese da matriz extracelular.  

 Alterações patológicas dos hialócitos estão envolvidas com a retinopatia dia-

bética, vitreorretinopatia proliferativa, membrana epirretínica, doenças da interface 

vítreo retiniana, assim como a formação de membranas cicatriciais contráteis. O 

aumento da celularidade vítrea é um indicativo de processos inflamatórios como 

uveítes intermediárias. 

#  

Figura 1 - Hialócitos respondem a um estímulo inflamatório de forma bimodal (Wu e 

Hamassaki, 2017) 
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1.3 Doenças da interface vítreo-retínica 

 O ponto comum das doenças da interface vítreo-retínicas é a tração que é 

exercida sobre a retina. Essa tração é gerada pela tensão de forças entre o vítreo, 

em particular do córtex vítreo posterior, e a membrana limitante interna da retina. A 

tração pode ocorrer: a) na retina periférica, e, neste caso trataremos do descolamen-

to de retina ou b) na região macular, e, neste caso, trataremos das doenças buraco 

de mácula e membrana epirretínica. 

 O descolamento de retina foi reconhecido pela primeira vez no início de 1700 

por Saint-Yves, mas o diagnóstico clínico permaneceu como uma incógnita até 

Helmholtz inventar o oftalmoscópio em 1850. Em 1863, von Graefe descreveu a sua 

associação com roturas retínicas e o seu curso natural, o qual, quando não é tratado 

leva à perda visual irreversível (Figueroa; López-Caballero;Contreras, 2010). O des-

colamento de retina ocorre quando fortes mecanismos fisiológicos e anatômicos que 

mantêm a retina neurossensorial unida ao epitélio pigmentado são rompidos. Há três 

tipos de descolamento de retina: exsudativo, tracional e  regmatogênico, sendo este 

último o mais prevalente (Siqueira e Oréfice, 2009). 

 A associação de alterações do vítreo que levam à formação de roturas retíni-

cas, que consequentemente evolui com o descolamento regmatogênico, foi reco-

nhecida logo após a invenção do oftalmoscópio indireto. Von Graefe afirmava que 

era necessário o corte de membranas do vítreo para o tratamento do descolamento 

de retina para aliviar as trações e restabelecer a anatomia e fisiologia da retina (von 

Graefer, 1863).  A patogênese do descolamento de retina regmatogênico é complexa 

e envolve fatores hereditários, alterações da estrutura do vítreo e processos de ade-

são na interface vítreo-retínica, que predispõem à formação de roturas e consequen-

te separação da retina neurossensorial do epitélio pigmentado da retina. 

 A incidência do descolamento de retina regmatogênico é de 0,015% da popu-

lação geral. A prevalência é maior entre os altos míopes (5%) e entre os casos que 

apresentaram complicações na cirurgia de catarata (10%). Trata-se de potencial 

quadro de cegueira irreversível, e sua caracterização torna-se de suma importância 

na aplicação de medidas preventivas e curativas (Nassaralla e Nassaralla, 2004; 

Kara José; Alves; Oliveira, 1992). 

 O tratamento cirúrgico do descolamento de retina regmatogênico consiste em 

selar as roturas retínicas, aliviar as trações que o vítreo ou outras membranas exer-
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cem e reaproximar o tecido neurossensorial ao epitélio pigmentado da retina. Os 

avanços no controle da fluídica, a melhora do corte da sonda de vitrectomia, evitan-

do assim tração sobre a retina, e a diminuição do calibre, de forma geral, dos mate-

riais empregados na cirurgia, permitiram que a cirurgia de descolamento de retina 

apresentasse um índice de sucesso anatômico de 90% dos casos (Tani; Robertson; 

Langworthy 1981; Stanford e Chignell, 1985). O princípio básico da cirurgia vitreorre-

tínica em descolamento de retina é fechar e selar as roturas retínicas e liberar qual-

quer tração periretínica.  

  A formação da retinopatia vitreo proliferativa é responsável por 80% dos ca-

sos em que houve falha do tratamento cirúrgico e consequente recidiva do descola-

mento de retina (Zhao, 2018). A retinopatia vítreo-proliferativa se caracteriza pela 

proliferação celular de ambas superfícies da retina descolada e face posterior do ví-

treo, levando à formação de membranas contráteis perirretínicas (Siqueira et al., 

2009). Inúmeras terapias médicas, como o uso de 5-fluoracil, corticóides, colchicinas 

e retinóides, foram usadas para evitar a formação da retinopatia vítreo proliferativa, 

mas sem sucesso (Siqueira, 2009). 

 O descolamento de retina tracional é a principal complicação da retinopatia 

diabética proliferativa. A formação de membranas contráteis, com a presença de ne-

ovasos, é responsável por hemorragias e descolamento de retina de difícil tratamen-

to cirúrgico e pobre resultado visual. 

 A retinopatia vítreo-proliferativa pode ser vista como um processo de cicatri-

zação de tecidos especializados. Esse processo é caracterizado pela migração e 

proliferação de vários tipos celulares, incluindo hialócitos, células do epitélio pigmen-

tado da retina e células gliais de Müller. O estudo morfológico de membranas remo-

vidas cirurgicamente mostra que as membranas derivam de células como fibroblas-

tos e macrófagos; entretanto, observa-se um aumento importante da expressão de 

β-tubulina classe III, indicador da expressão de células do epitélio pigmentado da 

retina (Sen, 1988) 

 O buraco macular é um defeito anatômico que leva à separação de todas a 

camadas da retina neural na região da fóvea. Ele foi descrito pela primeira vez em 

1869 por Knapp e Noyes, e posteriormente classificado e explicado por Gass (1988). 

Baseado em observações clínicas de discretas lesões foveolares que o buraco ma-

cular causa, ele postulou o mecanismo de tração tangencial que o vítreo posterior 
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cortical exerce sobre a fóvea (Gass, 1988). Com o avanço tecnológico, em especial 

da tomografia de coerência óptica (OCT), observa-se com clareza o vítreo e a sua 

relação de tração e adesão sobre a fóvea, mesmo em estágios iniciais da doença. 

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 é observada durante exame de biomicroscopia de fundo, é im-

portante para o diagnóstico da doença. 

 O buraco macular acomete indivíduos a partir da sétima década de vida, po-

dendo também acometer pessoas mais jovens. A sua prevalência 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 (diâmetro do buraco menor que 250 µm), médio (250-400) e grande (diâmetro 

do buraco maior que 400 µm), baseado na medida mais estreita do buraco no exa-

me de OCT (Duker, 2013). Casos iniciais podem apresentar uma melhora do quadro 

anatômico de forma espontânea. Entretanto, caso isso não ocorra, necessitam de 

um tratamento cirúrgico, que consiste na remoção do vítreo cortical posterior, indu-

ção do descolamento do vítreo posterior, remoção da membrana limitante interna, 

colocação de um gás tamponante ou ar ambiente, solicitando-se ao paciente que ele 

fique com a face voltada para baixo (Kelly e Wendel, 1991). O índice de sucesso 

anatômico de fechamento do buraco macular é de 90%, em geral, sendo que 45% 

dos casos tem uma boa recuperação visual (acuidade visual de 20/40 ou melhor). 

Todavia, em casos com buraco macular grande (maior que 400 µm), o índice de su-

cesso anatômico de fechamento cai para 44% (Tam ,2018). 

 Há diversas técnicas cirúrgicas para tentar a recuperação do paciente no caso 

de buracos maculares grandes e recorrentes. Michalewska descreveu a técnica do 

flap invertido da membrana limitante interna, que consiste em não 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 Müller, que pode induzir 

gliose na retina e na superfície da membrana. Portanto, o flap funciona como uma 

membrana basal que orientará o processo de cicatrização e proliferação 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-β. Quando ele é injetado durante a ci-

rurgia, produz um efeito estimulador da fibrose, promovendo maior adesão entre 

retina e coróide, podendo ser estudado para auxiliar o tratamento de roturas retíni-

cas em descolamento de retina e fechamento de buraco macular (Smiddy , 1989). 

 A membrana epirretínica possui várias nomenclaturas para descrevê-la, den-

tre elas temos dobra de retina primária, gliose retínica secundária, maculopatia em 

celofane, gliose pré-retínica macular, membrana vítreo pré-retínica, contração da in-

terface vitreorretínica, puker macular, membrana epirretínica astrocítica e prolifera-

ção epimacular. Ela causa baixa acuidade visual na região central do campo visual 

de forma gradual, e pode evoluir com metamorfopsias, micropsias e diplopia mono-

cular. Os quadros iniciais, em geral, são assintomáticos e de lenta evolução. 

 Em geral acomete indivíduos acima de 50 anos e nessa faixa etária tem uma 

prevalência de 7-12% (Mitchell , 1997), época que coincide com o descolamento do 

vítreo posterior fisiológico. A membrana epirretínica foi descrita em associação com 

inúmeras condições oculares e doenças, entre elas doenças vasculares da retina, 

doenças oculares inflamatórias, pós trauma, condições pós cirúrgicas, tumores in-

traoculares e distrofias retinianas. 

 A lesão estrutural da região macular ocorre devido à formação de uma mem-

brana celular contrátil na região pré-macular, e o tratamento cirúrgico consiste na 

sua remoção. Entretanto, o resultado visual final nem sempre é satisfatório. A biogê-

nese da membrana pré-macular deriva de uma incompleta e anômala separação do 

vítreo posterior, permitindo que células e colágeno remanescentes permaneçam 

aderidos à mácula. Em geral, as principais células envolvidas na formação são os 

hialócitos e células de Müller, mas astrócitos, miofibroblastos, fibrócitos e células in-

flamatórias também são encontrados em estudos com membranas removidas cirur-

gicamente (Kenyon; Michels, 1977). Estudos demostram a migração das células de 

Müller pelas roturas da membrana limitante interna causadas pela separação do ví-

treo, levando à formação de uma membrana contrátil (Bellhorn; Wise; Henkind, 

1975). 

 A interface entre a retina e o vítreo tem um papel muito importante na patogê-

nese dessas três doenças retinícas descritas, e, classicamente, quando ocorre na 

região macular, temos o buraco macular e a membrana epirretínica, também conhe-
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cidas como doenças da interface vítreo retínicas. O descolamento de retina regma-

togênico também tem a sua patogênese nessa mesma interface, só que na região 

periférica da retina. Entretanto, ressaltamos que também envolve a interface retina e 

epitélio pigmentado da retina na evolução da doença, principalmente para formas 

complicadas como a retinopatia vítreo-proliferativa. Neste estudo, vamos utilizar o 

termo doenças da interface vitreorretínica para essas três doenças. 

1.4 Tipos celulares envolvidos na formação da membrana contrátil 

 Os hialócitos são encontrados no vítreo cortical, adjacentes à superfície inter-

na da retina. Em condições fisiológicas, os hialócitos contribuem para manter a 

transparência do vítreo, mas em doenças da interface retínicas, observam-se altera-

ções morfológicas, alteração da matriz extracelular e aumento do número de hialóci-

tos (Sebag, 2014). 

 As células do epitélio pigmentado da retina, em situações de descolamento de 

retina regmatogênico, são encontradas dispersas no vítreo e em membranas contrá-

teis da retinopatia vítreo proliferativa. Em modelos animais de retinopatia vítreo proli-

ferativa, observa-se que as células do epitélio pigmentado da retina sofrem trans-

formações metaplásicas com morfologias semelhantes a macrófagos (Kita, 2008). 

 Estudos de membranas perirretínicas demonstram que as células do epitélio 

pigmentado da retina se transdiferenciam em miofibroblastos.  As células fibroblásti-

cas contêm miofibrilas em seu citoplasma (Leask; Holmes; Abraham, 2002) que pro-

duzem o efeito contrátil das membranas da retinopatia vítreo proliferativa. Clinica-

mente, isso leva a novo descolamento de retina, dificultando a execução de proce-

dimentos cirúrgicos e, assim, comprometendo o resultado visual, sendo uma grande 

causa de cegueira legal em casos complicados. 

 As células gliais, particularmente as células de Müller, formam as membranas 

que levam a complicações importantes em doenças da interface vitreorretínicas e 

retinopatia diabética. Essas células são essenciais para o funcionamento da retina, 

em razão das suas funções estruturais, na barreira hemato-retínica, tamponamento 

de íons e neurotransmissores, entre outros. Membranas formadas apenas com célu-

las de Müller não têm características contráteis, sugerindo que os outros componen-

tes celulares estão envolvidos com a propriedade tracional das membranas da reti-

nopatia vítreo proliferativa, especialmente células do epitélio pigmentado da retina 
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(Bringmann; Wiedemann, 2009). Entretanto, as células de Müller exercem um impor-

tante papel na produção de citocinas e na regulação do processo de cicatrização da 

retina (Eastlake, 2015).  Além de produtoras de citocinas, as células de Müller são 

alvos desses fatores inflamatórios. Por exemplo, se elas forem estimuladas com ci-

tocinas, como TGF-β1 e TGF-β2, Fator de crescimento semelhante à insulina I (IGF-

1) e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), elas adquirem a capacida-

de de gerar forças tracionais in vitro (Guidry, Bradley; King, 2003).  

 Portanto, a compreensão da patogênese da formação da retinopatia vítreo 

proliferativa é fundamental para o desenvolvimento de novas terapias farmacológi-

cas. Os fatores de crescimento, como o TGF- β, IGF-1 e PDGF, fator de crescimento 

de hepatócitos e endotelinas, modulam a contração cicatricial das membranas prér-

retinianas. (Bringmann et al, 2009) 

1.5 TGF- β 
 TGF-β é uma citocina multifuncional, com 3 isoformas (TGF-β1, β2 e β3) que 

regula a diferenciação, apoptose, migração, resposta imunológica celular e produção 

de proteínas da matriz extracelular. Na via canônica, TGF-β se liga e ativa recepto-

res serina-treonina do tipo I e tipo II. Estes transduzem a sinalização até o núcleo 

através da fosforilação das proteínas R-SMADS (SMADS 2 e 3), que depois se as-

sociam a co-SMADs (SMAD4). O complexo SMAD acumula no núcleo e modula a 

transcrição de genes-alvo. O controle da via de TGF-beta ainda depende da regula-

ção negativa exercida pelo SMAD inibitório (SMAD7) e pelas enzimas E3 de ubiqui-

tinação Smurfs (Kimura et al, 2007). 

 No olho, TGF-β é expresso acima do normal no vítreo de pacientes com reti-

nopatia vítreo proliferativa, especialmente o TGF-β2, que foi a isoforma predominan-

te. Ele também contribui na transdiferenciação de hialócitos em células miofibroblas-

to com alfa-actina de músculo liso, que são responsáveis pela contração do coláge-

no, sugerindo ainda sua atuação na contração de membranas das doenças da inter-

face vítreo retínicas (Hirakayama et al., 2004). 

 As membranas contráteis estão relacionadas a uma proteína contrátil, a ca-

deia leve da miosina através da via actina-miosina, Rho-Kinase, que participa da 

adesão celular, migração, proliferação e apoptose, modulando diretamente a via da 

fosforilação da cadeia leve da miosina (Kita et al., 2008). 
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 Em vítreo humano de pacientes com retinopatia vítreo proliferativa, detectou-

se uma grande concentração de TGF-beta1 e TGF-beta-2. Em coelho, o bloqueio de 

Rho- kinase levou à formação de membranas sem contratilidade (Kita et al., 2008). 

 Estudos da membrana de retinopatia vítreo proliferativa demonstram que o 

PDGF está aumentado, e modelos experimentais sugerem que esse fator é um pré-

requisito para a formação da retinopatia vítreo proliferativa. Existem cinco isoformas 

e dois tipos de receptores de PDGF. Os modelos experimentais de retinopatia vítreo 

proliferativa demonstram que os receptores alfa estão aumentados e têm um papel 

importante na contração de membranas perirretínicas (Lei et al., 2009). 

1.6 MicroRNAs 

 MicroRNAS (miRNAs) são moléculas de RNA fita simples de 19-25 nucleotí-

deos, endógenos e não codificantes. Eles inibem o processo de tradução de RNA 

mensageiro (mRNA) através do pareamento imperfeito, levando à sua posterior de-

gradação (Kimura, 2007). 

 Descritas originalmente por Lee e Feinbaum, que em 1993, estudando Cae-

norhabditis elegans, observaram um pequeno RNA regulatório que não codifica pro-

teínas, mas age como potente regulador pós-transcricional da expressão gênica 

(Lee, 1993).  O miRNA let-7 foi o segundo miRNA descoberto em C. elegans, obser-

vando-se que a sua sequência 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 discriminação de tecidos tumorais. Let-7 foi o primeiro miRNA a 

ser validado com a formação de tumores no pulmão (Johnson , 2005).  

 Wohl e Reh (2016) mostraram o perfil de expressão de miRNAs na célula de 

Müller de camundongos, e observaram que alguns miRNAs eram altamente expres-

sos em neurônios, outros nas células de Müller e um terceiro tipo altamente expres-

so em glia de Müller e neurônios, caso da família let-7. Em zebrafish, os membros 

da família let-7 regulam a desdiferenciação de células de Müller e a regeneração da 

retina (Ramachandran; Fausett; Goldman, 2010). 

A associação de miRNA com a doenças oculares, principalmente as doenças 

vítreo-retínicas, têm aumentado nos últimos anos (Kaneko e Terasaki, 2017). Foi ob-

servada a participação de miR-29 no desenvolvimento de membranas fibróticas, 
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sendo que, em condições fisiológicas, ele funciona como um importante mediador na 

síntese de matriz extracelular em trabeculado humano (Villarreal et al., 2011).  Ta-

kayama e colaboradores (2016) mostraram níveis aumentados de miR-148a no ví-

treo de pacientes com descolamento de retina; além disso, a transfecção com 

miR-148 mimético em células do epitélio pigmentado promoveu aumento da expres-

são da alfa-actina do músculo liso e aumento da migração. 

   Estudos em modelos de retinopatia diabética em olhos de ratos,correlacio-

nam o aumento da concentração de miR-146 (Kovacs, 2011) e o miR-200b, modu-

lando o fator de crescimento vascular no vítreo (McArthur, 2011).  



�30

2 OBJETIVOS 

  Apesar dos avanços na área, as doenças da interface vítreorretínica continu-

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

contexto, este projeto visa investigar os fatores que levam à formação de membra-

nas proliferativas contráteis, com especial ênfase para o estudo da contribuição de 

miRNAs da família let-7 que estão relacionados à via do TGF-β em células gliais de 

Müller. 

Objetivos Específicos:  
• avaliar a expressão de let-7b, let-7c e let-7e em linhagem de células de Müller 

de ratos (rMC-1) tratadas ou não com TGF-β1; 
• avaliar a expressão de let-7b e let-7c em linhagem humana de células de Mül-

ler (MIO-M1) tratadas ou não com TGF-β1 e TGF-β2; 
• analisar a expressão gênica de alvos preditos de let-7 (COL1A1, COL1A2 e 

HAS2) tratadas ou não com TGF-β1 e TGF-β2; 
• ensaio de gene repórter Luciferase para validação do COL1A1 e COL1A2 

como alvos de let-7 
• ensaio funcional de contração do gel de colágeno para avaliar a influência de 

let-7 
• identificar miRNAS da família let-7 em amostras de vítreo humano coletadas 

durante a cirurgia de vitrectomia posterior via pars plana em olhos com diag-

nósticos de buraco macular, membrana epirretínica e descolamento de retina.  

 Portanto, a identificação dos miRNAs, seus alvos e funções deve trazer con-

tribuições relevantes para o entendimento e escolha de alvos terapêuticos mais efi-

cientes para o tratamento das doenças da interface vítreo-retínica. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 A seguir, uma breve descrição das metodologias utilizadas neste estudo. 

3.1 Linhagens celulares 

 Foram empregadas, neste trabalho, duas linhagens de células gliais de Mül-

ler, que serão descritas abaixo. 

3.1.1 Linhagem de rato (rMC-1) 

A linhagem celular de Müller de rato (rMC-1) (Sarthy et al.,1998), imortalizada 

após a transfecção do vírus simian 40 (VS40), apresenta preservação de caracterís-

ticas fenotípicas das células de Müller 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 Müller humana, imortalizada espontanea-

mente (MIO-M1) (Limb, GA et al., 2002), mantém em cultura, a expressão 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 Müller de rato da linhagem rMC-1 foram semeadas em placa de 24 

poços na densidade de 5x104 células/poço.  Após 24 h de adesão, as células foram 

privadas de soro por 24 h. Após esse período, o tratamento consistiu na adição de 

TGF-β1 (R&D Systems) em 3 diferentes concentrações, 1, 5 e 10 ng/ml. As células 

foram coletadas após 6, 24 e 48 h da adição de TGF-β. 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 concentrações e tempos para posterior análise da-
expressão de miRNAs (let-7b, let-7c e let-7e). 

Células de Müller da linhagem humana MIO-M1 foram plaqueadas e privadas 

de soro nas mesmas condições acima. O tratamento foi realizado com a adição de 

TGF-β1 ou TGF-β2 (R&D Systems) na concentração de 10ng/ml. As amostras foram 

coletadas após 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 análise da expressão de miRNAs (let-7b e let-7c) ou dos alvos 
(COL1A1, COL1A2 e HAS2 e ARBP). 
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3.3 Análise da expressão gênica por PCR em tempo real 

3.3.1 Extração de RNA 

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

tras de vítreo, 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 vítreo humano foram homogeneizadas por sonicação, para au-

xiliar a dissociação da fase gelatinosa, e as amostras celulares foram homogeneiza-

das manualmente, diversas vezes, por up and down.  

Após homogeneização e incubação em temperatura ambiente por 5 minutos, o 

clorofórmio foi adicionado as amostras celulares e de vítreo, e centrifugadas a 

12.000g por 15 minutos, 4oC. A fase aquosa, contendo o RNA, foi coletada e o RNA 

precipitado com isopropanol. Após lavagem com etanol 75% e posterior centrifuga-

ção a 12.000g por 5 minutos, 4°C, o sobrenadante foi removido e o pellet foi eluído 

em água destilada ultrapura (Invitrogen), livre de RNAse e DNAse.  

A quantificação do RNA foi realizada no equipamento Biomate 3 (Thermo Sci-

entific) por espectrofotometria, observando a leitura de absorbância no comprimento 

de onda 260nm (A260) e a razão A260/A280 foi calculada para avaliar a pureza da ex-

tração (ausência de contaminação proteica), considerada satisfatória entre 1,8 -2,0. 

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

análise de microRNAs  

A transcrição reversa gerando cDNA específico para análise dos microRNAs 

let-7b, let-7c  e let-7e em amostras celulares, e let-7b, let-7d e let-7e em amostras de 

vítreo, foi realizada utilizando os reagentes do kit TaqMan™ MicroRNA Reverse 

Transcription (Applied Biosystems), seguindo as instruções do fabricante: 10ng de 

RNA total, 1 µl de transcriptase reversa Multiscribe®, na presença de 1,5 µl de tam-

pão 10x, 0,15 µl de mix de dNTP (100mM), 0,19 µl de inibidor de RNAse (20U/ µl), 

4µl de água ultrapura (livre de RNAse) e 3 µl de primer “stem-loop” específico para 

os microRNAs de interesse contidos no kit Taqman® 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 reação de transcrição reversa foi reali-

zada de acordo com as seguintes condições: 16oC por 30 minutos, 42oC por 30 mi-
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nutos, 85oC por 5 minutos e manutenção das amostras a 4oC, utilizando o termoci-

clador T100TM Thermal Cycler (Bio-Rad).  

Para a reação de PCR em tempo real, as amostras de cDNA foram diluídas 

6,7x, através da adição de 87,5 µl de água ultrapura (livre de RNAse e DNAse). Fo-

ram utilizados os conjuntos de sonda e primer específicos para cada microRNA, 

marcados com fluoróforo FAM do kit Taqman® microRNA Assay, 1ul, (ID assay já 

descritos anteriormente), somado a 10µl de Taqman® Universal PCR Master Mix, No 

AmpErase® UNG 2x (Applied Biosystem) e misturados a 9µl de cDNA diluído. As 

reações foram processadas em duplicata, no termociclador Applied Biosystems 7300 

Real-Time PCR System, nas seguintes condições: 50 oC por 2 minutos, 95 oC por 10 

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

Como referência para normalização da expressão dos microRNAs de interes-

se, foi utilizada a detecção dos níveis endógenos do pequeno RNA nuclear 6B - 

RNU6B (ID assay 001093) para a linhagem de células de Müller humana MIO-M1, e 

os níveis endógenos do pequeno RNA nucleolar snoRNA (ID assay 001718) para as 

células de Müller de rato rMC-1.  

 A análise das mudanças relativas da expressão gênica dos dados provenien-

tes do PCR dos experimentos foi realizada pelo método proposto por Livak e será 

descrito de forma sucinta a seguir. O ΔCT do alvo (diferença entre o CT do alvo com 

a CT do gene referência) foi calculado para todas as amostras controles e tratadas. 

O ΔCT do calibrador foi determinado a partir da média de 6 amostras controle não 

tratadas do tempo em estudo em triplicata. A diferença entre o ΔCT do alvo com o 

ΔCT do calibrador foi utilizada para calcular o ΔΔCT e assim calculado o fold chan-

ge, que demonstra a diferença de expressão normalizada do gene estudado nas 

amostras tratadas em relação a expressão normalizada da amostra controle não tra-

tada (Livak e Schmittgen, 2001). 

3.3.3 Síntese de DNA complementar (cDNA) e PCR em tempo real para análise de 

genes de interesse 

Para a síntese de cDNA total, foi utilizado o protocolo do primer Oligo dT(20) 

(Invitrogen), capaz de hibridizar com a cauda poli A do RNA mensageiro. O mix foi 

preparado utilizando 2µg de RNA total obtido das amostras celulares (MIO-M1), se-

guido da adição de 1 µl de primer oligo (dT)20 50 µM, 1 µl de mix de dNTP (10 mM) e 
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água destilada ultrapura (livre e RNAse e DNAse) para volume final de 13 µl. Após 

incubação a 65oC por 5 minutos, e seguido de 1 minuto em gelo, foi adicionado 4 µl 

de tampão First-Strand 5X, 1 µl de DTT 0,1M, 1 µl de RNAseOUT e 1 µl de enzima 

Transcriptase Reversa SuperScript TM III. Os reagentes foram homogeneizados e 

incubados a 50oC por 30-60 minutos e a inativação da reação ocorreu a 70oC por 15 

minutos. Os cDNAs foram armazenados a -20oC até a utilização. 

O PCR em tempo real foi realizado utilizando 1 µl de cDNA total, 12,5 µl do 

reagente SYBR Green (Qiagen), primers específicos (tabela 1) e água, para volume 

final de reação de 25 µl. As reações foram processadas em triplicata, em placa de 96 

poços, no termociclador Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System. O gene 

ARBP foi utilizado como controle endógeno. 

Tabela 1 - Descrição dos primers usados para PCR de mRNA 

3.4 Cálculo da expressão gênica diferencial  

A concentração dos primers utilizados na reação de qPCR foi padronizada 

para a quantificação da expressão gênica. Realizamos reações utilizando diferentes 

concentrações de primers (entre 200 nM e 800 nM) e concentração fixa de cDNA 

Gene Nome oficial Sequência 5’-3’

COL1A1 collagen type I alpha 1 

chain

Fw CTGACTGGAAGAGTGGAGAGTA 

Rv TTGTCCTTGGGGTTCTTGCT

COL1A2 collagen type I alpha 2 

chain

Fw TGAACTTGTTGCTGAGGGCA 

Rv TGTCTTTTTAGAGCAGCCATCT

HAS2

hyaluronan synthase 2

Fw ATGCTTGACCCAGCCTCATC  

Rv TTAAAATCTGGACATCTCCCCCAA

ARBP ribosomal protein, large

Fw TAGAGGGTGTCCGCAATGTG  

Rv CAGTGGGAAGGTGTAGTCAGTC
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para obter a concentração ideal de primers. Foi escolhida a menor concentração, 

sem formação de dímeros, que não comprometesse a curva de amplificação. Já 

para let-7 -b, -c e -e, como o ensaio é otimizado pelo fabricante, não foi realizada 

etapa de padronização. Pelo fato de ter sido escolhida a quantificação relativa entre 

as amostras, a eficiência de amplificação do produto teve de ser calculada. Desta 

forma, foram realizadas cinco diluições seriadas do cDNA template e uma curva-pa-

drão foi construída, onde a média dos Cts obtidos em cada diluição variava em fun-

ção do logaritmo da concentração de cDNA. O coeficiente angular da reta obtida foi 

utilizado para o cálculo da eficiência de amplificação do produto, segundo a fórmula: 

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

Foram aceitos valores de eficiência entre 1,80 e 2,10. Para os ensaios de 

quantificação da expressão gênica utilizando SYBR Green® foi realizada curva de 

dissociação para avaliação da especificidade da reação. O cálculo da expressão re-

lativa entre as amostras foi realizado de acordo com a fórmula descrita por Pfaffl 

(2001). O gene ARPB, que codifica uma proteína ribossomal, foi utilizado como nor-

malizador (controle endógeno) nas reações de qPCR para a análise 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 - Identificação do colágeno  tipo1 cadeia A1 (COL1A1) como alvo de let-7 
no programa TargetScan (fonte: http://www.targetscan.org ). 

http://www.targetscan.org
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Figura 5 - Identificação do colágeno tipo1 cadeia A2 (COL1A2) como alvo de let-7 
no programa TargetScan (fonte: http://www.targetscan.org ). 

http://www.targetscan.org


�40

Figura 6 - Identificação do hialuronan sintase tipo 2 (HAS2) como alvo de let-7 no 
programa TargetScan  (fonte: http://www.targetscan.org). 

http://www.targetscan.org
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3.6 Ensaio de luciferase  

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

3.6.1 Construção do vetor pmirGLO contendo 3’-UTR COL1A1 e 3’-UTR COL1A2 

Os segmentos preditos de interação dos microRNAs let-7 com a região 3’-

UTR dos genes COL1A1 e COL1A2 (selvagem, WT) para construção junto ao vetor 

reporter pmirGLO, foram obtidos através do programa de predição online TargetS-

can. Os oligonucleotídeos forward (FWD) e reverse (RV) correspondentes aos sítios 

preditos foram desenhados com a adição de extremidades de restrição para as en-

zimas XbaI e XhoI, na posição 5’ e 3’, além da inclusão de um sítio de restrição in-

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

Figura 7- Construção de plasmídeo repórter para validação da interação let7-c/
COL1A1. Primers contendo a sequência da região3’-UTR que contém sítio de inte-
ração predita com let7-c foram anelados e clonados no plasmídeo pmiR-Glo 
(COL1A1 luc 3’-UTR wt). Além disto, foi construído um plasmídeo contendo muta-
ções nos sítios de interação predita com let7-c (COL1A1 luc 3’-UTR mut).  

  O anelamento foi realizado utilizando 3 µl de cada oligonucleotídeo, Fw e Rv a 

100 µM, 1 µl de tampão de anelamento 10x e 3 µl de água destilada ultrapura. A re-
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ação de anelamento ocorreu nas seguintes condições: 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 manutenção a 4°C. 

O anelamento resultou em um segmento dupla fita correspondente ao sítio predito 

de ligação ao microRNA let-7 (Tabela 2). Para ligação ao vetor repórter pmirGLO, 1µl 

de oligonucleotídeo anelado diluído 1:200 foi misturado a 1µl de plasmídeo pmirGLO 

linearizado (50ng) anteriormente digerido com as enzimas XhoI e XbaI (20U/µl, New 

England Biolab), 1µl de enzima T4 DNA ligase (20U/µl, New England Biolabs) e 1µl 

de tampão T4 DNA ligase 10X (para reação de volume final igual a 10µl). A reação 

de ligação ocorreu nas seguintes condições: 16°C por 16 h, 65°C por 10 minutos e 

manutenção a 4°C. 

Vetores contendo insertos mutados (MUT), que inviabilizam a ligação do mi-

croRNA let-7 aos transcritos alvo COL1A1 E COL1A2, também foram construídos e 

utilizados como controle, demostrado na figura 7. 

As ligações de vetor repórter pmirGLO 3’-UTR COL1A1 e repórter pmirGLO 

3’-UTR COL1A2 (WT e MUT) foram transformadas por choque térmico em bactérias 

competentes E.coli DH5-α. Após transformação, as bactérias foram semeadas em 

placa LB ágar com 100mg/mL de ampicilina. Dos clones resultantes da transforma-

ção, cerca de 5 clones de cada alvo foram selecionados e o DNA plasmideal foi ex-

traído pelo kit QIAprep ®Spin Miniprep (QIAGEN), seguindo as instruções do fabri-

cante. 

A presença do inserto foi confirmada através do sequenciamento das amos-

tras realizado pelo serviço do Setor de Sequenciamento de DNA do Centro de Pes-

quisas sobre o Genoma Humano e Células Tronco, IB/USP. O primer EBV foi utiliza-

do nesse processo. 

3.6.2  Ensaio de gene repórter Luciferase 

 Para validar a possível regulação pós-transcricional dos microRNAs let-7, cé-

lulas da linhagem MIO-M1 foram semeadas em placa de 24 poços na densidade de 

3,5x104 células. Após 24 h, as células foram transfectadas com os plasmídeos 

pmirGLO 3’-UTR COL1A1 WT ou pmirGLO 3’-UTR COL1A1 MUT e pmirGLO 3’-UTR 

COL1A2 WT ou pmirGLO 3’-UTR COL1A2 MUT (2,5µl) na presença ou ausência de 

1nM de microRNA mimético de let-7c (mimics), seguindo o protocolo do reagente de 
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transfecção Lipofectamine 2000. Após 24 h da transfecção, as células foram lavadas 

com PBS 1x e incubadas com 1x Passive Lysis Buffer (PLB) sob agitação por 15 mi-

nutos. O lisado foi coletado e a atividade de luciferase (luminescência) foi medida 

em aparelho luminômetro Glomax (Promega) com o kit Dual Luciferase Reporter As-

say System (Promega). Os valores foram normalizados pelo nível de luminescência 

da luciferase de Renilla, codificada no plasmídeo pmirGLO através de um promotor 

independente. As transfecções foram repetidas em triplicata. 

3.7 Ensaio funcional  

Para análise da influência do microRNA let-7c na sinalização de TGF-β, as 

células da linhagem MIO-M1 transfectadas com mimic de let-7c foram submetidas 

ao tratamento com TGF-β1 ou TGF-β2 (R&D Systems) na concentração de 10 ng/mL. 

Foram realizados testes preliminares para padronização dos ensaios de contração 

em gel de colágeno, levando em consideração três protocolos (KITA, 2008; NODA, 

2004; GUIDRY, 1992) com pequenas adaptações. 

3.7.1 Ensaio de contração em gel de colágeno 

O gel de colágeno foi formado por 5 partes de colágeno tipo 1 (2mg/ml) (Sig-

ma-Aldrich), 2 partes de água destilada estéril e 1 parte de PSB 10x filtrado, NaOH 

0,1 M filtrado e células da linhagem MIO-M1, na densidade final de 2,5x106 células, 

divididas em 2 grupos: transfectadas com mimics de let-7c e não transfectadas, de-

mostrado na Figura 9. Após 1 hora de incubação em estufa a 37°C para indução da 

formação do gel, o mesmo foi gentilmente desprendido das paredes da placa. Em 

triplicata, os géis foram tratados respectivamente com TGF-β1 e TGF-β2 (R&D Sys-

tems) na concentração de 10 ng/mL, e as placas armazenadas em estufa com 5% 

de CO2 a 37oC. Os experimentos foram acompanhados e avaliados em 16 h após a 

adição de TGF-beta, por captura de imagem em câmera digital. O cálculo das medi-

das das áreas do gel contraído foi realizado através do software ImageJ for Win-

dows. 

A percentagem de contração foi determinada pela seguinte fórmula: 

Percentagem de contração=  #  relação =
áreadohalodecontração

áreatotaldopoço
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3.8 Coleta de vítreo humano 

As amostras de vítreo humano foram captadas de pacientes cirúrgicos aten-

didos no ambulatório de retina do hospital referência em oftalmologia, Irmandade da 

Santa Casa de Misericórdia de São Paulo (ISCMSP). As amostras foram coletadas 

no período de abril de 2014 à junho de 2016, de pacientes diagnosticados com des-

colamento de retina regmatogênico, buraco de mácula ou membrana epirretínica. 

Pacientes com diabetes mellitus, doenças reumatológicas e outras doenças sistêmi-

cas foram excluídos do trabalho. Todos os pacientes foram informados do estudo e 

receberam previamente o termo de livre consentimento, aceitando os termos para 

inclusão. Comitê de Ética em Pesquisa envolvendo Seres Humanos do ICB/USP 

com parecer favorável na data 10/03/2014, sob o número CAAE: 

20948913.4.0000.5467. 

O material (1000-2000ul) foi coletado pelo mesmo cirurgião (D.C.W.), durante 

a cirurgia de vitrectomia posterior pars plana, por punção com agulha, de diferentes 

áreas do vítreo: região central, região pré-macular e região periférica. Após a coleta, 

o vítreo 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 Análise estatística  

 A análise estatística foi realizada utilizando-se o programa GraphPadPrism 

(versão 5.0). Os resultados foram submetidos ao teste t de Student ou ANOVA (aná-

lise de variância) com pós-teste de Tukey, sendo que as diferenças foram conside-

radas significantes estatisticamente quando Pvalor ≤0,05. 
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4 RESULTADOS  

Os miRNAs da família let-7 investigados neste estudo foram expressos por 

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

4.1 Expressão de let-7b, let-7c e let-7e em linhagem de células de Müller de ra-

tos (rMC-1) tratadas com TGF-β1 

 Os miRNAs da família let-7 (let-7b, let-7c e let-7e) foram expressos por célu-

las de Müller da linhagem rMC-1, sendo que let-7b apresentou os maiores níveis, 

seguido de let-7c e let-7e. Utilizamos como normalizador o Sno, que não variou com 

o tratamento com TGF-β1, e que foi utilizado como gene de referência. Conforme 

pode ser observado na Fig. 8, ocorre uma alteração nos níveis dos vários miRNAs 

nos diferentes tempos de cultivo, com uma diminuição em 24h e retorno próximo aos 

valores iniciais, após 48h. 

#  

Figura 8 - Análise da expressão de let-7b, let-7c e let-7e em células de Müller con-
trole da linhagem rMC-1. As células foram privadas de soro por 24 h e analisadas 
após 6, 24 e 48 h de cultivo na presença 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 daí, analisamos a expressão diferencial (fold change) desses miRNAs 

após 6, 24 e 48 h de tratamento com diferentes concentrações de TGF-β1 (1 ng, 5ng 

e 10 ng/ ml).  

A influência de TGF- β1 sobre a expressão de let-7b, let-7c e let-7e em célu-

las da linhagem rMC-1 foi dependente da concentração e do tempo.  
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TGF- β1 induziu uma tendência a aumento da expressão de let-7b, let-7c e 

let-7e após 6 h nas diferentes concentrações utilizadas, mas apenas para let-7c na 

menor concentração essa alteração foi estatisticamente significante (p<0,05; Fig. 9).  

 

#  

Figura 9 - Análise da expressão de let7-b, let-7c e let-7e em células de Müller da li-
nhagem rMC-1 após 6 h de tratamento com TGF-β1 nas concentrações 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. 

Após 24 h de tratamento (Fig. 10), TGF- β1 induziu uma diminuição significan-

te de cerca de 40% na expressão de let-7b (p<0,001) e uma tendência de diminui-

ção de 20% para let-7c na concentração de 5 ng/ml. Apesar de não significante, 

houve uma regulação positiva para let-7. 
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#  

Figura 10 - Análise da expressão de let7-b, let-7c e let-7e em células de Müller da 
linhagem rMC-1 após 24 h de tratamento com TGF-β1 nas concentrações 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. 

Após 48 h de tratamento, houve um aumento de 60-70% na expressão de let-

7b, let-7c e let-7e na concentração de 1 ng/ml (p<0,001). Com 5 ng/ml de TGF- β1, 

esses valores continuaram maiores que o controle, mas somente foi significante 

para let-7c (FC=1,5; p<0.001). Finalmente, não houve alteração com 10ng/ml de 

TGF- β1 (Fig.11).   
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#  

Figura 11 - Análise da expressão de let7-b, let-7c e let-7e em células de Müller da 
linhagem rMC-1 após 48 h de tratamento com TGF-β1 nas concentrações 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 concentrações de TGF- β1, temos que, de 

modo geral, o tratamento com a concentração mais baixa de TGF- β1 (1 ng/ml) 

apresentou um aumento da expressão inicialmente (6 h), um retorno aos níveis do 

controle em 24h, e um aumento em 48 h.  

  A concentração de 5 ng/ml levou a um padrão similar, com a diferença de 

que em let-7b e let-7c sofreram uma regulação negativa 24 h. Por sua vez, a ex-

pressão desses miRNAs aumentou em 6 h e se mostrou semelhante ao controle nos 

demais tempos após tratamento com 10ng/ml de TGF-β1, com exceção de let-7e em 

48h.  
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4.2 Avaliar a expressão de let-7b e let-7c em linhagem humana de células de 

Müller (MIO-M1) tratadas ou não com TGF-β1 e TGF-β2. 

Considerando os resultados anteriores obtidos com a linhagem de ratos 

rMC1, utilizamos também a linhagem humana MIO-M1 derivada de células de Müller 

para investigar a influência de TGF-β1 e também de TGF-β2 sobre a expressão da 

família let-7.  

Nesta etapa, restringimos o estudo para os miRNAs mais expressos, let-7b e 

let-7c, e tempos de 24 e 48h e concentração de 10ng/ml, que é a utilizada pela mai-

oria dos trabalhos. 

Foram utilizados, a princípio, os normalizadores U6 e RNU6B, mas tendo em 

vista as alterações de U6 com os tratamentos, RNU6B foi escolhido como gene de 

referência. 

O tratamento com TGF- β2 induziu regulação negativa significante da expres-

são de let-7b em 24 h (p<0,001) em cerca de 60% e uma tendência também em 48h 

(Fig.12). Por sua vez, o efeito de TGF-β1 foi observado somente após 48h, quando 

let-7b diminuiu aproximadamente 55% (p<0,05). 

 

Figura 12 - Análise da expressão de let-7b em células de Müller da linhagem huma-
na MIO-M1 após 24 e 48 h de tratamento com TGF-β1 e TGF-β2 (10 ng/ml). Dados 
expressos em Fold Change e normalizados com RNU6B, 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. 



�50

   O tratamento com TGF-β2 induziu uma robusta diminuição de cerca de 70% 

na expressão de let-7c em 24 h (p<0,001; FIg.13). Após 48 h, tanto TGF-β1 como 

TGF-β2 diminuíram a expressão de let-7c em cerca de 50% (p<0,001).  

#  

Figura 13 - Análise da expressão de let-7c em células de Müller da linhagem huma-
na MIO-M1 após 24 e 48 h de tratamento com TGF-β1 e TGF-β2 (10 ng/ml). Dados 
expressos em Fold Change e normalizados com RNU6B, 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 Influência de TGF-β1 sobre a expressão de possíveis alvos de let-7 (Colá-

geno 1A1, Colágeno 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 

daí foram selecionados 3 alvos: COL1A1, COL1A2 e HAS2. 

 Analisamos o efeito do tratamento de TGF-β1 e TGF-β2 na expressão de 

COL1A1, COL1A2 e HAS2 na MIO-1 através da expressão diferencial e utilizamos o 

normalizador ARBP.  

 O cálculo do Δ calibrador foi feito a partir da média da expressão de 3 amos-

tras de controles 0 hora analisados especialmente para essa finalidade. Todos os 

calibradores em COL1A1 e COL1A2 apresentaram CTs com diferença menor que 1.  
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A expressão de COL1A1 sofreu uma leve variação com o tempo de cultura de 

0 a 24 h e permaneceu estável em 48 hs (Fig.14). O tratamento com TGF-β1 ou 

TGF-β2 não levou a alterações de expressão de COL1A1 em 24 hs ou 48 h, com 

valores próximos aos controles não tratados.  

 

Figura 14 - Análise da expressão relativa de COL1A1 em células de Müller da linha-
gem humana MIO-M1 após o tratamento com 10 ng/ml de TGF-β1 e TGF-β2. 
COL1A1 é expresso em Fold Change e normalizado com o ARBP. A média da ex-
pressão dos CTs do controle sem tratamento no tempo 0 foi usada como calibrador. 
Resultado representativo de 1 experimento em triplicata. 

Semelhante à COL1A1, a expressão de COL1A2 pouco variou com os tem-

pos de cultura (Fig.15). O tratamento com TGF-β1 ou TGF-β2 não levou a alterações 

de expressão de COL1A2 em 24 h ou 48 h, com valores próximos aos controles não 

tratados.  
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Figura 15 - Análise da expressão relativa de COL1A2 em células de Müller da linha-
gem humana MIO-M1 após o tratamento com 10 ng/ml de TGF-β1 e TGF-β2. 
COL1A2 é expresso em Fold Change e normalizado com o ARBP. A média da ex-
pressão dos CTs do controle sem tratamento no tempo 0 foi usada como calibrador 
Resultado representativo de 1 experimento em triplicata. 

Quando analisamos a expressão de HAS2 após tratamento com TGF-β1, ob-

servamos uma diminuição ao redor de 30% da expressão em 24h, e mais ainda em 

48 h (70%), comparado aos respectivos controles (Fig. 16). TGF-β2 também reduziu 

a expressão de HAS2 em cerca de 70% após 48h.  

�  

Figura 16 - Análise da expressão relativa de HAS2 em células de Müller da linha-
gem humana MIO-M1 após o tratamento com 10 ng/ml de TGF-β1 e TGF-β2. HAS2 
é expresso em Fold Change e normalizado com o ARBP. A média da expressão dos 
CTs do controle sem tratamento no tempo 0 foi usada como calibrador. Resultado 
representativo de 1 experimento em triplicata. 
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   Em suma, observamos que o tratamento com TGF-β1 na MIO1 não afeta de 

forma geral a expressão COL1A1 e COL1A2. Entretanto, o tratamento com TGF-β1 

e TGF-β2 induziu uma diminuição na expressão gênica de HAS2, que se acentuou 

de forma robusta em 48 h com uma redução de 70% em relação ao controle. 

4.4 Ensaio de gene repórter Luciferase para validação de COL1A1 e COL1A2 

como alvos de let-7 

 Para a validação da regulação pós-transcricional dos alvos COL1A1 e 

COL1A2 como alvo de let-7c, foram construídos dois vetores para cada um deles no 

ensaio de gene repórter (Luciferase): 1) pmiRGlo-COL1A1-wt e pmiRGlo-COL1A2-

wt, que contém o potencial sítio de ligação de let-7c na 3‟UTR à jusante do gene re-

pórter Luciferase; 20 pmiRGlo-COL1A1-Mut e pmiRGlo-COL1A2-Mut, no qual o po-

tencial sítio de ligação de let-7c na 3‟UTR contém mutações que inviabilizam a liga-

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

 A validação da regulação pós-transcricional dos alvos COL1A1 e COL1A2 foi 

realizada através da co-transfecção transiente dos plasmídeos pmiR-Glo-Col1A1-wt 

ou pmiR-Glo-Col1A1-mut e pmiR-Glo-Col1A2-wt ou pmiR-Glo-Col1A2-mut na pre-

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

 Como mostrada na Figura 17, a transfecção transiente de pmiR-Glo-Col1A1-

wt em células da linhagem MIO-M1 na presença de let-7c mimics levou a um au-

mento, e não a uma diminuição da atividade da luciferase. Por outro lado, a presen-

ça do inibidor de let-7c promoveu uma redução da atividade. A transfecção transien-

te do plasmídeo contendo o sítio mutado (pmiR-Glo-Col1A1-mut) produziu aumento 

nos níveis de luminescência, que foi reduzido na presença de let-7c.  
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Figura 17 – Ensaio de gene repórter para ligação de let-7c.  Transfecção do plasmí-
deo contendo sítio selvagem de ligação predita de let-7c na região COL1A1 3’-UTR 
(pmiR-Glo-Col1A1-wt) ou o sítio mutado (pmiR-Glo-Col1A2-mut) na presença de let-
7c mimic ou let-7c mimic + inibidor em células de Müller da linhagem MIO-M1. Valo-
res normalizados pela luminescência da luciferase. Resultado representativo de 3 
experimentos independentes. 

 No ensaio de gene repórter Luciferase para COL1A2 (Fig. 18) , a presença de 

let-7c mimic levou a uma discreta diminuição da atividade da luciferase. No entanto, 

a co-transfecção com o inibidor de let-7c mostrou um robusto aumento da atividade 

de cerca de 50%. A utilização de plasmídeo repórter mutante (pmiR-Glo-Col1A1-

mut) também produziu aumento na atividade da luciferase mesmo na presença de 

let-7c mimic.  

 Assim, esses experimentos sugerem que não existe uma efetiva ligação de 

let-7c no sítio predito, mas uma influência de outros genes pós-transcricionais de 

COL1A1 e COL1A2. 

  

ENSAIO Luciferase COL1A1 (let-7c)

0,0

0,6

1,1

1,7

2,2
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pCOL1A1-wt    +          +            +        -             -
pCOL1A1-mut  -         -            -      +             +
Mimic        -        +           +      -        +
Inibidor      -        -                   +      -        -
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Figura 18 – Ensaio de gene repórter para ligação de let-7c.  Transfecção do plasmí-
deo contendo sítio selvagem de ligação predita de let-7c na região COL1A2 3’-UTR 
(pmiR-Glo-Col1A2-wt) ou o sítio mutado (pmiR-Glo-Col1A2-mut) na presença de let-
7c mimic ou let-7c mimic + inibidor em células de Müller da linhagem MIO-M1. Valo-
res normalizados pela luminescência da luciferase. Resultado representativo de 3 
experimentos independentes. 

 Considerando os resultados dos ensaios de gene repórter luciferase para va-

lidação de alvos, optamos por investigar se let-7b era capaz de interagir com a 

3’UTR de COL1A2 levar à sua repressão pós-transcricional. Para isso, foram cons-

truídos e co-transfectados os plasmídeos repórter (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-transfecção com o inibidor de let-7b mos-

trou uma robusto aumento da atividade de cerca de 4x. A transfecção do plasmídeo 

repórter mutante (pmiR-Glo-Col1A2-mut) não produziu alterações nos níveis de lu-

minescência, mas na presença de let-7b mimic um aumento da atividade da lucifera-

se foi detectado. 

ENSAIO Luciferase COL1A2 (let-7c)
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COL1A2 WT COL1A2 WT + mimic  LET 7-CCOL1A2 WT +  mimic LET 7-C + InibidorCOL1A2 MUTCOL1A2 MUT + mimic LET 7-CpCOL1A2-wt    +         +            +        -     -
pCOL1A2-mut  -        -           -      +          +
Mimic         -       +                    +      -          +
Inibidor       -       -                   +      -          -
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Figura 19 – Ensaio de gene repórter para ligação de let-7b.  Transfecção do plasmí-
deo contendo sítio selvagem de ligação predita de let-7b na região COL1A2 3’-UTR 
(pmiR-Glo-Col1A2-wt) ou o sítio mutado (pmiR-Glo-Col1A2-mut) na presença de let-
7b mimic ou let-7b mimic + inibidor em células de Müller da linhagem MIO-M1. Valo-
res normalizados pela luminescência da luciferase. Resultado representativo de 3 
experimentos independentes. 

Dessa forma, observamos a efetiva ligação de let-7b no sítio predito e a con-

sequente repressão pós-transcricional de COL1A2, e também outras influências pós-

transcricionais sobre COL1A2. 

ENSAIO Luciferase COL1A2 (let-7b)
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COL1A2 WTCOL1A2 WT + mimic  LET 7-BCOL1A2 WT +  mimic LET 7-B + InibidorCOL1A2 MUTCOL1A2 MUT + mimic LET 7-B
pCOL1A2-wt    +           +       +        -     -
pCOL1A2-mut  -          -      -       +          +
Mimic         -         +                +       -          +
Inibidor       -         -               +       -          -



�57

4.5 Ensaio funcional de contração do gel de colágeno para avaliar a influência 

de let-7 (Fig. 20) 

O ensaio de contração de gel de colágeno foi utilizado como modelo de estu-

do funcional para investigar a influência de miRNAs da família let-7c na sinalização 

de TGF-β em células da linhagem MIO-M1. As células da linhagem MIO-M1 trans-

fectadas ou não com mimic de let-7c foram submetidas ao tratamento com TGF- β 1 

ou TGF- β2 (10 ng/mL).   

#  

Figura 20 – Influência de let-7c na contração do gel de colágeno induzido por TGF-
β1 e TGF-β2. Géis de colágeno contendo células da linhagem MIO-M1 foram expos-
tos ou não a TGF-β1 e TGF-β2 (10 ng/ml) na presença ou ausência de let-7c mimic 
e fotografados depois de 16 h. 

A análise do ensaio de contração de gel de colágeno sugere que existe uma 

contração mesmo no controle. Quando as células foram tratadas com TGF-β1 por 16 

h não ocorreu alteração significativa na contração em relação ao controle (12% vs 

14%; p=0,46), enquanto TGF-β2 foi até menos efetivo em promover a contração 

(19% vs 14%; p=0,02) comparado ao controle.  
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Por outro lado, o let-7c mimic levou a uma diminuição significativa da contra-

ção na ausência (23% vs 14%; p<0,05) ou presença de TGF-β1 (22% vs 12%; 

p<0,05), e uma tendência de diminuição para TGF-β2 (29% vs 19%; p=0,07) compa-

rados aos respectivos controles sem let-7c mimic.  

Em suma, let-7c mimics inibiu a contração de células gliais de Müller no gel 

de colágeno na ausência ou presença de TGF-β1.  

4.6 identificação de miRNAS da família let-7 em amostras de vítreo humano co-

letadas durante a cirurgia de vitrectomia posterior via pars plana em olhos 
com diagnósticos de buraco macular, membrana epirretínica e descolamento 

de retina  

 Vitrectomia posterior via pars plana foi realizada em 7 pacientes, 4 com diag-

nóstico de buraco macular e 3 com o diagnóstico de descolamento regmatogênico. 

Conforme mencionado na seção de Material e Métodos, foram obtidas amostras do 

vítreo de diferentes áreas: central, pré-macular e periférica. No entanto, em todas as 

amostras as concentrações de RNA total encontradas foram extremamente baixas. 

Considerando o processo de quantificação e dosagem do RNA total, somente algu-

mas que tiveram razão entre 1,8 e 2,0 puderam ser utilizadas.  

  O RNU6B foi testado para ser utilizado como gene de referência para norma-

lização da expressão dos miRNA do experimento, mas os níveis endógenos do 

RNU6B foram indetectáveis nas nossas amostras de vítreo humano. 

Embora não utilizando um normalizador, após a reação de PCR em tempo 

real, observa-se uma diferença entre a expressão do let-7b, nas amostras do pacien-

te 1 (Fig. 21). Parece haver uma maior expressão gênica em regiões mais próximas 

do tecido retiniano, numa região conhecida como hialóide posterior. Já os resultados 

encontrados com a expressão de let-7d, nas amostras do paciente 1 foram seme-

lhantes entre as diferentes regiões (Fig. 21). 
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Figura 21 – Análise da expressão (CTs) de let7-b (esquerda) e let-7c (direita) em 
amostra vítrea de diferentes regiões de um paciente com diagnóstico de buraco de 
mácula.  
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5 DISCUSSÃO  

  

As células de Müller constituem o principal tipo celular glial na retina dos ver-

tebrados, promovendo o suporte estrutural e metabólico, a homeostase e a neuro-

proteção da retina neural, entre outras funções, assim como participando de eventos 

patológicos, como por exemplo na formação de membranas contráteis (Vecino, 

2016; Reichenbach & Bringmann, 2013). Conforme descrito por Eastlake e colabo-

radores (Eastlake, 2016), as células de Müller constituem uma fonte importante de 

citocinas e fatores inflamatórios, que aumentam significativamente na retina gliótica. 

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

TGF- β1 é a isoforma predominante produzida pelas células de Müller in vitro, 

enquanto TGF- β2 predomina na retina normal e é a única regulada positivamente 

na retina gliótica humana (Eastlake, 2016). De qualquer maneira, todas as três iso-

formas se ligam como homodímeros (forma mais ativa) ao TGFR2 (receptor 2 de 

TGF-β), que recruta e ativa TGFR1 para ativar a sinalização (rev. Meng, 2016).  

TGF-β1 pode induzir fibrose por ativação das suas vias, dependentes ou não 

de Smad (canônica e não canônica, respectivamente), levando à apoptose, aumen-

tando a síntese de matriz extracelular e reduzindo a degradação, assim como indu-

zindo a transdiferenciação. Nos últimos anos, tem sido mostrado que miRNAs, que 

atuam como potentes reguladores pós transcricionais de diversas vias de sinaliza-

ção, também podem participar dessa regulação (rev. Meng et al., 2016). No entanto, 

a identificação dos miRNAs e a validação da interferência com as vias de sinalização 

no vítreo e retina humano ainda não foram completamente estabelecidas. 

Esses pequenos RNAs endógenos, identificados no vítreo humano pela pri-

meira vez por Ragusa e colaboradores, apresentam uma expressão que difere em 

relação a outros fluídos biológicos, como o soro, a saliva ou a urina (Ragusa, 2013). 

Nesse contexto, a identificação das células e vias que podem levar à desrregulação 

dos microRNAs é importante para a compreensão das retinopatias vítreo-proliferati-

vas. 

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

cessos pró-fibróticos. Células mesangiais tratadas com TGF-β apresentaram uma 
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diminuição da expressão, principalmente de let-7b e let7-c, após 6 e 12 h (Park, 

2014).  

Comparando os resultados do nosso estudo utilizando a linhagem rMC-1, 

também observamos uma diminuição importante da expressão de let7-b e -c, espe-

cialmente na concentração de 5 ng/ml após 24 h de tratamento com TGF- β1. Entre-

tanto, de modo geral, houve um aumento da expressão em 6 h de tratamento com 

TGF-β1, independente da concentração, e em 48 h nas concentrações mais baixas 

(1 e 5 ng/ml). Na concentração mais elevada, 10 ng/ml, que é a mais utilizada nos 

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

É interessante mencionar que quando utilizamos a linhagem humana de célu-

las de Müller (MIO-M1), a expressão de let-7b e let-7c foi alterada com 10ng/ml de 

TGF-β1 ou TGF-β2. TGF-β2 induziu a uma queda da expressão de let-7b e let-7c, 

que variou entre 70% e 40 %, após 24 e 48 h de tratamento. Por sua vez, o trata-

mento com TGF-β1 levou a uma diminuição da expressão apenas em 48 h de trata-

mento. Os resultados estão de acordo com a análise dos miRNA no vítreo humano 

coletado do paciente com buraco macular e também em concordância com a litera-

tura atual (Russo, 2017). O buraco macular provoca ou decorre de um aumento de 

TGF-β2 no vítreo, produzido pela célula de Müller (Kita, 2008; Eastlake, 2016), con-

dição esta simulada no nosso experimento, levando à diminuição da expressão de 

let7-b e -c. 

 A expressão dos miRNAs esteve bastante reduzida em todas as amostras do 

controle 0h de MIO-M1. Os resultados foram diferentes em relação às outras amos-

tras e apresentaram também um comportamento distinto em relação às amostras de 

rMC-1 tratadas. 

  Em nossos experimentos, seguimos os protocolos que usam linhagens celula-

res de hialócitos (Kita, 2008) e células mesangiais (Park, 2014), que preconizam a 

restrição de soro por 24 h antes de iniciar o tratamento. Esta prática é comum na 

maioria dos experimentos com linhagens celulares para equalizar todas as células 

no mesmo ciclo celular e eventualmente eliminar citocinas e fatores inflamatórios 

que estejam presentes no soro.  

Entretanto, a restrição total de soro por 24 h pode levar a uma alteração rele-

vante no perfil proteico, como já observada em células trofoblásticas da placenta 
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(Novoa-Herran, 2016). Estudos com membrana epirretínica utilizando MIO-M1 (Bu, 

2015) e com linhagem de células do epitélio pigmentado da retina imortalizada trata-

das com TGF-β1 para avaliação de miR-21 (Usui-Ouchi, 2016) não realizaram restri-

ção de soro em suas metodologias. Portanto, essa condição pode ter influenciado 

nos nossos resultados e foi uma das razões de não termos incluído o tempo de 6h 

nos experimentos com a linhagem MIO-M1.  

 Observando a literatura, até o presente momento não encontramos estudos 

com MIO-M1 tratado com TGF-β associado à avaliação da expressão da família 

let-7. Encontramos um estudo de retinoblastoma, o tumor de retina mais comum na 

infância desenvolvido a partir de células precursoras dos fotorreceptores, que utili-

zou a MIO-M1 como normalizador em relação a linhagens de retinoblastoma, e ava-

liou a uma diminuição global da expressão da família let-7 na presença deste tumor 

(Danda, 2013). 

 Considerando os resultados sobre a influência de TGF- β em linhagens de cé-

lulas de Müller de rato e humana, nosso estudo demonstrou que alterações do mi-

cro-ambiente, causadas por diferentes concentrações de TGF- β1 e TGF- β2 levam 

a alterações do padrão de expressão de miRNAs da família let7. Além disso, que 

TGF-β1 e TGF-β2 levam à diminuição do padrão de expressão de miRNAs da famí-

lia let-7 na única linhagem humana de células de Müller que mantêm as característi-

cas fenotípicas e funcionais.  

 A partir daí fomos investigar os possíveis alvos desses miRNAs e que poderi-

am estar correlacionados à alteração da interface vítreo-retiniana.  

 A família let-7 possui a mesma sequência heptamétrica conservada (seed se-

quence), que em geral está situada nas posições 2-7 do miRNA 5´-end, e essa 

sequência vai se ligar ao RNA mensageiro. Portanto, podemos afirmar que eles têm 

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

vamos alvos como COL1A1, COL1A2 e HAS2, proteínas que possuem relação com 

as doenças da interface vítreo-retiniana. 

 A fisiopatologia das doenças da interface vítreo-retiniana depende da com-

preensão das alterações da matriz extracelular do vítreo. Estudos com amostras re-

movidas durante a vitrectomia de membranas epirretínicas demonstram a presença 

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

http://www.targetscan.org/
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presença de α-SMA (smooth muscle actin), um dos marcadores de miofibroblastos, 

associado a um aumento de produção e rearranjo de colágeno tipo I e IV (Bu, 2014). 

O colágeno tipo I, um componente abundante da matriz extracelular, é sintetizado 

por 2 genes, COL1A1 e COL1A2.  

 Em nosso estudo, não houve alteração da expressão de RNAm de COL1A1 e 

COL1A2 após a estimulação de MIO-M1 com TGF-β1 e TGF-β2. O mesmo aconte-

ceu com a expressão gênica de COL1A1, mas não com a de COL1A2, que diminuiu 

em fibroblastos tratados com TGF-β (Dzobo: Leaner; Parker, 2014). Os autores con-

cluíram que a produção de RNAm era regulada por múltiplos estágios, e essa inter-

ferência dificultava uma correlação entre o estímulo na célula, a produção do RNAm 

e da proteína. 

 O HAS2 é o gene que sintetiza o glicosaminoglicano hialuronan, que tem um 

papel importante da formação da matriz extracelular em geral, sendo o principal res-

ponsável pela estrutura gelatinosa do vítreo. 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 lesão neu-

ronal, cicatrização e doenças desmielinizantes (Sherman, 2015). Em nossos experi-

mentos, observamos que a expressão de HAS2 diminuiu após o tratamento com 

TGF- β1 e TGF-β2 em MIO-M1. 

 Em nosso estudo, validamos COL1A2 como um novo alvo de let-7b na célula 

de Müller, uma vez que let-7b interage com o mRNA. Portanto, a expressão de 

COL1A2 é negativamente correlacionada como gene alvo direto de let-7b. Ao esta-

belecer uma ligação funcional, podemos propor que o aumento de let-7b diminui a 

síntese da cadeia alfa2 de colágeno do tipo I da matriz extracelular. Ji e colaborado-

res também correlacionaram negativamente COL1A2 com let7-g em linhagem celu-

lar de carcinoma hepático (Ji, 2010). 

 Observamos um aumento expressivo da luciferase em MIO-M1 transfectado 

com mimic let-7b e inibidor de let7-b. Esperávamos que o resultado fosse semelhan-

te à amostra que não recebeu nenhum tratamento, simulando uma condição em que 

anulamos o estímulo causado à linhagem. Da mesma forma, nas células MIO-M1 

transfectadas com mimic let-7b e plasmídeo com a sequência trocada, observamos 

um aumento da expressão da luciferase. Possíveis diferenças na eficiência entre 



�64

mimic e inibidor podem explicar o primeiro resultado, assim como a existência de vá-

rios fatores que podem estar presentes no meio ou na própria linhagem poderiam 

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

 Nos estudos funcionais utilizando o ensaio de contração de gel de colágeno, 

observamos uma forte correlação entre a presença de citocina TGF- β1 e TGF- β2 

em células de Müller e a sua modulação pelo miRNA let-7c.  

 Comparando o ensaio de contração semelhante realizado com hialócitos 

(Kita, 2008), ele observou que, na ausência de TGF-beta, o gel com hialócitos não 

apresenta contração, mas em nossos experimentos com MIO-M1 o gel contraiu. Ob-

servamos também que as nossas amostras apresentaram uma contração satisfató-

ria após 12 h, e as amostras com hialócitos foram analisadas após 3 dias. Nas análi-

ses após o período de 21 h, observamos uma forte contração, o que dificultava a de-

limitação da área do gel. Além disso, observamos que, com restrição de soro, ocorre 

uma menor contração com 12 h, e aparentemente satisfatória após 18 h da restrição 

de soro, com resultados semelhantes ao de outros autores (Novoa-Herran, 2016). 

  

O vítreo humano é composto de forma majoritária por água; entretanto, ele 

contém proteínas que ainda não foram completamente estudadas. Um estudo anali-

sando quatro diferentes áreas do vítreo: hialóide anterior, córtex vítreo, vítreo central 

e base vítrea, mostrou uma variada expressão proteica que se diferencia por regiões 

e se segmenta também por vias inflamatórias específicas (Skeie, 2015). Por isso, 

utilizamos uma técnica cirúrgica que prioriza a coleta do vítreo de diferentes áreas 

do vítreo: região central, região pré-macular e região periférica. A técnica descrita de 

coleta de vítreo humano durante a cirurgia de vitrectomia posterior via pars plana 

(Kita, 2008; Russo, 2017) prioriza apenas a região central. Desta forma, encontra-

mos variação da quantidade de microRNA quando comparamos o let-7b encontrado 

no vítreo cortical e o vítreo central, sendo o vítreo periférico com maior expressão 

gênica. 

Outra diferença técnica utilizada foi a abertura da infusão de solução salina 

balanceada, um líquido enriquecido cuja a função é repor o espaço correspondente 

ao vítreo removido. Autores descrevem a técnica de extração do vítreo com a infu-

são fechada, e colhendo amostras que variaram de 400 a 2000 μl (Kakkassery, 2017 
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; Russo, 2017), que corresponde a 50% do volume vítreo, uma situação que evita-

mos no nosso estudo devido a riscos de perda da integridade do globo ocular cau-

sada pela hipotonia, que pode gerar prejuízos a visual e até a perda do globo ocular 

devido a uma hemorragia expulsiva. Em consequência disso, a amostra obtida foi 

caracterizada por uma concentração mínima de RNA total devido a diluição do ví-

treo. 

Neste estudo observamos a ação de miRNA em retinopatias vítreo-proliferati-

vas, identificando uma baixa expressão de let7-b e let7-d em amostras vítreas de 

pacientes com buraco macular. 

A análise não normalizada obtida da expressão gênica obtida do vítreo de pa-

cientes com buraco macular e uma baixa expressão de let7-b e let7-e, são compará-

veis com os dados também não normalizados encontrados por um trabalho recente 

que analisou pacientes com buraco macular e comparou com o vítreo 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 vítreo posterior, que foram considerados como con-

troles, apresentaram CTs entre 16 a 18, mostrando uma redução importante de ex-

pressão.  

Uma questão importante em nossos estudos foi o normalizador, visto que há 

uma grande controvérsia sobre o normalizador ideal em amostras humanas. Os pri-

meiros trabalhos sobre vítreo não 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, não foi detectado nas nossas 

amostras. O RNU6B 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 eficiência. U6 também foi utilizado como normalizador, mas 

para pesquisa de soro de pacientes com sepse e cirrose hepática comparado com 

paciente saudáveis, ele não se mostrou um bom normalizador (Benz, 2013). Apesar 

de frequentemente o RNU6B e U6 (RNU6A) serem escolhidos como normalizado-

res, eles não são miRNAs e sim RNAs pequenos e não codificantes, portanto, não 

refletem a mesma eficiência na sua extração, transcrição reversa e amplificação do 

PCR em relação aos miRNAs. Devido a esse aspecto, há também autores que de-
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fendem o abandono do normalizador, o 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 

após análise para estudos com amostra vítrea o único que se mostrou um normali-

zador aceitável 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 vítreas coletadas de pacientes com descolamento 

regmatogênico de retina (Takayama et al, 2016; Fulzele et al, 2015). As publicações 

mais recentes elegem o U6 como um bom normalizador (Usui-Ouchi, 2016; Russo, 

2017). 

Dados da literatura demonstram que os miRNAs let7 são diretamente modu-

lados pela sinalização da via TGF-β (Parker, 2014). Em nosso estudo foi encontrada 

uma baixa expressão de let7-b e let7-e em uma análise não normalizada obtida da 

expressão gênica obtida do vítreo de pacientes com buraco macular. Outros autores 

mostraram que amostras vítreas de pacientes com buraco macular apresentam di-

minuição da expressão de let7, assim como uma importante diminuição outros 

miR-19b e miR-24 (Russo, 2017), que estão correlacionados à via de sinalização do 

TGF-β em neuroblastoma (Mestdagh, 2010) e em células musculares esqueléticas 

(Sun, 2008). Dessa forma esse conjunto de achados reforçam a influência de uma 

grupo de miRNA que são encontrados alterados em amostras de vítreo de pacientes 

com BM, doença que possuem grande influência de TGF-β na sua fisiopatogenia 

( Sebag, 2014; Kita, 2008 ). 

Outras células que tem um grande potencial na produção de miRNAs são os 

hialócitos. Foi mostrado por imunohistoquímica, a presença de TGF-β1, -β2 e β-3 

em hialócitos de globos oculares provenientes de banco de tecidos (Lutty, 1993). O 

tratamento com 1ng/ml de TGF-β1 provoca um aumento de até 3 vezes na produção 

da matriz extracelular em hialócitos (Sommer, 2008).  Entretanto, dificuldades para o 

crescimento de uma cultura primária de hialócitos de ratos, ausência de literatura 

com uma metodologia clara e principalmente ausência de uma linhagem imortaliza-

da humana, nos desestimularam o estudo dos hialócitos no momento. 
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Assim, o processo inflamatório tem um papel central na patogenênese das 

retinopatias vítreo-proliferativas, e sua melhor compreensão é o caminho para a pre-

venção da cegueira. A formação de membranas contráteis, que causam lesões irre-

versíveis na retina neurossensorial, decorre do desbalanço de fatores inflamatórios e 

citocinas no vítreo e na retina e como nosso trabalho sugere, também de miRNAs. 
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6 CONCLUSÃO 

 O presente estudo indica que os miRNAs são modulados pelas vias inflamató-

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

1. TGF-β1 e TGF-β2 induziram diminuição da expressão de let-7 linhagem 

humana de células de Müller (MIO-M1) e na linhagem de rato de células 

de Müller (rMC-1) em determinadas condições; 

2. TGF-β1 e TGF-β2 não alteraram a expressão gênica das cadeias alfa 1 e 

alfa 2 do colágeno tipo 1, mas alteraram da enzima de síntese de hialuro-

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

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

se;  

4.  let-7c inibe a contratilidade das células gliais de Müller da linhagem MIO-

M1; 

5. let-7 está presente em amostra de vítreo humano com retinopatia vítreo-

proliferativa. 

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

Müller na retina vítreo-proliferativa, caracterizado pelo aumento da expressão de 

TGF-β1 e TGF-β2, leva a uma diminuição dos miRNA da família let7. Consequente-

mente, é possível que haja remodelação da matriz extracelular, levando à formação 

de membranas densas e contráteis.  

Esses resultados devem contribuir tanto para o entendimento como para o 

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

ças da interface vítreo-retínica.  
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