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RESUMO

FRASSON, L.T. Expressao de Let-7, Lin-28 e HMGAZ2 nas celulas progenitoras retinianas
do epitélio ciliar de mamiferos. 2019. 84 Paginas. Dissertacdo de Mestrado em Biologia de

Sistemas — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2019.

A retina é um tecido nervoso que pode ser exposto a fatores degenerativos ambientais e
genéticos, resultando em perda visual ou cegueira completa. Embora ndo seja capaz de se
regenerar, algumas células epiteliais localizadas na periferia retiniana, na regido do Epitélio
Ciliar, foram identificadas como células-tronco/progenitoras com capacidade de gerar novos
neurdnios retinianos. Apesar de possuir capacidade de regeneracdo do tecido retiniano, esta
capacidade ndo se desenvolve de forma eficiente, indicando a presenca de mecanismos
inibitérios atuando sobre o potencial regenerativo das células do Epitélio Ciliar (EC). Dentre
0s mecanismos inibitorios conhecidos atualmente, se encontram 0s microRNAS.

Neste trabalho, demonstramos que os microRNAs da familia Let-7 sdo altamente expressos nas
células do EC de mamiferos adultos, principalmente nas células do Epitélio Ndo-Pigmentado,
que ndo apresentam a capacidade de reprogramacdo em células-tronco. Estes miRNAs sdo
pouco expressos em animais neonatos e se acumulam nestas células durante o
amadurecimento/desenvolvimento do tecido. As proteinas Lin28 e HMGAZ2, que se apresentam
como importantes reguladores de Let-7 e uns dos alvos mais bem descritos na literatura,
respectivamente, apresentaram padrdo inverso de expressdo ao do Let-7, sendo altamente
expressas nos animais neonatos, com expressdo reduzida ao longo do amadurecimento do
tecido. As celulas do Epitélio Ciliar reprogramadas em celulas-tronco (neuroesferas)
apresentaram a expressao de Let-7 semelhante as de neonatos, com maior expressao de Lin28a
e HMGAZ2. Por fim, a manipulacdo experimental de Let-7, através de agentes mimetizadores e
inibidores desse miRNA, induziu um importante aumento de HMGAZ2 e uma discreta regulacéo
de Lin-28, sugerindo que o eixo regulatorio Lin-28-Let-7-HMGA possa controlar algumas

funcgdes nas células do Epitélio Ciliar.

Palavras-chave: Células-tronco retinianas. Let-7. Lin-28. HMGA. Epitélio Ciliar.



ABSTRACT

FRASSON, L.T. Let-7, Lin28 and HMGAZ2 expression in mammalian retinal progenitor
cells. 2019. 84 Pages. Master Thesis (Systems Biology Program) - Institute of Biomedical
Sciences, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2019.

The retina is a nerve tissue that can be exposed to environmental and genetic degenerative
factors, resulting in visual loss or complete blindness. Although unable to regenerate, some
epithelial cells located on the retinal periphery, in the region of the Ciliary Epithelium have
been identified as stem / progenitor cells capable of generating new retinal neurons. Despite its
ability to regenerate retinal tissue, this capacity does not develop efficiently, indicating the
presence of inhibitory mechanisms acting on the regenerative potential of Ciliary Epithelium
(CE) cells. Among the currently known inhibitory mechanisms are microRNAs.

In this work, we demonstrate that Let-7 family of microRNAs are highly expressed in adult
mammalian CE cells, mainly in non-pigmented epithelium cells, which do not have the
reprogramming capacity into stem cells. These miRNAs are poorly expressed in newborn
animals and accumulate in these cells during tissue maturation / development. The proteins
Lin28 and HMGAZ2, which are important regulators of Let-7 and one of the best described
targets in the literature, respectively, showed an inverse expression pattern to Let-7, being
highly expressed in newborn animals, with reduced expression with the maturation of the tissue.
Ciliary epithelium cells reprogrammed into stem cells (neurospheres) showed similar Let-7
expression to newborns, with higher expression of Lin28a and Hmga2. Finally, the
experimental manipulation of Let-7 by mimetic and inhibitors specific agents of this miRNA
induced a significant increase of HMGAZ2 and a slight regulation of Lin-28, suggesting that the
regulatory axis Lin-28-Let-7-HMGA may control some of the functions in the cells of the
Ciliary Epithelium stem cells.

Keywords: Retinal stem cells. Let-7. Lin-28. HMGA. Ciliary epithelium.



1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia das doencas que envolvem a retina

Doengas que envolvem a retina sdo a principal causa de cegueira em adultos em
populacdes urbanas no Brasil. A Degeneracdo Macular Relacionada a Idade (DMRI) € uma das
mais significantes, pois é a maior causa de cegueira em individuos com mais de 50 anos em
paises desenvolvidos (BRESSLER, 2004). Estudos internacionais mostraram que cerca de 30%
da populagdo mundial com mais de 75 anos ja apresenta algum estagio da doenca. No Brasil,
ndo ha registro de estudos epidemioldgicos que compreendam todo o territério nacional, mas
sim em locais isolados. Em Pernambuco, por exemplo, um estudo mostrou que 23 a 30% dos
pacientes com mais de 55 anos de um hospital de referéncia ja possuiam a doenca (SANTOS
et al., 2005). Com base em analise de dados obtidos de outros paises pelo Ministério da Saude,
pode-se concluir que o Brasil possui uma prevaléncia de pessoas com DMRI de 2,2% na faixa
de 70-79 anos e de até 10,3% na faixa de mais de 80 anos. Outra doenca de extrema significancia
atualmente é a Retinopatia Diabética (RD). Dados de um estudo realizado no Brasil mostraram
que a RD foi associada a baixa visdo ou cegueira em 38,7% dos pacientes analisados
(SALOMAO; MITSUHIRO; BELFORT, 2009). Sua prevaléncia no Brasil é estimada entre
7,6% a 39% dos individuos com diabetes (SCHELLINI et al., 2014). Além de individuos idosos
ou com doencas que predispdem o aparecimento de doencas oculares, segundo a Agéncia
Internacional de Combate a Cegueira, é possivel estimar que, no Brasil, 26 mil criangas sejam
cegas devido a doencgas oculares que poderiam ter sido evitadas ou tratadas (OTTAIANO et al.,
2019).

Apesar de ja existirem algumas alternativas de tratamento para as doengas que causam
cegueira, nem todas possuem sua eficacia comprovada ou apresentam efeito de longa duracéo.
Na DMRI, por exemplo, a acdo dos farmacos dura em torno de 4-6 semanas e so é observada
melhora em 1/3 dos casos. Ja na Retinose Pigmentar, outra doenca que acomete jovens e idosos,
ndo ha nenhum tratamento disponivel eficiente comprovado cientificamente (SOLOMON et
al., 2016). Desta forma, é imprescindivel que novas pesquisas sejam feitas para que se possa
oferecer alternativas mais eficazes e seguras ao tratamento dos pacientes com deficiéncias

visuais.

1.2 Retina e neurogénese



A retina é um tecido nervoso integrante do Sistema Nervoso Central e uma estrutura
fundamental do olho. Topograficamente, ela se localiza no fundo do olho e forma um disco
circular de aproximadamente 35 mm de didametro nos seres humanos. O campo circular de
aproximadamente 6 mm ao redor da fovea é considerada como retina central e, além desse
ponto até a ora serrata, € considerada como retina periférica (Figura 1). Ela é composta de
varias camadas distintas. A camada mais interna é formada de neurdnios ganglionares, cujos
axonios formam o nervo Optico. A camada nuclear interna contém os corpos celulares das
células neurais bipolares, horizontais e amacrinas. Essa camada também possui corpos celulares
das células gliais de Mdiller, que estendem seus prolongamentos através das outras camadas.
Em seguida, a camada nuclear externa contém os corpos celulares de dois tipos de
fotorreceptores, 0s cones e 0s bastonetes. Entre as camadas nucleares hd duas camadas

plexiformes, que possuem sitios de comunicagéo sinaptica.
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Figura 1 — Desenho esquematico de um corte transversal do olho humano com destaque para um
aumento na &rea da retina. A luz atravessa as estruturas internas do olho até chegar na retina. Os
fotorreceptores cones e bastonetes, localizados na Camada Nuclear Externa, irdo realizar a
fototransdugdo. O sinal visual é modulado pelos neurbnios Bipolares, Amécrinas e Horizontais
localizados na Camada Nuclear Interna, e pelas células Ganglionares, cujos axdnios originam 0 nervo
optico. A imagem da retina é enviada ao cortex visual primario, localizado no lobo occipital do cérebro
(adaptado de https://webvision.med.utah.edu e https://www.aao.org).

O processo de desenvolvimento do olho comega por volta da 3% semana do
desenvolvimento e compreende tecidos de diferentes origens embrionéarias. O cristalino e a

cornea sdo derivados da ectoderme, enquanto a retina e as camadas epiteliais da iris € o corpo


https://webvision.med.utah.edu/

ciliar séo derivados da placa neural anterior. Durante o processo de gastrulacdo forma-se um
campo ocular na regido central da placa neural anterior, em seguida ele se divide em dois
formando a vesicula optica e mais tarde o calice optico. A camada externa do célice dptico se
transforma no epitélio pigmentado retiniano e a camada interna se transforma em retina, dando
origem a diferentes tipos celulares, incluindo os fotorreceptores. Ao final do desenvolvimento,
a margem do calice Optico sofre uma transformac&o e se diferencia em iris e posteriormente em
corpo ciliar (GRAW, 2010).

Em determinado momento do desenvolvimento, inicia-se 0 processo de neurogénese.
As células progenitoras retinianas comecam a se diferenciar apds a sinalizacdo de fatores de
crescimento, como o FGF, que ativam uma transformacéao inicial nas células que eventualmente
se propaga por toda a extensédo da retina (CAl; FENG; ZHANG, 2010). As células em processo
de diferenciacdo passam por diferentes estagios, em que se diferenciam em tipos celulares
especificos. Apds o periodo da neurogénese, esta atividade se encerra em alguns animais e
permanece até a vida adulta em outros, sendo estas espécies capazes de gerar novos tipos
celulares na retina durante a vida adulta. Peixes e anfibios sdo exemplos de animais que
possuem a capacidade de neurogénese na vida adulta, o crescimento continuo da retina se da
devido a adicdo de novas células retinianas ao longo da vida, elas se originam das células-tronco
presentes na periferia retiniana, em uma regido conhecida como Zona Marginal Ciliar (ZMC)
(Figura 2). As aves, também possuem ZMC, porém com uma capacidade mais restrita a adi¢do
de novas células em relacdo aos peixes e anfibios, sendo limitada as primeiras semanas do
nascimento. Acredita-se que as aves e mamiferos, apesar de apresentarem crescimento da
estrutura ocular por um periodo po6s-natal, ndo apresentem crescimento devido a adicdo de
novas células, mas sim de um esticamento da retina, associado ao crescimento da Orbita ocular
(PERRON; HARRIS, 2000). Evidéncias sugerem que, com o curso da evolucao, os mamiferos
perderam a regido da ZMC, estrutura que continha o nicho de células-tronco retinianas, e com

isso perderam a capacidade de neurogénese que advinha dessas células.
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Figura 2 — Participacdo da Zona Marginal Ciliar (ZMC) na formacgéo retiniana de vertebrados.
Em cinza estd representado o Corpo Ciliar, que é comum nos diferentes animais, e a ZMC esta
representada em verde, presente apenas em anfibios, peixes e aves, ndo sendo observada nos mamiferos
A porcdo da retina originada durante o estagio embrionario/neonatal em diferentes animais é indicada
em amarelo, enquanto a porgao derivada das células da ZMC esta indicada em vermelho. (Modificado
de MOSHIRI et al, 2004).

A retina estd sujeita a diversos processos degenerativos patoldgicos ambientais ou
genéticos, como a retinose pigmentar, DMRI e glaucoma. Por ndo apresentar capacidade de
neurogénese retiniana nos mamiferos em sua fase adulta, essas patologias podem acarretar em
danos as células neurais da retina e, consequentemente, ocasionar a perda visual parcial ou
completa. Atualmente, estudos estdo sendo feitos com o objetivo de compreender e melhorar o
potencial regenerativo da retina dos mamiferos com o intuito de oferecer melhores progndsticos

clinicos para as doencas citadas.

1.3 Células-tronco/progenitores retinianos

Hoje em dia, sabe-se que muitas das células ndo neurais localizadas no olho de mamiferos
podem ser reprogramadas em células-tronco/progenitores retinianos apds estimulo adequado,
se desdiferenciando e perdendo suas propriedades de células adultas e diferenciadas. As células
oculares com caracteristicas de progenitores retinianos conhecidas até 0 momento sao: células
gliais de Miller (BRINGMANN et al., 2006, DAS et al., 2006; DEL DEBBIO et al., 2010),
Epitélio Pigmentado Retiniano (EPR) (AMEMIYA et al., 2004), células do Epitélio Ciliar (EC)
(TROPEPE et al., 2000; DEL DEBBIO et al., 2013), iris (HARUTA et al., 2001) e células do
Limbo (ZHAO et al., 2002; PARAMESWARAN et al., 2012). Atualmente, a fonte celular que
demonstra maior vantagem clinica atrelada ao potencial regenerativo, disponibilidade,
acessibilidade para a coleta e/ou tratamento in locus, auséncia de complicacdes éticas, além de

baixos indices de respostas indesejadas, sdo as células derivadas do Epitélio do Corpo Ciliar.



1.4 Corpo Ciliar

O Corpo Ciliar (CC) é uma estrutura complexa situada entre a iris e a retina (Figura 1). O
CC forma parte do segmento anterior do olho e é um importante regulador fisiolégico, agindo
diretamente na percepcdo visual. Este tecido é composto por musculos ciliares (com fibras
longitudinais, circulares e radiais) e processos ciliares. Os processos ciliares sdo compostos de
estroma (tecido conjuntivo frouxo vascularizado), e duas camadas de tecido epitelial,
denominada de Epitélio Ciliar (EC) (Figura 3). O epitélio mais externo e continuo ao Epitélio
Pigmentado Retiniano possui grande quantidade de granulos de pigmento, recebendo o nome
de Epitélio Pigmentado (EP), enquanto o epitélio mais interno (em contato com o vitreo e
cristalino), ndo é pigmentado, recebendo o nome de Epitélio Ndo-Pigmentado (ENP). As
células do ENP sdo maiores que as células do EP e possuem uma quantidade maior de
mitocdndrias devido a alta atividade metabdlica e de sintese (DELAMERE, 2005). A forma
ondulada do EC permite fornecer ao epitélio uma grande area de superficie para secrecdo do
humor aquoso, glicoproteinas do vitreo, antioxidantes, enzimas e neuropeptidios
(DELAMERE, 2005; BISHOP; BUTTERY; POLAK, 2002; COCA-PRADOS; ESCRIBANO;
ORTEGO, 1999). Fibras zonulares conectam o CC ao cristalino e, em conjunto com a atividade
dos musculos ciliares, promovem a acomodacdo do cristalino (ajuste do foco) (HANSSEN;
FRANC; GARRONE, 2001; RAVIOLA, 1971). O EC é anatomicamente dividido em duas

regibes, uma proxima a retina denominada pars plana, seguida da pars plicata.
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Figura 3. Desenho esquematico do Epitélio Ciliar (EC). O EC se localiza adjacente a retina e é
composto por uma bicamada epitelial: Epitélio Pigmentado (EP) e Epitélio Ndo-Pigmentado (ENP).
Anatomicamente é classificado em pars plana (1) e pars plicata (2). O EC estd em contato com 0s
musculos ciliares (ndo identificados na figura) e a coroide (3). A seta indica o final da retina a esquerda
e comeco do Epitélio Ciliar a direita. Adaptado de (DEL DEBBIO et al., 2014)

O EC néo contém células neuronais, porém compartilha a mesma origem embrionéaria
dos progenitores retinianos no céalice éptico (LOCKER et al., 2010). Em doengas como 0
glaucoma hipersecretdrio, umas das alternativas clinicas para o alivio dos sintomas é a aplicagéo
de terapia a laser no CC, aliviando assim a pressao intraocular.

No ano 2000, dois grupos independentes identificaram que algumas células do EC
de mamiferos foram capazes de incorporar BrdU, sugerindo que essas células se encontravam
em proliferacdo e poderiam ser potenciais células-tronco quiescentes (AHMAD; TANG;
PHAM, 2000; TROPEPE et al., 2000). Em seguida, experimentos em cultura indicaram que,
na presenca dos fatores de crescimento como o Fator de Crescimento Fibroblasto (FGF) e Fator
de Crescimento Epidermal (EGF), as celulas do EC formaram uma estrutura esférica suspensa
composta de clones heterogénicos de celulas progenitoras neurais denominada Neuroesfera e
expressaram uma gama de genes progenitores retinianos (Pax6, Sox2, Chx10, Rx, Lhx2,
Nestina). De forma curiosa, as células do ENP ndo apresentaram essa capacidade de formar
Neuroesferas, indicando a baixa presenca (ou auséncia) de células-tronco nesse tecido.

A Nestina ¢ uma proteina de filamento intermediario que € expressa no sistema
nervoso central em desenvolvimento estando presente também em varias estruturas do olho

durante diferentes estagios do desenvolvimento, como no célice Optico, cristalino, retina e nervo



optico (YANG et al., 2000). Alguns dos primeiros experimentos nesta &rea ndo identificaram a
presenca de Nestina e outros marcadores de células-tronco ou progenitores nas células do EC e
retina de mamiferos adultos sem o estimulo com fatores de crescimento (AHMAD; TANG;
PHAM, 2000). Porém, experimentos feitos posteriormente realizados em ratos transgénicos
expressando Nestina-GFP mostraram que uma pequena proporcéo de células do EC (0.7%)
expressaram Nestina, mesmo sem o estimulo de fatores de crescimento (ABDOUH; BERNIER,
2004).

Para identificar o tipo de células-tronco/progenitoras presentes neste tecido e seu
potencial de diferenciacéo, alguns pesquisadores induziram a expresséo de genes fundamentais
para a formacéo de fotorreceptores (como Otx2 e Crx) nas Neuroesferas derivadas do EC e
observaram que as células se diferenciaram em um fendtipo especifico de fotorreceptor,
apresentando caracteristicas morfologicas e imunocitoquimicas de fotorreceptores in vitro
(AKAGI et al, 2004; INOUE et al, 2010), sugerindo que as células do EC apresentaram
potencial de células-tronco/progenitores retinianos.

Além disso, outros pesquisadores submeteram essas células a condi¢cdes ambientais que
mimetizaram o desenvolvimento retiniano precoce e tardio (meio condicionado derivado de
células em estdgio embrionario ou neonato, respectivamente). Nessas condicdes, as células
perderam algumas das propriedades de células epiteliais (incluindo a pigmentacdo) e foram
capazes de se diferenciarem em diversos tipos neuronais retinianos, incluindo os fotorreceptores
e células gliais de Muller (DAS et al., 2005).

A capacidade de gerar células-tronco/progenitoras retinianas e de diferenciacdao neural
das células do EC foi caracterizada e comprovada nos seres humanos, desde idades bem
precoces (neonatos) até em individuos com 70 anos de idade (post-mortem), mostrando que o
potencial de reprogramacdo em células-tronco é uma caracteristica preservada entre 0s
mamiferos, incluindo os seres humanos (COLES et al., 2004; TROPEPE et al., 2000).

Estudos também comprovaram seu potencial de reprogramacdo in vivo, através da
ativacdo local das células do EC por meio de inje¢des intraoculares de fatores de crescimento
ou por transplante (CHACKO et al., 2003; DAS et al., 2004; XU et al., 2007; DEL DEBBIO et
al., 2014).

A maior vantagem clinica apresentada por este tecido foi descrita por Xu e
colaboradores em 2007, onde o autor indicou que sdo necessarios apenas 5mm de tecido do EC
humano para obter uma quantidade de células progenitoras satisfatéria, e que este montante
pode ser extraido cirurgicamente do préprio paciente sem o comprometimento da integridade
do olho e visdo (XU et al., 2007).



Apesar do potencial do EC de se reprogramar em células-tronco/progenitores retinianos
e, consequentemente, regenerar o tecido, a retina de mamiferos apresenta um potencial muito
limitado (para ndo dizer ausente) de regeneracéo tecidual, o que reforca a gravidade das doencas
neurodegenerativas que atingem as células retinianas. A presenca do potencial regenerativo
acoplada a ineficiéncia deste mecanismo de regeneragdo, sugere a presenca de mecanismos

regulatorios dessa atividade nas células do EC, como os microRNAs (miRNAS), por exemplo.

1.5 Definicdo e biogénese dos miRNAs

Umas das mais abundantes classes de moléculas reguladoras de genes em organismos
multicelulares sd@o os microRNAs (miRNAs). Os miRNAs sdo sintetizados a partir de miRNAs
primarios (pri-miRNAS) que sdo transcritos pela RNA polimerase Il e processados em dois
estagios a partir da acdo de duas RNases, Drosha, uma enzima endonuclease RNase I, e pelo
seu cofator DFCR8 no nucleo. Os pré-miRNAs sdo entdo exportados para o citoplasma pela
exportina 5 e pela proteina nuclear Ran-GTP. Quando chegam ao citoplasma séo clivados pela
RNase |11 Dicer e pelo TRBP (KIM; HAN; SIOMI, 2009), produzindo uma cadeia dupla de
aproximadamente 22 nucleotideos, que constitui 0 miRNA (Figura 4).

Esses pequenos RNAs ndo codificantes se ligam ao RNA mensageiro (mMRNA) alvo
clivando-o ou reprimindo a sintese proteica, através da complementariedade imperfeita as
regides 3’ ndo traduzidas (UTRs) dos miRNAs alvos. A molécula de miRNA é incorporada ao
RISC (complexo de silenciamento induzido) que o guia ao mMRNA alvo com o objetivo de inibir
a traducdo, participando assim da regulacdo da expressdo génica. Essa forma de pareamento
permite que um unico miRNA regule a expressdo de varios RNAs mensageiros diferentes, da
mesma forma um unico RNA mensageiro também pode ser regulado de forma conjunta por
diferentes miRNAs (BARTEL, 2009). Hoje em dia, sabe-se que muitos destes miRNAS estdo

localizados nas regides intronicas dos proprios genes alvos.
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Figura 4. Esquema ilustrativo do mecanismo de biogénese do miRNA. O processo se inicia no
nicleo, onde é transcrito pela RNA polimerase |, em seguida o pri-miRNA é clivado pela Drosha e seu
cofator DGCRS, resultando no pre-miRNA. O pre-miRNA é exportado para o citoplasma e sofre
clivagem pela enzima Dicer e seu cofator TRBP, gerando um transcrito de fita dupla, que é incorporado
ao complexo RISC liberando uma das fitas para degradagdo, completando assim, a formagdo do miRNA
maduro que ira se ligar ao RNA mensageiro alvo, clivando-o ou reprimindo a sintese proteica (WINTER
et al., 2009).

1.6 Fungdes dos miRNAs

Os miRNAs exercem fungbes em diferentes processos biologicos como o
desenvolvimento, diferenciacéo, proliferacdo e morte celular.

O ciclo celular e a diferenciacdo sdo controlados por Varios processos no
desenvolvimento. Um exemplo é um dos primeiros eventos do desenvolvimento, a
transformacéo das células pluripotentes em células de uma linhagem especifica, esse evento so
é possivel devido a diminui¢do da expressao de marcadores de pluripoténcia e a ativacdo de
genes de expressao da linhagem especifica, diminuindo seu potencial de auto renovacao. Essas
mudangas sdo acompanhadas pelo aumento da expressdo de diversos miRNAs. Um ensaio de
deplecéo da proteina ligante de RNA DGCRS8, que é essencial para a biogénese dos miRNAs,



mostrou que em sua auséncia as células falham em diminuir totalmente a expressdo dos
marcadores de pluripoténcia e apresentam limitada expressdo dos genes especificos das
linhagens, demonstrando a importancia da presenca dos miRNAs para a regulacdo do
desenvolvimento e diferenciacéo celular (WANG et al., 2007).

Além de regular a diferenciacdo, os miRNAs também estéo presentes em outras fases
do ciclo celular, como na fase de proliferacdo. Em que pode atuar estimulando ou inibindo o
ciclo celular, em alguns casos até induzindo a apoptose. O miR-101, por exemplo, se mostrou
um inibidor do crescimento celular e indutor de apoptose in vitro, além disso, sua expressdo foi
encontrada diminuida ou até mesmo inexistente em tecidos humanos com cancer de mama
(GUAN et al., 2016).

Por estarem relacionados com a regulacdo de diversos tumores, alguns miRNAs podem
ser tanto potenciais oncogenes, quanto supressores de tumor (LEE; DUTTA, 2007). Como
oncogenes, eles podem atuar ajudando o tumor a se manifestar. Por exemplo, 0 miR17-92 se
mostrou amplificado em alguns tipos tumorais. Além disso, sua super expressao em células B
de linfoma aceleraram a tumorigénese induzida por c-Myc em conjunto com a supressdo da
apoptose (HE et al., 2005). Em contrapartida, no cancer de mama, a expressdao de miRNAs foi
analisada em amostras normais e neoplasicas e foram encontrados padrdes de expressao
significantemente diferentes entre os tecidos, onde varios miRNAs encontraram-se
significativamente reduzidos em amostras de cancer de mama (IORIO et al.,2005), mostrando
uma possivel fungdo de supressor de tumor.

Dentre os miRNAs que sdo considerados supressores de tumor, estdo os miRNAs da

familia Let-7.

1.7 Familia Let-7 de miRNAs

Os miRNAs da familia Let-7 foram um dos primeiros a serem identificados em
Caenorhabditis elegans e os primeiros a serem descritos em mamiferos (REINHART et al.,
2000). Apresentam-se pouco expressos em tecidos embrionarios e acumulam-se nas células ao
longo do seu desenvolvimento e diferenciagéo celular (LEE et al., 2005).

Em C. elegans, sdo essenciais para a transicdo da fase larval para o estagio adulto
(PASQUINELLLI et al., 2000). A perda de Let-7 causou desequilibrio na diferenciacéo celular
deste organismo, onde as células ndo conseguiram sair do ciclo celular e se diferenciarem no
tempo correto, assim como o aumento de Let-7 induziu a diferenciacdo precoce durante o
estagio larval destes animais (REINHART et al., 2000).



Algumas doencas estdo associadas a expressao desregulada de Let-7 em combinagdo com
a super expresséo de outros miRNAs, como no caso do cancer, mencionado anteriormente. O
primeiro caso estudado da influéncia de Let-7 foi em cancer de pulmao. O pulméo expressa
grande quantidade de Let-7 e observou-se que a expressdo reduzida de Let-7 foi fortemente
associada com a diminuicdo da sobrevivéncia pés-operatoria dos pacientes de carcinoma
pulmonar. Em contrapartida, o aumento da expressdo de Let-7 resultou na inibigdo do
crescimento celular das células cancerigenas (TAKAMIZAWA et al., 2004). Em seguida a essa
descoberta inicial, outros estudos foram feitos e delinearam o papel dos miRNAs de acordo
com sua acdo como supressor de tumor ou oncogene (ZHANG et al., 2007; SVORONOS;
ENGELMAN; SLACK, 2016; ZHOU; LIU; CAO, 2017).

1.8 Let-7 na retina

Na retina, Let-7 esta relacionado com a diferenciacdo de tipos celulares especificos, onde
sua expressdo coincide com a mudanca da histogénese inicial para a tardia em roedores, entre
0 periodo de E16 e E18 (DECEMBRINI et al., 2009; LA TORRE; GEORGI; REH, 2013).
Essa familia de miRNAs apresenta afinidade para genes diretamente relacionados com a
pluripoténcia e progenitores, tendo como alvos genes fundamentais para a regeneragédo
retiniana, como c-Myc, asclla, Lin-28, pax6a, pax6b, mpsle hspdl (FAUSETT; GUMERSON,;
GOLDMAN, 2008; QIN; BARTHEL; RAYMOND, 2009; THUMMEL et al., 2010).

O aumento gradativo da expressdo de Let-7 coincide com a regulacéo negativa dos genes
progenitores retinianos Rx e Pax6 e o regulador de ciclo celular Ki67. Em contrapartida, o
aumento de Let-7 esta relacionado com a regulagéo positiva de marcadores de diferenciacdo
retiniana, como Rodopsina, mGIuR6 e Glast, transcritos relacionados com fenotipos de
bastonetes, bipolares e células gliais de Miller, respectivamente, que surgem na histogénese
tardia (MEARS et al., 2001; AHMAD et al., 2004; XIA; AHMAD, 2016).

1.9 Lin-28 e a regulacéo de Let-7

Lin-28 é uma proteina de aproximadamente 25-kDa, com dois tipos de motifs para ligacao
de RNA, um dominio CSD (Cold Shock Domain) e um par de dominios zinc finger do tipo
CCHC (CysCysHisCys) (MOSS; LEE; AMBROS, 1997). O gene Lin-28, assim como 0
miRNA Let-7, também exerce uma funcéo regulatoria no desenvolvimento do nematoide C.

elegans. Sua expressdo aumentada € necessaria no primeiro estagio larval, assim como a



diminuicdo de sua expressdo € importante no segundo estdgio larval para que o
desenvolvimento ocorra da forma correta (MOSS; TANG, 2003). Sua acdo regulatéria é
conhecida por ser pos-transcricional, desta forma, Lin-28 é encontrado predominantemente no
citoplasma e nos complexos RNAm-proteina (MOSS; LEE; AMBROS, 1997).

O organismo possui um importante mecanismo de controle da expressédo de Let-7 que
envolve a proteina ligante de RNA Lin-28 (REHFELD et al., 2014). A super expressdo de
Lin28 ou a inibicdo de Let-7 promove a reprogramacao de fibroblastos humanos ou de ratos a
células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs) (MARTNEZ; GREGORY, 2010). Diferente dos
C. elegans, que possuem apenas um Unico gene Lin28 responsavel pela repressdo de Let-7, 0s
mamiferos possuem duas formas, Lin-28a e Lin-28b, ambas sdo proteinas que se ligam ao RNA
e compartilham uma grande semelhanca nos seus dominios estruturais (GUO et al., 2006).

Lin-28a bloqueia a expressdo de Let-7 ao se ligar ao loop terminal dos precursores de
Let-7, esse reconhecimento molecular necessita tanto do dominio CSD quando dos dominios
zinc finger da proteina Lin28a. (PISKOUNOVA et al., 2008). A inibi¢&o ocorre ap6s Lin28a
recrutar a atividade da terminal uridilliltransferase (TUTase) que inibe o processamento do pre-
Let-7 pela Dicer e leva a diminuicdo rapida dos pre-Let-7 uridilados (HAGAN;
PISKOUNOVA,; GREGORY, 2009; HEO et al, 2009).

A forma como o Lin-28b realiza sua inibigdo ao Let-7 ainda é alvo de estudos, e existem
varias hip6teses do seu mecanismo de acdo. Vale ressaltar que a localizacdo subcelular de Lin-
28b ainda ndo esta totalmente clara na literatura e também € alvo de novas pesquisas, portanto,
0 mecanismo preciso da repressao de Let-7 por Lin-28b ainda permanece incerto. Entretanto,
varios trabalhos sugerem que a inibicdo ocorre através da interferéncia direta na maturagéo
funcional de Let-7.

Anélises de mutagdes e ensaios de competicdo revelaram que uma das possiveis formas
de inibicdo é através da ligacdo do Lin-28b ao pré-Let-7 em uma regido denominada de
elemento precursor (preE), localizada na regido da alga do hairpin (NAM, 2011), importante
regido para a maturagdo do pre-Let-7 (HEO et al., 2009). Analises estruturais também
mostraram que a ligagdo do Lin-28b ao Let-7 denatura parcialmente a estrutura da al¢a na regido
onde a enzima Dicer atua, impedindo que Let-7 atinja a forma madura funcional (MAYR et al.,
2012). Outro modelo sugere que Lin-28b se liga ao pri-Let-7 no nucleo, bloqueando a clivagem
do microprocessador (NEWMAN; THOMSON; HAMMOND, 2008; VISWANATHAN;
DALEY; GREGORY, 2008). E mais recentemente foi proposto que Lin-28b nédo faz o bloqueio
de pre-Let-7, e sim do pri-Let-7 no nucléolo (PISKOUNOVA et al., 2011)



Lin-28a e Lin-28b estdo fortemente presentes em células-tronco e células
indiferenciadas, desempenhando o papel de manter a expressdo de genes especificos de
pluripoténcia (MOSS; TANG, 2003; RAMACHANDRAN; FAUSETT; GOLDMAN, 2010),
sendo associadas com a capacidade regenerativa de uma célula ou tecido (SHYH-CHANG et
al., 2013). Ao estudar as func@es in vivo de Lin-28 nos estagios embrionério e de diferenciacéo,
descobriu-se que sua expressdo € imprescindivel no desenvolvimento embrionéario do
individuo, no entanto, durante a diferenciagéo, sua expressdo diminui consideravelmente. Além
disso, observou-se 0 aumento da expressdo de Let-7 concomitante a essa diminuicéo,
evidenciando, mais uma vez, a relagéo e o papel de ambos no desenvolvimento e diferenciacdo
celular (BALZER; MOSS, 2007).

1.10 HMGAZ2 como alvo de Let-7

Let-7 possui muitos genes alvos importantes envolvidos nos processos de
desenvolvimento do organismo, um deles é a proteina HMGAZ2.

HMGA (High Mobility Group Protein) é uma familia de proteinas que consiste em 2
membros (HMGAL e HMGA2) que codificam as proteinas HMGAla, HMGAlb e HMGA2,
que sdo proteinas pequenas, ndo-histonas, associadas a cromatina. Elas ndo possuem atividade
transcricional intrinseca, mas podem modular a transcricdo ao alterar a estrutura da cromatina
(SGARRA et al., 2004).

A expressdo destas proteinas é alta durante a embriogénese e reduzida em tecidos
adultos (CLEYNEN; VAN DE VEN, 2008). Elas participam de varios processos nucleares que
influenciam o crescimento, proliferacdo, diferenciacdo e morte celular, sendo observadas
elevadas em varios tipos de tumores benignos mesenquimais, como lipomas, leiomioma uterino
e hamartoma pulmonar (FEDELE et al., 2002; REEVES, 2001) e diversas neoplasias humanas,
como carcinoma de pulm&o por exemplo (SARHADI et al., 2006). HMGA2 também esta
presente nas células-tronco, participando da inducdo de pluripoténcia e de auto renovagéo
(RESAR; CHIA; XIAN, 2018).

A regido 3'UTR de HMGAZ2 tem 7 locais de complementariedade ao Let-7. (MAYR et
al, 2007; LEE; DUTTA, 2007). Estudos foram realizados a fim de entender a relagéo entre
ambos, e descobriu-se que podem ocorrer translocacdes cromossémicas que levem a delegéo
da regido 3"UTR ativando HMGAZ2 devido a nédo repressdo por Let-7 (LEE; DUTTA, 2007).
Desta forma, a perda da repressdo de HMGAZ por Let-7 leva a uma transformagéo oncogénica

que deve ser considerada quando séo estudadas mutacdes associadas ao cancer.



Em céancer de pulméo, por exemplo, HMGAZ2 é encontrado super expresso enquanto o
Let-7 possui baixa expressdo. Se houver a expressdo ectopica de Let-7, uma quantidade
significativa de fragmentos de mRNA de HMGAZ2 passam a ser detectados nas linhagens
tumorais, juntamente com a inibicéo da proliferacéo celular e involugdo do tumor. Ao induzir
as células a expressarem a proteina HMGAZ2 sem o sitio 3'UTR responsivo ao Let-7, o tumor
volta a crescer, mesmo na presenga de Let-7 (LEE; DUTTA, 2007).

Além de estar super expresso em Varios tipos de tumores, a expressao de HMGA2
também se relaciona com um prognostico clinico pobre, sugerindo que a perda da expresséao de
Let-7 e 0 consequente aumento da expressdo de HMGAZ2 sdo indicadores de tumores mais
agressivos e menos diferenciados (SHELL et al., 2007).

1.11 O eixo regulatorio Lin-28-Let-7-HMGA2

O eixo regulatério formado por Lin-28-Let-7-HMGA estd presente em diversos tipos
celulares e regula a progressdo de células progenitoras para a diferenciacdo durante varios
estagios na histogénese. Sabe-se gque este eixo esta presente em células progenitoras retinianas,
carcinoma escamoso, cancer de prostata, cancer intestinal, células-tronco intestinais,
glioblastomas, céncer de pulmdo e de tiroide (HOMBACH-KLONISC et al., 2014;
STERENCZAK et al., 2014; WAGNER et al., 2014; EIDE et al., 2016; KAUR et al., 2016)
(Figura 5).
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Figura 5. Desenho esquematico do eixo formado por Lin-28, Let-7 e HMGAZ2. A proteina ligante de
RNA LIN-28, que esta presente em células-tronco e garante a manutencdo da expressao de genes de
pluripoténcia, inibe a formacdo de Let-7. Let-7 também pode ligar-se ao Lin-28 mRNA regulando-o
negativamente (duplo feedback negativo). HMGAZ2, proteina envolvida na proliferacdo celular e na
inducdo de caracteristicas pluripotentes, é um importante alvo de Let-7, que mantém sua expressao
regulada negativamente nos tecidos diferenciados.



No SNC, pouco se sabe sobre a influéncia deste eixo na formagdo de neurdnios
(neurogénese) ou de células gliais (gliogénese). Na retina, sabe-se que a diminui¢édo de Lin-28
e 0 aumento de Let-7 durante o desenvolvimento esta relacionado com ambos os processos de
diferenciacéo celular, sem favorecer a neurogénese ou a gliogénese. Essa diferenciacao celular
foi diretamente relacionada com a inibicdo da expressdao de HMGA2 (XIA; AHMAD, 2016).
O papel deste eixo, assim como seus componentes ainda é desconhecido nas células do EC de
mamiferos, por isso, estudar a expressdo de miRNAs da familia Let-7, Lin-28 e HMGA nas
celulas-tronco /progenitoras do EC é fundamental para esclarecer seu possivel papel na
regulacdo do potencial regenerativo da retina.



CONCLUSAO

Uma vez que os miRNAs da familia Let-7 apresentam importante fungdes relacionadas
ao controle de diferenciacao e das funcdes de células-tronco retinianas, seu estudo nas células
do EC se torna fundamental, pois estas células sdo conhecidas por serem potenciais fontes de
celulas-tronco retinianas.

Neste trabalho mostramos que as céelulas do EC expressam baixas concentragdes de Let-
7 nos animais neonatos e que essa expressao se torna aumentada ao longo do desenvolvimento
do animal. Em contrapartida, observamos expressao inversa dos agentes controladores (Lin28)
e de seu alvo direto (HMGAZ2), importantes mecanismos regulatérios das funcdes das células-
tronco.

A manipulacdo experimental de Let-7 nas células das Neuroesfera indicou que estes
miRNAs, apesar de semelhantes, desempenham func¢des individuais e especificas sobre as
células progenitoras retinianas.

O controle da expressdo de Let-7 é uma ferramenta que esta sendo preparada para ser
usada como adjuvante aos tratamentos quimioterapicos atuais em diversos tipos de cancer. Seu
uso também pode trazer grandes beneficios se associado de forma correta as terapias que
envolvem tratamentos celulares, como as células-tronco retinianas para os tratamentos de

doencgas degenerativas da retina.
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