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FERNANDES, F. V. Analise da expressdo de miRNAs em lentes de cées
portadores de catarata imatura e madura. 2021. 67 f. Tese (Doutorado) — Faculdade
de Medicina Veterinaria de Aracatuba, Universidades Estadual Paulista, Aracatuba,

2021.
RESUMO

A catarata se caracteriza como principal causa de perda de visdo em céaes, afetando
animais mesticos ou de racas puras, podendo ser classificada segundo o estagio de
desenvolvimento, a area da lente acometida, a idade do paciente, fatores genéticos e
guanto a consisténcia da lente. O presente estudo objetivou realizar a andlise da
expressao global de miRNAs de cées portadores de catarata, bem como inferir
possiveis vias biologicas de atuacdo de miRNAs no desempenho da regulacdo desta
condicdo patologica. Para tanto, fragmentos de 4-5mm oriundos das capsulas
anteriores obtidas da capsulorrexe da cirurgia de facoemulsificacéo, foram colhidos de
15 animais com catarata imatura e 15 animais com madura, além de fragmentos de
igual tamanho, de 15 animais sadios e com lentes transparentes, que constituiram o
grupo controle. As amostras obtidas foram submetidas ao processo de extracdo de
RNA e posteriormente quantificadas quanto a sua concentracdo. A analise da
expressdo global de miRNAs utilizou os strips GeneChip™ mirna 4.1 Array Strip
(Affymetrix®). Dois miIRNAs menos expressos foram identificados nas cataratas
imaturas de cdes em comparacdo as lentes transparentes. Os miRNAs expressos
foram o cfa-miR-1307 e cfa-miR-450b que, provavelmente, participam do processo de
apoptose das células epiteliais da lente e inibicdo da proliferacéo celular. Presume-se,
ainda, que o cfa-miR-450b, também atue nas vias do TGF-beta, correlacionado a
inducdo das células epiteliais da lente a sofrerem alteracdes morfolégicas, com
transformacao das mesmas em células fusiformes, justificando, por vezes, a ocorréncia
de irregularidade na superficie capsular e deposicdo de matriz extracelular. Enfatiza-

se, que se trata da primeira descricao sobre a expresséo de miRNAs em lentes caninas.

Palavras-chave: Catarata. Cao. Epigenética.



FERNANDES, F. V. Analysis of miRNA expression in dog lenses with immature
and mature cataracts. 2021. 67 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina

Veterinaria de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2021.
ABSTRACT

Cataract is the main cause of vision loss in dogs, affecting crossbred or purebred
animals, depending on the stage of development, the affected lens area, the patient’s
age, genetic factors and lens consistency. This aim of this study was to evaluate the
global expression of miRNAs from dogs with cataracts as well as to verify molecular
evidence of the role of these miRNAs in the regulation of this pathological condition.
Then, 4-5mm fragments from the anterior capsulorhexis capsules obtained in the
phacoemulsification surgery were collected from 15 animals with immature and 15
animals with mature cataract, in addition to fragments of equal size, from 15 healthy
animals with transparent lenses, which constituted the control group. The sample were
subjected to RNA extraction and had their concentration quantified. An analysis of the
global expression of miRNAs uses GeneChip™ mirna 4.1 Array Strip (Affymetrix®)
strips. Two miRNAs down-regulated were identified in immature cataracts in dogs
compared to the control group. The expressed miRNAs were cfa-miR-1307 and cfa-
miR-450Db, which probably participate in the process of apoptosis of lens epithelial cells
and inhibition of cell proliferation. It is also assumed that cfa-miR-450b acts on TGF-
beta pathways, correlated with the induction of lens epithelial cells to undergo
morphological changes, with transformation of them in spindle cells, sometimes
justifying the occurrence of irregularity on the capsular surface and extracellular matrix
deposition. It should be emphasized that this is the first description of the miRNAs

expression in canine lenses.

Keywords: Cataract. Dog. Epigenetic.
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Figura 1

Figura 2

LISTA DE FIGURAS

Imagens fotograficas de cédes submetidos ao exame de
eletrorretinografia, utilizando-se o equipamento BPM-300
(RetinoGraphics®). (A) visdo frontal dos eletrodos em paciente
com catarata imatura (Maltés, F, 7 anos de idade); (B) Viséo
do equipamento manual portatii em exame em paciente com
catarata (Pinscher, F, 8 anos); (C) detalhe do blefarostato
plastico e eletrodos e (D) tracado eletroretinografico de
paciente com catarata imatura em padrdao normal com
formacdo de onda-a (a partir do eixo da diretriz até 1) e onda-
b (de 1 a 2) na imagem. Nota: O programa computacional
RetinoGraphics® comandou o nimero de apresentacdes e a
duracéo dos estimulos luminosos, sendo utilizado o protocolo
da “Internacional Society for Clinical Electrophysiology of
Vision” (ISCEV) (McCULLOSH et al., 2015).

Imagens fotograficas referentes ao procedimento de
facoemulsificacdo de um cdo com catarata imatura (Fémea, 7
anos). (A) incisdo auxiliar; (B) injecdo de bolha de ar; (C)
injecado de azul de tripano para colorir a capsula anterior; (D)
inNjecAo na camara anterior de substancia viscoelastica
(coesivo — metil-celulose) para manutencdo da camara
anterior, subsequente a aplicacdo da substancia viscoelatica
dispersiva (hialuronato); (E) incisdo de trabalho usando bisturi
de 2.75; (F) capsulorrexe concluida (etapa em que o0s
fragmentos foram colhidos); (G) facoemulsificacédo; (H)
introducéo da lente intraocular (LIO) e (H e I) Pds-operatério

imediato.
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Figura 3

Figura 4

Representacdo esquematica da lente. A) Imagem do corte
sagital da lente sob esquema identificando suas estruturas:
ANT: céapsula anterior da lente; POST: capsula posterior da
lente; E, F, A: nucleo da lente e C: cortex da lente. Observar
abaixo da capsula anterior da lente, camada unicelular que se
estende até a regido equatorial da lente (limite entre a capsula
anterior e posterior). B) Fragmento de lente de céo corado por
azul de tripano, ap6s manobra de capsuloerrexe, na

facoemulsificagéo.

Imagens fotogréficas alusivas ao processamento das amostras
(capsula anterior da lente) obtidas a partir de capsulorrexe
curvolinear na facoemulsificacdo de caes portadores de
catarata. Etapas de extracdo do RNA utilizando o kit de
extracdo mirVANA miRNA Isolation kit (Life Technologies),
seguindo as instru¢des do fabricante. (A) limpeza de todo
material e bancada da capela de fluxo; (B) manobra de
embebicdo da amostra com o tampédo de lise; (C) amostra
embebida pelo tampdo de lise. Notar a capsula colhida
impregnada pelo azul de tripano; (D) pipetagem de 50ul de
MiRNA homogenato (reagente do kit de extracéo); (E)
Homogeneizacdo da amostra diluida em tampédo de lise no
homogeneizador; (F) amostra sendo submetida a mistura em
vortex por 60 segundos, em meio a 500ul de fenol cloroférmio;
(G) mistura composta de sobrenadante diluido em 1,25
volumes de etanol do valor em pul do sobrenadante; (H)
amostras acondicionadas na centrifuga; (I) preparo para
centrifugacéo do filtro da coluna para obtencdo do RNA
extraido em suspensdo ao meio de lavagem “wash 2/3”; (J)
amostra eluida em H20 ultra-pura e preparada para leitura no

Nanodrop®; (K) pipetagem de 1ul do composto de extracdo no
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Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

leitor do Nanodrop® (espectofotometria) (K) imagem do

Nanodrop®.

Imagem representativa do strip GeneChip™ miRNA 4.1 Array

Strip (Affymetrix®) utilizado para andlise global de microRNAs.

Gréfico de Volcano (valor de P x Fold change) da expressao
dos miRNAs quando comparados entre os grupos. A) Os dois
pontos verdes representam graficamente os miRNAs infra-
regulados, sendo: cfa-miR-1307 (P = 0,0016 e fold change = -
2,26) e cfa-miR-450b (P=0,0097 e fold change =-5,11) (setas);
B) ndo ha expressdo de miRNA entre os grupos controle e
madura; C) ndo ha expressdo de miRNA entre os grupos

imatura e madura.

A) Nivel de expressdo do cfa-miR-450b no grupo catarata
imatura x grupo controle; B) Nivel de expresséo do cfa-miR-

1307 no grupo catarata imatura X grupo controle.

Alinhamento entre os miIRNAs caninos e seus respectivos
homaologos humanos utilizando o programa online MUSCLE: A-
cfa-miR-1307 e hsa-miR-1307-3p; B- cfa-miR-450b e hsa-miR-
450b-5p.

Heat map amplificado do miRNAs diferencialmente expressos
da andlise de microarranjo do grupo catarata imatura e
controle. Os autores realizaram trés ensaios de microarrays
separados para cada grupo. O valor de expressao relativa é
demonstrado através do gradiente de cor de vermelho a verde
onde, vermelho indica maior nivel de expresséo e a cor verde,
menor nivel de expressdo de miRNA. As diferencas de dobra

correspondem ao sombreamento de cor.
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Tabela 1
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1 INTRODUCAO

A catarata se constitui na principal causa de cegueira no homem em todo o
mundo, com excec¢ao dos paises desenvolvidos (RESNIKOFF, 2004). A cada ano, no
Brasil, sdo diagnosticados 100 mil casos novos de catarata e um namero, também,
expressivo em animais, notadamente em caes. Segundo a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), a incidéncia anual de catarata é estimada em 0,3% ao ano. Isso
representaria, no Brasil, cerca de 550.000 novos casos por ano (TALEB, 2009). E ha
guem considere que se trata de um problema de saude publica, devido ao grande
namero de pessoas com a doenca (MEDINA, 2011). As estatisticas apontam a
necessidade de estudos visando obter maiores detalhamentos quanto aos fatos
(BRIAN & TAYLOR, 2001).

Em medicina veterinaria, a catarata também se constitui na principal causa de
perda de visdo em caes, afetando animais mesticos ou de racas puras (WHITLEY et
al., 1993, GELATT, 2007; GLOVER & CONSTANTINESCU, 1997). Ela pode ser
classificada segundo o estagio de desenvolvimento, a area da lente acometida, a
idade do paciente, fatores genéticos e quanto a consisténcia da lente (SLATTER,
1990).

A catarata, em céaes, pode ser definida como a opacidade da lente ou de sua
capsula, decorrente de alteracdes da arquitetura lamelar de suas fibras ou da capsula
(BARNETT, 1985; JOHNSON e MILLER, 1990; GLOVER e CONSTANTINESCU,
1997; GELATT, 2007; LA CROIX, 2008). Diversas causas tém sido imputadas, porém,
na maioria dos casos, muitas permanecem, ainda, desconhecidas (BARNETT, 1985;
GELLATT, 2007). Portanto, trata-se de assunto que merece novas e originais
investigacdes. Opostamente, sdo inegaveis 0s avangos das pesquisas voltadas para
identificacdo das causas, na oftalmologia humana. Neste sentido, pesquisas sao
conduzidas sob os aspectos clinicos, terapéuticos e moleculares e, algumas delas,
versando sobre epigenética.

A epigenética € definida como o estudo de processos que produzem um
fendtipo herdavel, mas que ndo dependem estritamente da sequéncia de DNA (acido
desoxirribonucleico), ou seja, eventos epigenéticos sdo aqueles que alteram o
fenotipo sem modificar o genétipo e, que sao herdaveis (NICIURA e SARAIVA, 2014).
Entretanto, modificacdes nos padrdes epigenéticos normais podem levar a ocorréncia

de doencas e estdo, portanto, envolvidos tanto em processos fisiolégicos, como no
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desenvolvimento, crescimento e envelhecimento e, ainda, envolvidos em processos
patoldgicos, na etiologia de algumas doencas do homem e de animais. Assim, além
do cédigo genético, fatores epigenéticos interferem na expressao génica e no fenotipo
dos individuos. A epigenética associada a genética tem elevado o nivel de
compreensao de muitos processos fisioldgicos e patolégicos que ocorrem nos seres
vivos. Varios métodos ja foram empregados em estudos desta natureza e, entre eles,
gue se propuseram a estudar a expressdo génica global e o perfil de miRNA
(microRNA), incluindo anélise de microarray, sequenciamento, RT-PCR e hibridizacédo
in situ (FREDERIKSE et al., 2006; TIAN et al., 2010). Recentemente, alguns
pesquisadores utilizaram uma ferramenta baseadas em microarray com énfase na
catarata, que se constitui em uma abordagem que combina biologia molecular e
bioinformética para permitir a analise simultdnea da expressédo global de RNAs
codantes e seus reguladores, os miRNAs (WILSON et al., 2002), como explicaremos
a seguir. Mas, em medicina veterinaria, hd poucos relatos do emprego destas
tecnologias na busca de informacfes sobre os mecanismos envolvidos na génese
desta doenca em caes.

Em medicina humana, as pesquisas avancadas remetem ao estudo dos
mMiRNAS. Eles se constituem em um tipo ndo-codante de pequenos RNAs em animais,
plantas e fungos, com a funcdo de regular os niveis de expressdo dos genes alvo,
ligando-se imperfeitamente a regides ndo traduzidas (3'UTR — 3’ untranslated regions)
desses RNAs-alvo. Eles desempenham a funcéo de atenuar a traducéo de proteinas,
e sdo altamente conservados. Sabe-se, ainda, que eles tém padrées especificos de
expressdes temporais e teciduais, em uma ampla gama de espécies (MISKA et al,
2004; ARORA et al. 2007), indicando que os mIRNAs desempenham papéis
importantes na regulacdo de diversos processos fisiolégicos (como desenvolvimento
e senescéncia) e em processos patologicos.

As lentes humanas e, também dos animais, séo tecidos relativamente isolados
gue contribuem para a refracéo da luz para a retina e sdo cercados pelo humor aquoso
e pelo vitreo. As lentes sédo transparentes nos pacientes humanos jovens e em
animais, mas mudancas em sua arquitetura e constituicdo ocorrem a medida que o
organismo envelhece. Essas mudancas incluem o desenvolvimento de um nucleo
duro e compacto, opacidades focais e, finalmente, o desenvolvimento da
catarata. Essas caracteristicas permitem que as lentes sejam usadas como modelos

adaptativos para estudar a funcdo dos miRNAs nas cataratas. Até 0 momento, alguns
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MiRNAs foram identificados nos olhos dos animais (em modelos murinos) (RYAN et
al., 2006; KARALI et al., 2007), especialmente na cornea e, outros detectados na lente.
No entanto, nenhum deles foram descritos em cées. Os perfis de expressdo de miRNA
em lentes humanas continuam a ser estabelecidos e, h4 poucas investigacdes a
despeito com intuito de se determinar os perfis de expressdao de miRNAs nas
cataratas. Wu et al. (2012) identificaram 206 miRNAs por ensaios de microarray, e
verificaram que a expresséo de 15,53% deles apresentou variagdes superiores a duas
vezes na expressao relativa entre lentes humanas transparentes e cataratas. Este foi
0 primeiro estudo que determinou diferentes perfis de expressdao de miRNAs no
epitélio central de lentes humanas transparentes e cataratosas, relacionadas a idade.

Como base nas assertivas descritas acima intentou-se, com este projeto de
pesquisa, realizar a analise da expressao global de miRNAs de cédes portadores de
catarata, bem como verificar evidéncias moleculares do papel de miRNAs no
desempenho da regulacdo desta condi¢cdo patolégica. Os miRNAs, encontram-se
catalogados em inumeras bases de dados como a miRBase (KOZOMARA e
GRIFFTHS-JONES, 2011), com informacao sobre a sua origem gendmica e acesso a
sua sequéncia e ao seu alvo, quando conhecido. As cataratas sdo uma condi¢cao
causada pela senescéncia, mas a etiologia ndo foi explicada até o
momento. Ressalta-se que, em cédes, ndo ha relatos e nem explicacbes para sua
ocorréncia sob este ponto de vista. Os resultados podem apontar para futuros estudos
versando sobre terapias epigenéticas, pois ao contrario das mutacdes de DNA, as
modificacdes epigenéticas sao reversiveis e podem ser modificadas de maneira
favoravel, por meio de tratamentos que visem a correcdo de erros epigenéticos
(NICIURA e SARAIVA, 2014).

Salientamos que, para conduzir o referido projeto, contamos com recursos
fisicos, equipamentos e uma pesquisadora associada com ampla experiéncia no

emprego de tecnologias aplicadas em epigenética, que serdo descritas a seguir.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Embriogénese, histologia e anatomia do bulbo do olho

A embriogénese do bulbo do olho relaciona o envolvimento de multiplas
camadas embrionarias, tais como neuroectoderma, ectoderma superficial e
mesénquima periocular, iniciando-se na vida fetal podendo se estender, nos
carnivoros, até a quinta ou sexta semana pos-natal (ZACHARY, 2017).

O desenvolvimento do olho se inicia no comeco do periodo gestacional, como
um prolongamento do prosencéfalo primitivo. Sob forma vesicular, essa estrutura
cresce a partir do encéfalo no sentido ao ectoderma superficial, estabelecendo, assim,
uma ligacdo com o tecido cerebral pelo pedunculo 6ptico (ZACHARY, 2017). Ao se
aproximar do ectoderma que o recobre, ocorre um aumento da espessura da camada
superficial, que é conhecido como placoide do cristalino. Essa nova estrutura se
distancia do ectoderma e se invagina para que ocorra a formacdo de uma vesicula
Optica de forma esférica. A medida que esse movimento ocorre, a vesicula se colaba,
resultando na formacdo do calice Optico que é composto por duas camadas
(ectoderma superficial e mesénquima). Apds o afastamento da vesicula 6ptica, o
ectoderma se aloja sobre o cristalino, originando o epitélio da cornea. A existéncia
desse epitélio atrai multiplas camadas de deposicdo de tecido mesenquimal que
possuem por finalidade a formacdo do estroma corneal e a camada endotelial da
cérnea. O tecido mesenquimal migra a partir da crista neural, que posteriormente sera
direcionado para a formag&o da esclera, porcao estromal da Gvea e, temporariamente,
0 sistema vascular embrionario que irriga as demais estruturas em formacéo
(ZACHARY, 2017).

O ectoderma embrionéario que reveste a lente, apresenta uma diferenciacao
resultando na formacdo da cornea e do cristalino. A lente do cristalino, por sua vez
recebe a deposicdo de mais camadas, chegando ao total de 29 laminas que
constituem, inicialmente, o cortex da lente. (ZACHARY, 2017; BOEVE, VAN DER
LINDE-SPIMAN, STADES 1989).

O globo ocular é formado por trés camadas (ou tunicas). A tanica fibrosa é
constituida pela cornea e a esclera, localizando-se mais externamente. A tinica média

ou vascular é formada pela uvea (iris, corpo ciliar e cordide). A tanica nervosa, por
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sua vez, € composta pela retina e disco 6ptico (HELPER,1989; GELATT, 2007). As
estruturas que conferem transparéncia ao olho sdo a cOrnea, 0 humor aquoso, lente
e o0 vitreo. Essas estruturas agem de forma conjunta na transmissao e na refracao da
luz para a retina e auxiliam na manutencdo da pressao intraocular, que mantém a
forma esférica do olho sob consisténcia adequada (GELATT, 2007).

As estruturas responsaveis por promover refracdo dos olhos sédo a cornea e a
lente. O poder de refracdo € determinado por seus raios de curvatura e indices de
refracdo entre os meios (SLATTER, 2005). A cornea detém a maior parte do indice
refrativo do olho em cées, diretamente relacionado a diferenca nos indices de refracéo
entre o ar e o tecido (GELATT, 2007). A lente € uma estrutura em forma elipsoide,
biconvexa, transparente e avascular, e se encontra ancorada, equatorialmente, ao
corpo ciliar por meio das fibras zonulares, mantendo-se suspenso posteriormente a
iris e anteriormente ao vitreo. Esta estrutura é nutrida a partir do contato com humores
aguoso e vitreo. Os raios de curvatura das superficies anterior e posterior diferem
entre si, sendo a anterior a de menor curvatura, e cujos centros sdo denominados de
polos anterior e posterior (SLATTER, 2005).

O cristalino, ou lente, possuem funcdo de transmissdo da luz, caracteristica
inerente a transparéncia apresentada, poder de refracdo (devido a sua curvatura) e
na focalizacdo da imagem na retina, por sua capacidade de acomodacdo. A
acomodacéao visual refere-se, portanto, a alteracdo do grau de convexidade da lente
e, por conseguinte, da sua curvatura. Isto s6 é possivel, devido a elasticidade da lente
gue permite que sua curvatura se altere por agdo exercida pelos musculos ciliares
através dos ligamentos zonulares (SLATTER, 2005; GELATT, 2007).

Anatomicamente, a lente é composta por capsula (anterior e posterior), epitélio
anterior (abaixo da capsula anterior), nucleo da lente (na porcao central), fibrilas
lenticulares que constituem o cortex da lente e por substancia amorfa colagena
(SLATTER, 2005). A lente dos animais domésticos €, proporcionalmente, maior do
gue a do homem. No céo, ela possui aproximadamente 0,5mL de volume, 7,0mm de
comprimento anteroposterior e diametro equatorial de 10,0mm (GELATT, 2007).

Ao longo do processo de morfogénese lenticular, duas linhagens celulares se
originam, sendo uma epitelial e outra mesenquimal com diferenciacéo fibroblastica.
Sabe-se que o epitélio da porcdo anterior da lente € composto por uma monocamada
de células epiteliais cuboides, caracterizadas por intensa adeséo intercelular e com

potencialmente aderidas a capsula anterior da lente. O estroma do cristalino, por sua
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vez, apresenta uma deposicao de fibroblastos compactados associado a matriz
colagena e que possuem intima comunicacdo com a por¢cao posterior da lente. As
células fusiformes surgem ao longo do processo de embriogénese a partir das células
epiteliais da porcdo posterior da lente, sendo submetidas a diferenciacdo e
proliferacéo celular (LANG AND MCAVOQY, 2004). Essas células se dividem de modo
gue as fibras lenticulares que formam a lente sejam produzidas e depositadas ao longo
da vida. A porcdo posterior da lente ndo possui células epiteliais em condi¢cbes
fisiolégicas. Do mesmo modo, as fibrilas localizadas na por¢éo central da lente, ndo
possuem nucleos celulares, pois sdo mais antigas. (TREUTING, DINTZIS, MONTINE,
2017).

2.2 Aspectos gerais da catarata no cao

A principal causa de perda da percepcao visual em caes € a catarata, afetando
animais mesticos ou de raca pura (GLOVER & CONSTANTINESCU, 1997; GELATT,
2007). Inumeras etiologias sao aventadas, no entanto, muitas ainda sao
desconhecidas (BARNETT, 1985). As causas podem ser classificadas de acordo com
alguns fatores que sdo comuns aos pacientes tais como: a idade do paciente no
momento do aparecimento (WHITLEY et al., 1993; GELATT, 2007); a posicéo
anatbmica da lesdo; o estagio de desenvolvimento; e as causas suscitantes
(BARNETT, 1985; FISCHER, 1989; DZIEZYC, 1990; JOHNSON e MILLER, 1990;
WHITLEY et al., 1993; GLOVER e CONSTANTINESCU, 1997; GELATT, 2007). A
classificagcdo baseada na idade do paciente e momento da sua manifestacdo €
descrita como: congénita; do desenvolvimento (juvenil e adulta) e senil (FISCHER,
1989; WHITLEY et al., 1993; GELATT, 2007). Em relacdo a posicdo anatbmica, as
cataratas sao denominadas nucleares, corticais, capsulares e subcapsulares; e
guanto ao grau de desenvolvimento, elas podem ser incipientes, imaturas, maduras,
hipermaturas e hipermaturas com reabsor¢cdo. Podem, ainda, ser hereditarias,
nutricionais, toxicas, metabdlicas e traumaticas (BARNETT, 1985; FISCHER, 1989;
DZIEZYC, 1990; JOHNSON e MILLER, 1990; WHITLEY et al., 1993; GLOVER e
CONSTANTINESCU, 1997).

O surgimento da catarata relacionada a idade, exerce um papel de biomarcador

de envelhecimento no céo, estabelecendo uma relagéo direta entre o tamanho da raca
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gue é inversamente proporcional a expectativa de vida do animal (URFER; GREER,;
WOLF, 2011).

E possivel, ainda, se classificar as cataratas em primarias e secundarias. As
primarias se referem aquelas quando ndo ha historico de doenca anterior e somente
a lente esta envolvida; as secundarias sdo aquelas cuja causa de base advém de
alteracdo em outra estrutura ocular ou sistémica.

As cataratas hereditarias primarias manifestam-se nas primeiras semanas ou
meses de vida e sdo progressivas. Nem todas, porém, culminam com o acometimento
total da lente e perda da percepcao visual. Quase sempre, elas sao bilaterais, mas
ndo necessariamente simétricas. As cataratas hereditarias secundéarias estédo
associadas a outras afeccdes hereditarias, entre elas, a persisténcia da membrana
pupilar, a atrofia progressiva de retina, a luxacdo da lente e ao glaucoma primario
(BARNETT, 1985; BARNETT, 1988). Cataratas hereditarias ja foram descritas em
Poodle Standard (BARNETT e STARTUP, 1985), Pastor Alemao (BARNETT, 1986),
Schnauzer Miniatura (SHASTRY e REDDY, 1994), Golden e Labrador Retriever
(CURTIS e BARNETT, 1989), Chow-Chow (COLLINS et al., 1992), Norwegian Buhund
(BARNETT,1988; BJERKAS e HAALAND, 1995) e Rottweiler (BJERKAS &
BERGSJ®@, 1991).

Além da predisposicao racial que alguns caes apresentam ao desenvolvimento
da catarata, estudos anteriores sugerem que o estrogeno pode exercer um papel
importante nos mecanismos moleculares envolvidos na catarata, propondo assim,
uma possivel predisposicdo sexual da doenca. Segundo Sun et. al (2000),
camundongos machos e fémeas e portadores de catarata induzida por aplicacéo de
TGF-beta foram avaliados para verificar a influéncia sexual, através da expressao de
genes relacionados aos processos celulares ocorridos na lente dos animais. O estudo
determinou trés padrbes de expressao: diferenca entre sexos, entre os tratados com
TGF-beta e controle e, relacdo entre sexos quanto a presenca do TGF-beta. O
primeiro revelou diferenca na expressao da proteina yB-cristaliniana que € encontrada
abundantemente na lente. Observou-se, ainda, que machos e fémeas
ovariectomizadas apresentavam maior susceptibilidade de desenvolver catarata
induzida por TGF-beta, além de demonstrarem maior expressao de proteossoma de
subunidade “Z”, enzima responséavel por processos de degradacdo de proteinas. O
proteossoma “Z” pode, ainda, estabelecer uma relacéo entre a influéncia do estrégeno

na catarata e mecanismos moleculares (SUN et al, 2000).
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A lente atinge um alto indice de refracdo e transparéncia devido a uma
concentracdo de proteinas especificas e uma perfeita organizacéao fibrilar moduladas
pelas proteinas cristalinianas. Elas comp&em entre 80 a 90% das proteinas da lente,
sendo classificadas em a-, B- e y-cristalinianas, que formam duas superfamilias de
proteinas: a superfamilia das a- cristalinianas e a superfamilia das 3- / y-cristalinianas
(MULLER, WOHLKE, DISTL, 2007).

A caracteristica mais importante da superfamilia das B- / y-cristalinas € sua
capacidade de dobradura (enovelamento de proteinas). Essas proteinas possuem
duas unidades, sendo uma delas em forma de greek-key, conferindo-lhes alta
estabilidade. Sua forma e capacidade em se dobrar permitem que a lente tenha uma
elevada quantidade de proteinas empacotadas. Portanto, quando ha qualquer
alteracéo nesta composicao, a desorganizacao fibrilar resulta na opacificacéo da lente
(MULLER, WOHLKE, DISTL, 2007).

As placas de opacificagdo encontradas na porcado anterior da lente séo
compostas por células fusiformes que apresentam imunomarcacdo positiva para
vimentina e negativa para citoqueratina, permite inferir que tais células, embora de
origem epitelial, tenham sobre processo de metaplasia. Essas estruturas apresentam,
ainda, acentuada deposicdo de colageno e outros componentes glicoproteicos de
matriz extracelular, tais como tenascina e fibronectina. Amostras que apresentem
acentuado grau de maturacdo dessas placas revelam reduzido numero de células e
maior gradiente de deposi¢éo de matriz extracelular. A cipsula de lentes acometidas
pelas formacgdes das placas, costumeiramente apresentam irregularidades na porgéo
adjacente com alteragdes proliferativas da membrana basal, por vezes apresentando
areas de calcificacéo. Tais placas esbranquicadas aderidas a capsula anterior da lente
em cées com cataratas crbnicas (maduras ou hipermaturas), prejudicam o éxito
cirdrgico de uma inciséo regular da capsula (capsulorrexe) e podem ainda ocasionar
opacificagdo da porcao posterior residual da lente, ao longo do pds-operatorio
(COLITZ et al., 2000).

Segundo Colitz e colaboradores (2000), ha uma estreita relagéo entre o tempo
de evolucdo das lesdes placoides associada a formacao de multiplas camadas de
células fusiformes originadas a partir do processo de metaplasia que as células
epiteliais sofrem e, ainda, com a deposicdo de matriz extracelular e alteragdes na
membrana basal da capsula anterior da lente. Isto culmina com a morte dessa

populacéo celular que acabam se incorporando a matriz colagena.
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A morte celular programada ou apoptose se refere a um processo fisioldgico
presente em diversas etapas do desenvolvimento dos tecidos, desde a formacéao
embrionaria ao controle do ciclo celular atuando, também, como forma de defesa
contra patdgenos em doencas génicas. O termo ainda pode ser utilizado com a
finalidade de descrever alteracbes morfolégicas sofridas pelas células ao longo do
processo, tais como condensacéo da cromatina, irregularidade da membrana celular,
retracéo citoplasmatica e formacao de corpos apoptéticos (LEE et al., 2002).

Alternativas terapéuticas, e de cunho medicamentoso, ja foram propostas para
as cataratas, como, por exemplo, a utilizacao da superéxido dismutase e do ascorbato
citrato de zinco. Todavia, estudos posteriores revelaram que tais farmacos néo
oferecem qualquer beneficio no controle da evolucdo da catarata. Os efeitos da
administrac@o sobre a superficie ocular de n-acetil-carnosina em cédes portadores de
catarata foram estudados e demonstrou-se discreta diminuicdo da opacificacdo da
lente nas cataratas maduras (WILLIANS e MUNDAY, 2006). Zhao et al. (2015)
estudaram o uso do lanosterol in vitro e in vivo e propuseram que se trata de uma
molécula que diminui significativamente os agregados de proteinas lenticulares e
reduz as chances de evolucdo da catarata, aumentando a transparéncia da lente.
Assim, a consideraram com uma molécula chave na prevencdo da doenca,
apontando-a como uma nova estratégia de tratamento. Porém, trata-se de medicacéo
pouco comercializada em nosso pais e cuja experiéncia clinica €, ainda, incipiente.
Portanto, ainda é consenso que a Unica abordagem efetiva para o tratamento da
catarata é a cirargica, quer seja no homem ou em animais (FISCHER, 1989; DZIEZYC,
1990; LA CROIX, 2008; RESNIKOFF et al., 2004).

A técnica de escolha para remocéo da catarata € a facoemulsificacao, a qual
consiste na fragmentacao ultrassonica da lente, com posterior aspiracdo do material
emulsificado, por pequenas incisdes que variam, em medicina veterinaria, de cerca
de 2,75 a 3,0mm (DAVIDSON et al., 1991; NASISSE et al., 1991; BISTNER, 1992;
WILLIAMS et al., 1996; GLOVER e CONSTANTINESCU, 1997).

2.3 Aspectos epigenéticos da catarata no homem e no cao

Em humanos, a catarata relacionada a idade (CRI) é uma das principais causas

de deficiéncia visual, sendo responsavel por 47,8% da cegueira (FOSTER e
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RESNIKOFF, 2005). A prevaléncia desta ocorréncia oftadlmica aumenta com a idade
e esta intimamente associada ao aumento da expectativa de vida da populacéo global.

Embora os meios pelos quais ocorram a CRI ndo sejam ainda bem elucidados,
sabe-se que o dano ao DNA por espécies reativas de oxigénio (ROS) € tido como um
fator importante para a sua formacao; e seus reparos Sao essenciais para manter a
transparéncia da lente (OTTONELLO et al, 2000). Algumas pesquisas foram
conduzidas para investigar a associacao entre genes de reparo de DNA e a etiologia
da CRI (PADMA et al.,, 2011; LUO et al. 2011; ZHANG Y et al, 2012). Estudos
anteriores demonstraram, também, que as variagcbes do numero de copias
polimorficas e copias do gene WRN de reparo do DNA podem estar envolvidas na
patogénese da CRI na populacéo chinesa (JIANG et al., 2013). Os resultados obtidos
induziram a novos estudos sobre a expressao e regulacédo de genes de reparo do
DNA na patogenia desta ocorréncia.

A regulacdo epigenética é o principal mecanismo, pelo qual os padrées de
expressao génica podem ser modificados, sofrendo influéncias do estimulo ambiental
sem mudancgas na propria sequéncia de DNA (JAENISCH et al., 2003). A metilacido
do DNA da regido promotora, constituiu-se na modificacdo epigenética mais estudada,
sendo um processo bioquimico reversivel envolvendo a adicdo de um grupo metil,
principalmente as citosinas (BERNSTEIN et al., 2007). Quando metilados, os
cromossomos se estabilizam com a diminuicao da atividade e a reducao da expresséo
génica (NAKAO, 2001; BAYLIN et al, 2001). A hipermetilagio do DNA nos
dinucleotideos CpG pode ser induzida pelo dano do DNA (WACHSMAN, 1997). Os
ROSs podem aumentar o Snail, que recruta a histona desacetilase-1 e DNA
metiltransferase-1, levando a hipermetilacdo do promotor do DNA (LIM et al.,
2008). Estudos recentes indicaram que a metilacdo do DNA regula a expresséao da
proteina estrutural CRYAA nas células epiteliais das lentes de pacientes com CRI
(ZHOU et al., 2012).

Outros estudos foram formulados envolvendo a metilacdo de DNA. Li et al.
(2014) intentaram avaliar se a expressao de genes de reparo de DNA era diferente
em células de epitélio de lente (LECs) de pacientes com CRI e lentes normais.
Avaliaram, ainda, se as alteracbes eram reguladas pela metilacdo do
DNA. Concentraram-se a avaliar as LECs, devido ao seu papel no centro das

atividades metabdlicas desta estrutura de refracdo (WORGUL et al,


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0027510714001055?via%3Dihub#bib0065
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1989). Concluiram, que o reparo do DNA é fundamental para manter a transparéncia
das lentes, e que a expressao alterada dos genes de reparo do DNA estéd associada
a patogénese do CRI. Destacaram, ainda, que a expressao do gene MGMT de reparo
do DNA pode ser controlada, em parte, pela metilagdo da regido promotora e o
elegeram como um gene candidato promissor a ser estudado para melhor

compreender a causa da catarata relacionada a idade (CRI).

No entanto, existem outros mecanismos de regulacdo epigenética, tais como
remodelac&o nucleossomal, modificacéo de histonas, looping de cromatina e os RNAs

nao-codantes (long-non-coding RNA e microRNA).

Os miRNAs se caracterizam por uma fita simples de RNA composta por 18 a
25 nucleotideos que se ligam a regido do RNAmM no sentido 3’, regulando a ativagao
ou supressao de genes. Devido as pequenas regides de 7 a 8 nucleotideos do RNA
serem complementares as ligagées, um unico miRNA pode se ligar a centenas de
RNAm-alvos, formando um complexo regulatério dos mecanismos celulares de
diferentes células. (GEBTER E MACRAE, 2019)

Em olhos de murinos foram identificados alguns miRNAs (RYAN et al., 2006;
KARALI et al., 2007) e entre eles elencam-se: miR-184, miR-205, miR-26a, miR-31 e
miR-24 que foram detectados na cornea; miR-184, miR-125b, miR-31, miR-204, miR-
264, let-7b que foram detectados na lente e, por fim, miR-181a, miR-125b, miR-124a,
miR-30c, miR-182 e miR-183 que foram relatados como expressos na retina. No
entanto, os perfis de expressao de miRNAs em lentes de espécies domésticas como
0 cao e, também, no homem continuam a ser estabelecidos. Identificam-se poucas
pesquisas com a finalidade de se determinar os perfis de expressdo de miRNA nas
cataratas. Wu et al (2012) determinaram os perfis de expressdo de miRNA no epitélio
central de lentes humanas transparentes e com catarata, por meio de microarray. Da
mesma forma, nesta pesquisa, optou-se em conduzi-la, utilizando-se pools de
fragmentos da cépsula anterior da lente, a fim de se obter um quantitativo de RNA
suficientes, similarmente ao encontrado em nosso estudo piloto. Previamente,
extraimos RNA de forma individual, no entanto, as quantidades foram insuficientes
para o estudo proposto.

Sendo assim, destaca-se que a identificacdo de miRNAs em células do epitélio

da lente humana e murinos revela uma alta probabilidade de se encontrar resultados
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similares em amostras obtidas a partir de lentes de cédes, haja vista que esta espécie
€ comumente utilizada como modelo animal para o estudo de outras doencas
humanas. Ainda, é possivel presumir, que ndo apenas fatores epigenéticos estejam
envolvidos no processo cataratogénico, tal como a metilacdo de DNA mas, que outros
possam participar da etiopatogenia da doenca, como a expressao diferencial de
mMiRNASs. Portanto, é inegavel e se torna imperativo estuda-los em cées portadores de
catarata. Ressaltamos, ainda, que este € primeiro estudo desta natureza e que
possibilitara identificar novas vias biol6gicas envolvidas na catarata canina, bem como
sinalizar possibilidades terapéuticas no controle da ocorréncia e progressao da
doenca com terapias génicas.

Frente ao exposto, o objetivo deste estudo foi o de identificar os miRNA que
apresentassem niveis de expressao distintos em cataratas imaturas e maduras em

cdes em comparacao as lentes transparentes e sadias.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

Ressalta-se que os cuidados bioéticos, relativamente as normas da Association
for Research in Vision and Ophthalmology - ARVO (National Institutes of Health
Publications No 85-23: Revised 1985), foram rigorosamente obedecidos, apesar do
material (capsula anterior da lente) a ser colhido para as analises ser, quase sempre,
descartado. Foram submetidos ao procedimento cirdrgico pacientes atendidos junto
ao Servico de Oftalmologia Veterinaria do Hospital Veterinario da UNESP — campus
de Aracatuba e, todos os proprietérios foram informados de todos os procedimentos

experimentais sob um “Termo de consentimento livre e esclarecido”.

3.2 Pacientes: caes

Foram triados cdes, machos ou fémeas, portadores de catarata senil, atendidos
no Servico de Oftalmologia do Hospital Veterinario “Luiz Quintiliano de Oliveira”, da
FMVA - Unesp, campus de Aracatuba, que foram submetidos ao exame fisico geral e
exame oftdlmico com diagndstico clinico inicial de catarata madura e imatura. Entre
eles, selecionou-se 45 pacientes para uniformizagcdo e composicdo dos grupos de
estudo. Foram escolhidos somente aqueles entre seis e oito anos de idade, com
cataratas imaturas e maduras, sem afec¢cdes concorrentes ou sequelas de inflamacao.
Para a avaliacdo das condic@es clinicas gerais, os pacientes foram submetidos exame
fisico geral, contagem global de células sanguineas, avaliacdo das funcfes hepéatica
e renal e a glicemia, para atestarem a saude dos pacientes.

Todos os animais selecionados e incluidos no estudo passaram por exame
oftalmico baseado nos testes dos reflexos, no teste da lagrima de Schirmer (Teste de
Schirmer — Ophthalmos, Sao Paulo, Brasil), na biomicroscopia com lampada em fenda
(Lampada de Biomicroscopia, FL-15, KOWA, Japado), na gonioscopia (Koeppe
Medium Diagnostic Lens 18mm — Ocular Instruments Inc., USA) em coOrneas
previamente dessensibilizadas com proximetacaina 0,5% (Anestalcon — Alcon
Laboratérios do Brasil Ltda); Ademais, os pacientes foram submetidos a
oftalmoscopias binocular indireta (OHC — 3.3 — Opto Eletrénica S.A., Sao Carlos, SP,
Brasil) e monocular direta (Monocular Ophthalmoscope, Welsh-Allyn, EUA) quando

possivel, a tonometria de aplanacdo (Tonopen XL — Mentor Inc, Norwell) e o teste de
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tingimento pela fluoresceina sddica (Fluoresceina strips - Ophthalmos, Sdo Paulo,
Brasil).

Os pacientes que seguiram os critérios supracitados para o presente estudo,
foram submetidos, ainda, a ultrassonografia ocular (UltraScan Imaging System —
ESAOT) em modos A e B, e eletrorretinografia (Retinographics BPM-300, USA)
segundo o Dog Diagnostic Protocol, descrito por Narfstrom et al. (2002), a fim de se
excluirem doencas do vitreo e da retina, respectivamente. A Figura 1 ilustra dois dos
pacientes sendo submetidos ao exame de eletrorretinografia prévia a

facoemulsificagéo.
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Figura 1 — Imagens fotograficas de cdes submetidos ao exame de eletrorretinografia,
utilizando-se o equipamento BPM-300 (RetinoGraphics®). (A) visédo frontal dos
eletrodos em paciente com catarata imatura (Malés, F, 7 anos de idade); (B) Viséo
do equipamento manual portatil em exame em paciente com catarata (Pinscher,
F, 8 anos); (C) detalhe do blefarostato plastico e eletrodos e (D) tracado
eletroretinografico de paciente com catarata imatura em padrdo normal com
formacdo de onda-a (a partir do eixo da diretriz até 1) e onda-b (de 1 a 2) na
imagem. Nota: O programa computacional RetinoGraphics® comandou o nimero
de apresentacdes e a duracdo dos estimulos luminosos, sendo utilizado o
protocolo da “Internacional Society for Clinical Electrophysiology of Vision”
(ISCEV) (McCULLOSH et al., 2015).
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Com base nos resultados desses exames, os animais foram finalmente
catalogados como candidatos a cirurgia.

Foram formados dois grupos de estudo, cujo fragmento da capsula anterior da
lente foi colhido durante o procedimento de capsulerrexe, em condi¢gbes que serao
descritas a seguir. Os grupos receberam denominagdes como: Grupo Imatura,
composto por 15 caes portadores de catarata imatura e Grupo Madura, constituido
por 15 caes portadores de catarata madura. Para ambos os grupos foram constituidos
trés pools contendo cinco caes cada.

Outros onze fragmentos da capsula anterior também foram colhidos de animais
de mesma idade sem catarata e livres de doencgas infectocontagiosas e, assim como
os grupos de estudo, agrupados em pools de cinco, trés e trés amostras. Entre eles,
tornaram-se candidatos aqueles, vitimas de eutanasia humanitaria ou que vieram a
obito por trauma emergencial junto ao ambulatério. Estes constituiram o Grupo
Controle. Para minimizar variaveis de influéncias como as ambientais e dietarias,
foram selecionados apenas caes da cidade de Aragatuba (SP) e alimentados com
racao comercial de boa qualidade. O numero de amostras foi determinado de modo

que as analises fossem realizadas em triplicata (réplica bioldgica).

3.3 Procedimento cirurgico para obtencao das amostras de tecido

3.3.1 Procedimentos pré-operatorios

Devido a maior sensibilidade e reacéo inflamatéria apresentada pelos olhos dos
cdes em comparacao com os olhos de humanos, faz-se necessario a adocédo de
protocolos pré-operatérios de preparo dos pacientes para o procedimento de
facoemulsificagéo.

O pré-operatorio teve inicio com sete dias de antecedéncia, instilando-se colirio
a base de dexametasona associada a tobramicina (Tobradex® - Alcon, Sdo Paulo), a
intervalos regulares de 6 horas. Empregou-se colirio de sulfato de atropina a 0,5%
(Atropina 1% - Allergan Produtos Farmacéuticos) em dois momentos: as doze horas
e aos trinta minutos prévios ao procedimento cirargico. Utilizou-se flunixina meglumina
(Banamine — Schering Plough), em dose Unica de 1,1 mg/kg, pela via intramuscular,

aos trinta minutos prévios ao ato operatorio.
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3.3.2 Procedimentos anestésicos

Foi instituido jejum alimentar e hidrico de doze e seis horas, respectivamente.
Os animais foram pré-anestesiados com meperidina (Fentanest — Cristélia), na dose
de 0,005 mg/kg, por via intravenosa, associada a diazepam (Diazepamil — Hipolabor),
na dose de 0,3 mg/kg. Decorridos quinze minutos, receberam a inducdo anestésica
com propofol (Profolen — Blausiegel), na dose de 5,0 mg/kg, pela via intravenosa. Para
a manutencdo da anestesia, fez-se o uso do anestésico halogenado (Isoforine —
Cristalia), vaporizado em oxigénio, em circuito de reinalacdo semi-fechado. Ato
continuo, foi realizado o bloqueio peribulbar segundo descreveram Oliva et al. (2010),
para obtencéo de acinesia e centralizacao do bulbo do olho. No caso da ineficiéncia
do mesmo, foi adotada a conduta de bloqueio seletivo neuromuscular sob ventilagdo
assistida, segundo descreveram Dugdale et al. (2002), com 0 mesmo proposito.

3.3.3 Intraoperatorio

Os pacientes foram posicionados em decubito dorsal e a area operatoria
tricotomizada. Para a antissepsia da superficie periorbital, realizou-se o uso de
solucdo aquosa de iodopirrolidona (Laboriodine PVPI tépico — Laboratorios
Biosintética) nas palpebras e diluida na proporcéo 1:1, em solucéo salina (Solugéo
fisiologica — Cloreto de sédio 0,9% - Baxter Hospitalar), para a superficie ocular
(SLATTER, 2005).

Apés a colocacdo dos campos adesivos (Eye-pak — Alcon Laboratories), foi
realizada a blefarostase mecéanica com blefarostato de Barraker (Blefarostato de
Barraker — Still inox). Na ocorréncia de catarata bilateral, ocorreu a realizacdo do
procedimento no olho direito e, posteriormente, no esquerdo. (Figura 2).

A técnica cirdrgica adotada foi a de facoemulsificagdo bimanual empregando-
se facoemulsificador (Facoemulsificador Regency 20/20 — MedPhacos) e solugéo
salina balanceada (BSS) acrescida de 1,0 mL de epinefrina (Epinefrina — Cristalia)
1:1000 e 1,0mL de heparina sddica (Heparina sodica — Ariston Ltda), com duas
incisBes corneais, uma principal e outra auxiliar, ambas localizadas em cérnea clara a
aproximadamente 1,0 mm do limbo. A principal foi tunelizada, em posi¢céo 11 horas,
utilizando-se bisturi angulado 2,75 mm (Surgical knife 2,75mm — Alcon labs). A
auxiliar, situada em posicéo 2 horas, foi confeccionada com auxilio de bisturi reto de

15 graus (Surgical knife, Alcon labs). Ato continuo, foi injetada uma bolha de ar e a
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cépsula anterior corada com 0,1mL de azul de tripano (Azul de tripan® — Ophthalmos).
Foi preconizado o uso dos viscoelasticos sulfato de condroitina 4% e hialuronato de
sbédio 1% (Viscoat — Alcon labs), seguido de hialuronato de sodio a 1 % (Provisc —
Alcon labs), em técnica de “soft-shell” proposta por Arshinoff (1999). Foi utilizada a
capsulorrexe circular continua com auxilios de tesoura de Vannas e pinca de utrata,
da qual foram obtidos os fragmentos da por¢cao central da capsula anterior de cada
lente, nosso objeto deste estudo. Ato continuo e empregando-se o prechopper de
Agahoshi (Prechopper Agahoshi — Storz Instruments, EUA), inserido pela incisao de
trabalho, realizou-se a nucleodisseccéo, por fraturas perpendiculares entre si, adotada
na técnica de “Dividir e Conquistar”. Com a hidrodissec¢ao posterior, foi promovida a
expulsdo de parte do viscoelastico e a projecdo dos quatro quadrantes da lente,
visando a facoemulsificacdo do nucleo. Durante o procedimento foi utilizado um
manipulador de ndcleo, visando a contrapressao junto a ponteira, de forma a facilitar
a emulsificacdo e, consequente, aspiracao.

Os restos corticais foram aspirados, bem como o remanescente dos
viscoelasticos em manobra de I/A (Irrigacdo e Aspiracdo). Findadas as etapas, foi
realizada a sutura da incisdo principal da cornea com dois pontos simples separados,
nao transfixantes e nds sepultados, utilizando-se fio mononailon 9-0 encastoado
(Mononylon 9-0 — Ethicon). O mesmo foi executado na incisdo auxiliar. Foram
implantadas lentes intra-oculares (Hafis, EUA) ou ndo no saco capsular gerando,
portanto, a condi¢do pseudofascia. Na existéncia de complicagéo transcirurgicas, as
mesmas nao foram implantadas. A Figura 2 mostra a sequéncia cirurgica da

facoemulsificagao bimanual, a qual todos os pacientes foram submetidos.
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Figura 2 — Imagens fotogréficas referentes ao procedimento de facoemulsificagdo de um céo
com catarata imatura (Fémea, 7 anos). (A) incisdo auxiliar; (B) injecao de bolha de
ar; (C) injecdo de azul de tripano para colorir a capsula anterior; (D) injecdo na
camara anterior de substancia viscoelastica (coesivo — metil-celulose) para
manutencdo da camara anterior, subsequente a aplicacdo da substancia
viscoelatica dispersiva (hialuronato); (E) incis@o de trabalho usando bisturi de 2.75;
(F) capsulorrexe concluida (etapa em que os fragmentos foram colhidos); (G)
facoemulsificacdo; (H) introducg&o da lente intraocular (LIO) e (H e 1) P6s-operatorio
imediato.

Durante a cirurgia de facoemulsificacdo, apOs término da etapa de
capsulorexis, o fragmento da capsula anterior removido foi acondicionado em um
eppendorf livre de DNA e RNA, e imediatamente imerso em nitrogénio liquido para
congelamento rapido e, consequentemente, estocado em freezer a -80°C até

processamento (Figura 3).

ANT. POST.

Figura 3 — Representacdo esquematica da lente. A) Imagem do corte sagital da lente sob
esquema identificando suas estruturas: ANT: capsula anterior da lente; POST:
capsula posterior da lente; E, F, A: nlcleo da lente e C: cértex da lente. Observar
abaixo da capsula anterior da lente, camada unicelular que se estende até a regido
equatorial da lente (limite entre a capsula anterior e posterior). B) Fragmento de
lente de céo corado por azul de tripano, ap6és manobra de capsulerrexe, na

facoemulsificacéo.
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3.3.4 Procedimentos poés-operatorios

Administrou nos animais prednisona (Meticorten 20mg, Vetnil, S&do Paulo.), por
via oral, na dose de 1,0mg/Kg, a intervalos de 24 horas, por 15 dias consecutivos, com
reducdo gradual posterior da dose nos 15 dias subsequentes; dexametasona
associada a tobramicina (Tobradex®, Alcon, Sado Paulo), a cada 4 horas por 7 dias e
a seqguir a cada 6 horas, por mais 21 dias; brinzolamida a 1% (Azopt®, Alcon, S&o
Paulo) a intervalos de 12 horas, por 7 dias, além de atropina a 0,5% (Atropina 0,5%®,
Alcon, Sdo Paulo), a cada 12 horas, por 5 dias consecutivos. Todos os pacientes
foram mantidos com colar do tipo Elizabethano por, no minimo, 30 dias e avaliados

guanto aos parametros clinicos oftalmolégicos quanto a evolucéo pés-operatoria.

3.3.5 Extracdo do RNA a partir de fragmentos de cdpsulas anteriores da lente

Quanto ao processamento das amostras ao que propusemos neste trabalho,
informamos que o mesmo ocorreu em duas etapas: 1) a extracdo do RNA a partir de
amostras individualizadas conforme proposto no projeto original e 2) extracdo do RNA
a partir de “pool” de amostras (n=5) de cada grupo, considerando que a primeira,
revelou resultados ndo condizentes ao que € necessario para ao que se propde nesta
pesquisa, quanto ao quantitativo de RNA extraido.

Para tanto, abaixo seguem a metodologia aplicada para ambas situacdes, na
extracdo do RNA, que foi realizada, utilizando-se o kit mirVANA miRNA Isolation kit
(Life Technologies), seguindo as instru¢des do fabricante.

Iniciou-se o preparo do material em capela de fluxo continuo, com a limpeza de
gual material a ser utilizado com o RNA Zap, que exime a contaminagao das amostras
com outro material genético, garantindo resultados fidedignos quanto a leitura de
material extraido. Ato continuo, introduziu-se 500ul de tampé&o de lise nos tubos em
gue as amostras foram acondicionadas. Cada tubo foi submetido a homogeneizacéao
e fragmentacdo das amostras, para que houvesse a soltura das células epiteliais da
lente da capsula anterior. Em seguida, adicionou-se aos tubos 50ul de miRNA
homogenate addtitive. Sob estas condi¢cdes os tubos ficaram em descanso durante
dez minutos sob refrigeracdo (em gelo). Ato continuo, foi introduzido a cada tubo 500ul

de Fenol cloroférmio em volume igual ao volume original do lisado antes de se
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adicionar o homogenato. Apds tal manobra, os tubos foram agitados em vortex
durante 60 segundos. Em seguida, os tubos foram acondicionados em centrifuga
(Eppendorf®) e, procedeu-se a centrifugacdo durante cinco minutos, a uma rotagao de
10.000rpm. O sobrenadante foi removido de cada tubo e introduzido em um novo tubo
limpo (livre de DNA e RNA). O volume obtido de cada tubo foi calculado e, a ele foi
introduzido 1,25 volumes de etanol para uso em biologia molecular. Tal volume variou
entre 700ul para as amostras que foram processadas individualmente, e de 875ul para
as amostras processadas em “pool”. Em seguida, as misturas foram introduzidas em
tubos de coluna por 15 segundos, em volume maximo de 700ul por vez. Este volume
se refere a capacidade maxima que cada tubo suporta por vez.

Ato continuo, procedeu-se o0 processo de lavagens que foram conduzidas da
seguinte forma: 1) introducdo de 700ul da solucdo do kit de extracdo (Wash 1),
seguida da centrifugacéo durante dez segundos (10.000 rpm). O volume do fundo do
tubo de coluna foi descartado de forma apropriada. Em seguida, foi introduzido 500ul
da solugao “Wash 2/3” do kit de extracdo aos tubos de coluna. Os mesmos foram
centrifugados mais uma vez, durante dez segundos, na mesma rotacdo. O processo
foi repetido mais uma vez sob mesmas condi¢cdes. Por fim, o filtro do tubo foi
acondicionado em novo tubo e o material ao fundo do tubo foi desprezado. O tubo foi
centrifugado durante um minuto (10.000 rpm), e entdo foi procedida a eluicao,
introduzindo-se 30ul de H20 ultra-pura livre de DNA e RNA aquecida a 95°C. O tubo
foi, por mais uma vez, centrifugado na rotacdo maxima da centrifuga por 30 segundos
e introduzido em um compartimento contendo gelo.

Para leitura da (s) amostra (s), obteve-se 1ul de cada um dos tubos com auxilio
de pipeta milimetrada, e procedeu-se a espectrofotometria no NanoDrop® (Roche)
para obtencdo dos valores numéricos da quantidade de RNA extraido nas amostras
individualizadas e/ou “pool” de amostras. A Figura 4 apresenta imagens alusivas ao

processamento.
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Figura 4 — Imagens fotograficas alusivas ao processamento das amostras (capsula anterior

da lente) obtidas a partir de capsulorrexe curvolinear na facoemulsificagéo de caes
portadores de catarata. Etapas de extragdo do RNA utilizando o kit de extracdo
mirVANA miRNA Isolation kit (Life Technologies), seguindo as instru¢cdes do
fabricante. (A) limpeza de todo material e bancada da capela de fluxo; (B) manobra
de embebicdo da amostra com o tampao de lise; (C) amostra embebida pelo
tampdo de lise. Notar a capsula colhida impregnada pelo azul de tripano; (D)
pipetagem de 50ul de miRNA homogenato (reagente do kit de extracéo); (E)
Homogeneizacéo da amostra diluida em tampéo de lise no homogeneizador; (F)
amostra sendo submetida a mistura em vortex por 60 segundos, em meio a 500l
de fenol cloroférmio; (G) mistura composta de sobrenadante diluido em 1,25
volumes de etanol do valor em pl do sobrenadante; (H) amostras acondicionadas
na centrifuga; (I) preparo para centrifugagéo do filtro da coluna para obteng&o do
RNA extraido em suspensdo ao meio de lavagem “wash 2/3”; (J) amostra eluida
em H20 ultra-pura e preparada para leitura no NanoDrop®; (K) pipetagem de 1l
do composto de extracdo no leitor do NanoDrop® (espectofotometria) (L) imagem
do NanoDrop®.
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3.4 Analise transcriptomica (miRNAS)
Para andlise transcriptdmica, utilizou-se os GeneChip™ mirna 4.1 Array Strip
(Affymetrix®) (Figura 5) seguindo as orientagdes de protocolo do fabricante. Este

ensaio permite a andlise global do transcriptoma da espécie canina.

W affymetrix  Package Znsert

Affymetnx® miRNA Array Strips

.

l GaneCnp ™ miiNA 41 Array Stig
S4T0504400383042121573

Figura 5 — Imagem representativa do strip GeneChip™ miRNA 4.1 Array Strip  (Affymetrix®)

utilizado para analise global de microRNAs.

Apéds descongelamento das amostras de cada grupo constituidas em pool, elas
foram identificadas, hibridizadas, e escaneadas no equipamento GeneAtlas
(Affymetrix®). Ap6s normalizacdo dos resultados com o programa Expression Console
(Affymetrix®), o programa Transcriptome Analysis Console (TAC) (Affymetrix®) foi
utilizado para a analise da expresséao diferencial dos miRNAs, cuja andlise estatistica
empregada foi o teste ANOVA com correcdo do p-valor por Benjamini-Hochberg -
FDR, para andlises multiplas.

Em seguida, os dados foram incluidos no programa Kyoto Encyclopedia of
genes and genomes (KEGG), Wikipathway e TargetScan para andlise ontoldgica e

enriguecimento de vias biologicas.
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3.4.1 Andlise estatistica dos resultados da expressao global de miRNAs

Os dados experimentais de validacdo foram analisados usando o “Least
Squares Analysis of Variance” - General Linear Model Procedures do SAS (Cary, NC),
seguido de andlise post-hoc de médias (Bonferroni, Duncan e Tukey). As variaveis
dependentes e independentes foram estabelecidas de acordo com o delineamento
experimental especifico. Os modelos estatisticos usados para 0s experimentos
continham os efeitos principais e todas as possiveis comparag¢des: 1) controle X

imatura; 2) controle X madura; e 3) imatura X madura.
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4 RESULTADOS

Em estudo piloto e considerando os dados literarios, intentou-se realizar a
extracdo de RNA individualmente e em pool, a fim de comparacdo quanto aos
resultados obtidos. Desta forma, observou-se que, a partir de amostras individuais, a
guantidade de RNA extraido era insuficiente para as analises propostas ha pesquisa,
uma vez gue a fabricante do kit de extracado recomenda que as amostras contenham,
no minimo, um total de 130ng de RNA total. Portanto, optou-se em agrupar as
amostras em pools de cinco fragmentos de cada tipo de catarata, bem como as
amostras controles. Os resultados da quantidade de RNA extraido no estudo piloto

sao apresentados no Quadro 1.

Quadro 1 — Dados referentes as amostras colhidas para o estudo e processadas para
extracdo de RNA de forma individual e em pool de dois grupos (imatura, madura

e controle).
(continua)
Amostra | RG/HV Nome ldade Raca Tipo de oD OE Quantitativo
Catarata de RNA
extraido
Amostras processadas individualmente
1 48648 Zaira 8 anos Chow- Madura - X 6,9 ng/ul
Chow
2 48493 Mel 6 anos Poodle Madura X - 2,3 ng/ul
3 49383 Wendy | 7 anos llhasa Madura - X 22,0 ng/ul
Apso
4 53793 Didi 6 anos Poodle Imatura X - 2,6 ng/pl
6 47191 Bebé 8 anos | Pinscher | Controle X - 27,0 ng/ul
“Pool” processadas em amostras

7 49383 Didi 6 anos Poodle Imatura X -

58812 Radija 6 anos Schitzu Imatura X -

59455 Romeu 6 anos Buldog Imatura X -

Francés 23,2 ng/ul

10 49132 Jhuly 6 anos Poodle Imatura - X (pool)
11 45955 Raulf 7 anos Poodle Imatura - X
12 51879 Morena | 8 anos | Labrador | Controle X -
13 51879 Morena | 8 anos | Labrador | Controle - X
14 - - 7 anos | Labrador | Controle X - 72,9 ng/ul
15 - - 7 anos | Labrador | Controle - X (pool)
16 52345 Pantera | 6 anos SRD Controle X -




42

Quadro 1 — Dados referentes as amostras colhidas para o estudo e processadas para
extracdo de RNA de forma individual e em pool de dois grupos (imatura, madura

e controle).
(concluséo)
17 53788 Nick 6 anos SRD Madura X -
18 59888 Marlon 7 anos Poodle Madura X -
19 45666 Pituca 8 anos Poodle Madura - X 59,7 ng/ul
20 58765 | Lindeza | 6 anos | YorkShire | Madura X - (pool)
21 56785 Thor 6 anos Poodle Madura X -

Observa-se que das amostras processadas individualmente (#1 a #6), a
guantidade de RNA extraido foi inferior a quantidade extraida em “pool”. A obtencdo
de quantidades infimas de RNA, que sejam processaveis em estudo desta natureza,
pode ser justificada primeiramente, porque as células epiteliais da lente, que estédo
dispostas na face posterior da capsula anterior, em um tapete Unico, constituam um
arsenal celular pequeno, sendo razoavel inferir que, extrair DNA e RNA destas células
se constitua em um desafio. Outro fato relevante € que no processo cataratogénico
h&a perda destas células com a evolucdo da catarata por apoptose, além do fato de
gue elas possam migrar para a capsula posterior. Adjutoriamente, estas células
podem ter seu fendtipo alterado, que pode ser mediado por alteragbes no material
genético (ZACHARY, 2017). Sendo assim, optou-se em conduzir 0 processamento
das amostras sob a forma de “pools” de cinco amostras em cada grupo, conforme
realizaram Wu et al. (2012) que reportaram pelo mesmo problema ao tentarem extrair
RNA das células epiteliais da lente de pacientes humanos.

Ressaltamos que o processamento das amostras em pool foi conduzido em
triplicata para cada grupo, com intencdo de minimizar possiveis variagcdes causadas
pela agregacdo de amostras individuais. Informamos que os resultados obtidos no
estudo piloto de extracdo, as amostras #7 a #11 (imatura), #12 a #16 (controle) e # 17
a#21 (madura) (Tabela 1) foram aproveitadas para compor com as demais amostras

colhidas. A Tabela 1 apresenta a quantidade de RNA extraido em cada um dos pools.
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Tabela 1 — Concentragdo (ng/ul) e Volume (ul) de RNA extraidos nos pools, a partir de
fragmentos oriundos da capsulorrexe da cirurgia de facoemulsificagdo de cées

portadores de catarata imatura, madura e lentes normais.

Grupo Nimero de Amostras em cada Concentracdo de RNA  Volume
pool (ng/pl) (1)
Controle 1 5 72,9 29,0
Pool Controle 2 3 393,0 14,0
Controle Controle 3 3 161,3 14,0
Imatura 1 5 23,2 29,0
Pool Imatura 2 5 13,1 14,0
Imatura Imatura 3 5 16,7 27,0
Madura 1 5 228,8 14,0
Pool Madura 2 5 59,7 14,0
Madura Madura 3 5 22,6 14,0

A expressao de miRNA em lentes transparentes (controle), cataratas imaturas
e maduras foi inicialmente determinada por trés ensaios de microarrays separados,
cujos resultados apontaram nao haver miRNAs diferencialmente expressos, ao se
comparar 0s grupos controle e madura e os grupos imatura e madura. Porém, ao se
comparar 0s grupos imatura e controle, foram identificados dois mIRNAS caninos
diferencialmente expressos e sdo eles: 1) cfa-miR-1307 e 2) cfa-miR-450b por
estarem infra-regulados no grupo imatura, ou seja, menos expressos. Isto permite
inferir que os mesmos estejam envolvidos como agentes nas fases iniciais do
desenvolvimento da catarata no céo.

A média de expressao do cfa-miR-1307 no grupo imatura foi de 1,42 + 0,18 e,
no grupo controle de 2,6 + 0,32 (P=0,0016 e fold change = -2,26); a média de
expressao do cfa-miR-450b no grupo imatura foi de 1,19 + 0,89 e, no grupo controle:
3,54 £ 0,28 (P=0,0097 e fold change =-5,11). A Tabela 2 apresenta a média e desvio-
padréo, fold change e o valor de P da expressdo de miRNAs infra-regulados, na

comparacao dos grupos imatura e controle.
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Tabela 2- Média e desvio-padrao, fold change e valor de P da expressdo de miRNAs infra-

regulados, quando comparados entre 0s grupos imatura e controle.

Média e desvio-padréo do

_ Homologo Fold
miRNA grupo (log?2) P-valor
humano Change
Imatura Controle
cfa-miR-1307 | hsa-miR-1307-3p 1,42+0,18 | 2,60+0,32 -2,26 0,0016
cfa-miR-450b | hsa-miR-450b-5p 1,19+0,89 | 3,54+0,28 -5,11 0,0097

A Figura 6 mostra, graficamente, a confirmagdo dos miRNAs expressos em

caes portadores de catarata imatura e a inexisténcia de expressao diferencial entre os

grupos catarata madura e controle e catarata imatura e madura. A Figura 5, representa

o nivel de expressdo dos miRNAs identificados no grupo catarata imatura e grupo

controle e a Figura 7, representando separadamente o nivel de expressdo dos

mMiRNAs dos 3 pools entre o grupo catarata imatura e grupo controle.

cfa-miR-1307

cfa-miR- 450b

Poval vs Fold Onange



P-val vs Falt Dvange

Fold Change

Pounl va Fold Ovange

om  m §

Figura 6 - Grafico de Volcano (valor de P x fold change) da expressédo dos miRNAs quando

comparados entre os grupos. A) Os dois pontos verdes representam

graficamente os miRNAs infra-regulados, sendo: cfa-miR-1307 (P=0,0016 e fold
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change = -2,26) e cfa-miR-450b (P=0,0097 e fold change =-5,11) (setas) no
grupo imatura em comparacdo ao grupo controle; B) observa-se que ndo ha
diferenca de expressdo de miRNA entre os grupos controle e madura; C)

observa-se que néo ha expressao de miRNA entre os grupos imatura e madura.
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Figura 7 - A) Nivel de expressdo do cfa-miR-1307 nos 3 pools do grupo imatura em
comparacédo ao controle; B) Nivel de expressao do cfa-miR-450b dos 3 pools

do grupo imatura X grupo controle.
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Apos consulta junto as bases de dados gendmicos (miRBase), verificou-se que
0s miRNAs cfa-miR-1307 e cfa-miR-450b n&o estdo descritos e nem correlacionados
com a catarata no céo, bem como nenhum outro miRNA para esta doencga, o que nos
permite inferir de que se trata da primeira descricdo de miRNAs envolvidos na catarata
no cdo. No entanto, ao se realizar o estudo de homologia com a espécie humana, foi
possivel identificar possiveis funcdes e vias metabdlicas envolvidas na doenca, dada
a alta conservacao do genoma entre as espécies (Figura 8). Os ortélogos humanos
encontrados nesta base foram: hsa-miR-1307-3p e o0 hsa-miR-450b-5p,
correspondendo aos cfa-miR-1307 e cfa-miR-450b, respectivamente. Ambos miRNAs
apresentam sequéncia de nucleotideos idénticas ao seus ortologos, que foram obtidas

na base de dados online miRBase (http://www.mirbase.org/), e alinhadas no programa

online MUSCLE 3.8 (https://www.ebi.ac.uk/Tools/mas/muscle/). Por serem ortélogos

idénticos, a predicdo dos miRNAs encontrados no céo, pode ser realizada com base
nos dados descritos no homem (hsa-miR-1307-3p e o0 hsa-miR-450b-5p), cuja lista de

genes-alvos foi obtida no TargetSacn (http://www.targetscan.org/vert _72/) .

Apés conclusdo da andlise, verificou-se a apresentacdo de 1.695 genes alvos
para o hsa-miR-1307-3p, e 5.416 genes alvo para o hsa-miR-450b-5p.

CLUSTAL multiple sequence alignment by MUSCLE (3.8)

hsa-miR-1307-3p ACUCGGCGUGGCGUCGRUCGUG
cfa-miR-1307 ACUCGGCRUGGLRUCGGULRUG A

CLUSTAL multiple sequence alignment by MUSCLE (3.8)

hsa-miR-450b-5p UUUUGCAAUAUGUUCCUGAAUA
c¢fa-miR-450b UUUUGCAAUAUGUUCCUGAAL - B

Figura 8 — Alinhamento entre os miRNAs caninos e seus respectivos homélogos humanos
utilizando o programa online MUSCLE: A) cfa-miR-1307 e hsa-miR-1307-3p; B)


http://www.mirbase.org/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
http://www.targetscan.org/vert_72/
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cfa-miR-450b e hsa-miR-450b-5p. Nota: Observar a homologia idéntica na

sequéncia de nucleotideos.

A analise comparativa de expressdo de miRNAs entre os grupos estudados,
verificou-se um padrao diferencial de expressédo dos miRNAs infra-regulados no grupo
catarata imatura em comparacdo ao grupo controle. A Figura 9 mostra o Heat map

amplificado dos padrdes de expressao derivados do microarrays.
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Figura 9 — Heat map amplificado do miRNAs diferencialemente expressos na andlise de
microarranjo do grupo catarata imatura e controle. Os autores realizaram trés
ensaios de microarrays separados para cada grupo. O valor de expresséo relativa
€ demonstrado através do gradiente de cor de vermelho a verde onde, vermelho
indica maior nivel de expresséao e a cor verde, menor nivel de expressao de miRNA.

As diferencas de dobra correspondem ao sombreamento de cor.

Quanto a predicdo de possiveis genes alvo envolvidos na catarata em céaes,
observou-se que os dois miRNAs identificados por ortologia humana na catarata
imatura podem regular milhares de genes alvo, segundo as plataformas de
enriguecimento de vias bioldgicas (TargetScan, KEGG e WikiPathways). No entanto,

optou-se em analisar aquelas que possivelmente estivessem correlacionadas as vias
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de sinal para o crescimento celular, apoptose, proliferagao celular ou a regulacéo do

ciclo celular.
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5 DISCUSSAO

Os estudos sobre miRNAs emergiram, recentemente, como uma classe
importante na regulacdo de genes. Embora os miRNAs tenham sido identificados em
muitos tipos de tecidos e 6rgaos de mamiferos, incluindo os olhos, o seu transcriptoma
em lentes caninas permanece desconhecido. Este artigo é a primeira descricdo da
identificacdo de miRNA no epitélio central da cipsula anterior de lentes transparentes
e cataratas imatura e madura em cées. No presente estudo, os perfis de expressao
de miRNA em lentes caninas foram identificados através do uso de microarrays que
detectaram dois miRNAs (cfa-miR-1307 e cfa-miR-450b) diferencialmente expressos
em amostras de pools provenientes do epitélio central de lentes com catarata imatura
em comparacao de lentes normais, considerando um fold change de 2,0.

Estudos demonstram que miRNas supra-regulados ou infra-regulados estao
envolvidos em uma extensa variedade de neoplasias, tais como cancer de pulméo,
figado, mama, cancer gastrico, esofagico, linfomas entre outros. Mais da metade dos
genes desses miRNAs se localizam em regies do genoma relacionadas a processos
neoplasicos ou de instabilidade (DAI et. Al, 2017; HE et. Al, 2019; PACZKOWSKA et.
Al, 2021).

Zheng et. al. (2019), relataram que a expressdo de miR-1307-3p (ortélogo
humano idéntico ao encontrado nos cédes) em pacientes portadores de cancer de
coélon estéa relacionada ao tamanho do tumor e o grau de invasao, no entanto, ndo ha
correlacdo significativa quanto a outras variaveis. A taxa de sobrevivéncia em
pacientes que apresentaram elevada expressdao de miR-1307-3p era maior quando
comparada em pacientes com baixa expressao. O estudo proposto pelos autores
avaliou também que, in vitro, a expresséo elevada do miR-1307-3p esta relacionada
a reducdo ou inviabilidade das células quando comparado a outro grupo que recebeu
o inibidor de miR-1307-3p. Portanto, o experimento demonstrou que a habilidade de
formacdo de coldnias das células que receberam o miR-1307-3p era reduzida, ao
passo que o grupo que foi transfectado com o inibidor, apresentou maior formacéo de
colbnias celulares. Assim, demonstraram claramente o efeito inibitério de proliferacao
e de inviabilidade celular na presenca do miR-1307-3p. O mesmo pode ocorrer quanto
a apoptose, também descrita neste trabalho. Através de andlise por citometria de

fluxo, os pesquisadores também concluiram que havia participagdo do miRNA
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estudado na via da apoptose, correlacionando sua elevada expressdo a uma maior
taxa de apoptose das células neoplasicas. Possivelmente, o miRNA cfa-miR-1307
identificado nas cataratas imaturas possam estar regulando os genes que atuem no
processo de viabilidade das células epiteliais da lente, visto que no grupo catarata
madura este miRNA néo esteve expresso diferencialmente.

Outro ponto a se destacar e que ja foi descrito, trata-se da apoptose que é um
mecanismo vital envolvido no controle do desenvolvimento embrionario, homeostasia
celular, defesa contra agentes quimicos, fisicos ou biol6gicos e no envelhecimento.
Estudos revelaram que doengas oculares estdo associadas ao processo apoptotico
tais como: glaucoma, retinite pigmentar, retinoblastoma, processos isquémicos
retinianos, retinopatia diabética e catarata (LEE et.al., 2002). Inegavelmente, pode-se
inferir que a apoptose das células epiteliais da lente ocorre a medida que a catarata
evolui havendo, assim, perda de células epiteliais, com consequente influxo
desordenado de agua e nutrientes na lente, tornando-a mais opacificada. Portanto,
nos parece evidente que a baixa expressao do miRNA cfa-miR-1307 canino na
catarata imatura esteja correlacionada a apoptose das células epiteliais da lente,
tendo em vista que se trata de uma doencga progressiva.

Com base no dado literario de que o hsaOmiR-1307-3p apresentou associa¢céo
a apoptose e participacdo no ciclo celular, objetivou-se correlacionar por meio de
Western Blot a relacéo da elevada expresséo de miR-1307-3p associada a expressao
de p53 e ciclina D1 (proteinas com funcédo direta na apoptose) e niveis reduzidos de
ki67 (proteina atribuida a proliferacdo celular) descritas por Zheng et. al. (2019); o
mesmo possa também ocorrer nas cataratas imaturas. Porém, avaliar genes e
proteinas isoladamente por outras técnicas moleculares mais precisas nao foi objeto
deste estudo. Mas, tais dados do transcrito humano, sugerem evidéncias sobre a
relacéo do cfa-miR-1307 (canino) com o estimulo a apoptose e inibicao da proliferagdo
celular.

A hipo6tese de que miRNAs possuem papel ativo e crucial como condutores ou
silenciadores de genes relacionados a processos de iniciacdo e progressao
neoplasica € cada vez mais evidente. O miRNA has-miR-1307-3p (ortdlogo humano
encontrado em nosso estudo) ja foi identificado em neoplasias mamarias,
gastrointestinais e hepaticas. Chen et. al (2019), demonstraram em seus estudos a
participacdo deste miRNA no processo de crescimento e metastase em carcinomas

hepaticos, promovendo maior proliferacdo celular, migracédo e invasao quando sua
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expressao esta elevada. O resultado sugere que hsa-miR-1307-3p infra-regulado
pode realizar um papel inverso, inibindo o crescimento celular, por exemplo. Desta
forma, adotando uma acéo distinta ao observado por Zheng et al. (2019), cuja acéo
ocorre na mesma via, porém exercendo uma regulacdo negativa dos transcritos.

Yang et. al (2018), identificaram que o hsa-miR-1307-3p inibiu a diferenciacao
condrogénica de células tronco. Tais achados, demonstram com mais clareza
possiveis mecanismos moleculares envolvidos na acgéo inibitoria do ciclo celular e
diferenciacdo das células através da acdo deste miRNA. No referido estudo, a via de
sinalizagdo BMPR2-Smad foi marcada pelo miRNA hsa-miR-1307-3p. A presenca de
uma correlacédo negativa entre a expressao elevada do hsa-miR-1307-3p e a reducéo
da expressdo de BMPR2 (recepetor transmembranico com funcdo conhecida em
diferenciacao de células tronco mesenquimais), comprova que o0 miRNA pode agir de
modos opostos em diferentes linhagens celulares, ora incitando a proliferacéo, ora
inibindo-a. Diante desses resultados é possivel presumir que a expressao down-
regulated do cfa-miR-1307 nas células do epitélio da lente de cdes com catarata
imatura esteja associada a inibicéo do crescimento e proliferacéo celulares, haja vista
gue, a evolucao da catarata se constitui em perda de células epiteliais e substituicdo
por miofibroblastos subcapsulares (SAIKA, 2009).

Neste estudo observou-se, também, a baixa expressao do cfa-miR-450b em
amostras em pool de cataratas imaturas, que nao foi descrito em doencas em céaes.
O homoélogo humano, segundo a base de dados MiRBase, é o hsa-450b-5p que foi
descrito como upregulated no sangue de pacientes portadores de tumor de pulméo
(HE et. al., 2019) e diferencialmente expressos em células mononucleares sanguineas
de pacientes com vitiligo (ZHANG et. al., 2021), sendo correlacionado ao ciclo celular
e apoptose. Com analise de enriquecimento de vias, foi possivel estabelecer uma
relagé@o entre esse e outros miRNAs identificados como supra ou infraregulado, com
a expressao de RNAm, cujas fun¢des estdo relacionadas as vias de TGF-beta, mTOR,
adeséo focal e via de sinalizacado PI3K-AKT. Essas mesmas vias possuem um papel
importante na protecao, manutencéo, sobrevivéncia e danos ao DNA, fatores também
associados ao desenvolvimento da catarata em cdes (OTONELLO et. al, 2000).
Assim, intui-se que, provavelmente, o miRNA identificado também esteja regulando
as vias de acao do TGF-beta.

A participacao do TGF-beta na inducdo da apoptose € muito bem estabelecida,

mesmo em células do epitélio da lente humana. Em experimento in vitro, foi possivel
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observar que células epiteliais obtidas a partir da lente humana receberam tratamento
com TGF-beta e foram induzidas ao processo de apoptose, apresentando reducédo da
expressdo de Bcl-2, uma proteina antiapoptética (LEE et al., 2002). Infere-se,
portanto, que 0 mesmo possa ocorrer em cataratas imaturas de caes, pois houve baixa
expressdo do cfa-miR-450b, cujo miRNA homélogo humano estd correlacionado a
genes envolvidos na expressdo do TGF-beta. Partindo destas assertivas é possivel
predizer que alteracdes na expressao de miRNAs relacionados as vias supracitadas
podem desencadear uma série de fatores causadores de danos teciduais, como
estresse oxidativo, considerado um dos principais fatores de danos as células do
epitélio da lente em cataratas, conforme demonstrado por Otonello et. al. (2000) em
estudo anterior na espécie canina.

Além do papel crucial no processo de apoptose associado ao TGF-beta em
células epiteliais da lente com catarata, inimeras evidéncias tém surgido indicando
gue haja uma segunda funcéo atribuida as proteinas da familia do TGF-beta: a
habilidade de inducéo de transicao epitélio-mesenquimal. (LEE et. Al, 2002). Estudos
realizados com explantes ou lentes inteiras demonstraram que o TGF-beta induz a
alteracdes morfologicas, como formacdo de células fusiformes, irregularidade na
superficie capsular e deposicdo de matriz extracelular, bem como a expressao de
colageno tipo | e lll, laminina, alfa-actina de musculo liso, fibronectina e tenascina,
elementos caracteristicos da formagéo de catarata subcapsular (LEE et. al., 2002),
gue é exatamente o observado em cataratas em caes, principalmente nas maduras
(COLITZ et al., 2000). Como foi revelada a expressao do cfa-miR-450b em cataratas
imaduras, pode-se predizer que em estagios mais iniciais do processo cataratogénico,
haja interacdo deste miRNA com a expressao de TGF-beta, que leva a ocorréncia das
alteracOes descritas devendo, portanto, ser considerada na patogénese da catarata
em caes (LEE et. al., 2002). Adjutoriamente, o TGF possui ampla atuagdo promotoria
ou inibitéria em diversos tecidos, no entanto, in vitro apresenta reducdo da proliferacao
de células do epitélio da lente de bovinos (DE IONGH et al, 2005), conforme nos
presumimos ocorrer em cdaes, frente aos dados do microarranjo. Em situacéo
patologica, a desregulacdo dos niveis de TGF no humor aquoso esta intimamente
associada a diferenciacdo das células do epitélio em células fibroblasticas ou
miofibroblasticas, envolvidas no processo de transicao epitélio-mesenquimal presente
na catarata. (DE IONGH et. al., 2005).
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Caes portadores de catarata diabética possuem elevado nivel sérico de TGF-
beta 1, que esta intimamente associado a diversos processos de fibroplasia em outros
orgaos, o que deve ser considerado como alvo futuro de investigacédo. A literatura
demonstra a associacdo do TGF-beta-1 em humanos com catarata diabética, bem
como em caes (NEUMANN et. al. ,2017). O estudo néo identificou a expressao da
proteina em todos os casos devido ao fato de que a deposicdo de matriz colagena
seja o ultimo estagio da doenca culminando a uma menor expressdo de fatores,
permitindo concluir que o0 mesmo ocorra em cdes ndo diabéticos e portadores de
catarata madura, ja que ndo houve a expressao diferencial de miRNAs, principalmente
o cfa-MiR-1307 e cfa-miR-450.

Ainda correlacionados ao homoélogo humano (hsa-miR-450b-5p) e sua
interacdo com a expressao TGF-beta, destaca-se o Smad3, proteina intracelular
sinalizadora para o TGF-beta. Smad3 media a proliferacdo de tecido fibroso, cujo
indice de apoptose aumenta na sua auséncia, sugerindo assim, o papel central do
TGF-beta como mediador da via de sinalizacdo do Smad (de IONGH et. al., 2005).
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados deste estudo e nas condi¢gdes aqui adotadas,
concluiu-se pela identificagdo inédita de dois miRNA diferencialmente expressos nas
cataratas imaturas em cdes em comparacdo a lentes transparentes; os mMiRNAs
diferencialmente expressos foram o cfa-miR-1307 e cfa-miR-450b, infraregulados,
gue, provavelmente, participam do processo de apoptose das células epiteliais da
lente e inibicdo da proliferacdo celular. Presume-se, ainda, que o cfa-miR-450b,
também atue nas vias do TGF-beta, correlacionado a inducédo das células epiteliais
da lente a sofrerem alteracdes morfolégicas, com transformacao das mesmas em
células fusiformes, justificando, por vezes, a ocorréncia de irregularidade na superficie
capsular e deposi¢cao de matriz extracelular.

Essa expresséao alterada oferece vias para novas pesquisas sobre a funcao dos
mMiRNAs com estudos de microtranscriptoma, criando assim, inGmeras possibilidades
de novos estudos a despeito de possiveis vias biolégicas envolvidas na catarata no
cédo, bem como a identificagdo de pontos-chaves para novas condutas terapéuticas

frente aos avancos promissores no campo da terapia génica.
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