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Diversas neuropatias que impactam a visdo, como o0 glaucoma, afetam as
células ganglionares da retina (RGCs) e seus axdnios e podem levar a um
quadro de cegueira irreversivel. As intervenc¢des disponiveis para o glaucoma
utilizam-se de farmacos para o controle da presséao intraocular, no entanto, este
tratamento retarda a progressdo da doenga, mas ndo promove a reversao da
perda visual.

Uma das vertentes do nosso grupo visa estabelecer protocolos para geracao
de novo de RGCs como uma futura estratégia regenerativa para as RGCs.
Para isso, temos como alvo o0s progenitores tardios que compartilham
propriedades com a glia de Miuller, considerada como uma fonte enddgena
regenerativa da retina adulta. Dados prévios do grupo mostraram que a
superexpressdo de Klf4 em progenitores tardios, realizada pela técnica de



eletroporacgédo in vivo, leva apés 39 h a ativacdo de um programa molecular de
geracdo de RGCs, fora da sua janela temporal, e ap6s 10 dias as RGCs
induzidas (IRGCs) apresentam ndo sO caracteristicas morfolégicas, como
adquirem a identidade celular definida por meio da detecgdo de marcadores
especificos deste tipo celular, como RBPMS. No entanto, foi observado que as
IRGCs nao estendem seus axbnios a longas distancias, o que pode ser
consequéncia do efeito inibitério de Klf4 no processo de axonogénese, ja
descrito na literatura, ou pela auséncia de fatores criticos para diferenciacédo
terminal de RGCs, como Pou4f2/Brn3b. Dessa forma, testamos com as
mesmas abordagens experimentais, se a co-expresséo de Klf4 e Brn3b assim
como Brn3b sozinho geravam células ganglionares de forma mais eficiente que
KIf4 sozinho. No entanto nossos dados mostraram que a co-expressdo de
KIf4+Brn3b foi muito menos eficiente que Klf4. Estes resultados nos levaram a
propor que a expressao transitoria, e ndo continua de Klf4, pode ser critica
para a geracdo de iIRGCs. Além disso, apesar da superexpressao de Brn3b
sozinho gerar um pequeno numero de iIRGCs, estas projetam seus axonios a
longas distancias, ultrapassando o quiasma éptico.

Em funcéo disso, desenhamos novas estratégias para a geragéo de iRGCs que
envolvem a superexpressao transitoria de Klf4 pelo método de eletroporacéo in
vivo e recombinacédo induzida pela ativagcdo de Cre recombinase dependente
de tamoxifeno, a fim de evitar esse possivel efeito inibitério de Klf4 da
diferenciacdo e axonogénese das iIRGCs. Também testaremos a combinacdo
da expressao transitéria de KlIf4 e expressdo sequencial de Brn3b. Estas
estratégias serdo debatidas neste trabalho e aplicadas aos progenitores tardios
para, desta forma, verificarmos se constituem abordagens eficientes para se
obter um nimero expressivo de iIRGCs, assim como se estas células geradas
apresentam fenoétipos caracteristicos destes neurdnios de projecdo maduros.



