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RESUMO

Danos ao sistema nervoso central (SNC) de mamiferos adultos, sejam eles causados por
doengas neurodegenerativas ou por lesdes mecanicas traumaticas, resultam em déficits
neuroldgicos irreparaveis aos pacientes, principalmente devido a baixa capacidade regenerativa
dos neuronios. Essa incapacidade regenerativa se deve em parte ao ambiente inibitdrio gerado
apods as lesdes e por fatores intrinsecos aos neuronios, no qual programas de expressdo génica
anti-regenerativos sdo ativados em detrimento da expressdo de genes pro-regenerativos.
Portanto, estudar moléculas que controlam a expressao génica, como os microRNAs (miRNA),
pode ser importante para o desenvolvimento de novas terapias regenerativas para distirbios
neurodegenerativos, baseadas em terapia génica. Um interessante miRNA alvo é o miR-26a,
que ja foi mostrado regular o crescimento de neuritos no SNC e a regenerac¢ao axonal no sistema
nervoso periférico. No entanto, o papel do miR-26a na regeneragdo de neurdnios do SNC ainda
ndo ¢ muito bem conhecida. Neste trabalho propde-se a aplicacdo de terapia genética mediada
pela superexpressdao do miR-26a conduzida por vetores de virus adeno-associados (AAV) em
neurdnios corticais in vitro. Para isso, foi desenvolvido um vetor de AAV superexpressando o
miR-26a (AAV.miR-26a) e a proteina fluorescente EGFP. Como controle foi desenvolvido um
vetor expressando apenas EGFP (AAV.CTRL). Para validar a eficiéncia da terapia gé€nica
proposta foram usadas culturas primarias de neurénios corticais embrionarios de ratos Wistar,
através de transducao com vetores AAV.CTRL e AAV.miR-26a. De inicio, testou-se a eficiéncia
de transducao desses vetores e se apresentariam citotoxicidade aos neurdnios, sendo constada
uma eficiéncia de transducao proxima de 90%, sem desencadear citotoxicidade celular
diferencial entre eles. Em seguida, realizou-se as andlises de crescimento e arborizagdo de
neuritos (dendritos e axdnios coletivamente), ndo sendo encontradas diferengas estatisticamente
significativas, em ambos os experimentos, entre os neuronios transduzidos com os vetores
AAV.CTRL e AAV.miR-26a. As proximas andlises consistiram em avaliar o potencial do
AAV.miR-26a em promover a regeneragdo de neuritos nos neurdnios corticais apos lesdo do
tipo scratch, sendo observado um aumento estatisticamente significativo da regeneragao
neuritica. Por fim, na tentativa de avaliar os possiveis mecanismos pelos quais 0 miR-26a
promove regeneracao de neuritos, foi realizada uma andlise de bioinformatica para identificar
quais seriam os mRNAs alvos do miR-26a. Para tanto, empregou-se a plataforma miRWalk
utilizando o algoritmo TargetScan e foi encontrado um total 242 mRNAs alvos para o miR-26a,
sendo que 164 ndo tinham sido validados e 78 ja validados. Dentre eles foram encontrados
mRNAs de genes envolvidos com regeneracdo de neuritos. A partir desses resultados fica
indicado uma possivel utilizacdo do miR-26a como uma estratégia regenerativa promissora de
neurdnios do SNC. No entanto, experimentos adicionais sdo necessarios para confirmar o efeito
regenerativos do miR-26a e sua efici€ncia em terapias génicas regenerativas para o SNC.

Palavras-chave: Sistema nervoso central; terapia génica; MicroRNA-26a; vetor de virus
adeno-associado; regeneragdo neuritica.



ABSTRACT

Damage to the central nervous system (CNS) of adult mammals, whether caused by
neurodegenerative diseases or traumatic mechanical injuries, results in irreparable neurological
deficits to patients due to the low regenerative capacity of neurons. This regenerative incapacity
is due, in part, to the inhibitory environment generated after injuries and by intrinsic factors of
neurons, in which anti-regenerative gene expression programs are activated to the detriment of
the expression of pro-regenerative genes. Therefore, studying molecules that control gene
expression, such as microRNAs (miRNA), may be important for the development of new
regenerative therapies for neurodegenerative disorders, based on gene therapy. An interesting
miRNA target is miR-26a, which has been shown to regulate neurite outgrowth in the CNS and
axonal regeneration in the peripheral nervous system. However, the role of miR-26a in the
regeneration of CNS neurons is still not well understood. This work proposes the application of
gene therapy mediated by overexpression of miR-26a carried by adeno-associated virus (AAV)
vectors in cortical neurons in vitro. For this purpose, an AAV vector overexpressing miR-26a
(AAV.miR-26a) and the fluorescent protein EGFP was developed. As a control, a vector
expressing only EGFP (AAV.CTRL) was developed. To validate the efficiency of the proposed
gene therapy primary cortical neurons cultures from embryonic Wistar rats were used, through
transduction with AAV.CTRL and AAV.miR-26a viral vectors. Initially, the transduction
efficiency of these vectors was tested and whether they would present cytotoxicity to neurons,
and was found a transduction efficiency of approximately 90%, without triggering cellular
cytotoxicity. Then, analyses of neurite (dendrites and axons collectively) outgrowth and
arborization were performed and no statistically significant differences were found in either
experiment between neurons transduced with the AAV.CTRL and AAV.miR-26a vectors. The
next analyses consisted of evaluating the potential of AAV.miR26a to promote neurite
regeneration of cortical neurons after scratch lesion, and was found a statistically significant
increase in neurite regeneration. Finally, in an attempt to evaluate the possible mechanisms by
which miR-26a promotes neurite regeneration, a bioinformatics analysis was performed to
identify which are the mRNA targets of miR-26a. For this purpose, the miRWalk platform was
used using the TargetScan algorithm was found a total of 242 mRNA targets of miR26a, of
which 164 were not validated and 78 were validated. Among them, mRNAs of genes involved
in neurite regeneration were found. These results indicate the possible use of miR-26a as a
promising regenerative strategy for CNS neurons. However, additional experiments are needed
to confirm the regenerative effect of miR-26a and its efficacy in regenerative gene therapies for
the CNS.

Keywords: Central nervous system; gene therapy; MicroRNA-26a; adeno-associated viral
vector; neurite regeneration.
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1 INTRODUCAO

1.1 Neurodegeneracdo

A neurodegeneragdo ¢ caracterizada pela perda neuronal progressiva em regides
especificas do sistema nervoso, resultando em danos e disfungdes neurologicas, em geral,
irreversiveis. A neurodegeneracao pode ser causada por doengas neurodegenerativas cronicas e
por lesdes traumaticas que acometem o sistema nervoso, incluindo o sistema nervoso central
(SNC) (KESIDOU et al., 2023; BALASA et al., 2020; PENA-BAUTISTA et al., 2020). Os
distirbios neurodegenerativos sao muitas vezes progressivos, devastadores e incuraveis, e estao
se tornando cada vez mais prevalentes nas populagdes idosas.

As doengas neurodegenerativas cronicas sdao patologias que afetam subpopulacdes de
neurdnios ¢ tem como caracteristicas a disfuncdo neuronal, degeneragdo axonal e perda
neuronal progressiva, resultando no declinio das fungdes neurolégicas, sendo a idade o fator de
risco mais proeminente para o desenvolvimento dessas doencas (HOU et al., 2019; KRITSILIS
et al., 2018). As doengas neurodegenerativas mais estudadas sdo as doencas de Alzheimer,
Parkinson e Huntington e a esclerose lateral amiotrofica. A partir de tais estudos, muitos
processos celulares tém sido implicados na patologia dessas doengas, incluindo a formagao de
agregados proteicos, desequilibrio da autofagia, estresse oxidativo, disfungdes mitocondriais,
desregulagdo de calcio, entre outros (FRICKER et al., 2018; JELLINGER 2001). Embora as
manifestagdes clinicas variem, o resultado é o mesmo: os pacientes ficam incapacitados ao
longo de anos e morrem prematuramente (ZANETTTI et al., 2009).

O processo neurodegenerativo, além de ocorrer em doengas crdnicas, também pode
ocorrer apds lesdes traumaticas no SNC, onde apds um evento mecanico traumatico aos
neurdnios ¢ desencadeada uma série de eventos deletérios no parénquima lesado (AHUJA et
al., 2017). Um importante exemplo de neurodegeneragdo causada por lesdo traumatica ¢ a lesdo
medular. Nesta patologia, os neurdnios ¢ as células gliais que foram diretamente afetados pelo
trauma entram em processo de morte celular, com consequéncias deletérias & morfologia e
fun¢do da medula espinhal (AHUIJA et al, 2017). Apds esse fendmeno primario de morte
celular, uma cascata secundaria de eventos ocorre ampliando o tecido lesionado, caudalmente
e rostralmente. Esses eventos sdo caracterizados por hemorragia, devido aos insultos
acometidos aos vasos sanguineos, edema, morte celular, excitotoxicidade, peroxidag¢do de

lipidios, desmielinizagdo das fibras mielinizadas, ativacdo de apoptose, cavitagdo e formacao
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de cicatriz glial sendo finalizado por um intenso processo inflamatdrio que pode durar meses.
(RAMALHO et al., 2021).

Uma caracteristica comum de distarbios neurodegenerativos, incluindo as doengas
cronicas ¢ as lesdes traumaticas, ¢ que os axdnios sdo afetados precocemente (LINGOR et al.,
2012). Os axdnios sdo particularmente importantes para as redes neuronais e, juntamente com
as sinapses formadas por eles, desempenham um papel central na transmissao de informacgdes.
Portanto, danos em axdnios do SNC, resultam em déficits neuroldgicos severos e irreparaveis
aos individuos (LINGOR et al., 2012). Ap6és um dano axonal, os mesmos entram em um
processo de degeneracdo axonal, um fendmeno no qual os axénios perdem a sua integridade
estrutural, ndo sendo mais capazes de transmitir informagdes para outras células (COLEMAN
& HOKE, 2020).

Um modelo muito utilizado para estudar o processo de degeneragao axonal € o de lesdes
focais em axonios (LINGOR et al., 2012). Durante as primeiras 24 horas apds a lesdo, os cotos
distais e proximais dos axdénios passam por um processo autodestrutivo chamado de
degeneragao axonal aguda, que resulta na fragmentagdo aguda dos axénios em ambos os lados,
com envolvimento do ion célcio, proteases como as calpainas e a autofagia (KNOFERLE et al.,
2010; VAHSEN et al., 2020). Apos este periodo inicial de degeneragdo axonal aguda, o axonio
passa por um periodo de laténcia (24 a 48 horas apds a lesdo) no qual a regido distal do ax6nio
permanece morfologicamente intacta e eletricamente excitavel por um breve periodo seguido
por uma fase de degeneragdo granular abrupta tardia (ap6s 72 horas da lesdo) que resulta em
rapida fragmenta¢do de toda porcdo distal do axonio, chamada de degeneragdo Walleriana
(WANG et al., 2012; ROSELL & NEUKOMM, 2019) (Figura 1). Nesta fase a por¢ao proximal
do axdnio entra em um processo de degeneragdo retrégrada lenta em dire¢do ao corpo celular,
que dependendo do tipo neuronal e do local da lesdo pode se estabilizar ou progredir até o corpo

celular (COLEMAN & HOKE, 2020).
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Figura 1 - Curso temporal da degeneracio axonal.

microglia

astrocytes

Imediatamente apos a lesdo do axonio (5 a 60 min) até por volta de 24 h, os segmentos axonais
proximais (esquerda) e distais (direita) ao local da lesdo exibem degeneragdo aguda de curta
distancia. Este evento € seguido por uma retracdo axonal mais lenta e formagdo de bulbos
axonais nos locais da lesdo (pontas de seta). Nas proximas 24 a 48 horas apos a lesdo, ha um
periodo de laténcia relativa, no qual o segmento distal do axdnio permanece morfoldgica e
eletricamente estavel. Apdés 72 horas da lesdo, ocorre rapida fragmentagdo e degradagdo
completa do segmento distal do axdnio através da degeneragdo Waleriana, seguido por aumento
do influxo glial principalmente de microglia para fagocitar remanescentes axonais (circulos
azuis) e astrocitos para formagao da cicatriz glial. Adaptado de Wang et al., 2012.

E importante salientar que o processo neurodegenerativo causado, tanto por lesdes
traumaticas como por doencas neurodegenerativas, at€¢ o momento, ndo possui terapéutica
eficaz para retardar, interromper ou prevenir. Assim, informagdes sobre os mecanismos
moleculares subjacentes a patogénese dessas doengas sdo fortemente procuradas (AGNELLO
& CIACCIO, 2022). Nas doengas neurodegenerativas cronicas e nas lesdes traumaticas do SNC
embora numerosos sistemas terapéuticos tenham sido testados extensivamente em estudos pré-
clinicos, poucos estdo atualmente em ensaios clinicos e nenhum foi desenvolvido com sucesso

como produtos comerciais (AGNELLO & CIACCIO, 2022; KHADKA et al., 2020),

Considerando que os distirbios neurodegenerativos representam um problema de satde

publica significativo em todo o mundo, com taxa de incidéncia crescente e sem tratamento, ha
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a necessidade urgente de desenvolvimento de novas terapias eficientes. Estas terapias podem
ter como objetivo a neuroprotecdo, no entanto, em situacdes onde os axonios ja foram
danificados, também ha a necessidade de promog¢do de neurorregeneragdo, em particular

axonal.

1.2 Neurorregeneragao

Uma caracteristica comum de processos neurodegenerativos é o dano axonal precoce
(LINGOR et al., 2012). No entanto, neurénios do SNC de mamiferos adultos ndo sao capazes
de regenerar seus axdnios de forma espontanea, apos lesdes traumaticas ou apds doengas
neurodegenerativas, resultando muitas vezes, em danos irreversiveis e incapacitantes aos
individuos. Sendo essa inaptidao regenerativa decorrente de fatore extrinsecos e intrinsecos aos
neurdnios do SNC de mamiferos adultos. (LINGOR et al., 2012; RIBAS & COSTA, 2017;
VARADARAIJAN et al., 2022). Abordagens terapéuticas que visem modular esses dois fatores

sdo promissoras na tentativa de promover a regeneragao axonal.

O fator extrinseco refere-se ao ambiente da lesdo, onde moléculas repressivas de
crescimento derivadas de astrécitos e oligodendrdcitos, como por exemplo, proteoglicanos de
sulfato de condroitina (CSPGs), glicoproteinas associadas a mielina e Nogo, estdo presentes na
cicatriz glial ao redor da area lesionada gerando assim um obstaculo fisico e bioquimico a
regeneracdo ¢ ao brotamento axonal (UYEDA & MURAMATSU, 2020). J4 o fator intrinseco
refere-se aos genes expressos pelos proprios neurdnios que regulam a regenerag@o dos axdnios
tanto negativamente quanto positivamente (RIBAS & COSTA, 2017). Sendo que na ultima
década, os avangos nas andlises da expressao génica neural permitiram a identificagdo de redes
genéticas comprometidas com os processos de reparo dos neurdnios do SNC de mamiferos
adultos. O reparo dos circuitos neurais requer a modulagio de genes envolvidos em uma ampla
gama de processos intracelulares (UYEDA & MURAMATSU, 2020). Varios programas
transcricionais ativos no desenvolvimento de neurdnios sdo regulados negativamente apds o
nascimento, e tém a capacidade de influenciar o potencial regenerativo de neur6nios maduros
do SNC (VARADARAJAN et al, 2022). Recentemente, avangos nas técnicas de
sequenciamento genético permitiram que muitos estudos caracterizassem as alteragdes pods-
transcricionais em neurdnios do SNC apos lesdo. Esses estudos identificaram mais de 1.000

genes expressos diferencialmente e descobriu-se novos reguladores da regeneracdo de axonios
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(MAHAR & CAVALLI, 2018). Na tentativa de definir os genes inibidores endogenos da
regeneragdo axonal, os primeiros sucessos centraram-se no gene que expressa a proteina
Fosfatase e Homologo de Tensina (PTEN), sendo originalmente descoberta como uma proteina
supressora de tumor. A dele¢do de PTEN demonstrou aumentar drasticamente a regeneragao
axonal de neurénios do SNC (FERGUSON & SON, 2011; WILLIAMS et al., 2020; SU et al.,
2018). Dado que PTEN medeia negativamente a via da proteina fosfoinositideo 3-cinases
(PI3K), da proteina cinase especifica de serina / treonina (Akt) e da proteina alvo da rapamicina
(mTOR) e que a via PI3K/AKT/mTOR desempenha um papel critico na regulacao da formagao
e extensdo de axonios, o aumento da atividade sinalizadora dessa via, pela supressao de PTEN,
¢ capaz de promover o crescimento de axonios (OHTAKE et al., 2015; WILLIAMS et al.,
2020). No entanto, a delecdo genética do complexo proteico de esclerose tuberosa 2 (TSC2),
um inibidor de mTOR, mas nao de PI3K, induz uma regenera¢do axonal mais limitada,
sugerindo que, além de mTOR, outras proteinas da via de sinalizag¢do a jusante de PI3K, como
a proteina ribossdmica S6 cinase beta-1 (S6K1) e a proteina glicogénio sintase cinase 3-beta
(GSK3p), sejam importantes para uma regeneracdo robusta dos axonios. (MIAO et al., 2016;

YANG et al.,, 2014).

Outro gene que também estd envolvido na modulagdo dos processos regenerativos
axonais em neuronios de mamiferos adultos é o SOCS3. Esse gene expressa a proteina
supressora de sinalizagdo da citocina 3 e sua delecdo induz significativa regeneracdo axonal
(SMITH et al., 2009). SOCS3 ¢ um bloqueador intrinseco da regeneracdo axonal (WILLIAMS
et al., 2020; SMITH et al., 2009), por regular negativamente a via das proteinas Janus cinase
(JAK) e das proteinas ativadoras de transcri¢do (STATs). Sendo a via JAK/STAT3 ativada por
citocinas, como por exemplo, o fator neurotréfico ciliar (CNTF) e o fator inibitorio da leucemia
(LIF), desempenhando um papel crucial na transmissdo de sinais extracelulares para o niicleo

da célula, interferindo assim na regulagdo da expressao génica (MORRIS et al., 2018).

Mais um gene correlacionado com a regeneragcdo de neurdnios do SNC ¢ o Gene 3
Relacionado a Plasticidade (PRG3). A familia de genes relacionados a plasticidade abrange
cinco proteinas transmembranas especificas do cérebro (PRG1-5, também denominadas
LPPR1-5) que operam na plasticidade neuronal durante o desenvolvimento, envelhecimento e
trauma cerebral (BROGGINI et al., 2016). Especificamente, a expressdo da proteina PRG3
induz o crescimento de neuritos in vitro e in vivo, apds lesdes encefalicas e medulares. Nas

lesdes da medula espinhal a proteina PRG3 se acumula nas pontas dos processos neuronais,
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principalmente nas pontas finais pré-sinapticas e nos cones de crescimento dos neuronios,
atuando sobre as Proteinas G sinalizadoras Pequenas, (Rho GTPases), inibindo a via RhoA-
Rock-PIP5SK (BROGGINI et al.,, 2016). Acredita-se que as Rho GTPases medeiem a agdo de
varios inibidores do crescimento axonal no cérebro adulto e na medula espinhal, em especifico
o membro dessa familia proteica, RhoA tem sido um alvo farmacolégico em humanos e
animais, no intuito de promover o crescimento e a recuperagao funcional neuritica apds trauma
no SNC. A jusante de RhoA, a cinase Il associada a Rho (ROCKII) parece ser a chave na ligacao
aos filamentos de actina e a inibicao do crescimento axonal. Existem duas isoformas ROCK,
ROCKI onipresente € ROCKII especifica do cérebro. Tanto RhoA quanto ROCKII tém sido
considerados alvos para promover a regeneracdo axonal apos lesdo neuronal. (DUFFI et al.,

2009).

Um grupo de proteinas que tem recebido atencdo especial no contexto regenerativo
axonal, apds lesao, sdo os fatores de transcricdo. Com a sua capacidade de se ligar a elementos
reguladores do acido desoxirribonucleico (DNA), tais como promotores ¢ intensificadores, os
fatores de transcricdo podem influenciar a expressdo de grandes conjuntos de genes em uma

célula de maneira especifica. (MAHAR & CAVALLLI, 2018).

Como exemplo desses fatores de transcricdo reguladores de regeneracdo axonal de
neurdnios do SNC, tem-se a familia dos fatores de transcrigdo semelhante a Kruppel (KLFs),
que atuam como efetores positivos e negativos do crescimento do axénio (WILLIAMS et al.,

2020; MOORE et al., 2009). O silenciamento dos KLFs supressores de crescimento axonal

KLF4 e KLF9, resultou no aumento significativo da regeneragdo de axonios de neurénios do

SNC. (BLACKMORE 2012; APARA et al., 2017). Em APARA et al, (2017), foi demonstrado
que KLF9 interage com a proteina JNK3 (c-Jun N-terminal Kinase 3), suprimindo o
crescimento dos neuritos no nervo Optico ¢ que a interrup¢do dessa interagdo promoveu a
regeneracdo do axdnio apds lesdo do nervo optico in vivo. A proteina JNK3 estd envolvida na
regulacdo de muitas atividades celulares, desde a proliferacdo até a morte celular, sendo
expressa no SNC, em nivel muito alto, estando envolvida principalmente em processos
neurodegenerativos como a doenga de Alzheimer, doenga de Parkinson, isquemia cerebral e em

outros distarbios do SNC (MUSI et al., 2020).

Em acdo contraria ao KLF4 e o KLF9, o membro da familia KLF, o fator de transcrigdo

semelhante a Kriippel 7 (KLF7), promove a regenera¢do de axdnios em neurénios adultos do
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SNC (HILTON & BRADKE, 2017). O KLF7 ¢ um fator de transcricdo que desempenha um
papel na especificagdo do destino celular de linhagens de células neuroectodérmicas e
mesodérmicas, regulando marcadores de neuronios e fatores de crescimento como o fator de
crescimento nervoso (NGF) que ¢ um fator importante para o crescimento, manutengdo e
sobrevivéncia de determinados neurdnios ¢ atua também como molécula de sinalizag¢do entre
os neuronios (WEN-YUAN et al., 2017; CAIAZZO et al., 2010). Além disso, a superexpressao
de KLF7 demonstrou a capacidade de promover o brotamento e regeneragao de axonios no trato

corticoespinhal adulto (WEN-YUAN et al., 2017; CAIAZZO et al., 2010).

Outro fator de transcri¢do que pode estar envolvido no processo de regeneracdo axonal
de neurdnios no SNC ¢é o fator c-jun. Uma propriedade crucial do c-Jun é a formagdo de
heterodimeros funcionais com multiplos fatores de transcricdo, e estes parceiros podem alterar
a afinidade do c-Jun para os locais de ligacdo ao DNA e, subsequentemente, determinar os
genes alvo controlados pelo c-Jun (HERDEGEN et al., 1997). Essa habilidade em formar
dimeros de c-Jun oferece um modelo para a capacidade de uma tinica proteina servir como
regulador fundamental de duas respostas neuronais opostas a lesdo do axdnio e a sua expressao
pode estar relacionada tanto a degeneragdo quanto a sobrevivéncia neuronal (HERDEGEN et
al., 1997). A expressao rapida, seletiva e duradoura de c-Jun em resposta a axotomia ocorre em
todo o sistema nervoso periférico (SNP) e no SNC de mamiferos, sendo um componente
fundamental bem conservado da resposta neuronal a interrup¢do do axénio (HERDEGEN et
al., 1997). Como componente do complexo AP-1, c-Jun pode dimerizar com outros fatores de
transcrigdo para controlar numerosos genes alvos. Em vérios tipos de células, c-Jun demonstrou
participar da regulacao do ciclo celular, diferenciagdo, organogénese, transformagao tumoral e
apoptose, sendo que o destino final dos neurénios apos a expressdo de c-Jun serd em fungao

dos dimeros especificos formados. (HERDEGEN et al., 1997).

Como as terapias atuais para doencas neurodegenerativas, visam alivio sintomatico ¢
nao abordam a patologia subjacente, a medida que a neurodegeneragao progride, a eficacia dos
tratamentos farmacologicos ¢ reduzida, porque a barreira hematoencefalica impede que
quantidades significativas da maioria dos agentes administrados sistemicamente atinjam o
parénquima encefilico em niveis terapéutico sem produzir toxicidade (SUDHAKAR &
RICHARDSON, 2018). E para as lesoes traumaticas do SNC, embora os avangos médicos
tenham melhorado as medidas terap€uticas de suporte para pacientes com lesao traumatica, nao

existem até o momento opg¢des terapéuticas neurorregenerativas eficazes, e o paradigma da



23

terapia ¢ inevitavelmente direcionado para o controle dos danos, € ndo para a restauragao de um
estado de independéncia funcional (HEJRATIL & FEHLINGS, 2021). Enfrentando um
aumento continuo na prevaléncia de pacientes com lesdes no SNC e doengas
neurodegenerativas, terapias neuroprotetoras e neurorregenerativas que possam modular os
fatores extrinsecos e/ou intrinsecos tém despertado enorme interesse cientifico, como por

exemplo, através das terapias génicas.

1.3  Terapia Génica

O conceito de terapia genética surgiu durante a década de 1960 e inicio da década de
1970, quando os pesquisadores Stanfield Rogers e Peter Pfuderer realizaram a primeira
modifica¢do genética no virus do mosaico do tabaco (TMV). O primeiro sucesso claro foi
publicado pelo grupo de Fischer em 2001, descrevendo o tratamento da imunodeficiéncia
combinada grave ligada ao X (SCID-X1)que resulta em baixos niveis de anticorpos
(imunoglobulinas) € um nimero baixo ou ausente de células T (linfécitos), na qual os
pacientes foram tratados com células-tronco hematopoiéticas autdlogas ou células
progenitoras (HSPC) geneticamente modificadas. (ATHANASOPOULOS et al., 2017,
ROGERS & PFUDERER, 1968; FISCHER et al., 2001).

A Food and Drug Administration (FDA) dos EUA define terapia genética como produtos
que medeiam seus efeitos pela transcricdo e/ou tradugdo de material genético transferido
(chamado transgene) e/ou pela integragdo no genoma do hospedeiro e que sdo administrados
como 4acidos nucleicos, virus ou microrganismos geneticamente modificados. Os produtos
podem ser usados para modificar células in vivo ou transferidas para células ex vivo. (WIRTH
et. al., 2013; TANG & XU, 2020). Comparativamente, a entrega de genes in vivo evita os
obstaculos praticos de coleta de células, cultura, modificagdo e transplante em terapia genética
baseada em células ex vivo, pois consiste na entrega direta de material genético nas células-alvo
através de entrega local ou entrega sistémica. (TANG & XU, 2020)

Geralmente, a terapia genética pode ser categorizada em duas categorias: terapia genética
de linhagem germinativa e terapia genética somatica. A diferenca entre essas duas abordagens
¢ que na terapia genética somatica o material genético ¢ inserido em algumas células alvo, mas
a alteracdo ndo ¢ passada para a proxima geracdo, enquanto na terapia genética germinativa o

gene terapéutico ou modificado serd passado para a proxima geracdo. Esta diferenca ¢é
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importante, uma vez que a legislacdo atual permite terapia apenas em células somaticas.
(WIRTH et. al., 2013).

A terapia genética tem amplas perspectivas como tratamento eficaz contra a
neurodegeneragao, causada por doengas neurodegenerativas ou por lesdes traumaticas no SNC,
alguns tipos de cancer e doengas hereditarias (JICHAO & ROY, 2021; SHAHROR et. al.,
2020). No entanto, o DNA e o acido ribonucleico (RNA), sdo facilmente degradados in vivo
devido as suas atividades bioldégicas como macromoléculas e precisam de um transportador
(vetor) eficaz. A selecdo do vetor apropriado para entrega permitird que esses transgenes
alcancem seu local de agdo e aumentem a eficiéncia da transdu¢do. Os vetores de transdugao
atualmente utilizados podem ser divididos em duas categorias principais: vetores virais € nao
virais. Os vetores virais s30 uma ferramenta comum na pesquisa de biologia molecular e podem
fornecer material genético as células. Os virus atuais que sdo utilizados como vetores incluem
retrovirus, lentivirus, poxvirus, virus vaccinia, virus rubéola, adenovirus e o adenovirus
associado (AAV) (JIAO et. al., 2020).

O medicamento Glybera® (também conhecido como alipogene tiparvovec) foi o primeiro
produto de terapia genética comercialmente disponivel na Europa, foi aprovado para o
tratamento da deficiéncia familiar de lipoproteina lipase (LPLD) no final de 2012. A autorizagdo
de comercializagdo desse medicamento representa claramente um marco no desenvolvimento
da terapia genética como uma opgdo terapéutica acessivel para pacientes com LPLD
(KAUFMANN et. al., 2013)

A terapia génica ja fornece tratamento para outras doengas como por exemplo, para a
atrofia muscular espinhal (AME) e para a amaurose congénita de Leber. (CHENGWEN &
SAMULSK, 2020). Para o tratamento da AME estd disponivel o medicamento
ZOLGENSMA®, que consiste em uma terapia genética baseada em vetor de AAV projetado
para fornecer uma copia funcional do gene do neur6nio motor de sobrevivéncia humana (SMN)
as c¢lulas do neurdnio motor dos pacientes com AME. Foi desenvolvido pela AveXis, uma
empresa da Novartis, ¢ aprovado em maio de 2019 nos EUA para o tratamento de pacientes
pediatricos com idade inferior a 2 anos, sendo a primeira terapia genética aprovada para AME
na EU. (HOY 2019). Outra terapia génica disponivel na clinica médica ¢ o medicamento
LUXTURNA®, para o tratamento da amaurose congénita de Leber. Esse tratamento, obteve
autorizacdo de comercializacdo da FDA no final de 2017 e na EMA (Agéncia de Medicamentos

Europeia) no final de 2018. Esta terapia génica ¢ baseada em vetor de AAV, destinado a
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pacientes com amaurose congénita de Leber, associada a uma mutagdo bialélica do gene
RPE65. Os pacientes recebem uma injecao sub-retiniana bilateral de vetor de AAV contendo o

gene terapéutico RPE65 (DUCLOYER et. al, 2020).

Para o sucesso da terapia génica ¢ fundamental um sistema eficiente de entrega do
transgene. Os virus estdo na vanguarda da pesquisa de entrega de elementos genéticos
corretivos as células alvo uma vez que evoluiram ao longo de milhdes de anos para entregar a
sua carga genética as células hospedeiras, e, portanto, podem ser altamente eficientes e versateis
nos mecanismos de entrega de transgenes corretivos (WALTHERS & SEIDLITS, 2015). Dentre
os diferentes vetores virais, os vetores de AAV sdo um sistema promissor para entrega de
transgenes no SNC devido ao seu perfil de seguranga, bem como a expressdo génica a longo

prazo. (STEPANKOVA et. al., 2021).

1.4 Vetores de AAV

O AAV é um Parvovirus de DNA de fita simples com um genoma de 4.700 nucleotideos.
Como membro da subfamilia dos dependovirus, o AAV depende de outro virus, como o
adenovirus ou o virus herpes simplex, para completar seu ciclo de vida. Na auséncia deste virus
auxiliar, 0 AAV pode estabelecer laténcia integrando especificamente no local AAVSI do
cromossomo 19 humano. (LI et. al., 2005).

Inimeras vantagens do AAV tornam-no um veiculo ideal para a entrega de genes. Essas
caracteristicas desejaveis incluem sua capacidade de infectar células em divisdo e que ndo se
dividem, de transduzir uma ampla gama de tecidos in vivo, como cérebro, figado, musculo,
pulmao, retina ¢ musculo cardiaco, ¢ de iniciar a expressdo génica de longo prazo nesses
tecidos. Além disso, 0 AAV de tipo selvagem ndo causa nenhuma doenca conhecida e ndo
estimula uma resposta imunitaria mediada por células (LI ez. al., 2005).

Uma deficiéncia significativa dos AAVs ¢ o pequeno tamanho do transgene que pode
ser empacotado (<5kb). Isso limita as aplicagcdes para maiores genes ¢ reguladores multipartes
mais complexos (CHEN et. al., 2018). Cargas superdimensionadas poderiam ser entregues
fragmentando o transgene em capsideos de AAV separados que sdo entdo misturados. Esta
estratégia poderia aumentar a capacidade de carga de AAV para tratar doencas monogénicas ¢
poligénicas somente se a coexpressao controlada de multiplos capsideos de AAV for alcangada

em cada célula transduzida (MATURANA et. al., 2021).
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O genoma do AAV selvagem consiste em dois genes, Cap e Rep, que sdo flanqueados
por repeticdes terminais invertidas (ITRs). Rep codifica proteinas necessarias para a replicagao
do AAYV, enquanto Cap codifica as proteinas estruturais VP1, VP2 e VP3 que formam os
capsideos icosaédricos de 20 a 25 nm com propor¢ao proteica de 1:1:10. Cap também produz
uma proteina ndo estrutural, a proteina ativadora de montagem, que esta envolvida na
montagem do capsideo (HAGGERTY et. al., 2020). Os genomas simples dos AAVs os tornam
muito versateis e ideais para engenharia de vetores. Nas ultimas décadas, AAVs recombinantes
(rAAVs) foram projetados para ter a maioria dos genomas virais substituidos por cassetes de
expressao contendo um promotor, genes de interesse e um terminador, a fim de torna-los mais
adequados para aplicagdes clinicas (AU et. al., 2022) (Figura 2).

Os AAVs infectam as células-alvo ligando-se a receptores primarios e correceptores na
superficie celular, o que desencadeia sua endocitose. Apds uma mudanca estrutural, as regides
N-terminais das proteinas VP1 e VP2 ficam expostas e os virus de AAV sdo liberados dos
endossomos podendo ser ubiquitinados e direcionados para degradagdo mediada por
proteassoma ou se acumularem na regido perinuclear da célula. Adentrando o nucleo da célula,
principalmente através do complexo de poros nucleares (NPCs), os AAV desprendem seus
capsideos e liberam seu genoma de DNA de fita simples (ssDNA), que é entdo convertido em
um molde de DNA de fita dupla (dsDNA) a partir do qual o transgene pode ser transcrito e
traduzido. A engenharia de vetores AAV pode alterar qualquer etapa da via de transducdo
impactando na eficiéncia de transdu¢do (CHENGWEN et. al, 2020; SAYDE et. al., 2022)
(Figura 3).



Figura 2 - Biologia dos vetores de AAV
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(A) Estrutura do capsideo do AAV2 mostrando que o capsideo ¢ uma estrutura de 20 facetas
(icosaédrica), com um didmetro externo de aproximadamente 25 nm. (B) Estrutura do cassete
de AAV de tipo selvagem (wt-AAV). O cassete do wt-AAV contém um genoma de DNA de fita
simples (aproximadamente 4,7 kb de comprimento) consistindo de poli(A), promotor, gene
replicante (Rep), gene estrutural do capsideo (Cap) e proteina ativadora de montagem (AAP),
com ITRs em cada lado do cassete. (C) Os vetores de rAAV sdo gerados pela substituicdo do
genoma viral (Rep, Cap) por um transgene terapéutico ¢ promotor de interesse. Adaptado de

Kang et. al., 2023.
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Figura 3 - Via de Transduc¢io do AAV
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Os vetores de AAV se ligam aos receptores e correceptores na superficie das células-alvo (etapa
1) e sdo levados para dentro das células por endocitose (etapa 2). Apds sua liberacdo dos
endossomos, os AAV podem ser ubiquitinados ¢ direcionados para degradacao mediada por
proteassoma (etapa 3) ou trafegados intracelularmente para o nucleo (etapa 4). Uma vez no
nucleo, os virions de AAV sdo desempacotados € o genoma do AAV ¢ liberado (etapa 5). O
genoma de DNA fita simples do AAV ¢ entdo convertido em DNA fita dupla (etapa 6), seguido
pela transcri¢do (etapa 7) e a exportagdo nuclear de mRNA (etapa 8) para a expressdo da
proteina terapéutica (etapa 9). ER, reticulo endoplasmatico; ssAAV, AAV fita simples; Ub,
ubiquitina. Adaptado de Chengwen et. al., 2020.
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Onze sorotipos naturais de AAVs foram identificados até agora, os quais tém diferentes
estruturas do capsideo. Muitos estudos in vivo demonstraram claramente que os varios sorotipos
de AAV apresentam diferentes tropismos teciduais ou celulares. AAV1 e AAV7 sdo os sorotipos
mais eficientes para a transdugao do musculo esquelético. O AAV3 é superior para a transdugao
de megacariocitos. AAVS e AAV6 infectam células das vias aéreas apicais de forma eficiente.
AAV2, AAV4 e AAVS transduzem diferentes tipos de células no sistema nervoso central. AAV 8
e AAVS podem transduzir células hepaticas melhor que AAV2. Descobriu-se que o AAV4
transduz a retina de rato de forma mais eficiente, seguido pelo AAVS e AAV1 (HAGGERTY et.
al., 2020 e LI et. al., 2005).

O tropismo dos vetores de rAAV pode ser personalizado no nivel do capsideo e do
promotor. O capsideo da ao AAV seu tropismo tecidual, ou seja, as células que ele infecta,
enquanto o promotor conduz a expressao ubiqua ou tecido-especifica do transgene (AU et. al.,
2022; LEEUW et. al., 2014). O tropismo dos AAVs pode também ser alterado pela criagao de
versdes recombinantes de multiplos sorotipos de AAV, um processo conhecido como
pseudotipagem. Esses vetores pseudotipados podem ter tropismo aumentado para tipos de
células especificas, bem como melhorar a eficiéncia de transdu¢do em neurdnios. Os exemplos
mais utilizados sdo AAV2/5, que aumentam a eficiéncia de transdug¢do e o tropismo para
neurdnios combinando partes especificas do capsideo e genoma de AAV-2 e AAV-5

(HAGGERTY et. al., 2020).

O AAV2 selvagem tem um tropismo natural por neurdnios, sendo o sorotipo mais
comumente usados em estudos de neurociéncias. Devido a sua relativa especificidade
fenotipica para neurdnios e perfil de seguranga clinica, 0 AAV2 recombinante (rAAV2) tem
sido o padrdo ouro para terapia genética no sistema nervoso, em particular o vetor recombinante
AAV2/1, no qual o capsideo ¢ composto de proteinas derivadas dos capsideos AAV1 ¢ AAV2.
Este vetor mosaico foi projetado para exibir exceléncia na expressdo transgénica (para o vetor
AAVI1) e altissima especificidade neuronal (para o vetor AAV2) simultancamente

(HAGGERTY et. al., 2020; SUDHAKAR & RICHARDSON, 2018; KIMURA et. al., 2023).

O reparo dos circuitos neurais por terapia génica mediada por AAVs requer genes
envolvidos em uma ampla gama de mecanismos intracelulares ¢ mudangas continuas na
expressdo génica. Neste sentido, a regulacdo epigenética tem atraido recentemente muita

atengdo e ¢ considerada uma estratégia promissora para tratar disturbios neurodegenerativos.
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Uma importante classe de fatores de regulagdo epigenética sdo os microRNAs (miRNAs), que
tem sido relatado estarem alterados em diferentes distirbios neurodegenerativos, sugerindo que
os miRNAs possam desempenhar papéis importantes nestas patologias (UYEDA &
MURAMATSU, 2020).

1.5 MicroRNA

Por definicdo, regulag@o epigenética é definida como fatores moleculares e processos em
torno do DNA que regulam a atividade do genoma independentes da sequéncia de DNA e sdo
mitoticamente ou meioticamente estavel (KIMBEL et. al., 2019). Eventos epigenéticos em
organismos eucarioticos evoluiram para fornecer um controle mais preciso e estavel da
expressao génica e regulacdo gendmica através de multiplas geracdes. A desregulagdo de tais
processos pode levar a doengas e sindromes enquanto a perda de outros mecanismos de heranga
epigenética resulta em envelhecimento celular e cancer. Além disso, a capacidade de
reprogramar epigeneticamente células diferenciadas esta se tornando de importancia médica
(BERGER et. al., 2009).

Os processos epigenéticos sao 0os mecanismos moleculares que os organismos usam para
alterar a expressao genética em resposta as mudangas em seu ambiente. A metilagio do DNA
foi o primeiro processo epigenético a ser descrito. Apos a descoberta da metilacdo do DNA,
também foi descoberto que modificagdes de histonas nos nucleossomos desempenham um
papel na expressdao génica. Modificagdes de histonas podem influenciar a expressdo génica
independente de sequéncia de DNA. A estrutura da cromatina também pode modificar a
expressao genética. Por fim, RNAs ndo codificantes, como os miRNAs, por exemplo, também
desempenham um papel como fator epigenético (KIMBEL et. al., 2019).

MiRNAs sdo pequenos RNAs endogenos, com 18 a 25 nucleotideos, ndo codificantes
para proteinas, que regulam a expressdo génica pos-transcricionalmente, através do
silenciamento de RNAs mensageiros (mMRNAs) alvos. Um unico miRNA pode regular centenas
de mRNAs e influenciar a expressdao de muitos genes frequentemente envolvidos em uma
mesma via de sinaliza¢do celular (LU & ROTHENBERG, 2018). O primeiro miRNA, (lin-4)

foi descoberto em Caenorhabditis elegans em 1993, e 7 anos depois, let-7 foi identificado.

Ambos tém como fungdo regular o tempo de desenvolvimento das larvas de C. elegans. O

primeiro miRNA humano, o let-7 foi descoberto em 2000 (SALIMINEJAD et. al., 2019).
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Normalmente, a biogénese do miRNA ¢ dirigida através de um promotor especifico ou
como parte de um gene hospedeiro no qual o miRNA ¢ geralmente incluido em regides
intronicas. Alguns miRNAs estdo intimamente localizados no genoma e sdo transcritos como
parte de um transcrito comum (grupo de miRNAs) semelhante a unidades policistronicas
(GARCIA-LOPEZ et. al., 2013). Os miRNAs sio processados a partir de moléculas precursoras
(pri-miRNAs), que sdo transcritas pela RNA polimerase 11, de genes codificadores ou de introns
de genes codificadores de proteinas. Os pri-miRNAs dobram-se em grampos, que atuam como
substratos para dois membros da familia de enzimas RNase III, Drosha e Dicer, que sao
auxiliadas, na maturagdo do miRNA, por uma série de cofatores ou proteinas acessorias. O
produto da clivagem de Drosha, um pré-miRNA de aproximadamente 70 nucleotideos (pré-
miRNAs), é exportado, pelo fator de exportacao nuclear, Exportina 5 (EXP5) para o citoplasma
onde Dicer o processa em um duplex de miRNA dupla fita com aproximados 20 bp. Uma fita
deste duplex é degradada e a outra fita representando um miRNA maduro, é entdo incorporada
no complexo de silenciamento induzido por miRNA (miRISC). Como parte do miRISC, os
miRNAs emparelham bases com os mRNAs e induzem a repressao da tradugdo ou a degradagao
do mRNA alvo, através da ativagdo da proteina Argonauta (AGO), e da proteina glicina-
triptofano, representante da familia, das proteinas de 182 kDa (GW182), sendo essas duas
proteinas, fatores-chave na montagem e fungdo dos complexos miRISCs. O grau de
complementaridade entre 0 miRNA e o mRNA alvo determina se 0 mRNA serd degradado
(pareamento completo) ou o processo de tradugdo sera bloqueado (pareamento incompleto)

(KROL et. al., 2010; WONG et. al., 2018; XIAOXIAO et. al., 2021) (Figura 4).

A capacidade de miRNAs de regular multiplos mRNAs que sdo alterados em condig¢des
de doenga torna essas moléculas interessantes alvos terapéuticos (RUPAIMOOLE & FOLGA,
2017). Descobriu-se que a expressdo aberrante de miRNAs esta associada a uma variedade de
doencas humanas, como cancer/tumores, diabetes, infec¢des virais, doengas cardiovasculares,
doengas neurodegenerativas e outras doengas. Sendo a expressdo dos miRNAs especifica do
tecido, essa expressao pode ser usada na identificagdo do tipo de tumor e sua origem, no cancer,
por exemplo. Muitas investigagdes sugerem que os perfis de expressao de miRNA podem ser
usados como biomarcadores diagnosticos e prognosticos para multiplas doengas humanas. A
manipulagdo da expressdo ou funcdo relevante dos miRNAs pode servir como potenciais

estratégias terapéuticas para diferentes doencas (HUANG 2017).
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Dentre uma miriade de miRNAs o miR-26a se destaca, por conferir neuroprotecao ao
SNC (YE et. al., 2021; SU et. al., 2019) e por regular a regeneracao axonal SNP (JIANG et. al.,
2015), sendo por esses motivos, um forte candidato a ser testado como promotor de regeneragao

de neurdnios do SNC.

Figura 4 - Biogénese dos miRNAs e processos de regulaciao Traducional.
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Uma vez transcrito pela RNA Pol II/I11, o pri-miRNA se dobra sobre si mesmo para formar uma
estrutura em gancho (hairpin) que sera clivada pela RNAse III Drosha ¢ proteinas assessorias,
para liberar um pré-miRNA. O pré-miRNA hairpin é exportado para o citoplasma através da
acdo de um complexo protéico liderado pela Exportina 5 (EXP5). No citoplasma, o pré-miRNA
¢ clivado pela RNAse III Dicer para produzir um duplex de miRNA maduro de 20 pb. Uma
fita do duplex de miRNA, ¢ recrutada para formar o complexo silenciador induzido por miRNA
(miRISC). Enquanto a outra fita é degradada. O grau de complementaridade entre 0 miRNA e
o mRNA alvo determina se 0 mRNA sera degradado (pareamento completo) ou o processo de
traducdo serd bloqueado (pareamento incompleto). Adaptado de Wong et. al., 2018.
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1.6 MiRNA-26a

A familia miR-26 humana ¢ um grupo de miRNAs amplamente conservados incluindo
miR-26a, miR-26b, miR-1297 e miR-4465, que compartilham a sequéncia semente (seed
sequence) idéntica entre vertebrados: "UCAAGUA" (LI et. al, 2021). A expressdo dos
membros do miR-26 pode ser detectada em muitos tecidos e células normais humanas, como
nervos, tecidos musculares lisos arteriais, células imunoldgicas do sangue total, adipocitos,
co6lon, neurdnios, e também podem ser encontrados em células-tronco embrionarias humanas.
(SUH et. al, 2004; LI et. al., 2021). Os membros da familia miR-26 estdo incorporados nos
introns dos genes de uma familia que codifica pequenas fosfatases do polipeptideo de RNA
polimerase II no dominio carboxi-terminal (CTDSP). Sob condi¢des fisiologicas, a familia
miR-26 e seus genes hospedeiros sdo expressos simultaneamente (ICLI et. al., 2014). Analises
de dados genomicos indicaram que a forma madura do miR-26a é gerada a partir de 2 loci
distintos: miR-26a-1 localizado no intron do gene CTDSPL no cromossomo humano 3 e miR-
26a-2 localizado no intron do gene CTDSP2 do cromossomo humano 12 (CALIN et. al., 2004;
LI et. al, 2021 e ICLI et. al., 2014).

Com relagdo ao papel do miR-26a no sistema nervoso, ja foi demonstrado que o miR-
26a ¢ capaz de conferir neuroprotecdo a neurénios dopaminérgicos da substancia negra em um
modelo murino da doenga de Parkinson, sendo um possivel alvo terapéutico para o tratamento
desta doenca (SU et. al, 2019). O miR-26a também foi capaz de conferir prote¢do aos
neurdnios do giro denteado, do hipocampo em modelos animais para anedonia, mimetizando
assim o transtorno depressivo em humanos, podendo atuar como um potencial alvo terapéutico
para o tratamento da depressdo. (YE et. al., 2021).

Com relagdo a neuritos e axonios, Li & Sun, (2013) mostraram que a superexpressao do
miR-26a em neurOnios corticais primarios in vitro foi capaz de promover crescimento dos
neuritos, através da regulacdo negativa do mRNA de PTEN. No SNP, foi mostrado que o miR-
26a ¢ capaz de promover a regenera¢ao axonal em nervos periféricos, através da modulacdo da
expressdo de PTEN e GSK-3p (JIANG et. al., 2015). Apesar destes avangos, o papel do miR-
26a na regeneracao de axdnios no SNC ainda nio ¢ completamente conhecido, sendo necessario

mais estudos.
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2 JUSTIFICATIVA

Danos ao SNC de mamiferos adultos, sejam eles causados por doengas
neurodegenerativas ou por lesdes mecanicas traumaticas, resultam em perdas irreparaveis ao
paciente, devido ao processo neurodegenerativo e a falta de regeneracdo. O baixo potencial de
neurdnios do SNC em regenerar seus axonios se deve, além dos fatores extrinsecos, de um
componente impeditivo que € inerente aos neurdnios. Em neurénios do SNC de mamiferos
adultos, genes que inibem a regeneragdo axonal sdo expressos € genes que promovem a
regeneragdo sao reprimidos. Apesar dos avangos nas pesquisas, terem melhorado as medidas
terapéuticas de suporte para os pacientes com lesdo traumatica e doengas neurodegenerativas,
ndo existem até o momento opgdes terapéuticas neurorregenerativas eficazes para reestabelecer
a homeostasia neuronal (RIBAS & COSTA, 2017; VARADARAJAN et. al., 2022 e UYEDA
& MURAMATSU, 2020).

Nesse sentido, como as terapias atuais para os distirbios neurodegenerativos sao
direcionadas apenas para o controle dos danos, e ndo para a restauragdo de um estado de
independéncia funcional ao paciente, terapias que possam promover a regeneragao tecidual se
fazem necessarias. Nesse contexto, as terapias genéticas se apresentam como ferramentas
poderosas para manipulagdo de genes, por exemplo através da modulagdo epigenética, com a
finalidade de promover uma resposta regenerativa (HEJRATIL & FEHLINGS, 2021; JICHAO
& ROY, 2021; SHAHROR et. al., 2020). Dessa forma, a utilizacdo de miRNAs, que sdo
reguladores endogenos da expressdo gé€nica, pode ser uma interessante estratégia terapéutica
para os pacientes que apresentam disturbios neurodegenerativos, que levam a prejuizos
imensuraveis para os pacientes e seus familiares. Mais especificamente, a manipulagdo do miR-
26a, que ja foi demonstrado ter papéis na neuroprote¢do e crescimento axonal, pode ser uma

estratégia promissora.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Verificar se a superexpressao do miR-26a utilizando vetores de AAV ¢é capaz de
promover o crescimento e a regeneragao de neuritos de neurdnios corticais do SNC em modelo

in vitro.

3.2 Objetivos Especificos

1. Examinar se a superexpressao do miRNA-26a em neurdnios corticais primarios, utilizando

vetores de AAV ¢ capaz de:

a) Aumentar o crescimento de neuritos;
b) Influenciar a complexidade da arborizag¢do neuritica;

¢) Promover a regeneracao de neuritos apds uma lesdo de scratch.

2. Identificar através de andlises de bioinformatica os provaveis genes alvos do miR-26a e
investigar por busca na literatura, seus papéis relacionados ao crescimento e regeneragao

neuronal.
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4 METODOS

4.1 Vetores de AAV

Os vetores de AAV foram produzidos em parceria com o professor Uwe Michel, da
Universidade de Medicina de Gottingen, Alemanha. Nos experimentos, foram utilizados
vetores de AAV hibridos baseados nos capsideos dos sorotipos 1 e 2 (AAV2/1) para a transdugao
dos neurdnios corticais nas culturas primarias. Foram usados vetores de AAV controle
(AAV.CTRL), no qual o transgene continha apenas a sequéncia génica para a expressao da
proteina fluorescente reporter verde EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) sob controle
do promotor de Sinapsina humana (hSyn). O vetor para superexpressar 0 miR-26 (AAV.miR-
26a) além das sequencias descritas acima, também continha a sequéncia génica para a expressao
do miR-26a sob controle do promotor H1. Tanto no vetor AAV.CTRL como no AAV.miR-26a
suas sequéncias eram flanqueadas por sequéncias de repeticao terminal invertida (ITR) (Figura
5).

Figura 5 - Mapa dos vetores de AAV
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Vetor AAV.miR-26a (direita) contendo a sequéncia codificadora para a expressao do
miR-26a e a sequéncia génica para a expressdo da proteina fluorescente reporter verde EGFP,
promotores hSyn ¢ H1 ¢ os ITRs. Vetor AAV.CTRL (esquerda) contendo a sequéncia génica
para a expressdo da proteina fluorescente reporter verde EGFP, promotor hSyn e ITRs. Mapas

criados pelo programa SnapGene.
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Os vetores de AAV foram produzidos por co-transfec¢ao, em células HEK 293 aderentes
(Human embrionic Kindney), sendo purificadas por ultracentrifugacdo em gradiente de
densidade de lodixanol, seguido, de cromatografia de troca idnica. Esse método de purificagdo
produz estoque virais com 99% de pureza e com titulagio entre 10! e 10'° particulas virais por

ml. As particulas de AAV foram quantificadas por PCR em tempo real (QPCR).

4.2 Animais

Foram utilizados fetos de ratos Wistar (Rattus norvegicus, linhagem Wistar), com 18

dias embrionarios (E18). Sendo os animais progenitores fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e mantidos em biotério de experimentagdo, em
regime de 12 horas ciclo claro/escuro, temperatura controlada (22-24°C) e com livre acesso a
alimento e dgua. As fémeas gestantes foram mantidas no biotério de experimenta¢do até o
décimo oitavo dia de gestacdo, contados a partir do cruzamento, quando entdo foram
submetidas a eutandsia, em camara de dioxido de carbono (CO.), para a coleta dos fetos e
realizagdo de cultura celular primaria de neurdnios corticais. Sendo observadas, para a
utilizagdo da cdmara de CO,, as diretrizes normativas do Conselho Nacional de Controle de
Experimenta¢do Animal (CONCEA), no que diz respeito ao fluxo e o volume do CO», na camara
durante a eutandsia (fluxo de 100% de CO2 na ordem de 20% do volume da cAmara por minuto,
sendo esses parametros mantidos por dois minutos apds a morte clinica). (Diretriz da Pratica de
Eutanasia do CONCEA- Resolugao Normativa N° 37- de 27/01/2018). Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMG (CEUA-

UFMG), sob o numero de protocolo 237/2018.

4.3 Preparo das placas de cultura celular

Foram preparados dois tipos de placas de cultura celular, uma de 24 pocos ¢ uma de 96
pocos, a depender do experimento, na véspera da cultura primdria de neurdnios corticais.
Consistindo esse preparo, nas placas de 24 pocos, primeiramente na adicdo de uma laminula
circular de vidro, previamente flambada com alcool etilico 70%, em cada um dos pogos que
receberam as células. As placas de 96 pogos, utilizadas no teste de Viabilidade Celular (MTT),
ndo receberam laminulas. Em seguida as placas foram tratadas com Poli-L-Ornitina (PLO; 10

pg/ml) diluido em tampao borato por 4 horas a temperatura ambiente. A PLO consiste em um
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aminoacido sintético de carga positiva, utilizado para melhorar a adesao celular a superficie das
placas de cultura. Decorridas as 4 horas apods a incubagao com a PLO, a solucao foi removida
e os pogos foram lavados duas vezes com agua ultrapura (dgua Milli-Q). Apoés as lavagens, foi
adicionado em cada pogo uma solugao de laminina (LAM), (1 pg/ml) em tampao fosfato-salino
(PBS), uma glicoproteina de matriz extracelular, que auxilia na ancoragem dos neurdnios a
superficie das placas. Os pogos foram incubados com a solu¢ao de laminina em incubadora de

CO2 (5%) a 37 graus Celsius (°C), durante uma noite.

No dia da cultura, a preparacao das placas foi finalizada, com a retirada da solugao de
laminina, lavagem de cada pogo duas vezes com PBS e acrescentado nas placas meio de cultura
de neurdnios corticais, constituido de Neurobasal (Gibco), suplementado com B-27, Glutamax,

Transferrina e solug@o antibidtica de penicilina, estreptomicina e neomicina (PSN).

4.4 Cultura primaria de neuronios corticais

No décimo oitavo dia apds o cruzamento as f€émeas gestantes de ratos Wistar foram
eutanasiadas e procedeu-se a coleta dos embrides e imediatamente a dissecacdo do cortex
cerebral para a coleta dos neurdnios. Apos a dissecagdo o tecido cortical foi seccionado em
pequenos pedagos e adicionado em tubo cénico de 15 ml contendo PBS gelado. Esse tubo falcon
contendo os fragmentos corticais foi centrifugado por 4 minutos a 4 °C em 800 rotagdes por
minuto (RPM). Em seguida o PBS sobrenadante foi desprezado ¢ o tecido residual no tubo
falcon, foi ressuspendido em 1 ml de enzima tripsina, para promover a dissociagdo das células
do tecido. O tubo cénico foi posteriormente incubado em banho-maria a 37°C durante 15
minutos, sofrendo agitagdo suave a cada 5 minutos. Apds a incubagdo com tripsina, adicionou-
se ao tubo conico, S0ul de enzima DNAse (1-5 mg/ml), para a remog¢do de eventuais grumos
de acido desoxirribonucleico (DNA) que possam ter se formado, sendo esse DNA oriundo da
lise de células mortas. Em seguida essa solu¢do contendo o tecido cortical ¢ novamente
centrifugada, agora por 2 minutos a 4°C em 800 RPM para a retirada da tripsina, que foi

previamente inativada com 1ml de soro fetal bovino (FBS).

Posteriormente procedeu-se a dissociagdo mecanica dos neurdnios corticais, com o
auxilio de pipeta Pasteur de vidro, com o didmetro da ponta diminuido, pela utilizagdo de calor,
previamente preparada para essa finalidade, até que ndo fossem mais observados pedacos de

tecido. A solugdo contendo as células foi novamente centrifugada por 1 minuto a 4°C em 800
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RPM, o sobrenadante foi desprezado e o material depositado no fundo do tubo cdnico foi
ressuspendido com 3 ml de meio de cultura de neurdnios corticais, descrito acima. Uma aliquota
das células foi corada com azul de tripan e contadas em camara de Neubauer por microscopia

optica em objetiva com aumento de 10 vezes.
4.5 Transducdo dos neuronios corticais com os vetores de AAV

No intuito, de avaliar se os vetores de AAV seriam eficientes em transduzir os neuronios
corticais em cultura, realizou-se o teste de eficiéncia de transdu¢do. Nesse teste os neuronios
corticais foram plaqueados em uma densidade de 250.000 células por pogo em placas de 24
pocos e 4 horas apos foram transduzidos com os vetores AAV.CTRL ¢ AAV.miR-26a em
diferentes titulagdes. Os neurdnios foram observados durante oito dias por microscopia de
contraste de fase, para avaliar a morfologia das células e por microscopia de fluorescéncia para
avaliar a transdu¢do dos neurénios pela expressio de EGFP, em um microscépio de
fluorescéncia Axiovert (Zeiss). Essa analise mostrou que o melhor titulo viral foi de 2.10’
particulas virais por pogo para o vetor AAV.CTRL e 1.107 para o vetor AAV.miR-26a. Portanto,
em todos os experimentos em placas de 24 pogos foram usadas essas titulagdes virais. Nas
placas de 96 pocos a titulagio foi corrigida pela area do pogo e nimero de célula sendo de 7.10°
particulas virais por pogo para o vetor AAV.CTRL e 1.107 para o vetor AAV.miR-26a. Com

esses titulos virais foi possivel atingir em torno de 90% de taxa de transdu¢do dos neurénios.

4.6 Viabilidade Celular (MTT)

Esse teste foi realizado em parceria com a Prof. Dra. Erika Cristina Jorge e a pos-
doutoranda Julia Meireles, integrantes do Laboratorio de Biologia Oral e do Desenvolvimento,
do Departamento de Morfologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG (ICB-UFMG).
O teste de viabilidade celular (ensaio de MTT), desenvolvido por Tim Mosmann et. al., (1983),
¢ uma andlise colorimétrica utilizada para detec¢do de citotoxicidade de agentes quimicos,
sendo quantificado o dano induzido por um agente no metabolismo celular de glicidios, pela
avaliacdo da atividade de desidrogenases mitocondriais. A viabilidade mitocondrial e,
consequentemente, a viabilidade celular, ¢ entdo quantificada pela redu¢do do composto MTT
(brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazdlio) que ¢ um sal de tetrazolio amarelo
a formazan composto de cor arroxeada, pela atividade das enzimas desidrogenases. Dessa

forma, a reducdo do MTT a formazan ¢ diretamente proporcional a atividade mitocondrial e a
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viabilidade celular (MAGALHAES et. al., 2018; RISS et. al., 2016). Esse ensaio foi realizado
em placas de 96 pocos com densidade de neurdnios corticais de 40.000 células por pogo. Apos
4 horas de plaqueamento os neurdnios foram transduzidas com os vetores AAV.miR-26a e
AAV.CTRL. Apés 7 dias o meio de cultura celular das placas foi retirado e substituido por 100
ul em cada pogo da solugdo, previamente preparada contendo meio de cultura celular novo e o
reagente MTT (1:10). Em seguida as placas foram incubadas por 2 horas em incubadora de CO»
a 5% em 37° C. Decorrida essas 2 horas, a solugao contendo o MTT foi retirada e a placa foi
lavada uma vez com PBS. Logo apos, adicionou-se 100 ul de isopropanol acido para
ressuspender os cristais de Formazan. O contetdo de cada pogo foi transferido, em triplicada
com um volume total de 30ul cada, para uma nova placa de 96 pogos ¢ realizadas as
quantificagdes. Em trés pocos dessa nova placa foi adicionado somente 30 pul do isopropanol
acido e em outros nove pogos foram adicionados 30 pl de meio de cultura dos neurdnios
corticais como controle negativo, por se tratar de um teste colorimétrico. As placas foram
lidas usando espectrofotometro para placas de multipogos, com medidas de absorbancia entre
500-600 nanometros, € quanto mais escura a solugdo da placa, maior o nmimero de células
viaveis e metabolicamente ativas, sendo a viabilidade celular calculada com base nos dados de

absorbancia obtidos na leitura.

4.7 Analise de crescimento de Neuritos

Para avaliar o efeito do AAV.miR-26a no crescimento de neuritos, os neurdnios foram
plaqueados em placa de 24 pogos com densidade de 60.000 células por poco. Apds 4 horas os
neurdnios foram transduzidos com os vetores AAV.CTRL ¢ AAV.miR-26a ¢ apds 8 dias as
células foram fixadas com paraformaldeido (PFA) 4% diluido em PBS ¢ foi realizada a
imunocitoquimica com o anticorpo contra BIII-tubulina (Tujl) para marcar os prolongamentos
neuronais. Fotomicrografias foram realizadas no CAPI-UFMG, através do microscopio de
fluorescéncia ApoTome (Zeiss) com objetiva de 20x. As imagens foram analisadas com o
software ImagelJ, onde foi calculada a porcentagem da area da imagem ocupada pela marcacao
de Tuj 1. Para evitar viés, o valor encontrado foi normalizado pelo nimero de células presentes

na imagem.
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4.8 Analises de complexidade da arborizagdo dos neuritos (analise de Sholl)

No intuito de analisar o efeito do AAV.miR-26a na arborizac¢do dos neuritos foi utilizada
a analise de Sholl. Nessa analise os neurdnios foram plaqueados em placas de 24 pocos com
densidade celular de 20.000 células por pogo para se obter neurdnios isolados. Apos 4 horas os
neurdnios foram transduzidos com os vetores AAV.CTRL e AAV.miR-26a ¢ apds 8 dias as
células foram fixadas com PFA 4% em PBS e foirealizada a imunocitoquimica com o anticorpo
contra PIII-tubulina (Tujl) para marcar os prolongamentos neuronais. Entdo, imagens foram

feitas em um microscopio de fluorescéncia ApoTome (Zeiss) com objetiva de 40x.

As imagens foram analisadas no software ImageJ com plug-in para a analise de Sholl.
Esse método analitico foi desenvolvido por Donald Sholl em 1953 (SHOLL 1953), sendo na
atualidade, amplamente utilizado para demonstrar alteragdes na estrutura neuronal causada por
manipulagdes genéticas (BIRD & HERMANN, 2019). Esse método consiste em tragar
marcagdes circulares concéntricas a partir do corpo celular dos neurénios, com intervalos de 5
um entre os circulos, sendo avaliado as intercessdes entre os neuritos € os circulos concéntricos,
iniciando a 5 pm do centro do corpo celular do neurdnio até 80 um. Dessa forma foi possivel

avaliar a complexidade da arborizagdo dos neuritos

4.9 Avaliacao da regeneragdo de neuritos

Com o objetivo de avaliar o efeito do AAV.miR-26a na regeneracdo de neuritos, foi
utilizado um modelo de lesdo neuronal tipo Scratch. Esse experimento foi feito em colaboragao

com a biomédica Clarissa Ribeiro de Oliveira Cyrino.

Nessa analise os neuronios foram plaqueados em placas de 24 pocos com densidade
celular de 150.000 células por pogo. Apds 4 horas os neurdnios foram transduzidos com os
vetores AAV.CTRL ¢ AAV.miR-26a. No sétimo dia apos a transducdo foi realizada uma lesao
do tipo Scratch que consiste em uma arranhdo latero-lateral perpassando todo o didmetro dos
pocos, com o auxilio de uma ponteira de pipeta de 200 ul (Figura 6). Apos 24 horas da lesao
os neurénios foram fixados com PFA 4% e as laminulas dos pogos foram montadas
imediatamente com em laminas histologicas com solucdo de p-fenilenodiamina (PPD - Sigma-
Aldrich), evitando assim reacdes de fotobranqueamento, uma vez que a fluorescéncia

quantificada, foi resultante da expressdao do gene reporter EGFP induzida pelos vetores de AAV.
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Imagens foram feitas em microscopio de fluorescéncia ApoTome (Zeiss) com objetiva de 20 x

e analisadas usando o software ImageJ.

A regeneracdao dos neuritos foi analisada através de dois tipos de quantificagdes. Na
primeira, o comprimento total dos neuritos foi quantificado na area compreendida entre 100 pm
e 200um a partir da borda da lesdo. Na segunda, o numero de neuritos que ultrapassaram a
borda de 200um foi quantificado. Ambos os dados foram normalizados em relagdo ao nimero
de neurdnios presentes na area 100 um antes da borda da lesdo. Devido a grande variabilidade
deste experimento, os dados de cada experimento foram normalizados pelo grupo controle

(AAV.CTRL).

Figura 6 - Lesao do tipo Scratch

Scratch

Esta lesdo consiste em uma arranhdo latero-lateral perpassando todo o didmetro do pogo, com
o0 auxilio de uma ponteira de pipeta de 200ul. Adaptado de Monfared et. al., 2021

4.10 Imunocitoquimica

Os neurdnios foram fixados com PFA 4% em PBS por dez minutos ¢ apds foram
realizadas 2 lavagens com PBS. No primeiro dia da imunocitoquimica, realizou-se a
permeabilizagdo das células, com solu¢do PBS-Triton 0,5% em temperatura ambiente por 20
minutos. Em seguida, foi realizado o bloqueio com solucdo de PBS contendo 5% de albumina
de soro bovino (BSA) por 1 hora em temperatura ambiente, com o intuito de evitar ligacdes
inespecificas dos anticorpos com estruturas neuronais. Decorrido 1 hora, retirou-se a solucdo
de bloqueio e acrescentou-se a mesma solugdo de bloqueio contendo o anticorpo primario Tuj-
1 (1:10.000; BioLegend #801201), sendo esse anticorpo um marcador neuronal, através de sua

ligacdo a PllI-tubulina, constituinte dos microtibulos neuronais. A solucdo contendo o
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anticorpo primario foi incubada overnight a 4°C. No dia seguinte, a solugdo contendo o
anticorpo primario foi retirada e cada pogo lavado, 2 vezes com PBS gelado, por 5 minutos em
temperatura ambiente, sem agitar as placas. Apos essas lavagens, foi realizada outra lavagem
também com PBS gelado por 10 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, as placas
foram incubadas, por 1 hora em temperatura ambiente, com o anticorpo secundario Alexa Fluor
594 (Donkey anti-Mouse IgG (H+L); 1:1000; Thermo Fisher Scientific #A21203). Decorrida 1
hora, o anticorpo secundario foi retirado e as placas foram lavadas 4 vezes com PBS em
temperatura ambiente, com agitacdo orbital de 28 RPM em incubadora shaker. Em seguida,
apos a retirada do PBS da tltima lavagem, partiu-se para a montagem das laminulas em ldminas
de vidro, proprias para microscopia, utilizando meio de montagem de 1dminas Fluoromount-G
(Thermo Fisher Scientific #00-4598-02). As laminas montadas foram acondicionas em caixas
plastica recobertas por papel aluminio e guardadas em geladeira até o momento de aquisicao

das imagens em microscopio de fluorescéncia.

4.11 Analises de Bioinformatica

Para as andlises de bioinformatica foi wutilizada a plataforma miRWalk

(http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de), no intuito, de identificar os mRNAs alvos preditos e

validados do miRNA-26a. Para os alvos preditos, foi considerado um score de 0.90 e ligacao
com a regido 3’URT. Para os mRNAs alvos validados, foram considerados apenas os alvos

detectados pelo algoritmo TargetScan.

4.12 Testes Estatisticos

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do software GraphPad Prism
(versdo 7). Todos os dados experimentais foram agrupados como média + ou — erro padrdo da
média. Sendo as diferengas entre esses valores médios analisadas pelo teste T ndo pareado, teste
T de uma amostra ou two-way ANOVA e pds-teste Tukey de comparagdes multiplas. Foi

considerado diferenca significativa somente quando o valor de P foi inferior a 0,05.
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S RESULTADOS

5.1 Vetores de AAV.CTRL e AAV.miR-26a transduzem eficientemente neurdnios corticais in

Vitro.

Com a finalidade de verificar o efeito da superexpressdo do miR26a no crescimento e
regeneragao de neuritos de neurdnios corticais in vitro foram construidos vetores de AAV em
colaboragdo com o Prof. Uwe Michel da Universidade de Medicina de Gottingen, Alemanha.
No vetor de AAV expressando o miR-26a (AAV.miR-26a), sua expressao esta sob controle do
promotor H1 (Figura 7A). Este vetor também expressa o gene que codifica a proteina
fluorescente EGFP sob controle do promotor hSyn. Como controle foi construido um vetor de
AAV (AAV.CTRL) que expressa somente EGFP (Figura 7A). Para testar se os vetores de AAV
eram capazes de transduzir neurdnios corticais em cultura foi realizado um teste de eficiéncia
de transducdo. Nesse teste, os neuronios foram plaqueados em placas de cultura de 24 pogos na
densidade de 250.000 células por pogo. Apos 4 horas de plaqueamento, foram adicionados aos
pocos os vetores controle (AAV.CTRL) e o vetor expressando o miR-26a (AAV.miR26a). Apos
oito dias, imagens de contraste de fase (para visualizar todas as células) e da fluorescéncia de
EGFP (para visualizar as células transduzidas) foram capturadas em microscopio de
fluorescéncia Axiovert (Zeiss) (Figura 7B). Foram testadas diferentes titulagcdes dos vetores
(dados ndo mostrados) e foi visto que nos titulos virais de 1.107 particulas virais por pogo para
o vetor AAV.CTRL e de 2.107 particulas virais por pogo para o vetor AAV.miR26a
aproximadamente 90% das células expressavam EGFP para ambos os vetores (Figura 7C).

Com o propdsito de testar se o vetor AAV.miR-26a poderia conferir citotoxicidade aos
neurdnios corticais em cultura a viabilidade celular foi testada pelo ensaio de MTT. Nesse teste
0s neurdnios corticais foram plaqueados em placas de 96 pogos com uma densidade de 40.000
células por pogo, foram transduzidos com os vetores AAV.CTRL e AAV.miR-26a e o ensaio de
MTT foi realizado ap6s 7 dias. Foi visto que o vetor AAV.miR26a, ndo demostrou ser citotdxico
quando comparado com o vetor AAV.CTRL, ndo sendo encontrada diferencas estatisticas

significativas entre os dois grupos (Figura 7D).

Estes dados mostram que os vetores AAV.CTRL ¢ AAV.miR-26a sdo capazes de
transduzir neurdnios corticais in vitro de maneira eficiente ¢ que ndo ha citotoxicidade

diferencial entre os dois vetores.
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Figura 7 - Eficiéncia de transduc¢ao dos vetores AAV.CTRL e AAV.miR-26a
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(A) Desenho esquematico dos vetores controle (AAV.CTRL), com o transgene contendo a
sequéncia génica para a expressdo da proteina fluorescente reporter verde EGFP sob controle
do promotor hSyn (acima) e AAV.miR26a contendo a sequéncia codificadora para a expressao
do miR-26a sob controle do promotor H1 ¢ a sequéncia génica para a expressdo da proteina
fluorescente reporter verde EGFP sob controle do promotor hSyn (abaixo). (B) Curso temporal
do teste de transducdo dos vetores de AAV em cultura de neurénios corticais. PREP: Preparo
da cultura neuronal; DIVO: Dia in vitro 0; AAV: Transdug¢do com os vetores de AAV 4 horas
apds plaqueamento; IMG: imagens em microscoépio de fluorescéncia no DIVE. (C)
Fotomicrografias representativas mostrando neurdnios expressando EGFP (painel superior), em
contraste de fase (painel central) ¢ a sobreposi¢do (painel inferior) apds transducdo com os
vetores AAV.CTRL (esquerda) e AAV.miR-26a (direita). Barra de escala: 50 um. (D) Grafico
de viabilidade celular através do teste de MTT. No eixo Y, estd representada a medida da
absorbancia ¢ no eixo X estdo representados os resultados para os grupos AAV.CTRL ¢
AAV.miR-26a. Dados representados como média + erro padrdo da média. As diferencas entre
os valores médios foram analisadas pelo teste T ndo pareado. N = 4.
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5.2 AAV.miR-26a nao altera o crescimento de neuritos de neurdnios corticais in vitro.

A identificagdo e avaliacdo do crescimento de neuritos é uma leitura importante em
numerosos procedimentos experimentais no campo da neurociéncia (OSSINGER er. al., 2020).
Nesse contexto, foi avaliado o efeito do AAV.miR26a no crescimento de neuritos de neurdnios
corticais in vitro. Neste os neuronios foram plaqueados em placas de culturas de 24 pogos com
uma densidade de 60.000 células por pogo. Entdo, 4 horas apds o plaqueamento, os neurdnios
foram transduzidos com os vetores AAV.CTRL ou AAV.miR26a e 8 dias apos as células foram
fixadas e foi realizada imunocitoquimica com anticorpo Tujl que detecta BIlI-tubulina, um
marcador de microtiibulos neuronais. Fotomicrografias foram obtidas em um microscopio de
fluorescéncia ApoTome (Zeiss) (Figura 8A). O crescimento neuritico foi contabilizado pelo
software Imagel], onde foi calculado, em porcentagem, a area da imagem ocupada pela
marcagdo de Tujl, sendo o valor encontrado dividido pelo nimero de células detectadas na
imagem, para normalizagdo dos valores. As imagens mostram que a marcagao de Tujl é similar
nos grupos AAV.CTRL e AAV.miR26a (Figura 8B, C). A quantificagdo mostrou que nao houve
diferenca estatisticamente significativa na area ocupada pela marcagao de Tujl comparando os
neurdnios transduzidos com o vetor AAV.CTRL (14,7£2,5) e o vetor AAV.miR26a (19,2+3,4)
(P=0,312) (Figura 8D). Estes dados sugerem que o vetor AAV.miR26a nao foi capaz de

influenciar o crescimento dos neuritos de neurdnios corticais in vitro.
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Figura 8 — Efeito do AAV.miR-26a no crescimento de neuritos
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(A) Curso temporal do teste de crescimento de neuritos em cultura de neurénios corticais.
PREP: Preparo da cultura neuronal; DIVO: Dia in vitro 0; AAV: Transdugdo com os vetores de
AAV 4 horas apds plaqueamento; IMG: Fixagdo das c¢lulas, imunocitoquimica e obtengdo das
imagens no DIVS. (B) Fotomicrografias representativas mostrando neurdnios corticais
transduzidos com o vetor AAV.CTRL (esquerda) e¢ vetor AAV.miR26a (direita), apos
imunocitoquimica com anticorpo Tuj-1 (vermelho). Barra de escala: 50 um. (C) Mesma
imagem mostrada em B, apds processamento com o software ImagelJ para andlise de ocupagao
de area da marcacdo de Tujl. (D) Grafico mostrando a quantificacdo da drea com marcagao de
Tuj-1 normalizada pelo nimero de células. No eixo Y estd expresso o valor médio da éarea
ocupada pela marcacdo de Tuj-1 normalizada pelo nimero de células presentes na
fotomicrografia. No eixo X as colunas representativas dos resultados para o AAV.CTRL (barra
branca) ¢ AAV.miR-26a (barra cinza). Dados representados como média + erro padrdo da
média. As diferengas entre os valores médios foram analisadas pelo teste T ndo pareado. N =5.
P=0,312.
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5.3 AAV.miR-26a ndo tem efeito na complexidade da arborizagdo de neuritos de neuronios
corticais in vitro.

No intuito de avaliar se 0 AAV.miR-26a ¢é capaz de alterar a morfologia neuritica e até
qual distancia do corpo celular poderia atuar, foi realizada a analise de Sholl. Para essa analise,
os neurdnios foram plaqueados isoladamente em placa de cultura de 24 pogos, com uma
densidade celular de 20.000 células por pogo, transduzidos com os vetores AAV.CTRL ou
AAV.miR26a. Entdo, no oitavo dia ap6s o plaqueamento das células e inoculagdo dos vetores
virais os neurdnios foram fixados e uma imunocitoquimica com anticorpo Tuj-1 foi realizada,
seguido da obtengdo das fotomicrografias de fluorescéncia através do microscopio de
fluorescéncia ApoTome (Zeiss) (Figura 9A). Em seguida, utilizou-se o software ImageJ para a
realizacdo das marcagdes e contabilizacdo das intercessdes entre os neuritos € as marcagoes

circulares concéntricas, para a analise de Sholl.

As imagens de neurdnios isolados ap6s marcagdo de Tujl mostra que a arborizagdo dos
neuritos € similar nos grupos transduzidos com os vetores AAV.CTRL e AAV.miR26a (Figura
9B). A quantificacdo da andlise de Sholl mostrou que ndo ha diferengas estatisticamente
significativas no numero de interse¢des entre os neuritos e os circulos concéntricos em nenhuma
distancia analisada comparando os neurdnios que foram transduzidos com o vetor AAV.CTRL
e o vetor AAV.miR26a (Figura 9C). Adicionalmente, foi quantificado o numero total de
intersegdes entre os neuritos e os circulos concéntricos e ndo foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa (AAV.CTRL: 52,8+2,2; AAV.miR-26a: 45,2+5,3; P=0,255)
(Figura 9D). Estes dados indicam que a transdug¢do com o vetor AAV.miR26a ndo altera a

complexidade da arboriza¢do dos neuritos de neurénios corticais in vitro.
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Figura 9 - Analise do efeito do AAV.miR-26a na arborizacio de neuritos
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(A) Curso temporal do teste de crescimento de neuritos em cultura de neurdnios corticais.
PREP: Preparo da cultura neuronal; DIVO: Dia in vitro 0; AAV: Transdugdo com os vetores de
AAV 4 horas apds plaqueamento; IMG: Fixacdo das células, imunocitoquimica e obten¢ao das
imagens no DIV8. (B) Fotomicrografias representativas mostrando neurdnios corticais isolados
transduzidos com o vetor AAV.CTRL (esquerda) ¢ vetor AAV.miR26a (direita), apds
imunocitoquimica com anticorpo Tuj-1 (vermelho). Barra de escala: 20 um. (C) Mesma
imagem mostrada em B, ap6s processamento com o software ImagelJ para analise de Sholl. (D)
Quantificacdo das interse¢des entre os neuritos e os circulos concéntricos em cada um dos raios
tragados a partir do centro do neurénio. No eixo Y estd expresso o nimero de intersecdes
detectadas e no eixo X cada raio tragado a partir do centro do neurdnio pelo método de Sholl.
Pontos circulares representam o grupo AAV.CTRL e quadrados o grupo AAV.miR-26a. Dados
representados como média =+ erro padrao da média. As diferengas entre os valores médios foram
analisadas pelo teste two-way ANOVA ¢ o teste de comparagdo multipla Tukey. N=3. (E)
Quantificacdo do nimero total de interse¢des neuriticas. No eixo Y estd expresso o nimero total
de intersecdes detectadas pelo método de Sholl e no eixo X as colunas representativas dos
resultados para o AAV.CTRL (barra branca) e AAV.miR-26a (barra cinza). Dados representados
como média + erro padrdo da média. As diferengas entre os valores médios foram analisadas
pelo teste T ndo pareado. N= 3. P=0,255.
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5.4 AAV.miR-26a aumenta a regeneragao de neuritos apds lesdo do tipo scratch em neurénios

corticais in vitro.

Tendo visto que o AAV.miR-26a ndo afeta o crescimento e arborizacdo de neuritos, foi
testada agora a capacidade regenerativa do AAV.miR-26a apos lesdo do tipo scratch. Neste
modelo, os neurdnios corticais foram plaqueados em placas de 24 pogos com uma densidade
de 150.000 células por poco, transduzidos com os vetores de AAV e apos 7 dias foi realizada a
lesdo. A lesdo do tipo scratch consiste em um arranhdo latero-lateral perpassando todo o
diametro dos pogos da placa de cultura. Apds 24 horas as células foram fixadas e as laminulas
forma diretamente montadas em laminas de vidro seguindo para a aquisicdo das
fotomicrografias em microscopio de fluorescéncia ApoTome (Zeiss) (Figura 10A). Os neuritos
em regeneracdo foram identificados pela expressdo de EGFP na area da lesdo. As imagens
foram analisadas pelo software ImageJ onde foi quantificado o tamanho dos neuritos na area
compreendida entre 100 um e 200 pm a partir da borda da lesdo e o nimero de neuritos que
ultrapassaram a distancia de 200 pym da borda da lesdo. Ambos os dados normalizados pelo
nimero de neurdnios presentes na area até 100 um antes da borda da lesdo e, devido a alta

variabilidade deste experimento, normalizado também pelo grupo controle (AAV.CTRL).

As imagens da area da lesdo mostram uma maior presenca neuritos expressando EGFP
no grupo AAV.miR-26a comparado com o grupo AAV.CTRL (Figura 10B). A quantificagao
mostrou que a transdu¢do com o AAV.miR-26a aumentou o tamanho dos neuritos na area da
lesdo em 41,6%+10,2 (P=0,026) (Figura 10C) e o nimero de neuritos que cruzaram a linha de
200 um em 65,5%=8,4 (P=0,004) (Figura 10D). Estes dados indicam que a transdu¢do com o

AAV.miR-26a promove regeneragdo de neuritos de neurdnios corticais in vitro.
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Figura 10 — Analise da regeneracio de neuritos apds transdu¢cio com o AAV.miR-26a
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(A) Curso temporal do teste de regeneragdo de neuritos de neurdnios corticais in vitro. PREP:
Preparo da cultura neuronal; DIVO: Dia in vitro 0; AAV: Transdugdo com os vetores de AAV 4
horas apds plaqueamento; LES: Lesao do tipo scratch no DIV7; IMG: Fixacdo das células ¢
obtencdo das imagens no DIVS. (B) Fotomicrografias representativas mostrando neuritos em
regeneracdo expressando EGFP (verde) na parte superior da imagem e a borda da lesdo na parte
inferior. (C-D) Graficos mostrando a quantificacdo do tamanho dos neuritos na area entre 100
pm e 200 um da lesdo (C) e do nimero de neuritos que atingiu a marca de 200 um da lesdo
(D). No eixo Y estd a medida do comprimento dos neuritos (C) e do numero de neuritos (D),
ambos normalizados pelo controle. No eixo X as barras representativas dos resultados para o
AAV.CTRL (barra branca) e AAV.miR-26a (barra cinza). Dados representados como média +
erro padrdo da média. As diferengas entre os valores médios foram analisadas pelo teste T de
uma amostra. N = 4. P=0,026 (C) ¢ P=0,004 (D).
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5. 5 Resultados Analises de Bioinformatica

No intuito de avaliar os possiveis mecanismos pelos quais o AAV.miR-26a promove
regeneragdo de neuritos foram realizadas andlises de bioinformatica através da plataforma
miRWalk (http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de) para_identificar os mRNAs alvos preditos e
validados do miR-26a. Foi encontrado um total 242 mRNAs alvos para o miR26a, desses genes
alvos, 164 ndo foram validados, resultando em 78 genes alvos validados para o miR-26a
(Figura 11). Apos a deteccdo dos mRNAs alvos do miR26a realizou-se um levantamento de
quais genes estariam diretamente envolvidos em processos de neurodegeneragdo e
crescimento/regeneracao de neuritos (Quadro 1), sendo encontrados os genes dos mRNA de
IGF1, MAPK6, PTEN, ROCKI1 e SOXS, que podem ser considerados possiveis alvos do miR-

26a em nosso modelo.

Figura 11 - Grafico representativo das analises de bioinformatica

Total numbers of targets for
miR-26a: 242

Para obtengdo dos genes alvos validados para o miR-26a foi utilizada a plataforma MiRWalk

sendo encontrado 242 mRNAs alvos, 78 genes validados ¢ 164 genes ndo validados.
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Quadro 1- Alves do miR-26a relacionados com neurodegenerac¢io

crescimento/regeneracio neuronal

Quadro 1. Alvos validados para o miR-26a relacionados com crescimento e regeneragdao neuronal

Genes Fungdo Referéncias
IGF1 Sobrevivéncia de neurénios, Werner [2023]
sinaptogénese, conectividade e Réthelyi et al. [2023]
plasticidade sinaptica; expressao génica
e remodelacao do citoesqueleto
MAPK6 Neuroinflamagao e neurodegeneragao Elkhadragy et al. [2024]
ap6s lesoes no SNC Cargnello & Roux [2011]
PTEN Crescimento e regeneragao de neuritos; Chen et al. [2018]
crescimento e regeneragao axonal Berry et al. [2015)
ROCK | Regeneracao do citoesqueleto; Yan et al. [2019]
crescimento e regeneragao de neuritos Gu et al. [2014]
SOX5 Inibigdo do crescimento neuritico e da

regeneragao neuritica

Reescanear & Ralliére [2010]
lkeda et al. [2002]
Naudet et al. [2018]

Levantamento realizado através de pesquisa bibliografica utilizando a base de dados PubMed

(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/).
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho usamos vetores de AAV para avaliar o papel do miR-26a no crescimento
e regeneracao de neuritos. A primeira etapa desse estudo consistiu em testarmos se os vetores
de AAV eram competentes em transduzir os neurdnios corticais em culturas primarias e se a
transducdo com os vetores AAV.CTRL e AAV.miR-26a poderiam produzir efeitos citotéxicos
nesses neurdnios. Foi confirmada a eficiéncia de transdugao entre 80% e 90%, para ambos os
vetores, através da comparagdo entre o numero de células que expressaram o gene reporter
EGFP, presente em ambos os vetores, em microscopia de fluorescéncia versus a contagem dos
corpos celulares em microscopia de contraste de fase. Para as andlises de citotoxicidade, foi
realizado o teste colorimétrico de MTT, ndo sendo observada toxicidade diferencial entre os

vetores AAV.CTRL e AAV.miR-26a.

Uma vez que os vetores de AAV estavam funcionais e nao ofereciam toxicidade aos
neurdnios em cultura primdria, partiu-se para os demais testes. A analise seguinte foi avaliar se
a superexpressdo do miR-26a seria capaz de aumentar o crescimento neuritico (dendritos e
axonios, coletivamente) dos neurdnios corticais, em culturas primarias. Como resultado, niao
foram constatadas diferencgas estatisticamente significativas, entre os valores comparando o
vetor AAV.CTRL com o AAV.miR26a. Em conjunto, ao teste de crescimento neuritico, foram
realizadas andlises de Sholl para observacdo da morfologia neuritica (arborizagdo neuritica).
Nas andlises de Sholl, também nao foram encontradas diferengas estatisticamente significativas
na arborizagdo dos neuritos. A incapacidade de promover o crescimento e mudangas na
morfologia dos neuritos em neurdnios corticais in vitro, observadas nesse estudo sdo contrarios
aos resultados obtidos por Li & Sun (2013), onde a regulacdo positiva do miR-26a, ndo apenas
mudou significativamente, a morfologia, como aumentou o numero ¢ o comprimento total
médio dos neuritos, pela regulacdo negativa da proteina supressora de tumor PTEN. Para
explicar esse conflito nos resultados, algumas hipoteses, foram levantadas: (i) A diferenca da
linhagem de ratos utilizada para obtencdo dos neuronios corticais € a idade desses neurdnios no
momento do plaqueamento nas culturas primarias. Nesse projeto foram utilizados neurdnios
corticais de embrides com 18 dias (E18) de ratos Wistar Hannover, enquanto em Li & Sun.
(2013), foram utilizados neurdnios corticais de ratos Sprague Dawley neonatos. Uma vez, que

as colonias derivadas de ratos Wistar e ratos Sprague-Dawley tenham a sua composi¢cdo
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genética extremamente varidvel devido aos efeitos fundadores e a deriva genética, é de se
esperar que seus neurdnios apresentem respostas diferenciadas aos mesmos estimulos
experimentais (SUCKOW et. al, 2006). Também deve ser levado em consideracdo os
fornecedores dos animais, bem como o biotério de experimentagdo onde esses animais sao
mantidos durante os experimentos, visto que animais de um estoque especifico obtidos do
mesmo vendedor, mas mantidos em locais diferentes, sdo susceptiveis de diferir na sua
composicao genética, também respondendo de forma diferenciada ao mesmo estimulo
(SUCKOW et. al., 2006). No que diz respeito a idade dos neuronios corticais plaqueados, em
Li & Sun (2013), os neurdénios eram mais velhos, oriundos de animais neonatos, enquanto nesse
projeto, foram plaqueados neurdnios corticais E18, resultando em capacidades de crescimento
neuritico diferencial, ndo sendo possivel estabelecer um carater comparativo entre os neuronios
corticais usados nos dois trabalhos (GOLBERG et. al, 2002). (ii) A diferenga dos promotores
utilizados para a expressdo dos transgenes e a forma de inser¢do desses transgenes nos
neurdnios corticais in vitro. Nos experimentos de Li & Sun (2013), foram utilizados o promotor
artificial composto ubiquo pCAG, sendo esse promotor construido pela combinagdo do
intensificador (enhancer) de citomegalovirus (CMV), fundido ao promotor da B-actina de
galinha (ou esquelética humana), juntamente com a sequéncias do gene 3-globina de coelho
(YEW, 2005; NIWA et. al., 1991). O promotor pCAG ¢ capaz de expressar com alta eficiéncia
genes exogenos transfectados em varias linhagens celulares de mamiferos in vitro, e possui uma
expressao mais robusta que o promotor de transcri¢do de pequenos RNAs, H1 (pH1) utilizado
em nossos construtos (KOSUGA et. al., 2000; JACKSON et. al., 2016; MAKINEN et. al.,
2006). Outra diferenga entre os experimentos que pode contribuir para explicar os resultados
de crescimento neuritico contrastantes, refere-se ao modo de transferéncia do transgene nos
neurdnios primdrios. Em Li & Sun (2013), os plasmideos para a superexpressdo do miR-26a
foram transfectados por nucleofeccdo, que consiste em uma forma especializada de
eletroporacdo que permite a introducdo do transgene diretamente no nucleo da célula
hospedeira, evitando assim as etapas de internalizacdo endossomal mediada por clatrina e de
escape endossomal, necessarias a transdugdo por vetores de AAV. Porém tal como acontece com
a eletroporagdo convencional, a nucleofeccdo resulta em uma alta taxa de morte celular, além
dos altos custos operacionais, sendo por tanto, sua utilizagdo inviavel em terapias génicas
(KUMAR et al. 2019). Em oposi¢do ao efeito celular deletério da nucleofec¢ao tanto in vitro

quanto in vivo, a inclusdo dos transgenes em neurdnios por transducdo utilizando vetores de
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AAV ¢ bastante segura ¢ eficaz tanto em contextos pré-clinicos e clinicos (NASO et al., 2017).
Outra diferenca importante no uso de eletroporagdo versus AAV € o tempo de inicio da
expressao do transgene, onde na transdugdo por AAV esse tempo de inicio € maior (~ 3 dias)
comparado com a eletroporagdo (~ 24 h). Neste sentido a expressdo do miR-26a no nosso
modelo poderia estar sendo iniciada em um momento onde os neuritos ja estavam crescidos e,
portanto, o efeito do miR-26a no crescimento nao foi visto. Em conclusdo, essas diferengas nos

modelos experimentais dos dois trabalhos poderiam explicar os resultados contrastantes.

Uma vez visto que o AAV.miR-26a ndo teve efeito no crescimento de neuritos, o
préoximo passo foi avaliar o efeito na regeneracdo neuritica de neurdnios corticais in vitro, apos
lesdo do tipo Scratch. Nesse experimento foi observado que a transdugdo com o AAV.miR-26a
promoveu um aumento na regeneragdo neuritica, resultando em um aumento tanto no niimero
de neuritos que ultrapassaram a distancia de 200pm da borda da lesdo quanto no comprimento
dos neuritos na area entre 100um e 200pum da borda da lesdao. Esses resultados, corroboram os
resultados obtidos em Gao et al., (2023), no qual a superexpressao do miR-26a, a partir de
vesiculas responsivas a campos magnéticos, foi capaz de promover a regeneragdo axonal em
neurdnios da medula espinhal de ratos ap6s axotomia, tendo por mecanismo a inibi¢do das vias

de sinalizagdo de PTEN e GSK-3p.

Uma hipétese para explicar a diferenca obtida em nosso trabalho em relacdo ao
crescimento versus regeneracao de neuritos estd no fato do momento em que o miR-26a exerce
o seu efeito. Enquanto no modelo de crescimento de neuritos a expressdo do miR-26a acontece
provavelmente 3 dias apds o inicio do crescimento do neuritos, no modelo de regeneracao de
neuritos, superexpressdo do miR-26a ja estd presente no momento da lesdo, que ocorre no
DIV7. Com isso, podemos detectar um efeito bioldgico da superexpressio do miR-26a no

modelo de regeneragdo de neuritos.

Na tentativa de identificar os genes alvos do miR-26a foi realizada uma analise de
bioinformatica utilizando a plataforma miRWalk com a aplicagdo do algoritmo TargetScan com
um score de 0.90. Foram encontrados 242 alvos totais, destes 78 alvos validados e 164 alvos
ndo validados para o miR-26a. Dos genes alvos totais encontrados em nossas analises, 5 genes:
IGF1, MAPK®6, PTEN, ROCK1 e SOXS5 se destacam por estarem implicados diretamente em
processos neurodegenerativos e regenerativos. No intuito de contextualizar essas relagdes foi

realizada uma breve descricdo desses genes com enfoque em suas atuagdes no SNC.
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IGF1 - O fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF1) € um fator de crescimento
proteico constituido de 70 aminoacidos, pertencente a superfamilia de hormonios semelhantes
a insulina e seu receptor é a proteina de superficie celular IGFIR (WERNER, 2023). IGF1 ¢
um fator neurotrofico essencial para o desenvolvimento adequado do SNC, tendo fungdes
importantes na proliferacdo e sobrevivéncia de progenitores neuronais, na diferenciagao,
sobrevivéncia e migragdo neuronal, no desenvolvimento de células gliais, bem como na
sinaptogénese, conectividade sinaptica e na plasticidade sindptica. Em um nivel celular, ele
desempenha um papel na regulagdo do ciclo celular, apoptose, expressdo génica e na
remodelagdo do citoesqueleto e a expressao e/ou sinalizagdo aberrantes de IGF1 contribui na
patogénese de transtornos de neurodesenvolvimento e, em certa medida, também para

transtornos neuropsiquiatricos (RETHELY] et. al.; 2023).

MAPKG6 - O gene MAPK6 codifica a proteina cinase ativada por mitégeno 6 (MAPKO6),
também conhecida como cinase regulada por sinal extracelular 3 (ERK3). As proteinas cinases
ativadas por mitdgeno (MAPKSs) regulam diversos programas celulares ao retransmitir sinais
extracelulares para respostas intracelulares. Em mamiferos, ha mais de uma duzia de enzimas
MAPK que regulam coordenadamente a proliferagdo, diferenciacao, motilidade e sobrevivéncia
celular. Um dos alvos mais conhecidos de ERK3 ¢ a proteina cinase ativada por MAPK, MKS$5
(também conhecida como proteina cinase ativada/regulada por p38 [PRAK]) (CARGNELLO
& ROUX, 2011). Diferentes estudos sugerem que o nivel de expressdo de ERK3 ¢ regulado
positivamente ap6s a inducdo de lesdo por isquemia e contribui para a lesdo, possivelmente
promovendo inflamagdo celular, estresse oxidativo e morte celular (ELKHADRAGY et. al.,
2024). Portanto, a regulagdo negativa de MAPK6/ERK3 pelo miR-26a poderia ser uma

importante estratégia contra a neuroinflamagdo e neurodegeneracao.

PTEN - O gene PTEN codifica a proteina Fosfatase ¢ Homologo de Tensina (PTEN), que ¢
uma fosfatase dupla com atividades de fosfatase proteica e lipidica. Nos ultimos anos, a fungao
de PTEN no crescimento e regeneracdo axonal em neurénios do SNC tem atraido bastante
ateng¢do, uma vez que PTEN atue como um regulador negativo de uma via importante de
sinaliza¢do de crescimento e sobrevivéncia celular, nomeadamente a via fosfatidilinositol-3-
quinase (PI3K) /AKT/ alvo de rapamicina de mamifero (mTOR) (CHEN et. al.; 2018).
Pesquisas recentes sugerem que a via de sinalizagdo PI3K/Akt/mTOR seja capaz de mediar o
crescimento dos axonios do SNC durante o desenvolvimento neuronal e que a supressdo da

atividade nessa via ocorra durante a maturidade, 2 medida que os niveis de PTEN aumentem e
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inibam a ativagdo de PI3K e de mTOR, sendo a inibi¢do dessa via por PTEN possivelmente
relacionada com a falha da regeneracdo axonal no SNC de mamiferos adultos. Essa hipotese ¢
apoiada por pesquisas que corroboram que a supressio de PTEN em animais adultos
experimentais promova uma regenerac¢ao axonal impressionante no SNC (BERRY et al., 2015).
Neste sentido, a inibi¢do da expressdo de PTEN pelo miR-26a pode ser um dos mecanismos

pelos quais o AAV.miR-26a promove regeneragao de neuritos em nosso modelo.

ROCKI1 - As cinases associadas a Rho (ROCKs) sdo proteinas cinases serina-treonina que
atuam a jusante de pequenas GTPases Rho para regular a dinamica do citoesqueleto de actina.
Duas isoformas de ROCK (ROCKI1 e ROCK?2) sdo expressas no SNC de mamiferos, em
humanos, e sdo reguladores potentes do citoesqueleto de actina, sendo, portanto, cruciais para
a formacao dos espinhos dendriticos e funcao sinaptica (YAN et al., 2019). Sendo a proteina
cinase ROCK1 um regulador potente do citoesqueleto de actina, ¢ um alvo promissor para o
tratamento de distirbios do SNC. Ja foi mostrado que a inibi¢do da expressdo de ROCKI
promove crescimento de neuritos, enquanto, a sua superexpressao tem o efeito oposto (GU et
al.,2014). Portando, ROCKI1 pode ser outro alvo do miR-26a envolvido no efeito de promogao

de regeneragdo de neuritos observado em nosso trabalho.

SOXS - Os genes SOX codificam fatores de transcricdo que contém um dominio de ligacao ao
DNA denominado, dominio de grupo de alta mobilidade (HMG). As proteinas Sox
desempenham um papel importante no desenvolvimento dos vertebrados, incluindo a
embriogénese inicial, a gastrulagdo e a indu¢do do desenvolvimento neural e contribuem para
a diferenciagdo em muitas linhagens. Sox 5 pertence ao subgrupo Sox D junto com Sox 6 e Sox
13 e ¢ expresso em muitos tecidos adultos, incluindo o cérebro, rim, pulmao, cartilagem e
musculo esquelético (REESCANEAR & RALLIERE, 2010; IKEDA et al., 2002). Ja foi
mostrado que o aumento dos niveis de Sox5 em células neuronais inibe o crescimento de
neuritos de forma dependente da proteina mediadora 5 de resposta a colapsina (CRMPS),
sugerindo que a via Sox5-CRMPS5 ¢ um modulador critico do crescimento de neuritos
(NAUDET et al., 2018). Assim, Sox5 emerge como mais um alvo do miR-26a envolvido no

crescimento/regeneracdo de neuritos.
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7 CONCLUSAO

Em resumo, nesse estudo foi observado que a transducdo de neurénios corticais com o
vetor AAV.miR-26a ndo teve efeito no crescimento neuritico, contudo a capacidade
regenerativa foi aumentada nos neurdnios corticais apos lesdo do tipo Scratch. Com esses
resultados, fica indicado uma possivel utilizagdo do miR-26a como uma estratégia regenerativa
promissora de neurénios do SNC. No entanto, experimentos adicionais sdo necessarios para
confirmar o efeito regenerativos do miR-26a. Estes experimentos podem incluir analisar a
analise da regeneracdao axonal de neurdnios plaqueados em camaras microfluidicas, uma vez
que esse dispositivo permite a compartimentalizagdo dos axonios, possibilitando assim
especificar em qual dos neuritos (axonios e dendritos coletivamente) se deu o processo
regenerativo encontrado nas analises de regeneragdo neuriticas. Além disso, experimentos em
modelos in vivo, como o de lesdo do nervo optico ou lesdo medular, também podem ser
realizados. Em conclusdo, este trabalho identificou o vetor AAV.miR-26a como uma

interessante ferramenta para promover regeneragdo no SNC através de terapia gé€nica.
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