
  

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOLOGIA CELULAR 

 

 

 

 

 

Raquel Alves de Almeida 

 

 

 

 

 

 

TERAPIA GÊNICA NEUROPROTETORA E REGENERATIVA PARA A 
NEURODEGENERAÇÃO GLAUCOMATOSA BASEADA NA SUPEREXPRESSÃO 

DO MIR-17 

 

 

 

 

 

 

 

 

Belo Horizonte 

2020 



  

Raquel Alves de Almeida 

 

 

 

 

 

 

TERAPIA GÊNICA NEUROPROTETORA E REGENERATIVA PARA A 
NEURODEGENERAÇÃO GLAUCOMATOSA BASEADA NA SUPEREXPRESSÃO 

DO MIR-17 

 

 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-Graduação em 
Biologia Celular do Departamento de Morfologia, do Instituto 
de Ciências Biológicas, da Universidade Federal de Minas 
Gerais, como requisito parcial para obtenção do título de Mestre 
em Ciências. 

Área de concentração: Biologia Celular. 

Orientador: Dr. Vinicius de Toledo Ribas 

 

 

 

 

 

Belo Horizonte 

2020 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ficha catalográfica elaborada pela bibliotecária Fabiane C M Reis – CRB 6 – 2680 

           
 

043 

 

 

 

 

 

 

 

 

          

Almeida, Raquel Alves de. 
         Terapia gênica neuroprotetora e regenerativa para a neurodegeneração  
     glaucomatosa baseada na superexpressão do MIR-17 [manuscrito] / Raquel  
     Alves de Almeida. – 2020. 

     93 f. :  il. ; 29,5 cm.         
 

         Orientador: Dr. Vinicius de Toledo Ribas. 
     Dissertação (mestrado) – Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de    

     Ciências Biológicas. Programa de Pós-Graduação em Biologia Celular. 
 
    1. Biologia Celular. 2. Glaucoma. 3. Terapia Genética. 4. Neuroproteção. 5. 
Regeneração. 6. MicroRNAs. I. Ribas, Vinicius de Toledo. II. Universidade 
Federal de Minas Gerais. Instituto de Ciências Biológicas. III. Título.         

                                                                                                      

 

                                                                                              CDU: 576 



 
Universidade Federal de Minas Gerais - Instituto de Ciências Biológicas 
Programa de Pós-Graduação em Biologia Celular 

 

ATA DA DEFESA DE DISSERTAÇÃO DE MESTRADO DE 334/2020 
entrada 
2º/2018 

2018717086 RAQUEL ALVES DE ALMEIDA COSTA  
 

Às quatorze horas do dia 16 de dezembro de 2020, reuniu-se, no Instituto de Ciências Biológicas 
da UFMG, a Comissão Examinadora da Dissertação, indicada pelo Colegiado do Programa, para 
julgar, em exame final, o trabalho final intitulado: "TERAPIA GÊNICA NEUROPROTETORA 
E REGENERATIVA PARA A NEURODEGENERAÇÃO GLAUCOMATOSA BASEADA NA 
SUPEREXPRESSÃO  DO MIR-17", requisito final para obtenção do grau de Mestre em Biologia 
Celular. Abrindo a sessão, o Presidente da Comissão, Dr. Vinicius de Toledo Ribas, após dar a 
conhecer aos presentes o teor das Normas Regulamentares do Trabalho Final, passou a palavra à 
candidata, para apresentação de seu trabalho. Seguiu-se a arguição pelos examinadores, com a 
respectiva defesa da candidata. Logo após, a Comissão se reuniu, sem a presença da candidata e do 
público, para julgamento e expedição de resultado final. Foram atribuídas as seguintes indicações: 
 

Dr. Vinicius de Toledo Ribas UFMG APROVADA 

Dra. Cristina Guatimosim Fonseca UFMG/ICB APROVADA 

Dr. Antônio Carlos Pinheiro de Oliveira UFMG APROVADA 

 

Pelas indicações, a candidata foi considerada: APROVADA 
O resultado final foi comunicado publicamente à candidata pelo Presidente da Comissão. Nada mais 
havendo a tratar, o Presidente encerrou a reunião e lavrou a presente ATA, que será assinada por 
todos os membros participantes da Comissão Examinadora. Belo Horizonte, 16 de dezembro de 
2020. 
 
 

Dr. Vinicius de Toledo Ribas (Orientador)         

Drª. Cristina Guatimosim Fonseca   

Dr. Antônio Carlos Pinheiro de Oliveira  

 
 
_______________________________________ 
Profa. Dra Fernanda Radicchi Campos Lobato de Almeida 
Coordenadora do PPG em Biologia Celular 
Instituto de Ciências Biológicas - Universidade Federal de Minas Gerais 
 
Obs: Este documento não terá validade sem a assinatura e carimbo do Coordenador 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho aos meus pais que sempre me apoiam em 
tudo que faço, as minhas irmãs pelo incentivo, família, amigos e 
a todos que participaram e contribuíram para a realização deste 
sonho. 



  

AGRADECIMENTO 

Busco as mais adequadas palavras para expressar a minha gratidão a todos que 

participaram do percurso e contribuíram para a realização deste sonho. A caminhada durou 

além do que previa, mas tudo valeu a pena, cada lágrima, a espera, a renúncia e é claro os 

sorrisos e a aprendizagem. Hoje consigo olhar para trás e entender o porquê de muitas coisas. 

Quando tudo parecia perdido era na verdade uma nova chance. Chance de aprender um pouco 

mais, de ser uma pessoa melhor, consciente das minhas dificuldades, mas também consciente 

da minha força e determinação. 

Agradeço a Deus que em sua infinita bondade, nos momentos mais difíceis não me 

deixou, simplesmente me pediu para ter paciência que tudo estava sobre o seu controle. 

Aos meus pais Edir Alves e Geraldo Batista pelo apoio, amor incondicional, por 

sonharem comigo e não me deixar desistir, sem eles não teria conseguido dar mais este passo! 

As minhas sobrinhas Yasmim dos Reis e Alice Almeida, minhas irmãs Aline Ingrid, Denise 

Kelly, Dayane Cristina e seus maridos Rogério Januário e Walace Flávio pelo incentivo, 

apoio e carinho. A todos os meus familiares também agradeço pela ajuda financeira pessoal, 

pois não só de ciência vive o homem. 

Ao meu orientador, Vinicius Ribas, sem ele não teria conseguido! Por toda a 

paciência, atenção e dedicação a este trabalho, por confiar em minha capacidade, por estender 

a mão e me conduzir. Em todas as etapas deste processo de aprendizagem e construção 

científica esteve presente, compartilhando seus conhecimentos e contribuindo para a minha 

formação! Muito obrigada professor! 

Aos amigos e colegas do laboratório, em especial aos membros da equipe Ribas Team 

(Paloma Farias, Carolina Gomes, Clarissa Cyrino, Victor Matos, Bárbara Gonçalves, Emily 

Colen, Fernanda Cambraia e Arthur Veríssimo), ao professor Victor Santos e seus alunos, 

muito obrigada por toda a ajuda nos experimentos e as conversas e sorrisos que deixou a 

caminhada mais leve e divertida. Agradeço a todos vocês, que participaram ou contribuíram 

de algum modo durante o percurso, tenho aprendido muito com todos, não apenas 

conhecimento científico, mas também aspectos relacionados à convivência em grupo. 

A doutoranda do Departamento de Bioquímica e Imunologia Daniela de Laet, pela 

grande ajuda nos experimentos de Biologia Molecular ainda em condução e por compartilhar 

o seu conhecimento, bem como a sua orientadora, a professora Glória Regina, e sua 

coorientadora, a Pós doutoranda Daniela Ferreira.  



  

Ao professor Uwe Michel da Universidade de Medicina de Göttingen (UMG), 

Alemanha, pela colaboração com os vetores virais de rAAV. Ao pós-doutorando Dr. Lucas 

Caldi Gomes pela contribuição nas análises de bioinformática. 

Ao meu professor e orientador dos tempos da graduação, Germano Carneiro, que 

sempre me incentivou e acreditou em minha capacidade. Foi quem presenciou o nascer deste 

sonho e me fez acreditar que podia ir um pouco mais longe. Agradeço a professora de química 

da graduação Poliana Maia, pelas suas palavras de incentivo em momentos difíceis, o que me 

deu ainda mais força para prosseguir.  

A professora Erika Jorge por abrir as portas da UFMG, e juntamente a professora 

Gerluza Borges pela oportunidade de estagiar no laboratório de Biologia Oral e do 

Desenvolvimento. Sou grata aos meninos do Labode, em especial ao Rayan Silva, Amanda 

Maria Sena Reis, Aline Copola, Júlia Meireles, Ricardo Nodari e Aline Costa por me 

receberem bem no laboratório, muito obrigada pela força, também aprendi muito com todos 

vocês. 

Não podia deixar de agradecer aos professores e alunos da UFMG, colegas do 

Laboratório de Neurobiologia Conceição Machado, assim como membros de outros 

laboratórios por comprar meus bombons durante o primeiro semestre do mestrado, foi de 

grande ajuda para conseguir arcar com o transporte para a UFMG e não desistir por problemas 

financeiros. 

Finalmente, agradeço as agências de fomento, ao CNPq pela concessão da bolsa 

durante parte do mestrado e a International Society for Neurochemistry pela ajuda financeira 

para a realização deste trabalho. 

  



  

RESUMO 

O glaucoma, um distúrbio neurodegenerativo multifatorial, é caracterizado pela degeneração 

progressiva dos axônios que compõem o nervo óptico e posterior perda lenta das células 

ganglionares da retina (CGRs). É atualmente, a principal causa de cegueira irreversível em 

todo mundo, com mais de 60 milhões de pessoas afetadas. Os tratamentos atuais se 

concentram em diminuir a pressão intraocular. Apesar do tratamento, em um determinado 

grupo de pacientes, a doença continua a progredir. Diante disso, torna-se imperativo o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas, focadas em proteger as CGRs da morte, os 

seus axônios da degeneração e simultaneamente ser capaz de promover a regeneração de 

axônios lesados. Sendo assim, esse trabalho testou a eficácia da terapia gênica neuroprotetora 

e regenerativa para o glaucoma, baseada na expressão forçada do miR-17. Vetores de vírus 

adeno-associado recombinante (rAAV) superexpressando o miR-17 (rAAV.miR-17) e 

expressando a proteína mCheerry (rAAV.CTRL) foram utilizados para transduzir neurônios 

corticais in vitro e CGRs in vivo de ratos Wistar. O vetor de rAAV apresentou elevada 

eficiência de transdução em ambos os neurônios in vitro e in vivo. A cultura neuronal foi 

submetida à lesão do tipo “scratch” e feita avaliação da regeneração neurítica in vitro. O vetor 

rAAV.miR-17 foi capaz de aumentar significativamente a regeneração de neuritos nesse 

modelo. Nas análises in vivo, as CGRs foram transduzidas com os vetores virais, marcadas 

retrogradamente por FluoroGold e posteriormente feita a lesão do nervo óptico por 

esmagamento. Foi observada neuroproteção das CGRs pela superexpressão do miR-17, com 

um aumento significativo na sobrevivência das CGRs 28 dias após a lesão nas três regiões da 

retina quantificadas. Marcações contra neurofilamento H, GFAP e Iba1 foram feitas em cortes 

do nervo óptico. A marcação de axônios com anticorpo contra neurofilamento H e pela 

expressão de mCherry revelou uma maior preservação dos axônios do nervo óptico nas partes 

proximal e distal à lesão. Não foram observadas alterações nas marcações para astrócitos e 

microglia no nervo óptico pela marcação de GFAP e Iba1, respectivamente. Análises de 

bioinformática usando as plataformas miRWalk e miRTarBase permitiu identificar alvos 

preditos e validados do miR-17, respectivamente. Análises funcionais de ontologia gênica dos 

genes alvos preditos do miR-17 revelaram que o miR-17 possui diferentes genes alvos 

preditos envolvidos com processos de regeneração, degeneração e morte celular. Em 

conclusão, o presente estudo demonstra um efeito neuroprotetor e regenerativo da terapia 

gênica baseada na superexpressão do miR-17 em modelos de neurodegeneração. 



  

Palavras-chave: neurodegeneração glaucomatosa; terapia gênica; neuroproteção; 

regeneração; miR-17.  

  



  

ABSTRACT 

Glaucoma, a multifactorial neurodegenerative disorder, is characterized by progressive 

degeneration of the axons that make up the optic nerve and subsequent loss of retinal ganglion 

cells (RGCs). It is currently the leading cause of irreversible blindness worldwide, with more 

than 60 million people affected. Current treatments focus on lowering intraocular pressure. 

Despite treatment, in a given group of patients, the disease continues to progress. Given this, 

it is imperative to develop new therapeutic strategies, focused on protecting the RGCs from 

death, their axons from degeneration and simultaneously being able to promote the 

regeneration of injured axons. Therefore, this work tested the effectiveness of neuroprotective 

and regenerative gene therapy for glaucoma, based on the forced expression of miR-17. 

Recombinant adeno-associated virus (rAAV) vectors overexpressing miR-17 (rAAV.miR-17) 

and expressing the mCherry protein (rAAV.CTRL) were used to transduce cortical neurons in 

vitro and RGCs in vivo of Wistar rats. The rAAV vectors showed high transduction efficiency 

both in vitro and in vivo. The culture was subjected to a scratch lesion and evaluation of 

neuritic regeneration was performed. The rAAV.miR-17 was able to significantly increase 

neurite regeneration in vitro. For the in vivo analysis, RGCs were transduced with rAAV 

vectors, retrogradely traced by FluoroGold and subsequently an optic nerve crush was 

performed. Neuroprotection of RGCs was observed by overexpression of miR-17, with a 

significant increase in RGCs survival 28 days after the lesion in the three regions of the retina 

quantified. Immunostaining for neurofilament, GFAP and Iba1 was performd in optic nerve 

cryosections. Axonal staining by antibody against neurofilament and by the expression of 

mCherry revealed axonal protection in the optic nerve in the proximal and distal regions to the 

lesion. There was no change in astrocytes and microglia in the optic nerve by GFAP and Iba1 

satining, respectively. Bioinformatics analysis using the miRWalk and miRTarBase platforms 

allowed the identification of predicted and validated miR-17 targets, respectively. Functional 

analysis of gene ontology of the predicted target genes of miR-17 showed that miR-17 has 

several predicted target genes involved with regeneration, degeneration and cell death. In 

conclusion, the present study demonstrated the neuroprotective and regenerative effect of the 

gene therapy based in the overexpression of miR-17 in models of neurodegeneration.  

Keywords: glaucomatous neurodegeneration, gene therapy, neuroprotection, regeneration, 

miR-17.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Neurodegeneração no sistema nervoso central   

A neurodegeneração no sistema nervoso central (SNC) é um processo fisiopatológico 

caracterizado pela degeneração axonal e morte dos corpos celulares de neurônios. Admite-se 

que ambos, degeneração axonal e morte celular, possam ser iniciados por uma ampla gama de 

processos moleculares, ainda não elucidados completamente, e que apresentam relevante 

papel em contextos patológicos, como nas lesões traumáticas, acidente vascular encefálico e 

nas doenças neurodegenerativas crônicas (Wang Yu et al., 2018). Em diversos distúrbios 

neurodegenerativos como na doença de Parkinson, glaucoma e também em lesões traumáticas 

a degeneração axonal é um evento precoce e ocorre antes da morte neuronal (Lingor et al., 

2012; Maddineni et al., 2020).  

Em lesões traumáticas agudas em axônios no SNC, como a que ocorre na lesão medular 

e do nervo óptico (NO), um programa de autodestruição axonal é ativado rapidamente 

culminando em alterações moleculares e morfológicas. Inicialmente ocorre o processo de 

degeneração axonal aguda (DAA) de curta distância (Figura 1), que se estende por cerca de 

300-500 μm em ambos os lados da lesão, proximal e distal (Kerschensteiner et al., 2005; 

Knöferle et al., 2010). A DAA é caracterizada pelo súbito aumento dos níveis intracelulares 

de íons cálcio e ativação de proteases da família das calpaínas que atuam clivando o 

citoesqueleto, resultando em uma rápida fragmentação axonal local em questão de poucas 

horas (Kerschensteiner et al., 2005; Knöferle et al., 2010). Após 24 a 72 horas da lesão, a 

degeneração axonal ocorre de maneira distinta comparando os segmentos axonais proximal e 

distal (Wang et al., 2012). A porção axonal distal da lesão sofre uma fragmentação chamada 

degeneração Walleriana, que se estende por toda porção distal do axônio, resultando em total 

desintegração dessa porção do axônio (Confort et al., 2014). Na porção proximal dos axônios 

lesados, ocorre a formação de um estrutura na ponta do axônio chamada bulbo de retração 

(Figura 1) (Hill, 2017). Essa porção degenera progressivamente em direção ao corpo celular 

em um processo lento chamado de degeneração axonal retrógrada (“slow dieback”) (Hill, 

2017). Esse tipo de degeneração retrógrada lenta também foi descrita como estando envolvida 

em diferentes doenças neurodegenerativas crônicas (Yaron & Schuldiner 2016).  
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Figura 1 – Esquema representando os tipos de degeneração axonal. Após lesão traumática em 

axônios ocorre a entrada de íons cálcio. O primeiro tipo de degeneração é chamado de degeneração 

axonal aguda, que acomete ambos os lados. Após esse processo degenerativo inicial a porção distal 

(direita) sofre um processo chamado de degeneração Waleriana. Já a porção proximal sofre a 

degeneração retrógrada com formação do bulbo de retaração. Adaptado de Hill et al., 2017. 

Estes diferentes tipos de degeneração axonal compartilham mecanismos moleculares, 

pelo menos em parte. De fato, Raff et al. (2002) já especularam que a degeneração Walleriana 

compartilha semelhanças moleculares com a degeneração retrógrada (Raff et al., 2002). No 

entanto, até agora, essa especulação foi testada principalmente no modelo de expressão de 

uma proteína de fusão entre o fator de ubiquitina E4B (Ube4b) e a enzima Nmnat1 chamada 

degeneração Walleriana lenta (Wlds), que demonstrou retardar a degeneração Walleriana em 

diferentes modelos (Yaron & Schuldiner, 2016). Os resultados obtidos com essa proteína 

mutante são mistos, onde em alguns modelos a Wlds de fato retarda a degeneração retrógrada, 

mas não em todos (Yaron & Schuldiner, 2016). Além da degeneração retrógrada, a DAA 

também pode ser afetada pela Wlds (Kerschensteiner et al., 2005), sugerindo a existência de 

mecanismos comuns entre os processos de degeneração axonal. 

Os mecanismos moleculares envolvidos na DAA foram avaliados em diferentes 

estudos utilizando o NO e medula espinhal como modelos. Trabalhos do nosso grupo e de 

outros demonstraram anteriormente que a inibição de canais de cálcio pelo tratamento 

combinado de três inibidores (amlodipina, NBQX e amilorida) bloqueou quase que 

completamente a degeneração axonal aguda causada pelo esmagamento do NO ao inibir o 

influxo de íons cálcio, além de promover aumento da sobrevivência das células ganglionares 

da retina (CGRs) e aumento da regeneração axonal (Knöferle et al., 2010; Ribas et al., 2017). 
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Em modelos de esmagamento do NO Zhang et al., (2016) demonstraram que a calpaína é 

ativada precocemente durante a DAA no NO e que sua inibição bloqueia quase que 

completamente a fragmentação axonal no lado proximal à lesão e atenua a DAA no lado distal 

ao esmagamento. Identificaram ainda a proteína mediadora da resposta da colapsina 2 

(CRMP2), como sendo o principal alvo a jusante da calpaína e sua superexpressão em 

experimentos in vitro em neurônios corticais axotomizados promoveu um atraso na formação 

dos bulbos axonais e resgatou o transporte mitocondrial. Em conjunto, estes experimentos 

demonstraram que tanto a inibição da calpaína quanto a superexpressão de um de seus alvos 

promoveu uma atenuação significativa da DAA no lado proximal à lesão (Zhang et al., 2016). 

Além da ativação das calpaínas, o influxo de íons cálcio também promove a aumento 

da ativação da via autofágica, importante mecanismo catabólico aumentado na degeneração 

axonal (Knöferle et al., 2010; Yang et al., 2013; Ribas et al., 2015). Em diversos trabalhos 

anteriores nosso grupo e outros têm concentrado em investigar a extensão e o papel da 

autofagia no curso da degeneração axonal (Knöferle et al., 2010; Ribas et al., 2015; Ribas & 

Lingor 2015; Balke et al., 2020; Vahsen et al., 2020). Knoferle et al. (2010) buscaram 

caracterizar eventos precoces da degeneração axonal após esmagamento do NO. Constataram 

que a inibição da autofagia pela aplicação local de 3-metiladenina no NO atenuou a 

degeneração axonal e estabilizou os axônios em degeneração, sugerindo um efeito prejudicial 

da autofagia na DAA (Knoferle et al., 2010). Em um estudo envolvendo modelo de lesão 

medular nosso grupo analisou a regulação das proteínas autofágicas ULK1, Atg7, Atg5 e LC3 

durante eventos iniciais de degeneração axonal (Ribas & Lingor, 2015). Foi identificada 

ativação precoce e sustentada da autofagia, onde as proteínas avaliadas foram rapidamente 

aumentadas após a lesão medular juntamente com um número aumentado de autofagossomos 

positivos para LC3, uma proteína marcadora de autofagossomos, inferindo assim que a 

autofagia parece ser uma importante etapa inicial na degeneração axonal após lesão 

traumática (Ribas & Lingor, 2015). 

Em um modelo da doença de Parkinson, induzida por 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-

tetrahidropiridina (MPTP), nosso grupo analisou o efeito neuroprotetor da inibição da 

autofagia pela superexpressão do dominante negativo de ULK1 (ULK1.DN), uma proteína 

que ativa a autofagia. A superexpressão do ULK1.DN mediada por vetores de vírus adeno-

associado recombinante (rAAV) promoveu potencial efeito neuroprotetor no modelo 

analisado, com diminuição da degeneração nos axônios nigroestriatais causada por MPTP 

(Balke et al., 2020). Recentemente, nosso grupo investigou ainda o papel de ULK1, usando a 

mesma estratégia anterior, na degeneração axonal em diferentes modelos de lesão axonal 
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traumática in vitro e in vivo (Vahsen et al., 2020). O tratamento in vitro com o vetor 

rAAV.ULK1.DN em neurônios corticais primários promoveu uma diminuição na expressão 

de proteínas autofágicas ULK1 e LC3-II, uma diminuição da degeneração axonal após a 

axotomia in vitro e uma atenuação da DAA após esmagamento do NO in vivo. Da mesma 

forma o tratamento com o inibidor farmacológico de ULK1 (SBI-0206965) in vitro e in vivo 

atenuou a resposta autofágica em ambos os modelos analisados protegendo contra a 

degeneração axonal (Vahsen et al., 2020). Tomados em conjunto, estes trabalhos corroboram 

para o efeito benéfico da inibição da autofagia na atenuação da degeneração axonal, indicando 

que a manipulação desta via faz-se uma importante estratégia terapêutica para promover a 

proteção de axônios. 

Além da degeneração dos axônios, a morte celular neuronal desempenha papel crítico 

não apenas no desenvolvimento e homeostase de organismos multicelulares, mas também na 

patogênese de diversos distúrbios neurodegenerativos. Uma variedade de mecanismos de 

morte celular neuronal pode ser ativada em diferentes contextos, incluindo: apoptose, 

necroptose, morte celular autofágica, dentre outros programas recentemente identificados 

(Fricker et al., 2018). 

A apoptose, um tipo de morte celular programada, acontece pela ativação de duas vias 

de sinalização principais, a via extrínseca e a via intrínseca, extensivamente caracterizadas 

(Hengartner, 2000, apud Derakhshan  et al., 2017). Na via extrínseca um receptor de morte na 

superfície da célula, como TNFR1 é ativado após ligação ao seu respectivo ligante, o fator de 

necrose tumoral-α (TNF-α) (Flusberg e Sorger, 2015). A porção citoplasmática do receptor 

recruta proteínas adaptadoras, formando o complexo de sinalização indutor de morte, que 

desencadeia a ativação da caspase-8, iniciadora da apoptose (Derakhshan et al., 2017). Na via 

intrínseca apoptótica fatores intracelulares, como danos ao DNA ou a retirada de fatores de 

crescimento promovem uma permeabilização da membrana mitocondrial externa que resulta 

na liberação de fatores pró-apoptóticos para o citosol, (Schleich & Lavrik, 2013), 

desencadeando a apoptose pela ativação de caspases (Derakhshan et al., 2017). Outros dois 

importantes mecanismos de morte neuronal são a necroptose, uma forma geneticamente 

programada e regulada de necrose, recentemente identificada (Huang et al., 2018; Fricker et 

al., 2018) e a morte celular autofágica, uma via catabólica que medeia a homeostase celular 

(Hirt et al., 2018; Fricker et al., 2018), mas em um modo disfuncional pode causar a 

degeneração axonal (Vahsen et al., 2020) e morte neuronal (Ribas et al., dados não 

publicados; Wang Yu et al., 2018).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Flusberg%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25920803
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sorger%20PK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25920803
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schleich%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23803157
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lavrik%20IN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23803157
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30541583
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Os diferentes mecanismos de morte celular neuronal, bem como a degeneração axonal 

que podem ocorrer nas lesões traumáticas e distúrbios degenerativos do SNC promovem a 

perda de populações de neurônios resultando em déficits permanentes de suas funções. Ainda 

que tais neurônios sobrevivam às injúrias degenerativas faz-se necessária a identificação e 

manipulação dos mecanismos necessários à regeneração axonal, podendo assim recuperar a 

função perdida. 

1.2 Mecanismos de regeneração de axônios no sistema nervoso central 

No SNC de mamíferos adultos, os neurônios lesionados não são capazes de regenerar 

seus axônios, assim, danos causados ao SNC podem resultar em déficits funcionais 

permanentes (Giger et al., 2010; Hilton & Bradke, 2017; Ribas & Costa, 2017). Entretanto, 

durante o desenvolvimento, os neurônios estendem eficientemente os seus axônios em direção 

as células alvo para o estabelecimento de circuitos neuronais. Da mesma forma, os neurônios 

do sistema nervoso periférico (SNP) após sofrerem uma lesão, frequentemente regeneram 

seus axônios a longas distâncias podendo alcançar recuperação funcional (Giger et al., 2010).  

Assim, diversos estudos nas últimas décadas têm buscado caracterizar os mecanismos 

moleculares que restringem a regeneração do SNC adulto, o que é fundamental para o 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas para promoção da recuperação funcional neste 

sistema (Huebner & Strittmatter, 2009; Sun & He, 2010; Mahar & Cavalli, 2018).  

A falha regenerativa apresentada pelo SNC adulto tem sido atribuída à perda da 

capacidade intrínseca de crescimento axonal ao longo do desenvolvimento e ao ambiente 

extracelular inibitório. O SNC adulto apresenta um meio não permissivo ao crescimento 

axonal, que decorre da presença de moléculas inibitórias na matriz extracelular, como os 

proteoglicanos de sulfato de condroitina (CSPGs), glicoproteínas que compõem a mielina e 

moléculas de orientação repulsivas de axônios (netrina, efrina e semaforinas) (Figura 2A) 

(Giger et al., 2010; Pearson et al., 2018). As moléculas repulsivas e os proteoglicanos são 

liberados por células que constituem a cicatriz glial reativa formada ao redor da lesão, 

composta por astrócitos reativos, microglias e fibroblastos meníngeos que migram para o 

local da lesão e constituem uma barreira física ao crescimento axonal (Figura 2B) (Giger et 

al., 2010). 
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Figura 2 – Mecanismos extrínsecos de inibição do crescimento axonal no SNC adulto. (A) Estão 

representadas as moléculas de proteoglicanos de sulfato de condroitina (CSPGs) liberadas por 

astrócitos reativos da cicatriz glial; moléculas de orientação repulsivas de axônios (efrina e 

semaforinas) e as moléculas inibitórias associadas à mielina de oligodentrócitos: glicoproteína 

associada à mielina (MAG), glicoproteína de mielina oligodendrócita (OMgp) e reticulona 4 (Rtn4 ou 

Nogo). Além disso, também são mostrados os receptores neuronais e as vias de sinalização intracelular 

ativadas pelos sinais inibitórios da glia. Adaptado de Yiu & He., 2006. (B) Ao redor da lesão é 

formada uma cicatriz glial reativa, composta por astrócitos reativos e micróglia, constituindo barreira 

física ao crescimento axonal. Também constitui impedimento à tentativa de regeneração as moléculas 

inibidoras associadas à mielina que promovem colapso do cone de crescimento. Adaptado de Murray, 

2014. 

Entretanto, a principal causa para a limitada capacidade regenerativa do SNC adulto de 

mamíferos é a perda da capacidade intrínseca de crescimento axonal dos neurônios ao longo 

do desenvolvimento (He & Jin, 2016; Mahar & Cavalli, 2018) devido a expressão de genes 

que restringem a regeneração e a inibição de genes que ativam a regeneração. Acredita-se que 

a expressão destes genes seja um mecanismo evolutivamente conservado para evitar o 

crescimento axonal ectópico e a formação de sinapses aberrantes (Hilton & Bradke, 2017). 

Diante disso, tem sido foco de numerosas pesquisas a compreensão de genes-chave que 

controlam a capacidade regenerativa intrínseca dos neurônios do SNC adulto (Ribas & Costa, 

2017; Mahar & Cavalli, 2018), onde vias de sinalização e programas transcricionais que 

corroboram para o crescimento celular durante o desenvolvimento devem ser identificadas e 
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reativadas (Belin et al, 2015; Hilton & Bradke, 2017), além da manipulação do ambiente 

extracelular para permitir o alongamento axonal e o reestabelecimento de circuitos funcionais 

(Hilton & Bradke, 2017). 

1.3 Mecanismos intrínsecos envolvidos com a regeneração axonal no SNC 

A ocorrência de um processo regenerativo axonal bem sucedido depende da 

competência intrínseca do neurônio em ativar um programa de crescimento, com a ativação 

de vias de sinalização pró-regenerativas e a expressão de genes associados à regeneração 

(RAGs), como GAP43, Cap23, Arg1 e Sprr1a (Sun & He, 2010). Três importantes vias de 

sinalização têm sido identificadas como vias chave no processo regenerativo axonal: a via 

PI3K/Akt/mTOR; a via JAK/STAT3/SOCS3 e a via RAF/MEK/ERK (Park et al., 2008; 

Smith et al., 2009; Sun et al., 2011). 

Evidências mostram que a via de sinalização PI3K/Akt/mTOR é uma importante via 

para a sobrevivência, proliferação, migração e síntese de proteínas nas células (Cantley & 

Neel, 1999), sendo uma via crucial nos processos de crescimento e proliferação de células-

tronco neurais adultas (Peltier et al, 2007). Em neurônios, a molécula alvo de rapamicina em 

mamíferos (mTOR) atua como uma molécula-chave de uma via bem estabelecida no processo 

de regeneração axonal (Ribas & Costa, 2017; Mahar & Cavalli, 2018). Diversos estudos têm 

demonstrado que a manipulação da via PI3K/Akt/mTOR através da deleção de seus 

reguladores negativos PTEN, TSC1 e TSC2 promove o aumento robusto da regeneração de 

axônios no SNP  (Chen et al., 2018) e SNC (Park et al, 2008; Liu et al., 2011; Sun et al, 

2011). Contudo, os mecanismos a montante e a jusante que promovem a ativação de mTOR 

ainda não são completamente compreendidos (Mahar & Cavalli, 2018). 

Sabe-se que em resposta a ativação do receptor tirosina cinase (Trk), a enzima PI3K é 

recrutada e associa-se ao domínio citoplasmático do receptor. PI3K promove a conversão de 

fosfatidilinositol 4,5 – bifosfato (PIP2) em fosfatidilinositol 3,4,5 – trifosfato (PIP3). PIP3 por 

sua vez recruta e ativa a cinase PDK1/2, que fosforila e ativa a cinase Akt (Sun & He 2010). 

Uma série de reguladores negativos de mTOR são inibidos por Akt, resultando na ativação de 

mTOR. mTOR está envolvida com a ocorrência de diversos processos celulares que 

corroboram para o crescimento celular, sendo a síntese proteica o processo crítico para a 

ocorrência da regeneração axonal (Mahar & Cavalli, 2018). A proteína cinase S6K e o 

regulador de tradução 4E-BP1 são algumas das moléculas efetoras de mTOR, sendo que a 

tradução proteica ocorre principalmente pela fosforilação de tais moléculas (Mendoza et al., 

2011). PTEN é o principal regulador negativo da via mTOR. Trata-se de uma enzima que 

converte PIP3 em PIP2, desse modo inibindo a atividade de Akt mais a jusante na via. Logo, a 
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deleção de PTEN resulta na ativação de mTOR (Mahar & Cavalli, 2018) e produz um dos 

efeitos mais robustos na regeneração axonal (Park et al, 2008; Liu et al., 2011). A 

administração de rapamicina, um inibidor de mTOR, abole o efeito causado pela deleção de 

PTEN, demonstrando que a regeneração axonal é dependente desta via de sinalização (Sun & 

He, 2010). 

Outra via de sinalização com importante papel modulador na regeneração axonal é a 

cascata JAK/STAT3/SOCS3 (Liu et al., 2015). Diversos estudos têm demonstrado que a 

manipulação genética desta via pode resultar em promoção da sobrevivência celular e 

regeneração axonal (Miao et al., 2006; Smith et al., 2009; Pernet et al., 2013; Elsaeidi et al., 

2014). Citocinas e fatores de crescimento, incluindo IL-6, CNTF e LIF atuam em complexos 

receptores dependentes do receptor gp130, desencadeando a ativação da cascata 

JAK/STAT3/SOCS3 (Kisseleva et al., 2002; Heinrich et al., 2003; Rawlings et al., 2004). A 

transdução de sinais inicia-se com a cinase JAK que fosforila STATs, incluindo STAT3, 

induzindo a sua dimerização e translocação para o núcleo, onde irá regular a expressão de 

genes alvos para a regeneração do axônio (Sun & He, 2010; Qin et al., 2013). Estudos têm 

mostrado que STAT3 quando fosforilado é translocado para o núcleo onde ativa a expressão 

de GAP-43 promovendo a extensão de neuritos (Wu & Bradshaw, 1996; Leibinger et al., 

2013). No entanto, no SNC adulto a ativação desta via promove a regulação positiva de um 

inibidor de STAT, conhecido como SOCS, incluindo SOCS3, limitando assim, a regeneração 

axonal resultante da sinalização de citocinas e fatores de crescimento (Sun & He, 2010; Ribas 

& Costa, 2017).  

A via da proteína cinase ativada por mitógeno (MAPK) RAF/MEK/ERK também 

constitui importante via no processo regenerativo axonal. Compreende uma cascata de 

fosforilação desencadeada por sinais extracelulares iniciados na membrana plasmática e que 

são transmitidos para o núcleo (Guo et al., 2018). Neurotrofinas se ligam e ativam receptores 

Trks. A jusante dos receptores Trks a sinalização continua via cinase RAS, que uma vez 

ativada recruta a cinase RAF dimerizada para a membrana plasmática, onde é ativada por 

outras cinases ou mesmo por autofosforilação. RAF por sua vez, fosforila e ativa as proteínas 

cinases MEK que subsequentemente fosforilam as cinases ERK a jusante na via formando um 

complexo de sinalização MEK/ERK. As proteínas ERK ativadas se dissociam do complexo 

MEK/ERK e podem atuar fosforilando outras cinases, proteínas citoplasmáticas e fatores de 

transcrição nuclear que levam à expressão de proteínas que desempenham papéis importantes 

no crescimento, diferenciação e sobrevivência celular (Madhunapantula & Robertson, 2008). 

Em células neuronais a ativação desta via pode desencadear os processos de regeneração 

https://jcs.biologists.org/content/117/8/1281.long#ref-12
https://jcs.biologists.org/content/117/8/1281.long#ref-8
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axonal e crescimento neurítico (Li Wei-Peng et al., 2018; Lu et al., 2015). No entanto, a 

inibição da via MEK/ERK em CGRs após lesão do nervo óptico (LNO) promoveu aumento 

da sobrevivência celular (Luo et al., 2007) contrapondo, deste modo, o efeito pró-

sobrevivência normalmente resultante da ativação desta via. 

As vias de sinalização envolvidas com o crescimento e a regeneração axonal, muita das 

vezes, regulam ou são reguladas por fatores de transcrição (Ribas & Costa, 2017; Venkatesha 

& Blackmorea, 2017), moléculas ativadoras ou repressoras da transcrição. O controle 

transcricional tem sido identificado como um importante processo regulador da capacidade 

intrínseca de crescimento dos axônios através do controle da expressão de RAGs. Diversos 

fatores de transcrição vem sendo implicados na regulação de genes-alvos envolvidos com o 

crescimento e regeneração axonal, tais como: KLF; SOX11; c-Jun e ATF3, dentre outros 

(Seijffers et al., 2007; Venkatesha & Blackmorea, 2017). Alguns destes fatores de transcrição 

foram identificados como sendo críticos para o crescimento do axônio durante o 

desenvolvimento e a manipulação dos mesmos pode representar importante estratégia para 

promover a regeneração de axônios adultos (Caiazzo et al., 2011; Lin et al., 2011; 

Norsworthy et al., 2017). Estudos têm relatado uma modulação na expressão e atividade de 

fatores de transcrição como c-Jun, ATF3, SOX11 e KLFs após lesão axonal em neurônios 

centrais ou periféricos, onde desempenham importantes papeis no programa de regeneração 

axonal, contribuindo assim, para o crescimento neurítico e até mesmo para o reparo neuronal 

de funções perdidas (Jankowski et al., 2006; Seijffers et al., 2007; Lin et al., 2011; Fagoe et 

al., 2015; Galvao et al., 2018; Wang Zimei et al., 2018).  

Raivich et al. (2004) investigaram o papel de c-Jun no desenvolvimento e na 

regeneração axonal em um modelo de transecção do nervo facial em camundongos 

transgênicos nulos para c-Jun. A inativação de c-Jun específica para o SNP não teve efeito 

relevante para o desenvolvimento, onde o único fenótipo identificado foi um aumento no 

número de motoneurônios faciais. No entanto, a ausência de c-Jun promoveu maiores 

impactos na regeneração axonal, com a expressão prejudicada de moléculas associadas a 

regeneração (CD44, galanina e integrina α7β1) e reinervação do alvo prejudicada, sugerindo, 

deste modo, um mecanismo para o crescimento axonal mediado por c-Jun. Outro estudo, 

identificou ainda que a ativação da via JNK1/c-Jun, após acidente vascular cerebral, pode 

promover regeneração axonal através da regulação positiva dos níveis de expressão de 

moléculas envolvidas com o crescimento e regeneração axonal, tais como GAP-43, NF-200 e 

MAP-2 (Zheng et al., 2018). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Seijffers%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17652582
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Análises de perfil genético permitiram identificar SOX11 como um relevante fator de 

transcrição para o programa de crescimento do axônio em CGRs. No entanto, a promoção da 

regeneração por SOX11 é célula-específica, onde a superexpressão deste fator de transcrição 

promoveu regeneração axonal substancial em algumas CGRs após esmagamento do NO, ao 

passo que levou a morte das CGRs do tipo α (α-RGCs) (Norsworthy et al., 2017). SOX11 

também foi implicado na regeneração em axônios corticospinais (Wang et al., 2015), bem 

como na promoção da regeneração do SNP (Chandran et al., 2016).  

Uma importante família de fatores de transcrição com papel na regeneração axonal é a 

família dos fatores KLF. A análise da expressão gênica em CGRs de peixe-zebra, após LNO, 

revelou os fatores KLF6a e KLF7a como essenciais para o crescimento axonal robusto, 

implicando-os como importantes mediadores da regeneração axonal (Veldman et al., 2007). 

Em contraste, membros desta família podem atuar suprimindo a capacidade intrínseca de 

crescimento axonal. Por exemplo, a depleção dos fatores KLF4 ou KLF9 em CGRs promove 

regeneração axonal de longa distância após LNO (Moore et al., 2009; Qin et al., 2013; Apara 

et al., 2017).  

Identificar as vias de sinalização, os genes associados à regeneração, assim como os 

fatores de transcrição que controlam a expressão de tais genes pode representar importante 

estratégia para a compreensão dos mecanismos envolvidos no controle da degeneração e 

regeneração no SNC. Neste contexto, a retina e o NO têm sido usados como importantes 

modelos de estudo de mecanismos envolvidos com neuroproteção e regeneração.  

1.4 Retina e nervo óptico  

A retina é uma fina camada de tecido neuronal sensorial que reveste internamente a 

cavidade posterior do globo ocular (Lent, 2010; Machado & Haertel, 2014). A retina pertence 

ao SNC, sendo considerada uma extensão do encéfalo (Rashid et al., 2019). Apresenta uma 

estrutura laminar altamente complexa organizada em camadas sinápticas e nucleares (Figura 

3) (Kandel et al., 2014; Grossniklaus et al., 2015; Bear et al., 2015). 

https://www.cell.com/neuron/fulltext/S0896-6273(17)30473-7?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0896627317304737%3Fshowall%3Dtrue#bib45
https://www.cell.com/neuron/fulltext/S0896-6273(17)30473-7?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS0896627317304737%3Fshowall%3Dtrue
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Figura 3 – Organização esquemática da retina de mamíferos. CPI: camada plexiforme interna; 

CNI: camada nuclear interna; CPE: camada plexiforme externa; CNE: camada nuclear externa; CFNR: 

camada de fibras nervosas da retina; CGR: célula ganglionar da retina; CA: célula amácrina; CB: 

célula bipolar; CH: célula horizontal; CM: célula de Muller; FC: fotorreceptor do tipo cone; FB: 

fotorreceptor do tipo bastonete; EPR: epitélio pigmentar da retina. Adaptado de Prasad & Galetta, 

2011. 

A partir do epitélio pigmentar em direção ao centro do globo ocular tem-se a camada 

mais externa, constituída pelos segmentos externos dos fotorreceptores, os neurônios da retina 

sensíveis à luz. Em seguida tem-se a camada nuclear externa, composta pelos corpos celulares 

destas células. A camada seguinte é a camada nuclear interna, esta abriga os corpos celulares 

das células bipolares, células horizontais e amácrinas. E a camada mais interna da retina é 

constituída pelos corpos celulares das CGRs, os neurônios de saída da retina. Entre as 

camadas nucleares estão dispostas as camadas plexiformes externa e interna, constituídas 

pelos prolongamentos celulares dos neurônios (axônios e dendritos) (Bear et al., 2015; 

Grossniklaus et al., 2015). 

Posterior à camada de CGRs tem-se a camada de fibras nervosas da retina (CFNR), 

constituída pelos axônios das CGRs. Os axônios das CGRs convergem em uma região 

chamada disco ou papila óptica por onde deixa o globo ocular formando o NO, segundo par 

de nervos cranianos, que são responsáveis pela transmissão da informação visual processada 

na retina para os centros visuais no encéfalo (Lent, 2010; Bear et al, 2015). Os dois nervos 
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ópticos se encontram para formar o quiasma óptico e deste partem os dois tratos ópticos em 

direção aos respectivos corpos geniculados laterais (Machado & Haertel, 2014). 

A retina é responsável pelo processamento visual de nível inferior, estágio inicial de 

análise de imagens visuais (Kandel et al., 2014). A luz incidida sobre a retina atravessa todas 

as camadas nucleares da retina até alcançar os fotorreceptores, onde é convertida em sinal 

neuronal, processo chamado fototransdução (Molday & Moritz, 2015). A informação visual 

gerada pelos fotorreceptores é transmitida para as células bipolares, com modulação pelas 

células horizontais e amácrinas, alcançando as CGRs, onde a informação é processada e 

transformada em potencial de ação, transmitido via NO para os centros visuais superiores no 

encéfalo (Prasad & Galetta, 2011). 

Além das células neuronais descritas anteriormente, a retina de mamíferos possui 

ainda três tipos distintos de células gliais: células de Muller, astrócitos e microglia (Rashid et 

al., 2019). Os neurônios da retina e as células gliais estabelecem interações importantes para a 

manutenção da homeostase, barreira hemato-retiniana, suporte estrutural e metabólico 

(Vecino et al., 2016). As células de Muller constituem o elemento glial predominante, 

atravessa toda a extensão da retina e são as principais células responsáveis pela manutenção 

da homeostase da retina (Fernández-Sánchez et al., 2015; Vecino et al., 2016). Os astrócitos 

estão quase que exclusivamente restritos às camadas retinianas mais internas, entre a CFNR e 

compõem a barreira hemato-retiniana (Vecino et al., 2016). E o terceiro tipo glial encontrado 

na retina é a microglia, célula fagocítica também responsável pela homeostase da retina 

(Rashid et al., 2019). 

Devido a sua simplicidade estrutural, acessibilidade e possibilidade de manipulação o 

NO constitui modelo amplamente utilizado para o estudo de degeneração e regeneração 

axonal no SNC (Knöferle et al., 2010; Ribas et al., 2017; Ribas & Costa, 2017). O NO, bem 

como demais estruturas pertencentes ao SNC apresenta limitada capacidade regenerativa, 

como resultado de influências ambientais e da perda da capacidade intrínseca regenerativa ao 

longo do desenvolvimento (Laha et al., 2017). Como consequência, após lesões traumáticas 

ou condições neurodegenerativas, como o glaucoma ou demais neuropatias ópticas, os 

axônios das CGRs degeneram precocemente e posteriormente ocorre a morte destas células 

(Maddineni et al., 2020). Além disso, a falta de resposta regenerativa destas células leva a 

perda irreversível e permanente da função visual (Luo et al., 2013; Crair et al., 2016). Assim, 

diversos estudos têm buscado reduzir os sinais inibitórios extracelulares e principalmente 

identificar estratégias para estimular a capacidade regenerativa intrínseca, como por exemplo, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Molday%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26574505
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moritz%20OL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26574505
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a manipulação de programas moleculares (Park et al., 2008; Smith et al., 2009; Moore et al., 

2009; Luo et al., 2013). 

O conhecimento da estrutura e função da retina e NO torna-se essencial para a 

compreensão dos mecanismos fisiopatológicos que podem acometer tais estruturas nas 

neuropatias ópticas, sobretudo na neurodegeneração glaucomatosa, marcada pela degeneração 

dos axônios do NO e morte das CGRs. 

1.5 Glaucoma 

O glaucoma é um grupo heterogêneo de condições caracterizado pela degeneração 

progressiva dos axônios que compõem o NO, com posterior perda gradual de CGRs 

(Munemasa & Kitaoka, 2013; Kimura et al., 2017). Nesta condição ocorre um afinamento da 

CFNR, deformação da lâmina cribrosa (estrutura colagenosa que sustenta a cabeça do NO) e 

uma escavação da cabeça do NO (Figura 4) (Weinreb et al., 2016). Tais modificações na 

estrutura da retina e NO resultam em um comprometimento do transporte da informação 

visual do olho para o encéfalo, reduzindo assim a acuidade visual (Gauthier & Liu, 2016; 

Lawlor et al., 2017). 

 
Figura 4 – Desenho esquemático da cabeça do nervo óptico em um olho saudável e no glaucoma. 

À esquerda é mostrada uma situação de um olho saudável. A camada de fibras nervosas da retina é 

formada pelos axônios das CGRs estes convergem na região chamada disco óptico iniciando a cabeça 

do NO. Imediatamente tem-se uma região composta por fibras colagenosas, a lâmina cribrosa que 

envolve os axônios ainda não mielinizados do NO. À direita são mostradas as modificações sofridas 

pelas estruturas da retina e NO mediante neurodegeneração glaucomatosa, onde ocorre uma escavação 

da cabeça do NO com consequente aumento do disco óptico, diminuição da espessura da CFNR e 

alterações na estrutura da lâmina cribrosa. Adaptado de Weinreb et al., 2016. 

Atualmente, o glaucoma é considerado a principal causa de cegueira irreversível em 

todo o mundo, com mais de 60 milhões de pessoas afetadas (Jutley et al., 2017). Estima-se 

que 3,5% da população mundial com mais de 40 anos tenha glaucoma e que até 2040 a 

doença poderá afetar um total de 112 milhões de pessoas (Gauthier & Liu, 2016; Yap et al., 
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2018). Estudos epidemiológicos globais sugerem que no Brasil, cerca de 2 milhões de pessoas 

sejam portadores do glaucoma (Ministério da Saúde, 2014). 

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento e progressão da doença são: 

idade avançada, pressão intraocular (PIO) elevada, etnia, história familiar positiva para o 

glaucoma e miopia (Jonas et al., 2017). Destes, a elevação da PIO é o único fator de risco 

modificável (Crish & Calkins, 2011; Gauthier & Liu, 2016; Jutley et al., 2017). A cabeça do 

NO é o principal local de lesão no glaucoma e a PIO desempenha papel fundamental na 

fisiopatologia da doença (Evangelho et al., 2019). A PIO é determinada por um equilíbrio 

entre a produção de humor aquoso pelo corpo ciliar e a drenagem deste fluido através da 

malha trabecular ou via uveoscleral. Quando a produção do humor aquoso supera a 

capacidade de drenagem ocorre um aumento da PIO (Weinreb et al., 2016).  

A aplicação tópica de medicamentos constitui tratamento de primeira linha para o 

glaucoma. Tal abordagem farmacológica se concentra em reduzir a PIO através do aumento 

da absorção do humor aquoso ou diminuição da sua produção (Weinreb et al., 2016). Os 

análogos de prostaglandinas são os medicamentos tópicos geralmente mais empregados para a 

redução da PIO, devido apresentar efeitos adversos sistêmicos mínimos e aplicação uma única 

vez ao dia. Medicamentos que reduzem a PIO através da diminuição da secreção aquosa 

incluem, por exemplo, agonistas α-adrenérgicos, β-bloqueadores tópicos e os inibidores da 

anidrase carbônica (Wójcik-Gryciuk et al., 2016). Os principais problemas do uso tópico 

destes medicamentos é o uso incorreto dos mesmos pelos pacientes e a necessidade de 

aplicações diárias podendo resultar em baixa adesão ao tratamento. Outras abordagens 

terapêuticas para o glaucoma incluem a realização de cirurgia e terapia à laser (Cohen & 

Pasquale 2014). Ambas as modalidades de tratamento resultam em uma maior vazão do 

humor aquoso, reduzindo deste modo a PIO (Wójcik-Gryciuk et al., 2016). Apesar dos 

esforos em reduzir a PIO a doença pode ocorrer em todos os níveis de PIO e alguns 

indivíduos podem apresentar um aumento da PIO sem danos no NO (Weinreb et al., 2016).  

Existem diferentes tipos de glaucoma, podendo ser classificado em primário, 

secundário, glaucoma com fechamento angular e com ângulo aberto (Evangelho et al., 2019). 

A classificação em primário ou secundário refere-se à determinação da causa, sendo que no 

glaucoma primário a causa é desconhecida (Weinreb et al., 2016). Os dois principais tipos são 

o glaucoma de ângulo aberto e o glaucoma de ângulo fechado, diferenciados segundo a 

configuração anatômica do fluxo de saída do humor aquoso (Gupta & Chen, 2016). No 

glaucoma de ângulo aberto, o subtipo mais comum, a via de drenagem através da malha 

trabecular é acessível ao humor aquoso, porém ocorre uma resistência interna a este fluxo; ao 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=W%26%23x000f3%3Bjcik-Gryciuk%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26684267
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=W%26%23x000f3%3Bjcik-Gryciuk%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26684267
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passo que, no glaucoma de ângulo fechado a íris faz um ângulo fechado com o canal de 

Schlemm, bloqueando a saída do humor aquoso através da malha trabecular (Dietze et al., 

2020). Há ainda o glaucoma de pressão normal, onde a PIO não é alterada, mas mesmo assim 

ocorre a perda de CGR (Esporcatte & Tavares, 2016). Independente do tipo de glaucoma, um 

processo neurodegenerativo é desencadeado levando a perda visual (Weinreb et al., 2016). 

1.5.1 Neurodegeneração glaucomatosa 

A perda da visão no glaucoma é atribuída à degeneração dos axônios e morte das CGRs 

(Jutley et al., 2017), sendo a apoptose o principal mecanismo de morte destas células na 

doença (Weinreb et al., 2016). Duas vias apoptóticas podem ser ativadas na neurodegeneração 

glaucomatosa. Na via extrínseca, TNF-α ou outro ligante membro desta família se liga ao seu 

respectivo receptor de morte e desencadeia a ativação de uma cascata de caspases (Thomas et 

al., 2017). Na via intrínseca, um dos mecanismos envolvidos é o influxo aumentado de íons 

cálcio, que promove a ativação da calpaína, resultando mais a jusante na via, na liberação do 

citocromo c de mitocôndrias, iniciando assim a apoptose (Evangelho et al., 2019). Outros 

mecanismos de morte neuronal têm sido relatados na neurodegeneração glaucomatosa, 

incluindo a morte celular autofágica, com evidências crescentes de seu envolvimento na perda 

de CGRs após elevação da PIO (Park et al., 2012; Deng et al., 2013). 

Múltiplos fatores têm sido implicados na degeneração axonal glaucomatosa, embora 

grande parte destes permaneça elusiva (Munemasa & Kitaoka, 2013). Um aumento da PIO 

pode resultar em danos na cabeça do NO, com interrupção do transporte axonal; além da 

ativação de vários mecanismos intrínsecos degenerativos (Koch & Lingor, 2016). Os eventos 

fisiopatológicos gerados na cabeça do NO parecem induzir uma cascata de eventos 

degenerativos ao longo de toda a projeção óptica (Calkins et al., 2012).  

Estudar mecanismos de degeneração glaucomatosa é importante uma vez que o 

conhecimento de tais mecanismos pode levar ao desenvolvimento de estratégias 

neuroprotetoras. Além disso, a proteção das CGRs é uma pré-condição para a promoção da 

regeneração dos axônios do NO no glaucoma. 

1.5.2 Estratégias neuroprotetoras e regenerativas no Glaucoma 

O glaucoma tem se tornado cada vez mais prevalente com o crescimento da população 

envelhecida, sendo que a diminuição da PIO é o único fator modificável (Feiner & Piltz-

Seymour, 2003; Hyman et al., 2005). No entanto, estima-se que em torno de metade dos 

pacientes que conseguem reduzir adequadamente a PIO a morte progressiva das CGRs 

continue a evoluir (Leske et al., 2003; Hyman et al., 2005). Ademais, existe ainda a 

problemática da adesão do paciente a tais tratamentos. Essas evidências destacam a 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Park%20HY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22476098
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Deng%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24143204
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importância de estratégias terapêuticas capazes de interromper a progressão da 

neurodegeneração glaucomatosa, baseadas na neuroproteção das CGRs e independentes da 

PIO, assim como estratégias que promovam a regeneração destas células. Assim sendo, torna-

se atraente o emprego de uma terapia que forneça resultados benéficos duradouros ou 

permanentes, com efeitos colaterais sistêmicos mínimos, sendo a terapia gênica uma 

promissora abordagem terapêutica para a neurodegeneração glaucomatosa (Liu Xuyang et al., 

2009; Ratican et al., 2018). 

Nos últimos anos, a fisiopatologia molecular da neurodegeneração glaucomatosa tem 

sido progressivamente delineada, oferecendo caminhos para o desenvolvimento de diferentes 

técnicas terapêuticas (Liu Xuyang et al., 2009). Para o glaucoma, uma doença multifatorial 

crônica não monogênica, as estratégias terapêuticas têm se concentrado principalmente em 

retardar ou prevenir a degeneração axonal e a morte neuronal das CGRs por meio de agentes 

neuroprotetores e que simultaneamente promovam a regeneração dos axônios que compõem o 

NO (Ratican et al., 2018). Terapias atuais neuroprotetoras para o glaucoma incluem 

neuroproteção farmacológica, tratamento com células-tronco mesenquimais e terapia gênica 

(Khatib et al., 2017; Almasieh & Levin, 2017; Osborne et al., 2018). 

As novas terapias devem ainda estimular a regeneração de axônios lesados (Chang & 

Goldberg, 2012), uma vez que a retina e o NO são componentes do SNC, e apresentam, 

portanto, limitada capacidade regenerativa (Velde et al., 2015; Calkins et al., 2017).  Vias 

pró-regenerativas precisam ser identificadas e reativadas através da expressão aumentada de 

genes promotores do crescimento celular, bem como o bloqueio de vias inibidoras do 

processo regenerativo. Portanto, é provável que um tratamento eficaz para distúrbios 

neurodegenerativos, como o glaucoma, baseado em terapia gênica deva ser capaz de modular 

a expressão de diferentes genes simultaneamente. Neste contexto, a modulação de moléculas 

que regulam a expressão gênica parece constituir uma promissora estratégia para o reparo do 

SNC, tendo em vista o emprego de RNAs não codificadores (ncRNAs), particularmente os 

micro-RNAs (miRNAs). 

1.6 RNAs não codificadores  

Os ncRNAs são uma classe de moléculas cuja mensagem não é traduzida em proteína, 

mas que desempenham papéis cruciais em numerosos processos celulares, atuando como 

reguladores-chave na expressão de genes de múltiplas vias, enquanto outros apresentam 

importantes funções estruturais para a célula (Hombach & Kretz, 2016; Li et al., 2016). 

Projetos de sequenciamento de genes revelaram que menos de 2% da sequência 

genômica total transcrita é traduzida em proteína (Wilusz  et al., 2009). As demais moléculas 
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de RNAs transcritas (cerca de 98% restante) não traduzidas em proteínas são conhecidas 

como ncRNAs (Laurent & Wahlestedt, 2007). Tais moléculas foram, por muito tempo, 

consideradas como artefato experimental ou “lixo”. No entanto, evidências crescentes têm 

demonstrado que tais moléculas de ncRNAs podem, de fato, apresentar funcionalidade (Salta 

et al., 2012; Peschansky & Wahlestedt, 2014). 

Os ncRNAs podem ser agrupados em duas classes principais em função do tamanho que 

apresentam: ncRNAs curtos, com menos de 200 nucleotídeos de comprimento e ncRNAs 

longos (lncRNAs), com um comprimento acima de 200 nucleotídeos (Peschansky & 

Wahlestedt, 2014). Os ncRNAs podem ser categorizados ainda em muitos tipos diferentes, 

como os RNAs nucleares pequenos (snRNAs), RNAs nucleolares pequenos (snoRNAs), 

RNAs de transferência (tRNAs), RNAs ribossômicos (rRNAs), RNAs interagindo com PIWI 

(piRNAs), grandes RNAs não-codificantes intergênicos (lincRNAs) e os miRNAs. Os 

miRNAs têm sido mostrados como sendo particularmente importantes para o ajuste fino das 

redes neuronais, emergindo como moduladores-chave de diversas condições fisiológicas e 

patológicas, incluindo as doenças neurodegenerativas (Salta et al., 2012; Hirose et al., 2014; 

Basak et al., 2016). 

1.6.1 MiRNAs: estrutura, função e biogênese 

Os miRNAs desempenham papéis cruciais em numerosos processos celulares (Li et al., 

2016). Possuem fita simples, um comprimento entre 19 a 25 nucleotídeos, e atuam como 

moduladores pós-transcricionais da expressão gênica em plantas e animais (Filho et al., 2006; 

Basak et al., 2016). Foram identificados pela primeira vez em 1993, a partir de estudos sobre 

o desenvolvimento larval do nematódeo Caenorhabditis elegans (Lee et al., 1993). Na época, 

Victor Ambros e sua equipe identificaram uma molécula de 22 nucleotídeos codificado pelo 

gene lin 7 capaz de se ligar à sequência não traduzida (3’UTR) do RNA mensageiro do gene 

lin 14 de C. elegans e assim bloquear a sua tradução em uma proteína funcional (Lee et al., 

1993). Apesar da identificação dos miRNAs em 1993, foi somente no inicio dos anos 2000 

que foram de fato caracterizados e descritos como parte de uma grande família de moléculas 

regulatórias presentes em vários organismos e envolvidos em diversos processos biológicos 

(Lee & Ambros, 2001; Lagos-Quintana et al., 2002; Lim et al., 2005). 

Os miRNAs exercem seus efeitos regulatórios ao se ligar através de sua sequência de 

sementes (6-7 nucleotídeos de comprimento na extremidade 5' do miRNA) (Hirose et al., 

2014) à sequencia 3’UTR de mRNAs-alvo ou ainda em regiões codificadoras de proteínas, 

reduzindo assim, os níveis proteicos dos seus genes-alvo (Filho et al., 2006). Cada miRNA 

tem a capacidade de regular centenas de transcritos de mRNAs (Hutchison et al., 2009), com 
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o silenciamento gênico pós-transcricional podendo ocorrer através de dois mecanismos 

principais: (i) degradação de mRNA-alvo e (ii) repressão traducional (Basak et al., 2016). 

Quando o miRNA se liga de modo perfeito ao seu mRNA-alvo em regiões codificadoras de 

proteínas ocorre a degradação do mRNA; e o pareamento imperfeito entre as bases 

nitrogenadas na região 3’UTR do mRNA resulta em inibição da tradução, sem que ocorra 

clivagem do mRNA-alvo, sendo este o principal mecanismo de atuação dos miRNAs em 

mamíferos (Filho et al., 2006; Basak et al., 2016). 

A correspondência incompleta entre o miRNAs e o mRNAs em animais, fornece a 

possibilidade de cada miRNA possuir inúmeros genes-alvo, onde cada miRNA pode se ligar 

em média a 200 mRNAs diferentes, e deste modo pode atuar regulando múltiplas vias de 

sinalização e diferentes processos biológicos simultaneamente (Gaudet et al., 2018). Análises 

de bioinformática preveem que cerca de 30-60% dos genes de mamíferos podem ser 

regulados pelos miRNAs (Gaudet et al., 2018). Apesar dos miRNAs apresentarem funções 

ainda não totalmente compreendidas, tais moléculas chamam a atenção da comunidade 

científica pelas evidências sugestivas de seu envolvimento em diversos processos biológicos, 

ao regular processos como a apoptose, proliferação, diferenciação, hematopoese, 

sobrevivência, regeneração neuronal, dentre outros (Filho et al., 2006; Saraiva et al., 2017). 

A biogênese de miRNAs ocorre em várias etapas, onde cada uma conta com a 

participação de enzimas específicas, nucleares e citosólicas, que realizam a transcrição, o 

processamento inicial da molécula, o transporte do miRNA para o citoplasma e o 

processamento e estabilidade final da molécula (Filho et al., 2006; Basak et al., 2016). Os 

miRNAs são transcritos a partir de regiões intragênicas ou intergênicas pela RNA polimerase 

II ou RNA polimerase III no núcleo da célula (Su et al., 2016). É gerado um longo transcrito 

primário de miRNA (pri-miRNA) contendo um sinal CAP’5 na extremidade 5’ e uma calda 

poli-A na extremidade 3’. O transcrito primário de miRNA (pri-miRNA ) formado apresenta 

uma estrutura em hairpin, semelhante a um grampo de cabelo, então a enzima RNase III, 

DROSHA e seu cofator DGCR8, realizam o primeiro processamento do pri-miRNA clivando 

parte desta estrutura e gerando uma molécula precursora de miRNA maduro (pré-miRNA), 

com cerca de 70 nucleotídeos (Figura 5) (Basak et al., 2016). O pré-miRNA é reconhecido 

pela exportina 5 (Exp-5) um fator de exportação nuclear que usa a molécula de Ran-GTP 

como cofator. Através de complexos de poros nucleares o pré-miRNA ligado a Exp-5 é 

ativamente translocado para o citoplasma, onde GTP é hidrolisado a GDP e a Exp-5 libera o 

pré-miRNA (Figura 5) (Su et al., 2016). 
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No citoplasma a RNase III, Dicer, realiza o processamento final da molécula de miRNA 

formando um duplex de aproximadamente 22 nucleotídeos. O duplex é incorporado ao 

complexo silenciador induzido por RNA (RISC), constituído, entre outras, pelas proteínas 

argonautas, cuja principal função é fornecer estabilidade a uma das fitas no miRNA, enquanto 

a outra fita do duplex é liberada. A molécula de miRNA assim formada, conjugada ao 

complexo efetor RISC, apresenta, portanto, a sua funcionalidade em regular a expressão de 

genes ao se ligar ao seu mRNA-alvo e reprimir sua expressão através do bloqueio da tradução 

ou direcionamento do seu mRNA alvo para degradação via proteassoma (Figura 5) (Su et al., 

2016; O’Brien et al., 2018). 

 
Figura 5 - Biogênese de microRNA. A síntese de microRNA inicia-se no núcleo da célula, onde a 

enzima RNA polimerase II (RNA Pol II) realiza a transcrição da fita de DNA gerando um transcrito 

primário de microRNA (Pri-miRNA). Posteriormente a enzima RNase III, DROSHA e seu cofator 

DGCR8 realizam o processamento inicial da molécula produzindo o pré-miRNA. O pré-miRNA é 

então reconhecido pelo fator de exportação nuclear Exportina-5 Ran-GTP que transloca a molécula 

através do complexo de poros nucleares para o citoplasma da célula. O pré-miRNA sofre um segundo 

processamento pela RNAase Dicer produzindo, assim, a molécula de miRNA final que permanece 

associada ao complexo miRISC, para realizar então realizar a interferência no processo de tradução 

proteica. Adaptado de Saba et al., 2014. 
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1.6.2 Papel de miRNAs no sistema nervoso central 

O cérebro, em comparação com outros órgãos, apresenta elevada expressão de miRNAs 

específicos (Su et al., 2016). Os miRNAs desempenham papéis cruciais no controle da função 

neuronal, despontando como reguladores-chave na diferenciação de células-tronco neuronais, 

neurogênese, crescimento neurítico, sobrevivência neuronal, sinapatogênese, plasticidade 

sináptica (Basak et al., 2016), além de participarem da ativação e resolução da resposta 

inflamatória (Baltimore et al., 2008). O envolvimento dos miRNAs na regulação da expressão 

de genes associados à neurodegeneração tem sido mostrado recentemente (Salta et al., 2012; 

Basak et al., 2016). Além disso, um grande número de estudos tem demonstrado um nível 

alterado na expressão de miRNAs em vários distúrbios neurodegenerativos (Drewry et al., 

2018; Masoud et al., 2018; Hu et al., 2019;  Martinez & Peplow, 2020), sugerindo que essas 

moléculas possam ter funções importantes em processos neurodegenerativos. 

Além do envolvimento dos miRNAs em distúrbios neurodegenerativos, na última 

década um número crescente de trabalhos demonstrou que essas moléculas também são 

capazes de controlar processos regenerativos. Por exemplo, estudos têm mostrado o papel de 

muitos miRNAs no processo de regeneração nervosa periférica, incluindo orientação axonal 

(Iyer et al., 2014), modulação fenotípica de células de Schwann (Li et al., 2015; Qian et al., 

2018) e remielinização (Wang et al., 2017). A compreensão do papel de miRNAs na 

fisiologia normal e na doença (Hutchison et al., 2009), e nos mecanismos regulatórios 

associados à regeneração do SNP é importante uma vez que este conhecimento poderá ser 

empregado em abordagens para a reativação de programas transcricionais de regeneração 

similares no SNC. 

Dentre os diversos microRNAs recentemente identificados com papeis no SNC e SNP 

está o miR-17, despontando como um importante regulador de diversos processos biológicos 

e vias de sinalização regenerativas. 

1.6.3 MiRNA-17: funções no sistema nervoso 

O miR-17 pertence ao cluster miR-17-92, que compreende outros cinco microRNAs 

maduros (miR-18a, miR-19a, miR-19b-1, miR-20a e miR-92a) (Zhou et al., 2013). Foi 

identificado que o miR-17 é fortemente expresso em células-tronco embrionárias e 

desempenha papeis essenciais em diversos processos celulares fundamentais, como regulação 

do ciclo celular, proliferação, diferenciação celular, apoptose e autofagia, de uma maneira 

dependente do tecido (Dellago et al., 2016; An et al., 2016).  

Estudos identificaram que o miR-17-5p parece atuar no controle da proliferação de 

vários tipos celulares, uma vez que possui como alvos diversas proteínas envolvidas no 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Martinez+B&cauthor_id=32246624
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Peplow+PV&cauthor_id=32246624
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/jat.3571#jat3571-bib-0029
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controle da progressão do ciclo celular, sobretudo na transição entre as fases G1 e S, podendo 

atuar como um supressor de tumor ou oncogene dependendo do contexto celular (Cloonan et 

al., 2008). No tecido nervoso, Sun et al. (2020) mostraram que o miR-17 atua inibindo a 

proliferação e induzindo a diferenciação de células progenitoras da retina. Esse achado foi 

importante uma vez que se cogita o emprego das células progenitoras da retina para 

tratamento de distúrbios neurodegenerativos da retina. No córtex cerebral, o miR-17 é 

altamente expresso durante os estágios iniciais de desenvolvimento e seus níveis de expressão 

diminuem gradualmente à medida que o córtex se desenvolve (Mao et al., 2014). Esses 

achados sugerem que o miR-17 possui importantes papéis no desenvolvimento do sistema 

nervoso.  

Diversos estudos têm mostrado níveis desregulados do miR-17, dentre outros miRNAs, 

em diferentes processos fisiopatológicos em vários distúrbios neurodegenerativos (Kusuda et 

al., 2011 , Liu & Xu, 2011 ,Yan et al., 2012). Na lesão medular, foi mostrado que ocorre uma 

alteração nos níveis de expressão de diversos miRNAs após lesão (Hong et al., 2014; Zhou et 

al., 2016), incluindo o miR-17 (Liu Nai-Kui et al., 2009), o que sugere o uso do miR-17 como 

um biomarcador nos processos neurodegenerativos. 

Usando um modelo de lesão medular em camundongos, Hong et al. (2014) 

investigaram o papel funcional do miR-17-5p na astrogliose reativa, um dos processos que 

ocorre durante lesões no SNC e que inibe a regeneração axonal. Identificaram que após a 

lesão medular ocorre uma regulação positiva do miR-17-5p. Além disso, demonstraram que o 

miR-17-5p é um importante regulador da proliferação de astrócitos reativos, uma vez que a 

deleção de Dicer1 promoveu uma regulação negativa do miR-17-5p e induziu um fenótipo 

imaturo dos astrócitos (Hong et al., 2014). No entanto, ainda não se sabe exatamente se esse 

fenótipo produzido pela deleção da Dicer1 é via regulação negativa específica do miR-17-5p 

ou de algum outro miRNA.  

Ainda em modelos de lesão medular em camundongos Luan et al. (2016) investigaram 

a relação entre o miR-17 e a via PI3K/Akt/mTOR. Verificaram que a superexpressão de miR-

17 inibe a expressão de PTEN em astrócitos, um inibidor da via mTOR.  Demonstraram 

assim, que a regulação negativa de PTEN direcionada pela superexpressão de miR-17 

promoveu ativação da via mTOR resultando em formação de cicatriz glial reativa, uma 

barreira física e bioquímica à regeneração axonal (Luan et al., 2016). Apesar destes estudos 

que mostraram importantes papéis do miR-17 em células gliais, pouco se sabe sobre o seu 

papel especificamente em neurônios. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0306452213008804?via%3Dihub#b0100
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0306452213008804?via%3Dihub#b0100
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0306452213008804?via%3Dihub#b0115
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0306452213008804?via%3Dihub#b0205
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Neste contexto, estudo de ganho e perda de função mostram que o miR-17 é capaz de 

regular eventos neurodegenerativos. Dentre estes estudos foi identificado um possível papel 

neuroprotetor do miR-17-5p, onde sua superexpressão promoveu atenuação da apoptose, 

estimulada por ionóforo de cálcio, em cultura celular de motoneurônios da medula espinhal 

(Chakrabarti et al., 2014). Em um modelo de neurodegeneração dopaminérgica induzido por 

dicloreto de 1,1′-dimetil-4,4′-bipiridilio (PQ) foi verificado uma alteração no perfil de 

expressão de vários miRNAs, dentre estes identificaram uma regulação negativa do miR-17-

5p. Neste mesmo modelo, através de experimentos de ganho e perda de função identificaram 

que a superexpressão do miR-17-5p promoveu aumento da neuroproteção dos neurônios 

dopaminérgicos nigroestriatais pela redução da apoptose causada pelo dano de exposição á 

PQ (Wang Qingqing et al., 2018). Em modelo de hipóxia/isquemia cerebral foi mostrado que 

a expressão de miR-17 está associada a menores níveis de morte neuronal e área da lesão, 

assim como uma melhora na recuperação funcional (Ren et al., 2020). 

Tomados em conjunto, estes trabalhos demonstram o importante papel do miR-17 em 

diversos processos celulares, incluindo processos degenerativos no sistema nervoso. Esses 

dados apontam para o miR-17 como potencial alvo neuroprotetor em estratégias terapêuticas 

na neurodegeneração. No entanto, há a necessidade de mais estudos onde a modulação do 

miR-17 seja realizada em células específicas, já que os papeis desenvolvidos por este miRNA 

podem variar dependendo do tipo celular. Neste contexto, o uso de vetores virais como 

ferramenta de aplicação de terapia gênica experimental célula específica pode ser uma 

interessante estratégia.  

1.7 Terapia gênica ocular e vetores de rAAV 

A terapia gênica é uma técnica experimental de DNA recombinante que visa à 

introdução e expressão de material genético exógeno em células para fins terapêuticos 

(Linden & Matte, 2014). Ácidos nucleicos tais como DNA, mRNA, RNAs de interferência 

(siRNA), miRNA ou oligonucleotídeos antisense podem ser inseridos nas células do paciente 

promovendo alterações em seu material genético de forma transitória ou permanente (Daliri et 

al., 2017). A transferência de genes tem se mostrado um tratamento promissor para diversas 

doenças oculares (Byrne et al., 2014; Sengillo et al., 2016).  

As características anatômicas e fisiológicas do olho o torna um órgão particularmente 

adequado para intervenções de terapia gênica. O tamanho e a facilidade de acesso ao olho 

permitem de forma relativamente precisa a entrega de genes através de vetores em pequenos 

volumes (Ratican et al., 2018); é um órgão imuno-privilegiado e a sua compartimentalização 

impede a disseminação do vetor administrado para demais partes do corpo (Daliri et al., 
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2017). Além disso, é um órgão pareado, e o olho não tratado pode ser utilizado para controle 

interno e a sua transparência óptica permite uma avaliação do tratamento e progressão da 

doença através de técnicas não invasivas, tais como a oftalmoscopia, eletrorretinografia e 

tomografia de coerência óptica (Petit et al., 2016; Chan et al., 2017). No entanto, são poucos 

os testes de terapia gênica voltados para o glaucoma (Daliri et al., 2017). 

Recentemente, foi liberada pela Food and Drug Administration (FDA) a primeira 

terapia gênica ocular para a forma LCA2 da Amaurose Congênita de Leber humana, uma 

doença neurodegenerativa caracterizada pela perda visual grave na infância causada por uma 

mutação no gene da enzima RPE65 (Petit et al., 2016). RPE65 codifica uma isomerase 

expressa principalmente no epitélio pigmentar da retina, responsável pela reciclagem do 

cromóforo visual. Tal mutação acarreta na formação defeituosa de cromóforos visuais 

implicando em mau funcionamento e degeneração dos fotorreceptores com consequente perda 

da visão (Moiseyev et al., 2005). A terapia gênica empregada foi mediada pelo uso de vetores 

virais adeno-associados recombinantes (rAAV) contendo o gene terapêutico (Hauswirth et al., 

2008; Maguire et al., 2008; Bainbridge et al., 2008).  

Em um estudo de fase 1/2 Meur et al., (2018) avaliaram a segurança e eficácia da 

terapia gênica usando AAV2/4 em nove pacientes com amaurose congênita de Leber 

associada a deficiência do gene RPE65. As melhorias na função visual encontradas variaram 

entre os pacientes. Foi observada uma tendência de melhora da acuidade visual e do campo 

visual, além disso, a análise de OCT (tomografia de coerência óptica) não evidenciou 

afinamento da camada de fibras da retina (Meur et al., 2018). 

A atrofia muscular espinhal tipo 1 (AME1) é uma doença neuromuscular progressiva 

monogênica, caracterizada pela degeneração do neurônio motor devido a uma mutação no 

gene SMN1 (sobrevivência do neurônio motor 1), levando a fraqueza e atrofia muscular 

(Parente e Corti, 2018). Em um estudo de fase 3 quinze pacientes com AME1 receberam uma 

única dose intravenosa de vírus adeno-associado sorotipo 9 contendo a sequência para 

expressar a proteína SMN ausente. Foi encontrada entre os pacientes que receberam as 

injeções intravenosas do vetor viral de AAV9 uma maior sobrevida e uma melhora na 

realização de funções motoras (Mendell et al., 2017). 

Dos vários sistemas de vetores virais (lentivírus, adenovírus, vírus adeno-associados) e 

não virais (nanopartículas, dentre outros) atualmente empregados para a entrega de genes na 

retina, os vetores de rAAVs têm se mostrado os mais promissores nas abordagens terapêuticas 

para o glaucoma (Liu Xuyang et al., 2009; Ratican et al., 2018). O AAV é um vírus não 

envelopado de 25 nm composto por um genoma de fita simples de 4,7 kb, empacotado no 
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interior de um capsídeo icosaédrico. Existem diferentes sorotipos de vetores AAVs em função 

do tipo de proteína presente em seu capsídeo, onde o sorotipo irá determinar o tropismo 

celular e a eficiência de transdução do vetor (Ratican et al., 2018). Por exemplo, o AAV5 

transduz as células fotorreceptoras da retina, o AAV1 transduz principalmente o epitélio 

pigmentar da retina e o AAV2 é sorotipo mais eficiente para a transdução das CGRs. O AAV 

é um vírus incapaz de se replicar naturalmente, onde requer associação com o adenovírus para 

funções auxiliares. Além disso, é um vírus capaz de transduzir células diferenciadas e não 

diferenciadas (Liu Xuyang et al., 2009).  

O rAAV está entre os vetores mais comumente empregados em terapia gênica ocular. 

Isso se deve às características que o vetor apresenta, tais como: 1) baixa imunogenicidade e 

patogenicidade, devido ser um vírus não envelopado; 2) o material genético inserido 

permanece em uma forma epissomal, sem integrar-se ao genoma do hospedeiro, apresentando 

baixo risco de mutação por inserção e 3) apresenta níveis longos e sustentados de expressão 

no núcleo da célula hospedeira (Chan et al., 2017). No entanto, existem algumas limitações 

em relação ao uso dos vetores de AAVs, em particular sua capacidade de carga relativamente 

baixa de aproximadamente 4,5 kb, constituindo um problema na entrega de genes maiores 

(Ratican et al., 2018). 

Considerando as vantagens mencionadas quanto ao emprego dos vetores de rAAVs em 

terapia gênica ocular e o importante papel do miR-17 em diversos processos celulares do 

sistema nervoso e vias de sinalização neuroprotetoras e regenerativas, este trabalho pretende 

avaliar a eficácia da terapia gênica neuroprotetora e regenerativa em modelos experimentais 

in vitro e in vivo de neurodegeneração, com foco no glaucoma, através da superexpressão do 

miR-17. Diante disso, hipotetizamos que a superexpressão do miR-17 em neurônios 

submetidos a lesão axonal é capaz de promover resposta neuroprotetora e regenerativa, 

podendo constituir promissora estratégia terapêutica para a neurodegeneração glaucomatosa. 

2. OBJETIVOS 

2.1 Geral 

Testar uma terapia gênica experimental neuroprotetora e regenerativa em modelos in 

vitro e in vivo de neurodegeneração no SNC, com foco na neurodegeneração glaucomatosa, 

através da modulação da expressão do miR-17, utilizando vetor de rAAV.  
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2.2 Específicos 

2.2.1 - Avaliar, em modelo in vitro de cultura primária neuronal, se a superexpressão do 

miR-17, utilizando vetor de rAAV, é capaz de induzir regeneração de neuritos após lesão do 

tipo “scratch”; 

2.2.2 - Testar, em modelo in vivo de LNO em roedores, se a superexpressão do miR-17 

em CGRs, utilizando vetor de rAAV, é capaz de promover neuroproteção das CGRs. 

2.2.3 - Investigar os possíveis mecanismos envolvidos nos efeitos observados de 

neuroproteção e regeneração mediados pelo miR-17. 

3. METODOLOGIA 

3.1 Clonagem e produção dos vetores de vírus adeno-associado recombinante (rAAV) 

Vetores de rAAV expressando miR-17 (rAAV.miR-17) e o vetor controle 

(rAAV.CTRL) foram clonados e produzidos em colaboração com o Prof. Uwe Michel 

(Universidade de Medicina de Göttingen, Alemanha). Ambos os vetores apresentam a 

sequência que codifica a expressão da proteína fluorescente mCherry sob controle do 

promotor sinapsina humana (hSyn) (Figura 6). A expressão da proteína mCherry é usada para 

identificar as células transduzidas pelos vetores. A expressão do miR-17 é controlada pelo 

promotor H1 (Figura 6). Tais sequências são flanqueadas por sequências repetidas terminais 

invertidas (ITR), necessárias para o reconhecimento de proteínas do capsídeo para a 

encapsulação do plasmídeo e são as únicas sequências do vírus selvagem que permanecem no 

construto do vetor de rAAV. 
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Figura 6 - Mapas dos vetores de rAAV. Mapas dos plasmídeos usados para produção do vetor 

controle, rAAV.CTRL (A) e do vetor expressando o miR-17, rAAV.miR-17 (B). Ambos o vetores 

contêm a sequência codificadora da proteína fluorescente mCherry (vermelho), controlada pelo 

promotor hSyn.  

Os vetores produzidos são do sorotipo 1/2mut, um vetor híbrido que apresenta proteínas 

do sorotipo 1 e 2 em seu capsídeo, sendo que a proteína tipo 2 apresenta mutações pontuais o 

que aumenta a eficiência de internalização do vetor pelas células a serem transduzidas (Zhong 

et al., 2008). 

Para a construção do vetor de rAAV foram necessários ainda outros dois plasmídeos, 

um plasmídeo chamado pHelper, contendo sequências de adenovírus necessárias para a 

replicação do rAAV, e um plasmídeo pAAV-RC que também contém sequências requeridas 

para a replicação do rAAV e sequências que codificam proteínas do capsídeo (Figura 7).  

Foi realizada uma tripla transfecção em células de rim imortalizadas (HEK0293), 

através de precipitação dos plasmídeos (proporção molar de 0,5: 1: 1) com fosfato de cálcio e 

solução salina tamponada com HEPES sobre a superfície da célula. No núcleo da célula 

ocorre a replicação do genoma a ser incorporado pelo vetor e a tradução de proteínas 

necessárias para a montagem do capsídeo.  

 
Figura 7 - Produção de vetores de rAAV.  1) Vetor de transferência, contendo um promotor, um 

transgene e uma poli-adenilação flaqueadas por duas sequências repetidas terminais invertidas (ITR), 

as duas únicas sequências do vírus AAV selvagem presente no plasmídeo. 2) Plasmídeo auxiliar 

(pHelper), contendo as regiões adenovirais E1, E2, E3 e VA necessárias para a replicação do vetor de 

transferência. 3) pAAV-RC, um plasmídeo contendo os genes rep e cap, sequências requeridas para a 

produção de proteínas que medeiam a replicação do vetor de transferência e proteínas envolvidas com 

a formação do capsídeo viral, respectivamente. Adaptado de Saraiva et al., 2016. 
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Três dias após a transfecção, foram feitas sucessivas etapas de 

congelamento/descongelamento para promover a lise das células e deste modo obter os 

vetores de rAAV. Os vetores de rAAV foram purificados por centrifugação em gradiente de 

iodixanol que permitiu a separação entre os componentes do lisado e o vetor produzido. 

Finalmente, para obter um maior grau de pureza, foi feita ainda uma cromatografia liquida em 

coluna de heparina, onde as proteínas do capsídeo se ligam as essas moléculas e podem assim 

ser separados através de uma corrida com o eluente de cloreto de sódio 0,5 M. Posteriormente 

é feita uma diálise para retirada da elevada concentração de sal utilizada. O vetor de rAAV foi 

produzido em larga escala, com um elevado título (1,3 x108  partículas/µL) e grau de pureza.  

3.2 Modelo in vitro de cultura primária de neurônios corticais 

A cultura primária de neurônios corticais foi preparada usando ratos da linhagem Wistar 

com 18 dias embrionário (E18). As ratas fêmeas foram eutanasiadas em câmara de CO2 

(Protocolo experimental aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da UFMG - 

CEUA: 237/2018). Resumidamente, o córtex foi dissecado, incubado com tripsina (0,25%) 

por 10 min a 37 ºC. O tecido foi centrifugado a 800 rpm, 4 ºC por 4 min, o sobrenadante 

descartado e o pellet contendo o tecido foi ressuspendido em soro fetal bovino 5%. Então, o 

tecido foi dissociado usando uma pipeta pauster customizada. Em seguida foi feita mais uma 

centrifugação a 800 rpm, 4 ºC por 4 min e os neurônios foram ressuspendidos em meio de 

cultura Neurobasal suplementado com B-27, L-Glutamina e 

Penicilina/Estreptomicina/Neomicina. Os neurônios foram plaqueados em lamínulas de vidro 

em placas de cultura cujas superfícies foram previamente cobertas com poli-L-ornitina e 

laminina nas concentrações de 1000 µg/mL e 1 µg/mL, respectivamente. 

3.3 Teste da eficiência de transdução dos vetores virais in vitro 

Para avaliar a eficiência de transdução dos vetores de rAAV, os neurônios foram 

plaqueados em uma placa de 24 poços. Após 4 h do plaqueamento, os vetores de rAAV foram 

adicionados em diferentes títulos em cada poço. Foram testadas o títulos de 1 x 106, 5 x 106, 1 

x 107 partículas virais/poço. Então, a cada dia foi quantificado o número total de células, 

visualizadas através de microscopia de contraste de fase, e o número de células expressando 

mCherry, visualizada por microscopia de fluorescência (Zeiss, Axiovert) até o dia in vitro 8 

(DIV8).   

3.4 Regeneração de neuritos in vitro  

Para os experimentos de regeneração de neuritos os neurônios foram plaqueados em 

lamínulas de vidro em uma placa de 24 poços. Após 4 h do plaqueamento, os vetores de 

rAAV foram adicionados com um título de 5 x 106 partículas virais/poço, escolhido 
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previamente na análise anterior. Então, uma lesão do tipo “scratch” foi realizada com uma 

ponteira de pipeta no DIV7 e 24 horas após a lesão as células foram fixadas em 

paraformaldeído (PFA) 4% em tampão fosfato salina (PBS). As lamínulas foram montadas 

em meio de montagem com p-Fenilenodiamina (PPD) (5mM em 90% de glicerol e 10% de 

PBS) em lâminas de vidro.  Foram feitas 5 imagens de cada poço em um microscópio de 

fluorescência ApoTome.2 (Zeiss) na objetiva de 20x do Centro de Aquisição e Processamento 

de Imagem (CAPI). Foi empregado o software ImageJ (plugin NeuronJ) para as 

quantificações. As quantificações foram feitas pelo somatório do comprimento total dos 

neuritos a uma distância entre 100 e 200 μm da borda da lesão dividido pelo número de 

células localizadas da borda da lesão até 100 μm antes da lesão. Deste modo foi feita uma 

normalização para se evitar um viés na análise por uma variação do número de células. Além 

disso, as quantificações foram feitas às cegas. 

3.5 Injeções intravítrea de rAAV  

Ratos Wistar adultos (200-300 g) (Protocolo CEUA: 4/2017) foram empregados em 

todos os experimentos in vivo. Todos os procedimentos cirúrgicos foram realizados sob 

anestesia profunda com 10% de cetamina (95 mg/kg de peso corporal) e 2% de xilazina (7 

mg/kg de peso corporal) injetados por via intraperitoneal. Inicialmente os animais foram 

anestesiados e 4µl de uma solução contendo os vetores rAAV foi injetada no vítreo através de 

uma incisão na região perilímbica, utilizando uma seringa Hamilton de 10 µL, de modo a 

transduzir as CGR. Após a injeção, foi colocada uma solução de vaselina nos olhos para evitar 

ressecamento e os animais foram acompanhados até a recuperação.  

3.6 Injeções estereotáxicas  

Para marcar as CGRs retrogradamente, três semanas após a injeção dos vetores de 

rAAV, foram realizadas injeções estereotáxicas de FluoroGold no colículo superior como 

descrito anteriormente (Ribas et al., 2017). Devidamente anestesiado, o animal teve seu 

crânio exposto por uma incisão na linha média da pele. Foram feitos dois pequenos orifícios 

no crânio a fim de se alcançar a região do colículo superior: em 6,5 mm posterior ao bregma e 

1,8 mm lateral à linha média em ambos os lados. Um capilar de vidro acoplado a uma seringa 

Hamilton, que por sua vez estava acoplada a uma bomba de infusão foram usadas para injetar 

2 μl de FluoroGold 4% (Life Technologies) a uma taxa de 500 nL/min durante 4 minutos a 

uma profundida de 3,2 mm dentro do cérebro. Após a injeção, o capilar de vidro foi deixado 

no local durante 5 minutos permitindo assim uma maior difusão do FluoroGold para além do 

local da injeção. O capilar foi removido, o crânio exposto foi fechado e os animais 

monitorados, onde receberam os devidos cuidados pós-cirúrgicos até acordarem da anestesia. 
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Tais cuidados consistiram em uma aplicação subcutânea de soro fisiológico (5 mL) e uma 

dose intraperitoneal do analgésico Cloridrato de Tramadol (5mg/Kg) duas vezes ao dia por 3 

dias.  

3.7 Esmagamento do nervo óptico 

Modelo de LNO do tipo esmagamento foi empregado para testar a eficiência da terapia 

gênica neuroprotetora e regenerativa. Quatro semanas após a injeção dos vetores de rAAV 

(uma semana após as injeções de FluoroGold) foi feita a LNO como descrito anteriormente 

(Ribas et al., 2017). Para tal, foi feita uma incisão próximo a borda orbital, a órbita foi 

exposta, a glândula lacrimal foi deslocada para frente e o músculo reto superior liberado do 

seu ponto de inserção deixando parte do NO exposto para a realização da lesão. Um fio de 

sutura (10.0 - Ethicon) foi constringido ao redor do NO durante 30 segundos, à cerca de 2 mm 

de sua inserção no globo ocular. Em seguida, a sutura foi removida, a pele foi suturada e os 

animais monitorados, onde receberam os mesmos cuidados pós-operatórios descritos acima. 

3.8 Análise da sobrevivência das células ganglionares da retina 

Quatro semanas após o esmagamento do NO foi feita a eutanásia dos animais. Os 

animais foram perfundidos transcardialmente com 250 mL de PBS, seguidos por 250 mL de 

PFA 4% em PBS. Posteriormente o NO e o globo ocular foram removidos e pós-fixados em 

PFA 4% por cerca de 2h. As retinas foram dissecadas e feita sua montagem plana em lâminas 

de vidro e armazenadas a 4°C para posterior quantificação. Imagens da retina interna foram 

feitas utilizando um microscópio de fluorescência ApoTome.2 (Zeiss) na objetiva de 20x, 

conforme descrito anteriormente (Ribas et al., 2017). Para cada animal foram feitas imagens 

de três regiões da retina em relação ao disco óptico: centro, região intermediária e periferia, 

com um total de 4 imagens por região por retina. 

Foi feita a contagem das CGRs sobreviventes, marcadas com FluoroGold. A distinção 

entre as CGRs e as demais células gliais presentes na retina (microglia) também positivas para 

o FluoroGold, foi feita segundo critérios morfológicos (tamanho e formato do soma, forma 

dos prolongamentos). 

3.9 Análise do nervo óptico 

Para as análises do NO foram feitos cortes longitudinais (16 µm) em criostato. Os 

nervos foram analisados pela fluorescência de mCherry nos axônios e também 

imunomarcados com diferentes anticorpos (descrito abaixo). Imagens de microscopia de 

fluorescência foram realizadas no microscópio ApoTome.2 (Zeiss) na objetiva de 20x. 
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3.10 Imunohistoquímica 

Imunomarcações contra as proteínas Iba1, neurofilamento H (SMI32) e a proteína ácida 

fibrilar glial (GFAP) foram realizadas em cortes de NO. Os cortes foram submetidos à 

recuperação antigênica em tampão citrato pH 6. Posteriormente, foram permeabilizados com 

Tween 20 a 0,05% e Triton X-100 a 0,3% em PBS, durante 15 minutos, e incubados com 

solução de bloqueio (NGS 10%; BSA 1%; Triton X-100 0,3% em PBS 1x) à temperatura 

ambiente por 30 minutos. Em seguida, os cortes de NO foram incubados à 4° C durante a 

noite com os respectivos anticorpos primários (GFAP, 1:100, Cell Signaling); (anti-Iba1, 

1:100, Dako) e (SMI32, 1:100, Abcam) devidamente diluídos na mesma solução de bloqueio 

empregada. Para a detecção de SMI32 os cortes de NO foram incubados com anticorpo 

secundário Alexa 488 goat anti-mouse (1:1000, ThermoFisher) e para detecção de GFAP e 

Iba1 foi usado o anticorpo secundário Alexa 488 goat anti-rabbit (1:1000, ThermoFisher) 

durante 1 hora à temperatura ambiente. A contra coloração foi realizada com DAPI (Sigma) 

para marcação dos núcleos e as lâminas foram montadas com PPD e armazenadas à -20°C. 

3.11 Análise de bioinformática dos alvos do miR-17 

Para analisar os mecanismos pelos quais o miR-17 pode interferir na neuroproteção e 

regeneração axonal, foi feita uma análise de bioinformática dos mRNAs alvos do miR-17. Foi 

usada a plataforma miRWalk (http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de) para identificar os alvos 

preditos do miR-17. Foram considerados apenas os alvos preditos que foram detectados por 

dois algoritmos diferentes (TargetScan e miRDB). A plataforma miRTarBase 

(http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/index.php) foi utilizada para identificar os mRNAs 

alvos validados do miR-17 e foram considerados apenas os alvos com alto grau de evidência.  

Análises funcionais foram realizadas apenas com os alvos preditos usando a plataforma 

ShinyGO (http://bioinformatics.sdstate.edu/go/). Usando esta plataforma foram feitas análises 

de ontologia gênica para separar os alvos preditos do miR-17 em diferentes classes de genes, 

agrupados em processos biológicos, funções moleculares, localização sub-celular e na via de 

KEGG (Enciclopédia de Genes e Genoma de Kioto).  

http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/
http://bioinformatics.sdstate.edu/go/


48 
 

  
 

3.12 Análise estatística  

As análises estatiśticas foram realizadas com auxílio do software GraphPad Prism 

(versão 7). Todos os dados experimentais foram agrupados em média ± erro padrão da média. 

As diferenças entre esses valores médios foram analisadas pelo teste T de Student ou teste T 

“one sample”. Diferenças foram consideradas significativas quando o valor de P foi inferior a 

0,05.  

4. RESULTADOS  

4.1 Eficiência da transdução em cultura de neurônios corticais 

Vetores de rAAV previamente construídos foram empregados para superexpressar o 

miR-17 (rAAV.miR-17) em conjunto com a proteína fluorescente mCherry em cultura 

primária de neurônios corticais de ratos Wistar E18. Vetores virais expressando apenas a 

proteína fluorescente mCherry foram utilizados como controle (rAAV.CTRL). Após a 

transdução das culturas com os vetores rAAV.miR-17 ou rAAV.CTRL as células foram 

observadas diariamente por microscopia de contraste de fase e fluorescência até o DIV8 

(Figura 8).  

Os resultados de transdução dos vetores virais mostraram que rAAV.miR-17 (Figura 8) 

e rAAV.CTRL (não mostrado) são capazes de transduzir eficientemente os neurônios 

corticais in vitro. Diferentes títulos do vetor foram testados (dados não mostrados), e o título 

correspondente a 5 x 106 partículas virais/poço apresentou o melhor resultado de transdução, 

com aproximadamente 90% das células transduzidas no DIV8, e sem apresentar toxicidade 

para as células (Figura 8). 
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Figura 8 - Teste de transdução do vetor rAAV.miR-17 em cultura primária de neurônios 

corticais. A. Esquema do desenho experimental. DIV: dia in vitro; rAAV: dia da transdução com os 

vetores de rAAV; IMG: imagens para quantificação. B. Fotomicrografia por microscopia de 

fluorescência de neurônios corticais primários expressando a proteína fluorescente mCherry em 

vermelho. C. Mesmo campo mostrando os neurônios corticais primários em contraste de fase. 

4.2 rAAV.miR-17 aumenta a regeneração de neuritos in vitro 

Uma vez confirmada a eficiência de transdução dos vetores de rAAV, foi analisada a 

capacidade do miR-17 em promover regeneração de neuritos in vitro.  Para isso, neurônios 

corticais primários foram transduzidos com os vetores virais, rAAV.CTRL ou rAAV.miR-17, 

e após 7 dias foi realizada uma lesão do tipo “scratch”. Após 24 h da lesão as culturas foram 

fixadas e imagens foram obtidas em microscópio de fluorescência para avaliar a expressão de 

mCherry nos neurônios, incluindo os corpos celulares e neuritos (Figura 9A). Foi observada 

uma maior densidade de neuritos regenerados na área da lesão nos poços transduzidos com o 

vetores rAAV.miR-17 em comparação ao vetor controle rAAV.CTRL (Figura 9B). A 

quantificação mostrou um aumento estatisticamente significativo de 208 % ± 19 no tamanho 

dos neuritos (Figura 9C). Outro parâmetro analisado foi o número de neuritos capazes de 

cruzar a linha de 200 μm de distância da lesão (Figura 9D), que não teve uma diferença 

estatisticamente significativa. Os resultados mostram que o miR-17 foi capaz de aumentar a 

regeneração de neuritos in vitro.  
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Figura 9 - Regeneração de neuritos in vitro após transdução com os vetores rAAV.mCherry e 

rAAV.miR-17. A. Desenho experimental. A cultura foi preparada (PREP) e 4 h após foi transduzida 

com os vetores virais (rAAV). No DIV7 foi feita uma lesão tipo “scratch” (LES) e 24 h após (DIV8) 

foram feitas as imagens (IMG). B. Fotomicrografias de fluorescência mostrando a expressão de 

mCherry (vermelho) nos neuritos em regeneração (parte superior) e a borda da lesão (linha tracejada). 

C. Quantificação no tamanho dos neuritos a uma distância entre 100 µm e 200 µm da borda da lesão, 

normalizado pelo controle. D. Número de neuritos que cruzaram a linha de 200 µm da borda da lesão, 

normalizado pelo controle. Dados representados como média ± erro padrão da média. As diferenças 

entre os valores médios foram analisadas pelo teste T “one sample”. N = 4; * P < 0.05 

4.3 Eficiência da transdução in vivo 

Posteriormente foi realizado um teste da eficiência dos vetores rAAV.miR-17 (Figuras 

10 e 11) e rAAV.CTRL (não mostrado) em transduzir in vivo as CGRs. Os vetores foram 

injetados no vítreo de ratos Wistar adultos e, após quatro semanas, os animais foram 

eutanasiados, a retina dissecada e feita a sua montagem plana. Por imagens de microscopia de 

fluorescência foi possível verificar que ocorreu uma eficiente transdução das CGRs, com seus 

corpos celulares e axônios expressando a proteína fluorescente mCherry (Figuras 10 e 11). 
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Figura 10 - Teste de transdução do vetor rAAV.miR-17 na retina in vivo. A. Esquema do desenho 
experimental. rAAV: dia da injeção intravítrea com os vetores de rAAV; IMG: perfusão, montagem 
plana e imagem. B. Fotomicrografia por microscopia de fluorescência da montagem plana da retina 
após transdução com o vetor rAAV.miR-17. Em vermelho corpos das CGRs e seus axônios 
expressando a proteína fluorescente mCherry. A imagem foi produzida através da compilação de 
dezenas de fotomicrografias obtidas na objetiva de 10x.  
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Figura 11 - A e B. Fotomicrografias por microscopia de fluorescência da montagem plana da retina 
após transdução com o vetor rAAV.miR-17 em menos (A) e maior (B) aumento mostrando as CGRs 
expressando a proteína fluorescente mCherry (B maior aumento da área demarcada em A). C. Camada 
de fibras nervosas da retina mostrando a expressão da proteína fluorescente mCherry nos axônios das 
CGRs. 

  



53 
 

  
 

4.4 Análise de sobrevivência das células ganglionares da retina 

Para avaliar a sobrevivência das CGRs, foi feita a injeção no vítreo dos vetores de 

rAAV, 3 semanas após foi feita a injeção estereotáxica no colículo superior do traçador 

retrógrado FluoroGold. Após 1 semana foi feita a LNO e 4 semanas depois foi feita a 

eutanásia (Figura 12A). A quantificação das CGRs marcadas com o traçador retrógrado 

FluoroGold foi realizada em três diferentes regiões da retina, centro (1/6 do raio da retina), 

região intermediária (3/6 do raio) e periferia (5/6 do raio) em relação ao disco óptico. Em 

animais não lesados, a densidade de CGRs é maior na região central e diminui 

progressivamente nas regiões intermediárias e periféricas (Figura 12B – não lesado). A LNO 

induz uma clara diminuição do número de CGRs positivas para FluoroGold, quando 

comparado a retinas não lesadas (Figura 12B – rAAV.CTRL x não lesado). A transdução com 

o vetor rAAV.miR-17 aumenta o número de CGRs, quando comparado ao vetor controle 

rAAV.CTRL (Figura 12B – rAAV.miR-17 x rAAV.CTRL). A quantificação mostra um 

aumento significativo no número de CGRs positivas para FluoroGold nas três regiões 

analisadas, centro (rAAV.miR-17:  26 ± 1,5 x rAAV.CTRL: 6 ± 0,7), intermediária 

(rAAV.miR-17:  30 ± 1,3 x rAAV.CTRL: 7 ± 1,2) e periferia (rAAV.miR-17:  16 ± 1,8 x 

rAAV.CTRL: 5 ± 0,7), assim como na médias das três regiões (rAAV.miR-17:  24 ± 1,4 x 

rAAV.CTRL: 6 ± 0,7) (Figura 12C). Os resultados mostram que o miR-17 é capaz de 

aumentar a sobrevivência das CGRs após LNO. 
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Figura 12 - Análise da sobrevivência das CGRs. A. Desenho experimental. Injeções intravítreas dos 

vetores (rAAV) foram realizadas e 3 semanas após os animais foram submetidos à injeções 

estereotáxicas de FluoroGold no colículo superior (FG). Após uma semana foi feita uma lesão do 

nervo óptico (LNO) do tipo esmagamento e 4 semanas após foram feitas as imagens (IMG). B. 

Fotomicrografias de fluorescência mostrando as CGRs positivas para o FluoroGold (verde) em três 

diferentes regiões da retina interna (centro, intermediário e periferia em relação ao disco óptico) dos 
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três grupos analisados (não lesado; rAAV.CTRL e rAAV.miR-17). Barra de escala 50 µm. C. 

Quantificação das CGRs positivas para o FluoroGold em três diferentes regiões da retina 

representadas pelo raio da retina em relação ao disco óptico. Dados representados como média ± erro 

padrão da média. N = 4 (rAAV.CTRL); N = 6 (rAAV.miR-17); * P < 0.05 

4.5 Análise do nervo óptico 

Além de avaliar a degeneração dos corpos celulares das CGRs, foi feita também uma 

análise do NO. Primeiramente avaliamos a região proximal do NO em relação à lesão (Figura 

13), bem como a região distal (Figura 14). Foi encontrada maior marcação de axônios nestas 

duas regiões do NO, que pode ser observada pela expressão nos axônios de mCherry 

(vermelho) e pela marcação para neurofilamento H (SMI32 - verde). Além disso, foi possível 

identificar mais axônios íntegros na região distal no grupo rAAV.miR-17 (Figura 14). Esses 

resultados sugerem uma maior presença de axônios no nervo óptico no grupo rAAV.miR-17 

nas duas regiões. 

Avaliamos ainda a presença de astrócitos na região distal do nervo óptico pela 

marcação para GFAP (verde) (Figura 15), além da análise de micróglia ativada pela marcação 

contra Iba1 (verde) (Figura 16).  Não foi encontrada alteração na marcação de astrócitos e 

microglia na região do NO analisada.  
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Figura 13 - Análise da região proximal do nervo óptico. Fotomicrografias mostrando a região 
proximal do nervo óptico em relação a lesão (linha tracejada) nos grupos rAAV.CTRL e rAAV.miR-
17. Axônios no nervo óptico expressando mCherry (vermelho) e marcação com anticorpo contra 
neurofilamento H (SMI32 – verde). Sobreposição das imagens (merge), incluindo a marcação para 
DAPI (azul). Barra de escala 50 µm 



57 
 

  
 

 
Figura 14 - Análise da região distal do nervo óptico. Fotomicrografias mostrando a região distal do 
nervo óptico em relação a lesão nos grupos rAAV.CTRL e rAAV.miR-17. Axônios no nervo óptico 
expressando mCherry (vermelho) e marcação com anticorpo contra neurofilamento H (SMI-32 – 
verde). Marcação dos núcleos celulares com DAPI (azul). Sobreposição das imagens (merge). Barra 
de escala 50 µm. 
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Figura 15 - Análise dos astrócitos na região distal do nervo óptico. Fotomicrografias mostrando a 
região distal do nervo óptico em relação a lesão nos grupos rAAV.CTRL e rAAV.miR-17. Axônios no 
nervo óptico expressando mCherry (vermelho). Astrócitos marcados com anticorpo contra GFAP 
(verde). Marcação dos núcleos celulares com DAPI (azul). Sobreposição das imagens (merge). Barra 
de escala 50 µm. 
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Figura 16 - Análise das micróglias na região distal do nervo óptico. Fotomicrografias mostrando a 
região distal do nervo óptico em relação a lesão nos grupos rAAV.CTRL e rAAV.miR-17. Axônios no 
nervo óptico expressando mCherry (vermelho). Micróglias marcados com anticorpo contra Iba1 
(verde). Marcação dos núcleos celulares com DAPI (azul). Sobreposição das imagens (merge). Barra 
de escala 50 µm 
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4.6 Análise de bioinformática dos alvos do miR-17 

Para avaliar os possíveis mecanismos pelos quais o miR-17 exerce seus efeitos, foi 

realizada uma análise de bioinformática usando diferentes plataformas. Primeiramente foi 

utilizada a plataforma miRWalk para identificar os genes alvos humanos preditos do miR-17, 

e a plataforma miRTarBase permitiu identificar os genes alvos validados do miR-17. Um total 

de 245 genes alvos preditos do miR-17 foram identificados, sendo destes 105 genes já 

validados e 140 genes não validados (Figura 17A). A mesma plataforma miRWalk permitiu 

ainda quantificar a distribuição dos genes alvos preditos nos cromossomos (Figura 17B). Foi 

observado que os alvos do miR-17 estão distribuídos em todos os cromossomos humanos.  

Análises funcionais de ontologia gênica dos genes alvos preditos do miR-17 foram 

realizadas usando a plataforma ShinyGO (Figura 18). Os genes alvos preditos do miR-17 

foram categorizados em diferentes classes de genes, com a identificação da localização sub-

celular (Figura 18A), processos biológicos (Figura 18B), funções moleculares (Figura 18C) e 

os genes mais enriquecidos na via de KEGG (Enciclopédia de Genes e Genoma de Kioto)  

(Figura 18D). Com relação a localização sub-celular dos produtos dos genes, foi observado o 

enriquecimentos de genes cujos produtos se localizam em projeções neuronais, axônios, 

dendritos e em complexos de fatores de transcrição (Figura 18A). Dentre os processos 

biológicos e funções moleculares enriquecidos, foram encontrados genes envolvidos com o 

controle da expressão gênica (Figura 18B-C). Na análise da na via de KEGG, foi observado o 

enriquecimento de genes envolvidos com a via das MAPK, PI3K/Akt, TNF e orientação 

axonal (Figura 18D). Dentre os genes alvos do miR-17, destacamos alguns envolvidos com os 

processos de morte celular, crescimento neurítico, degeneração e regeneração axonal (Tabela 

1).  
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Figura 17 - Análise dos genes alvos preditos do miR-17. A. Número de genes alvos preditos totais, 

validados e ainda não validados. B. Análise do número de genes alvos preditos presentes em cada 

cromossomo.  

 
Figura 18 - Análises funcionais dos genes alvos preditos do miR-17. Gráficos de análise de 
ontologia gênica dos alvos preditos mostrando os 10 compartimentos celulares (A), processos 
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biológicos (B), funções moleculares (C) e a via KEGG (D) mais enriquecidos. 

 

Tabela 1 - Genes alvos preditos do miR-17 selecionados com papéis em morte celular, 
crescimento neurítico, degeneração e regeneração axonal.  

5. DISCUSSÃO 

O presente trabalho foi desenvolvido diante da necessidade de novas estratégias 

neuroprotetoras e regenativas para o tratamento do glaucoma, uma vez que as abordagens 

farmacológicas atuais disponíveis não abrange todo o grupo de pacientes, como por exemplo, 

aqueles pacientes cujo controle da PIO não é capaz de frear a progressão da doença. Ademais, 

as abordagens farmacológicas tradicionais podem muita das vezes, apresentar-se incompletas, 

com efeitos colaterais significativos, necessitar de tratamentos repetidos, além dos problemas 

relacionados ao correto tratamento e adesão dos pacientes. 

Diante disso, este trabalho identificou que a terapia gênica neuroprotetora e regenerativa 

para a neurodegeneração glaucomatosa pela superexpressão do miR-17 foi capaz de promover 

crescimento neurítico significativo em neurônios corticais in vitro, promover neuroproteção 

das CGRs in vivo após LNO por esmagamento, bem como neuroproteção axonal das regiões 

proximal e distal á lesão. Análises de bioinformática realizadas em diferentes plataformas 

permitiu identificar vários genes alvos preditos do miR-17 que participam de vias de 

sinalização e diferentes processos biológicos e moleculares envolvidos com os processos de 

morte celular, regeneração e degeneração axonal. 

5.1 Transferência gênica mediada por vetores de rAAV in vitro e in vivo 

A terapia gênica é uma abordagem terapêutica que utiliza a transferência de ácidos 

nucleicos para corrigir de forma transitória ou permanente uma doença. Tem se tornado uma 

estratégia terapêutica alternativa potencial às abordagens farmacológicas usuais atualmente 

empregadas no tratamento de doenças neurodegenerativas.  
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Utilizamos neste trabalho a terapia gênica neuroprotetora e regenerativa em modelos 

experimentais in vitro e in vivo de neurodegeneração no SNC, com foco na neurodegeneração 

glaucomatosa, onde promovemos a superexpressão do miR-17 utilizando vetor de rAAV.  

Foi observada elevada eficiência de transdução dos neurônios corticais primários in 

vitro, com aproximadamente 90% das células transduzidas, bem como eficiente transdução in 

vivo das CGRs. Os vetores de rAAV tem sido preferencialmente escolhidos para terapia 

gênica no SNC, sendo um método de entrega de ácidos nucleicos usado em ensaios clínicos 

em diferentes fases para distúrbios neurológicos da retina (Maguire et al., 2008; Maguire et 

al., 2009; Constable et al., 2016; Bennett et al., 2016; Wan et al., 2016; Russell et al., 2017). 

Tal escolha se deve a diversos fatores já mencionados anteriormente, dentre os quais se 

destacam a eficiência de transdução, a expressão do transgene estável e sustentada a longo 

prazo e a baixa imunogenicidade do vetor.  

Foi empregado especificamente neste trabalho o vetor de rAAV1/2mut, um sorotipo 

híbrido capaz transduzir eficientemente neurônios da retina e cérebro. Este vetor apresenta um 

capsídeo híbrido contendo proteínas do tipo 1 e do tipo 2, essa com mutações pontuais em 

resíduos de tirosina que resultam em um aumento da sua eficiência de transdução. Resíduos 

de tirosina são altamente conservados em sorotipos AAV1-10 e estes resíduos expostos na 

superfície do capsídeo normalmente sofrem fosforilações pela cinase EGFR-PTK (Zhong et 

al., 2008). Tais fosforilações funcionam como marcação para posterior degradação do vetor, 

uma vez que as proteínas fosforiladas são ubiquitinadas e o vetor é direcionado ao 

proteassoma para degradação. Assim sendo, tais processos resultam em uma diminuição do 

tráfego do vetor para o núcleo acarretando menor eficiência de transdução.  

Foi verificado em células HeLa in vitro e hepatócitos murinos in vivo que a substituição 

de resíduos de tirosina expostas na superfície do capsídeo de AAV2 por resíduos de 

fenilalanina evita a fosforilação de tais resíduos e deste modo os vetores escapam da 

degradação mediada pela via ubiquitina-proteassoma resultando em aumento do seu 

transporte para o núcleo e consequentemente aumento da eficiência de transdução  (Zhong et 

al., 2008). Elevada eficiência de transdução por vetores de AAV em CGRs foi também 

observada em outros trabalhos (Harvey et al., 2002; Martin et al., 2003). Mead et al., (2020) 

verificaram que o AAV2 foi capaz de transduzir mais de 80% das CGRs in vivo após entrega 

no vítreo. Portanto, o vetor de rAAV é um promissor carreador de ácidos nucléicos 

terapêuticos no SNC, em especial na retina. 
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5.2 miR-17 e regeneração no SNC 

Em geral, os neurônios do sistema nervoso central de mamíferos adultos são incapazes 

de regenerar seus axônios mediante lesões ou doenças neurodegenerativas, como no 

glaucoma, doença de Parkinson ou doença de Alzheimer. Como consequência, pode ocorrer a 

perda de populações inteiras de neurônios com déficits funcionais permanentes (Hilton & 

Bradke, 2017).  A falha regenerativa decorre de dois motivos principais: o microambiente não 

permissivo ao crescimento axonal do SNC adulto no local da lesão e a perda da capacidade 

intrínseca de crescimento dos neurônios ao longo do desenvolvimento (Giger et al., 2010; 

Pearson et al., 2018). 

Diversos estudos tem buscado promover a regeneração axonal dos neurônios do SNC 

por estratégias de bloqueio das moléculas inibidoras do ambiente tecidual. No entanto, tal 

estratégia tem resultado em regeneração axonal limitada e incompleta (Sandvig et al., 2004; 

Canty et al., 2013; Silver et al., 2014). Diante disso, muitos pesquisadores têm se concentrado 

em estimular a capacidade intrínseca do crescimento axonal do neurônio pela identificação e 

ativação de genes pró-regenerativos e vias moleculares promotoras do crescimento (Park et 

al., 2008; Sun et al., 2011).  

Neste trabalho, buscamos aprofundar o conhecimento sobre a capacidade intrínseca de 

crescimento axonal, onde investigamos pela primeira vez o papel individual do miR-17 na 

regeneração de neurônios corticais primários in vitro. Nossos resultados mostraram uma forte 

resposta regenerativa de neuritos in vitro 24 horas após lesão do tipo “scratch” pela 

superexpressão do miR-17, onde identificamos um maior crescimento de neuritos nas 

distâncias entre 100 μm e 200 μm da lesão em comparação ao controle. Identificamos ainda, 

que o miR-17 não foi capaz de aumentar o número de neuritos que cruzam a linha de 200 μm 

da lesão. Esses resultados sugerem que o miR-17 induz um aumento na regeneração de 

neuritos in vitro e que esse efeito é mais evidente em neuritos que crescem para os lados. Uma 

explicação para esse efeito é que o miR-17 pode estar influenciando também o brotamento 

axonal, no entanto, uma análise mais detalhada é necessária para responder completamente 

essa questão. 

5.3 Efeito neuroprotetor do miR-17 nas CGR in vivo 

A degeneração axonal e morte das CGR são as principais consequências do dano que o 

NO sofre no glaucoma (Maes et al., 2017). Apesar de todos os tratamentos atualmente 

aprovados para o glaucoma serem focados na redução da PIO, em uma parcela significativa 

de pacientes a doença continua a progredir mesmo com o tratamento (De Moraes et al., 2017). 

Alguns estudos mostraram as diferentes susceptibilidades dos pacientes glaucomatosos aos 
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tratamentos convencionais de redução da PIO, onde a taxa de pacientes que perderam a visão 

apesar do tratamento foi entre 20% a 27% para um olho e 9% para ambos os olhos 

(Hattenhauer et al., 1998; Oliver et al., 2002), enfatizando assim, a necessidade por novas 

abordagens terapêuticas para a doença. 

Diante disso, torna-se fundamental, além da redução da PIO, a proteção direta das 

CGRs e seus axônios para controlar a neurodegeneração glaucomatosa e assim preservar a 

visão. Ademais, manter as CGRs vivas é um pré-requisito para promover a regeneração 

axonal e pode representar uma estratégia mais eficiente para o tratamento do glaucoma. Desta 

forma, no presente estudo buscamos promover simultaneamente a proteção das CGRs da 

morte e seus axônios da degeneração, bem como a regeneração dos axônios lesados. A análise 

do número de CGRs marcadas pelo FluoroGold revelou um aumento significativo na 

sobrevivência destas células em todas as regiões quantificadas. Atribuímos este resultado a 

um possível efeito neuroprotetor da superexpressão do miR-17 através da ativação de vias de 

sinalização neuroprotetoras e/ou inibição de vias pró-degenerativas. 

O papel regulador dos microRNAs têm sido cada vez mais especulado na patogênese do 

glaucoma (Zhang et al., 2015; Romano et al., 2015; Li Rui et al., 2018; Drewry et al., 2018; 

Juźwik et al., 2019; Zhang et al., 2020). Vários estudos têm mostrado o potencial efeito 

neuroprotetor de diversos microRNAs na sobrevivência das CGRs pela ativação de vias 

neuroprotetoras e/ou inibição de vias apoptóticas (Su et al., 2017; Zhang et al., 2018; Peng et 

al., 2019; Mead et al., 2020), podendo representar importantes alvos terapêuticos para a 

doença. Além disso, os microRNAs podem ser usados como possíveis biomarcadores no 

diagnóstico precoce do glaucoma, avaliação da progressão e prognóstico da doença (Guo et 

al., 2017; Hindle et al., 2019; Liu et al., 2019). 

Estudo envolvendo modelo experimental de glaucoma em camundongos investigou o 

papel do miR-200a na iniciação e progressão do glaucoma (Peng et al., 2019). O estudo 

revelou que o miR-200a é regulado negativamente no glaucoma e que sua superexpressão 

promoveu via regulação negativa de um dos seus alvos, o fator de crescimento FGF7 a 

supressão da via de sinalização de MAPK, resultando na inibição da apoptose das CGRs 

(Peng et al.,2019), demonstrando assim, potencial efeito neuroprotetor na neurodegeneração 

glaucomatosa.  

Injeções intravítreas de um vetor viral superexpressando miR-141-3p em um modelo de 

glaucoma em camundongos DBA/2j de 12 semanas promoveu aumento significativo da 

sobrevivência das CGRs, com a regulação negativa de genes pró-apoptóticos Bax e caspase-3 

e regulação positiva de genes antiapoptóticos Bcl-2 (Zhang et al., 2019). 
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Outros microRNAs, como o miR-26a, miR-137 e miR-495 tem sido ainda implicados 

como reguladores da apoptose em CGRs (Kang et al., 2015; Li Haiyan et al., 2018; Zhang et 

al., 2018). Foi demonstrado que a superexpressão do miR-26 reduziu a apoptose induzida por 

H2O2 em CGRs in vitro com evidências de que o mecanismo neuroprotetor observado resultou 

provavelmente da regulação negativa de PTEN, um alvo direto já demonstrado do miR-26a 

(Kang et al., 2015). 

Recentemente, foi demonstrado que a entrega viral por AAV-2 de uma combinação de 

seis diferentes microRNAs, dentre eles o miR-17 em cultura primária de CGRs, bem como 

injeções intravítreas promoveu uma tendência neuroprotetora in vitro das CGRs, a 

preservação da espessura da CFNR, bem como a sobrevivência e preservação funcional das 

CGRs após LNO por esmagamento (Mead et al., 2020). No entanto, novos estudos são 

necessários para identificar qual(is) dos microRNAs empregados melhor contribuem para os 

resultados observados, uma vez que foi entregue uma combinação de pelo menos três dos seis 

microRNAs utilizados (miR-26a, miR-17, miR-30c-2, miR92a, miR-292 e miR-182) aos 

modelos experimentais. 
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5.4 Análise do nervo óptico 

A análise do NO mostrou uma maior marcação para o neurofilamento H (SMI32) e 

mCherry nas partes proximal e distal à lesão. Os axônios observados na parte distal do NO 

podem ser axônios que não degeneraram, isto é, que foram protegidos pela expressão de miR-

17. Esse achado indica um possível efeito protetor do miR-17 em axônios no nervo óptico, 

um resultado interessante para o tratamento do glaucoma, uma vez que a degeneração dos 

axônios do nervo óptico é um evento precoce na doença (Munemasa & Kitaoka, 2013). 

Portanto, este efeito pode ser importante para promover neuroproteção completa da CGRs, já 

que a sobrevivência destas células também foi aumentada pelo miR-17.  

No entanto, a presença de axônios na região distal do NO também pode indicar um 

aumento na regeneraração de axônios para essa parte do NO, em que a expressão do miR-17 

pode ter contribuído para estimular a capacidade intrínseca de crescimento das CGRs. A falha 

das CGRs em manter-se vivas e regenerar seus axônios é a base da neurodegeneração 

glaucomatosa e que resulta em perda permanente da visão na doença. Portanto, uma terapia 

que além de aumentar a sobrevivência das CGRs promova a regeneração axonal pode ser 

promissora para o tratamento do glaucoma. Porém com a análise feita não é possível 

responder se esses axônios regeneraram de fato, análises posteriores serão necessárias para 

responder essa questão.  

Foi feita ainda uma análise nas partes distais do NO em relação presença de astrócitos 

pela marcação de GFAP e também avaliamos a marcação de Iba1, um marcador de micróglia. 

Em ambas as análises gliais não foram observadas alterações nas atividades celulares, 

indicando que a expressão do miR-17 nas CGRs não afetou a presença destas células gliais no 

NO. 

5.5 Mecanismos envolvidos com os efeitos neuroprotetor e regenerativo do miR-17 

Diferentes plataformas foram usadas para realizar as análises de bioinformática. 

Foram identificados um total de 245 alvos preditos, sendo 105 alvos já validados e 140 alvos 

não validados. Dentre os genes alvos preditos totais do miR-17, foi encontrado que estes estão 

distribuídos em todos os cromossomos. Esses dados sugerem que o miR-17 pode ser capaz de 

controlar genes em todos os cromossomos, indicando uma ampla regulação gênica. 

A análise funcional mostrou que os produtos dos genes alvos do miR-17 se localizam 

em diferentes regiões sub-celulares, estando presentes em projeções neuronais, como nos 

axônios e dendritos e também associados a outras proteínas em complexos de fatores 

transcricionais. Este resultado pode sugerir pela localização subcelular que estes produtos dos 

genes alvos do miR-17 podem atuar regulando, por exemplo, os processos de crescimento 
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axonal local ou ainda regular a expressão de genes que podem estar relacionados com a 

degeneração e regeneração axonal. 

A análise funcional dos genes alvos do miR-17 revelou ainda a participação de 

diversos genes alvos do miR-17 em processos biológicos e funções moleculares relacionados 

com a regulação da expressão gênica, como por exemplo regulação positiva da transcrição e 

genes codificantes de proteínas ligadoras de ácidos nucleicos e fatores de transcrição; assim 

como proteínas cinases, cuja atividade pode também resultar na regulação da expressão 

gênica. Este resultado demonstra que o miR-17 parece ser capaz de regular a expressão de 

genes que também são reguladores da expressão gênica, o que pode ser interessante para o 

propósito em promover a regeneração axonal, em que é preciso uma regulação massiva da 

expressão gênica. 

A analise funcional de ontologia gênica mostrou ainda o enriquecimento de genes 

alvos do miR-17 em vias de sinalização KEGG envolvidas também com processos 

regenerativos (via de sinalização MAPK e via de sinalização PI3K/AKT) e orientação axonal; 

assim como via de sinalização envolvida com processos degenerativos, como a via do TNF, 

uma via cuja ativação pode desencadear o processo de apoptose, principal mecanismo de 

morte das CGRs na degeneração glaucomatosa.  

Uma busca na literatura permitiu identificar que muitos destes alvos do miR-17 

possuem papeis importantes na regulação de processos como o crescimento neurítico, 

regeneração axonal e morte celular neuronal. Foi identificado que os genes alvos do miR-17 

são muita das vezes inibidores dos processos regenerativos e por outro lado promotores de 

processos degenerativos, como a morte celular neuronal e a degeneração axonal. Deste modo, 

uma estratégia focada em inibir a expressão de tais genes pela expressão do miR-17 parece 

interessante para promover a neuroproteção e a regeneração axonal. 

Os efeitos observados no crescimento neurítico pela superexpressão do miR-17 

poderiam ser explicados por um dos alvos validados, a proteína PTEN, que interessantemente 

não apareceu entre os alvos preditos com os parâmetros utilizados na nossa análise. O gene 

que codifica PTEN é um supressor de tumor implicado em vários tipos de câncer e regulador 

negativo da via PI3K/Akt/mTOR (Dhar et al., 2015; Hu et al., 2017). Processos como a 

sobrevivência celular, síntese de proteínas axogênicas e a dinâmica do cone de crescimento 

são controlados por esta via (Shi et al., 2011; Berry et al., 2016; Walker et al., 2019; Koley et 

al., 2019).  

Diferentes evidências apontam PTEN como um importante alvo do miR-17. 

Utilizando ensaio repórter de luciferase, foi demonstrado que o miR-17 é capaz de se ligar a 
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sequência 3’UTR não traduzida do RNA mensageiro de PTEN, regulando assim a sua 

expressão (Li & Yang., 2012; Dhar et al., 2015; Hu et al., 2017). No sistema nervoso, foi 

relatado que a inativação ou depleção deste mesmo gene em células neuronais pode resultar 

na ativação de vias envolvidas com o crescimento axonal, como é o caso da via mTOR (Park 

et al., 2008; Christie et al., 2010; Huang et al., 2017). De fato, a supressão de PTEN é capaz 

de promover regeneração axonal no NO e medula espinhal lesionados (Park et al., 2008; Sun 

et al., 2011; Zukor et al., 2013). Logo, a inibição do mRNA de PTEN pelo miR-17 poderia 

promover a ativação da via PI3K/Akt/mTOR corroborando para o crescimento neurítico 

observado.  

 Um dos alvos preditos do miR-17 identificado pela análise in silico foi a proteína 

mediadora da resposta da colapsina 5 (CRMP5). CRMPs são proteínas que controlam a 

polimerização de microtúbulos ao se ligar aos monômeros de tubulina e deste modo influencia 

diretamente no crescimento e orientação axonal e dendrítico durante o desenvolvimento e 

regeneração axonal (Nagai et al., 2017; Quach et al., 2020). Outro membro da família de 

proteínas mediadoras da resposta da colapsina é a molécula CRMP2. Alguns estudos 

anteriores identificaram CRMP2 como capaz de regular a polaridade neuronal (Yoshimura et 

al., 2005), além de estimular a formação e alongamento axonal em neurônios hipocampais 

(Inagaki et al., 2001). CRMP2 induz o crescimento axonal através de sua ligação à 

monômeros de tubulina e posteriormente á proteínas motoras cinesina, auxiliando, assim, o 

transporte de tubulina solúvel para os seguimentos distais dos axônios permitindo o 

alongamento axonal (Brot et al., 2010).  

Em contraste a CRMP2, a proteína CRMP5 foi identificada como sendo responsável 

por bloquear a polimerização de microtúbulos e o crescimento axonal através da modulação 

da atividade de CRMP2. Tal efeito era observado quando as duas moléculas eram 

superexpressas concomitantemente, onde a molécula de CRMP5 formava um complexo 

ternário com a proteína MAP2 e com a tubulina, competindo assim, com CRPM2 por 

monômeros de tubulina impedindo o crescimento axonal (Brot et al., 2010). Assim sendo, a 

inibição do mRNA de CRMP5 pelo miR-17 parece ser uma promissora estratégia para 

estimular a polimerização de microtúbulos e o crescimento axonal induzida por CRMP2. 

 A molécula de orientação repulsiva RGMa foi outro alvo predito do miR-17 revelado 

pela nossa análise in sílico. É uma proteína sabidamente conhecida pelo seu papel na 

formação do tubo neural (Niederkofler et al., 2004) e também foi identificada com importante 

papel na orientação axonal (Lah & Key, 2012) e no processo de degeneração axonal (Bossers 

et al., 2009). Alguns trabalhos tem mostrado uma regulação positiva de RGMa após lesão no 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huang%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28323869
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2063787/#bib18
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6596765/#B4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6596765/#B4
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SNC, sendo expressa por neurônios e também por células da cicatriz glial reativa que se 

forma ao redor da lesão (Schwab et al., 2005; Hata et al., 2006), sugerindo uma importante 

participação da molécula na inibição da regeneração axonal do SNC adulto. 

Foi demonstrado que RGMa inibe o crescimento neurítico em neurônios cerebelares 

pós-natais in vitro por meio da ativação da via de sinalização da RhoA-ROCK, e que a 

inibição in vivo da molécula através do anticorpo neutralizante anti-RGMa após lesão medular 

promove o crescimento robusto de fibras do trato corticoespinhal, bem como a recuperação 

funcional locomotora (Hata et al., 2006). Também foi identificado o envolvimento de RGMa 

na inibição do crescimento neurítico em cultura de neurônios corticais primários através da 

modulação de CRMP2. Foi verificado que RGMa induzia o aumento da fosforilação de 

CRMP2 por meio da ativação das vias de sinalização ROCK e GSK-3β, resultando em 

retração de neuritos, mas tal efeito foi revertido por inibidores das enzimas ROCK e GSK-3β 

(Wang et al., 2013). 

Além de inibir a regeneração axonal foi identificado que a molécula de orientação 

repulsiva RGMa foi regulada positivamente em neurônios dopaminérgicos da substância nigra 

de pacientes com doença de Parkinson (Bossers et al., 2009) fornecendo uma possível ligação 

entre a molécula RGMa e a degeneração dos neurônios dopaminérgicos.  O direcionamento 

de RGMa para neurônios dopaminérgicos do mesencéfalo de camundongos adultos por meio 

do vetor de rAAV mostrou que a molécula é capaz de induzir alterações moleculares, 

patológicas, anatômicas e comportamentais semelhantes ao processo neurodegenerativo que 

ocorre na doença de Parkinson (Korecka et al., 2017).  

Apesar dos experimentos supramencionados denotarem a inibição da molécula RGMa 

como promissora para a promoção da regeneração axonal em alguns tipos neuronais, foi 

demonstrado em modelos in vitro de explantes retinais e modelo in vivo de neurodegeneração 

após transecção do NO em roedores que a adição da molécula RGMa promoveu aumento da 

sobrevivência das CGRs por meio da ativação do seu receptor Neogenina (Koeberle et al., 

2010). Portanto, a via neogenina/RGMa parece ter efeitos distintos e precisa ser melhor 

estudada em diferentes modelos e tipos celulares para esclarecer seu papel nos processos de 

regeneração e degeneração axonal, bem como na sobrevivência celular. 

Estudo anterior mostrou que a superexpressão do fator de transcrição KLF16, um dos 

inúmeros membros da família dos fatores de transcrição KLFs que regulam o crescimento 

axonal e também alvo predito do miR-17 era capaz de inibir o crescimento de neuritos em 

cultura de CGRs (Wang et al., 2016). O controle do crescimento neurítico pelo KLF16 parece 

se relacionar com o controle da expressão do receptor de Efrina 5 (EphA5) nas CGRs, onde, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6596765/#B4
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uma vez ativado por seu ligante EFNA5 ocorre redução da adesão celular e colapso do cone 

de crescimento (Drescher et al., 1995; Wang et al., 2016). 

Assim como KLF16, outro fator de transcrição implicado na inibição do crescimento 

e/ou regeneração axonal é o fator KLF9. Galvao et al., (2018) investigando genes a jusante 

regulados por membros da família de fatores de transcrição KLFs identificaram que KLF9 

regula a expressão da proteína DUSP14, que por sua vez desfosforila membros da família 

MAPK. Verificaram que o efeito inibidor do crescimento neurítico in vitro de CGRs, bem 

como a inibição da regeneração axonal após esmagamento do NO e a diminuição da 

sobrevivência das CGRs eram mediados pela expressão de DUSP14 promovida por KLF9. 

Outros trabalhos mostraram ainda que a supressão de KLF9 em roedores, em conjunto com 

outros tratamentos, foi capaz de promover regeneração do axônio após LNO (Apara et al., 

2017; Trakhtenberg et al., 2018). 

6. CONCLUSÃO 

Concluimos com a realização deste trabalho que a terapia gênica neuroprotetora e 

regenerativa pela superexpressão do miR-17 nos modelos de neurodegeneração foi capaz de 

promover regeneração significativa de neuritos in vitro 24 horas após lesão do tipo “scratch” 

e promoveu neuroproteção completa das CGRs após LNO por esmagamento, com aumento 

significativo da sobrevivência das CGRs acompanhada da proteção de seus axônios nas 

porções proximal e distal à lesão do NO. A superexpressão do miR-17 não teve efeito sobre 

astrócitos e micróglias, investigadas pela marcação das proteínas GFAP e Iba1, 

respectivamente, nas porções distais do NO. As análises de bioinformática revelaram que 

diversos genes alvos preditos do miR-17 exibem participação em processos biológicos e 

funções moleculares que podem estar relacionados ou até mesmo explicar os processos de 

regeneração e neuroproteção observados neste trabalho. 
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