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RESUMO 

 

O sistema nervoso central (SNC) de mamíferos adultos é caracterizado por apresentar 

propriedades intrínsecas e extrínsecas que limitam a regeneração de axônios. Em resposta a 

uma lesão, as células neuronais podem ter suas funções comprometidas de forma permanente, 

como ocorre em distúrbios neurodegenerativos. Dessa forma, é essencial buscar por 

estratégias que atenuem ou revertam esses danos, como a promoção da neuroproteção e 

regeneração axonal. Para isso, é possível adotar técnicas que modulem a capacidade intrínseca 

neuronal, mecanismo associado à expressão gênica e amplamente investigado no 

desenvolvimento de terapias gênicas. Nesse sentido, uma alternativa terapêutica consiste na 

regulação da expressão gênica utilizando microRNAs, pequenos RNAs não codificantes que 

atuam como silenciadores pós-transcricionais, a partir do uso de vetores virais. Neste trabalho, 

investigamos o papel do miR-22, um importante regulador da sobrevivência neuronal, na 

degeneração e regeneração axonal após lesão no SNC. Para isso, vetores de vírus adeno-

associado recombinante (rAAV) expressando o miR-22 e a proteína fluorescente mCherry 

(rAAV.miR-22) e um vetor controle expressando apenas a proteína mCherry (rAAV.CTRL) 

foram usados. Primeiramente foram realizados ensaios de viabilidade celular e eficiência de 

transdução dos vetores de rAAV em cultura de neurônios corticais primários. Em seguida, 

verificamos se o rAVV.miR-22 seria capaz de modular a arborização, crescimento e 

regeneração de neuritos. Avaliamos também, utilizando câmaras microfluídicas, se o 

rAVV.miR-22 seria capaz de promover regeneração axonal e de proteger neurônios da 

degeneração. Finalmente, análises de bioinformática para identificar os alvos preditos e 

validados do miR-22 e análises funcionais foram realizadas. A partir dos resultados obtidos, 

foi observado que os vetores de rAAV produzidos apresentam alta eficiência de transdução 

neuronal e não há citotoxicidade diferencial entre o rAAV.CTRL e o rAVV.miR-22. Para as 

análises de arborização e crescimento de neuritos também não foram observadas diferenças 

significativas entre rAAV.CTRL e rAAV.miR-22. Os ensaios de regeneração de neuritos, por 

outro lado, revelaram que rAAV.miR-22 aumenta a regeneração de neuritos. Ao avaliarmos a 

regeneração axonal, foi observado que o rAAV.miR-22 promove também um aumento na 

regeneração axonal após axotomia. As análises de degeneração axonal, no entanto, mostram 

que o rAAV.miR-22 não apresenta efeito significativo neste processo. Por fim, as análises de 

bioinformática revelaram que o miR-22 apresenta 34 alvos validados e 330 alvos preditos, os 

quais, de acordo com as análises funcionais, estão associados a processos importantes na 



 
 

neurodegeneração. Dessa forma, este estudo permite uma melhor compreensão sobre o papel 

do miR-22 e o aponta como um potencial alvo terapêutico para promoção da regeneração 

axonal e reparo do SNC.  

 

Palavras-chave: regeneração axonal; vírus adeno-associado; microRNA; neurodegeneração.  

 

  



 
 

ABSTRACT 

 

The central nervous system (CNS) of adult mammals is characterized by having intrinsic and 

extrinsic properties that inhibit axon regeneration. When an injury occurs, neuronal cells can 

have their functions permanently compromised, as observed in neurodegenerative disorders. 

In this sense, it is essential to search for strategies that mitigate or reverse this damage, such 

as promoting neuroprotection and axonal regeneration. To achieve this, it is possible to adopt 

techniques that modulate intrinsic neuronal capacity, a mechanism associated with gene 

expression and widely investigated in the development of gene therapies. A therapeutic 

alternative consists of regulating gene expression using microRNAs, small non-coding RNAs 

that act as post-transcriptional silencers, through the use of viral vectors. In this work, we 

investigated the role of miR-22, an important regulator of neuronal survival, in axonal 

degeneration and regeneration after CNS injury. For this, recombinant adeno-associated virus 

(rAAV) vectors expressing miR-22 and the fluorescent protein mCherry (rAAV.miR-22) and 

a control vector expressing only the mCherry protein (rAAV.CTRL) were used. First, cell 

viability and transduction efficiency assays of viral vectors were carried out in primary culture 

of cortical neurons. Next, we verified whether the rAVV.miR-22 would be capable of 

modulating neurite arborization, growth and regeneration. We also evaluated, using 

microfluidic chambers, whether the rAVV.miR-22 would be able to promote axonal 

regeneration and protecting neurons from degeneration. Finally, bioinformatics analyzes to 

identify the predicted and validated targets of miR-22 and functional analyzes were 

performed. From the results obtained, it was observed that the rAAV vectors presented high 

neuronal transduction efficiency and there was no differential cytotoxicity between the 

rAAV.CTRL and the rAVV.miR-22. For the analyzes of neurite outgrowth and arborization, 

no significant differences were observed between rAAV.CTRL and rAAV.miR-22. Neurite 

regeneration assays, in contrast, revealed that rAAV.miR-22 increases neurite regeneration. 

When evaluating axonal regeneration, it was observed that overexpression of miR-22 also 

promotes axonal regeneration. Axonal degeneration analyses, however, showed that 

rAAV.miR-22 had no significant effect on this process. Finally, bioinformatics analyzes 

revealed that miR-22 has 34 validated targets and 330 predicted targets, which, according to 

functional analyses, are associated with important processes in neurodegeneration. Therefore, 

this study allows a better understanding of the role of miR-22 and points to it as a potential 

therapeutic target for promoting axonal regeneration and CNS repair.  



 
 

Keywords: axonal regeneration; adeno-associated virus; microRNA; neurodegeneration. 
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1. Introdução 

1.1 Neurodegeneração 

A neurodegeneração é caracterizada pela perda progressiva de neurônios e 

consequente perda de funções neurológicas (Fierini, 2020; Nature portfolio, 2024). Este 

processo é característico de distúrbios neurodegenerativos que englobam as doenças 

neurodegenerativas crônicas como o glaucoma e as doenças de Alzheimer, Parkinson e 

Huntington, e também as lesões traumáticas, como a lesão da medula espinhal e lesão crânio 

encefálica. Estes distúrbios geralmente são marcados pela morte neuronal, que pode ser 

associada a diferentes mecanismos, como transporte axonal dificultado, disfunção 

mitocondrial e lisossomal, disfunção sináptica, estresse oxidativo, aumento do cálcio 

intracelular, excitotoxicidade, ativação exacerbada da micróglia, formação de agregados 

proteicos, atrofia somática, entre outros (Bredesen; Rao; Mehlen, 2006; Andreone; 

Larhammar; Lewcock, 2020). 

A morte de células neuronais, no entanto, é um processo tardio na neurodegeneração e 

geralmente ocorre após a degeneração axonal. Diante de uma lesão axonal no sistema nervoso 

central (SNC), por exemplo, uma cascata de sinalização é desencadeada, levando à 

fragmentação do axônio tanto na região proximal quanto na distal em relação à lesão 

(Knöferle et al., 2010). Primeiramente, há um rápido influxo de cálcio no axônio, 

desencadeando a ativação de calpaínas, proteases que provocam a clivagem de proteínas do 

citoesqueleto. Desse modo, a desestabilização do citoesqueleto compromete o transporte 

axonal, levando ao acúmulo de organelas no axoplasma e à formação de inchaços axonais, 

que contribuem para a degeneração do axônio (Lingor et al., 2012; Hill, 2017).  

A degeneração axonal causada por uma lesão focal é um processo que acontece em 

diferentes estágios: degeneração axonal aguda (DAA), degeneração retrógrada (dieback) e 

degeneração Walleriana (Singh et al., 2017). A DAA compreende uma rápida desintegração 

do axônio, em suas porções distal e proximal, que ocorre nas primeiras horas após uma lesão 

traumática no SNC (Knöferle et al., 2010; Lingor et al., 2012). A degeneração axonal 

retrógrada ou dieback é caracterizada pela retração da porção proximal dos axônios 

lesionados e formação de bulbos de retração que dificultam a regeneração (Shahsavani; 

Kataria; Karimi-Abdolrezaee, 2021). Esta pode ser divida ainda em degeneração axonal 

retrógrada lenta que corresponde à lenta retração das terminações axonais do local da lesão, 
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podendo também ser observado inchaço axonal e formação de bolhas axonais. E em uma 

segunda fase da degeneração, algumas semanas após a lesão, ocorre a degeneração axonal 

retrógrada mediada por macrófagos, na qual há a infiltração de células inflamatórias e 

atividade fagocítica para limpeza do local da lesão (Evans et al., 2014; Hill, 2017; 

Shahsavani; Kataria; Karimi-Abdolrezaee, 2021). Finalmente, na porção distal do axônio, 

ocorre a degeneração Walleriana que corresponde à um rápido processo de fragmentação de 

toda a porção distal do axônio já desconectado do corpo celular (Dziedzic et al., 2010; 

Simons; Misgeld; Kerschensteiner, 2014) (Figura 1). 

Após a degeneração axonal e consequente comprometimento das conexões neuronais, 

os neurônios podem passar pelo processo de morte celular, geralmente via apoptose, morte 

celular autofágica ou necrose. A apoptose é um tipo de morte celular programada que pode 

ser iniciada por fatores intrínsecos, como danos ao DNA ou regulação positiva de fatores pró-

apoptóticos e por fatores extrínsecos, como ativação de receptores TNF (fator de necrose 

tumoral). Ambas as vias são responsáveis por alterar a permeabilidade da membrana 

mitocondrial, desencadeando a liberação, por exemplo, de citocromo C, proteína que atua na 

ativação de caspases que contribuem para a morte celular (Kumar; Herbert; Warrens, 2005; 

Chi; Chang; Sang, 2018).  

A autofagia é um processo essencial para a manutenção da homeostase celular e 

compreende a degradação de agregados proteicos e de componentes celulares danificados ou 

obsoletos presentes no citoplasma por lisossomos e autofagossomos (Nixon, 2013). O 

desajuste do processo autofágico é uma característica comum a alguns distúrbios 

neurodegenerativos, como a doença de Alzheimer, no qual usualmente há uma redução da 

taxa de autofagia, resultando no acúmulo de autofagossomos em neuritos distróficos 

(Komatsu et al., 2006; Nixon e Yang, 2011). Em outros contextos, no entanto, como lesão 

axonal mecânica, a autofagia se torna aumentada, contribuindo para a degeneração axonal 

(Ribas et al., 2015; Vahsen et al., 2020). Além disso, a morte celular autofágica é descrita em 

diferentes situações de neurodegeneração e tem como característica um aumento da autofagia 

(Fricker et al., 2018).    

Já a necrose é um tipo de morte celular aguda que pode ser causada por diferentes 

fatores estressantes que levam, por exemplo, ao influxo excessivo de cálcio e à ativação de 

calpaínas (Liu et al., 2014). Ademais, é caracterizada pela perda de ATP, inchaço 

mitocondrial, vacuolização do citoplasma e consequente lise da célula. Com a liberação do 
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conteúdo celular, esse tipo de morte neuronal também pode afetar células vizinhas ao induzir 

uma inflamação (Syntichaki e Tavernarakis, 2003; Gorman, 2008). 

Mesmo nos casos em que a degeneração axonal não é sucedida pela morte celular, as 

conexões neuronais são interrompidas e, portanto, estas células tornam-se incapazes de 

conduzir impulsos nervosos. Portanto, para que o neurônio retome suas funções, é necessário 

que ocorra a regeneração axonal.  

Figura 1 - Mecanismos de degeneração axonal no SNC. Após uma lesão axonal no SNC o axônio passa por 

um processo de degeneração. Nos primeiros minutos se inicia um influxo de cálcio que será o principal 

responsável por iniciar a degeneração axonal aguda (DAA) que acomete as porções distal e proximal do axônio. 

Posteriormente, a porção proximal do axônio passa pela degeneração retrógrada que poderá resultar na formação 

de bulbos de retração. A porção distal do axônio, por outro lado, passa por degeneração Walleriana. Para que 

uma regeneração axonal ocorra seria necessário que o bulbo de retração se transformasse em um cone de 

crescimento, o que não acontece de forma espontânea no SNC. 

1.1.2 Regeneração axonal: fatores intrínsecos e extrínsecos 

Os axônios de neurônios do SNC de mamíferos adultos têm limitada capacidade de 

regeneração diante de uma lesão traumática ou de um distúrbio neurodegenerativo, por 

exemplo, ao contrário do que pode ser observado no SNC de peixes, anfíbios ou no sistema 

nervoso periférico e no SNC embrionário de mamíferos (Echeverri, 2020). O crescimento 

axonal após uma lesão deve ocorrer de forma polarizada, guiado pelos cones de crescimento, 

assim como é observado durante os estágios embrionários (Nakajima et al., 2024). Além 

disso, com o aumento do tamanho corporal no adulto, é preciso que os axônios cresçam por 

maiores distâncias e estejam hábeis a transportar nutrientes, organelas e outros materiais do 

Adapted from Hill (2017) 
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corpo celular para o terminal axonal e a restabelecer conexões sinápticas (He e Jin, 2016). 

Entretanto, fatores extrínsecos e intrínsecos aos neurônios maduros do SNC dificultam a 

regeneração e recuperação funcional destas células após uma lesão.  

No SNC lesionado fatores extrínsecos criam barreiras físicas e bioquímicas que 

dificultam a regeneração. A principal barreira física formada no tecido lesionado é a cicatriz 

glial, constituída, sobretudo, por astrócitos reativos e debris de mielina que são responsáveis 

pela regulação positiva de proteoglicanos e inibidores associados à mielina que atuam como 

barreiras bioquímicas (Silver e Miller, 2004; Ohtake e Li, 2015).  

Os Proteoglicanos de sulfato de condroitina (CSPGs), por exemplo, são componentes 

da matriz extracelular que se ligam a receptores da membrana neuronal e desencadeiam 

alterações em vias de sinalização intracelular, como inativação da via da Akt, provocando a 

inibição da regeneração axonal e indução da apoptose retrógrada (Hu et al., 2021; Hu; Jin; 

Selzer, 2022). Os inibidores associados à mielina também são partes fundamentais do 

microambiente não permissivo à regeneração no SNC adulto. A proteína Nogo, por exemplo, 

pertencente à família dos reticulons e expressa por oligodendrócitos, quando regulada 

negativamente em modelo de lesão da medula espinhal, apresenta robusto efeito regenerativo 

de axônios do trato corticoespinhal, além de maior e mais rápida recuperação funcional e 

motora (Grandpré et al., 2000; Simonen et al., 2003; Liebscher et al., 2005; Buchli e Schwab, 

2005). Outro componente inibitório é a Glicoproteína associada à mielina (MAG), relacionada 

à formação da estrutura da bainha de mielina e ao contato entre axônio e glia. A bainha de 

mielina, ao ser danificada, libera fatores que inibem a regeneração, como a dMAG (fragmento 

proteolítico de MAG), que podem se difundir pelo SNC, afetando também neurônios que não 

estejam diretamente em contato com os debris de mielina (Tang et al., 2001; Mckerracher e 

Rosen, 2015). O terceiro componente é a Glicoproteína oligodendrócito-mielina (OMgp) 

responsável por mediar a adesão entre membranas de oligodendrócitos ou entre 

oligodendrócitos e axônios nos nodos de Ranvier (Mikol; Gulcher; Stefansson, 1990). Em 

cultura neuronal OMgp inibe o crescimento neurítico a partir da ativação da via RhoA e em 

modelo in vivo a deleção de seu gene codificador promove brotamento axonal e recuperação 

funcional após lesão no SNC (Wang et al., 2002; Ji et al., 2008). Finalmente, a deleção 

simultânea de Nogo, MAG e OMgp em modelo in vivo apresenta maior regeneração axonal e 

melhora da capacidade locomotora quando comparado à deleção individual destes fatores 

(Cafferty et al., 2010). 
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Entre os fatores intrínsecos que limitam a regeneração no SNC está a regulação da 

expressão gênica via modificações epigenéticas. Ao longo do desenvolvimento do SNC, 

neurônios lesionados perdem a capacidade de reexpressar genes associados à regeneração 

(RAGs). Neste caso, alterações na estrutura da cromatina, como redução da acetilação de 

histonas e regulação negativa de metiltransferases, restringem o acesso de fatores de 

transcrição às regiões promotoras de RAGs, impedindo a expressão desses genes e, 

consequentemente, inibindo a regeneração (Venkatesh et al., 2016; Wang et al., 2024).  

É fundamental destacar também o papel de genes que, em neurônios maduros e em 

contexto de lesão neuronal, têm sua expressão aumentada e afetam o processo regenerativo 

(Varadarajan et al., 2022). A Fosfatase homóloga à tensina (PTEN) e o Complexo de 

esclerose tuberosa 1 (TSC1), por exemplo, são genes identificados como reguladores 

negativos do crescimento axonal no SNC lesionado. Estes genes atuam suprimindo, 

sobretudo, a via da mTOR (alvo da rapamicina em mamíferos), uma serina-treonina cinase 

responsável por controlar diversas funções celulares nos mamíferos e que no sistema nervoso 

está associada ao desenvolvimento neuronal, crescimento, diferenciação e sobrevivência de 

neurônios, fisiologia neuronal e plasticidade sináptica (Switon et al., 2017; Ding e Chen, 

2022). Em neurônios axotomizados adultos o silenciamento de PTEN e TSC1 promove a 

reativação dessa via e induz a regeneração de axônios de células ganglionares da retina 

(CGRs) em modelo de esmagamento do nervo óptico (Park et al., 2008). Liu et al. (2010) 

revelam ainda que a deleção apenas de PTEN, também permite a regeneração axonal de 

neurônios corticoespinhais e o reestabelecimento de sinapses após lesão da medula espinhal. 

Smith et al. (2009) mostram que a deleção de outro gene, o Supressor da sinalização 

de citocinas 3 (SOCS3), cuja expressão é regulada positivamente em neurônios lesionados e 

que atua como inibidor da via JAK/STAT3 (Park; Lin; Lee, 2014), também é capaz de 

promover a sobrevivência neuronal e regeneração axonal em CGRs. Complementarmente, 

Sun et al. (2011) mostram que a co-deleção de PTEN e SOCS3, e consequente modulação 

simultânea das vias mTOR e JAK/STAT3, é capaz de promover a regeneração de um maior 

número de axônios quando comparado à deleção dos genes individualmente, permitindo 

também que esses axônios cresçam por maiores distâncias, chegando à entrada do trato óptico 

e ao hipotálamo.  

Os fatores semelhantes a Krüppel (KLFs) também são uma família de fatores de 

transcrição importantes na regulação do crescimento axonal no SNC. Em CGRs, no período 
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pós-natal, KFLs que promovem a regeneração são regulados negativamente, enquanto aqueles 

que inibem a regeneração têm sua expressão aumentada (Moore et al., 2009). KLF4, por 

exemplo, é um fator de transcrição que atua como uma barreira para regeneração axonal ao se 

ligar ao Transdutor de Sinal e Ativador de Transcrição 3 (STAT3) e inibir JAK/STAT3, via 

que está diretamente associada à regeneração no SNC (Qin; Zou; Zhang, 2013; Mehta et al., 

2016). 

Rho, membro da família Ras de pequenas GTPases, também apresenta funções 

fundamentais no SNC, sendo associado à retração de neuritos (Katoh et al., 1998). Rho e a 

proteína cinase associada a Rho (ROCK) participam da regulação da dinâmica do 

citoesqueleto de actina e de cones de crescimento. Em células neuronais a inibição de um 

destes componentes pode induzir o aumento do tamanho e da motilidade de cones de 

crescimento, contribuindo para o alongamento de axônios (Bito et al., 2000). Além disso, a 

inativação da via de sinalização Rho é capaz de promover a regeneração de axônios em 

substratos inibitórios in vitro, em modelo de lesão do nervo óptico e em modelo de lesão da 

medula espinhal, sendo neste caso observada também uma melhora da habilidade locomotora 

dos animais tratados (Lehmann et al., 1999; Dergham et al., 2002). 

Outro importante fator que tem sido associado à capacidade intrínseca de regeneração 

neuronal é o fator de transcrição SRY-Box 11 (SOX11), gene que interage com diferentes 

vias de sinalização exercendo papel na neurogênese e no desenvolvimento neuronal (Hoshiba 

et al., 2016). Em modelo de lesão do nervo óptico, a superexpressão de SOX11 promove a 

regeneração axonal em alguns tipos de CGRs a partir da ativação de genes associados ao 

remodelamento do citoesqueleto e crescimento axonal, no entanto, em outros tipos de CGRs 

pode levar à morte celular (Norsworthy et al., 2017).  

Dada a importância dos fatores extrínsecos e intrínsecos no SNC lesionado, é 

importante adotar estratégias que sejam capazes de modular estes componentes. A regulação 

de fatores epigenéticos, o aumento da transcrição de genes pró-regenerativos e a diminuição 

da expressão de genes que inibem a regeneração, por exemplo, são essenciais para o reparo e 

indução de uma resposta regenerativa em axônios danificados. Nesse sentido, os microRNAs, 

surgem como moléculas promissoras para o desempenho destas funções, uma vez que atuam 

como reguladores pós-transcricionais da expressão gênica.  
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1.2 MicroRNA 

Em 1993 Lee et al. descreveram o primeiro representante da classe dos microRNAs, o 

gene lin-4, responsável por controlar o tempo de desenvolvimento larval de C. elegans, mas 

cujo RNA não era capaz de codificar proteínas (Bartel, 2004). Os miRNAs, desde então, 

foram caracterizados em diferentes grupos animais, como nematódeos, insetos e mamíferos e 

em muitos destes mostraram-se filogeneticamente conservados (Ambros, 2004). Estes 

pequenos RNAs não codificantes com aproximadamente 22 nucleotídeos atuam pós-

transcricionalmente na regulação da expressão gênica, degradando o mRNA ou bloqueando a 

tradução (Lee et al., 2004). Além disso, têm a capacidade de se ligar a múltiplos mRNA alvos 

e um único alvo pode ser modulado por diversos miRNAs (Lewis et al., 2003; Jovicic et al., 

2013). Dessa forma, exercem importantes funções em diferentes vias regulatórias, como 

diferenciação e proliferação celular, apoptose e controle temporal do desenvolvimento 

(Bartel, 2004).  

No SNC os miRNAs são necessários para o desenvolvimento de células tronco e 

células progenitoras neurais e estão associados à proliferação neuronal, neurogênese, 

crescimento dendrítico, formação de espinhos dendríticos e plasticidade neuronal. Ademais, 

muitos miRNAs estão envolvidos com a progressão de distúrbios neurodegenerativos e, por 

isso, também podem ser utilizados com biomarcadores para algumas destas condições 

(Hutchison; Okun; Mattson, 2009; Li; Lei; Sun, 2023). 

1.2.1 Biogênese dos miRNAs e silenciamento gênico 

A biogênese dos microRNAs se inicia no núcleo da célula, onde um gene de miRNA é 

transcrito em miRNA primário (pri-miRNA) pela RNA polimerase II ou III (Winter et al., 

2009). Este pri-miRNA apresenta uma estrutura stem loop terminada em formato de grampo 

(hairpin shape) que é clivada por um microprocessador nuclear formado pela enzima Drosha 

RNAse III e por duas unidades da proteína DGCR8 (do inglês DiGeorge critical region 8) e, 

dessa forma, é liberado o miRNA precursor (pré-miRNA) composto por aproximadamente 70 

nucleotídeos (Lee et al., 2003, Shang et al., 2023). O pré-miRNA é exportado para o 

citoplasma por um complexo formado pelas proteínas Exportina-5 (Exp5) e Ran-GTP (Okada 

et al., 2009). No citoplasma, a RNAse Dicer e a proteína TRBP (do inglês TAR RNA binding 

protein) formam um complexo que se liga ao pré-miRNA exportado, constituindo o complexo 

de carregamento RISC (do inglês RNA-induced silencing complex). Ao se ligar ao pré-

miRNA, a Dicer cliva seu loop terminal, produzindo um duplex de miRNA de 

aproximadamente 22 nucleotídeos (Winter et al., 2009; Gebert e MacRae, 2019). Uma fita 
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deste duplex é então degradada por uma nuclease, enquanto a outra fita permanece como um 

miRNA maduro (Lee et al., 2004). 

Após a biogênese do miRNA, a fita madura restante é incorporada ao Complexo de 

Silenciamento Induzido por miRNA (miRISC) formado pelas proteínas do complexo RISC 

(Dicer e TRBP) e por uma proteína da família Argonauta, geralmente Ago2 (Jungers e 

Djuranovic, 2022). O silenciamento de genes alvos mediado pelo miRISC ocorre, 

predominantemente, a nível pós-transcricional e é iniciado a partir do pareamento de bases 

entre o complexo formado pelo miRNA e o seu mRNA alvo, que pode apresentar uma 

sequência integralmente ou parcialmente complementar. Nesta etapa, a região seed do 

miRNA, um fragmento de 2 a 8 nucleotídeos localizado em sua extremidade 5’, se emparelha 

geralmente com a região 3’ UTR do mRNA alvo, desencadeando seu silenciamento a partir de 

sua degradação ou repressão da tradução (Filipowicz; Bhattacharyya; Sonenberg, 2008; 

Huntzinger e Izaurralde, 2011; O'brien, 2018).  

A degradação do mRNA pode acontecer por clivagem do mRNA por endonucleases, 

quando este apresenta uma sequência de bases totalmente complementar ao miRNA, ou por 

deadenilação, remoção da 3’ cauda poli-A do mRNA, e consequente decapeamento da 

extremidade 5’, expondo esta região à ação de exonucleases (Wu e Belasco, 2008; Molasy et 

al., 2017). Por outro lado, a repressão da tradução pode ocorrer por competição da proteína 

Ago2 com o fator de iniciação da tradução eIF4E ao se ligar à estrutura Cap do mRNA ou por 

bloqueio da associação de subunidades ribossômicas essenciais para o início da tradução, por 

exemplo (Wu e Belasco, 2008) (Figura 2). 
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Figura 2 - Biogênese dos miRNAs e silenciamento gênico. A biogênese do miRNA se inicia no núcleo, onde 

um gene de miRNA é transcrito em miRNA primário (pri-miRNA). Este passa por clivagem liberando o miRNA 

precursor (pré-miRNA). Com o auxílio da Exportina-5–Ran-GTP o pre-miRNA é exportado do núcleo. No 

citoplasma, o pre-miRNA se associa ao complexo RISC e sua estrutura hairpin é clivada, resultando na 

formação do miRNA duplex. Uma fita deste miRNA é degradada e a outra fita, madura, se associa ao complexo 

miRISC. Esta associação inicia o processo de silenciamento gênico, a partir da repressão da tradução, 

degradação ou deadenilação de um mRNA alvo. 

1.2.2 miR-22 e distúrbios neurodegenerativos 

O microRNA-22-3p é um miRNA exônico descoberto primeiramente em células HeLa 

(Ali et al., 2020). Este miRNA está localizado no cromossomo 17 no segundo éxon do gene 

MGC14376 e pode ser encontrado em diversos tecidos humanos, como o cérebro, em células 

neuronais e células da glia (Rodriguez et al., 2004; Yamakuchi et al., 2011; Jimenez-Mateos 

et al., 2015). O miR-22, assim como os demais miRNAs, é capaz de se ligar a diferentes alvos 

e, por isso, é responsável por regular uma variedade de vias celulares e processos biológicos. 

Essa característica, frequentemente, faz com que estas moléculas estejam associadas, por 

exemplo, ao desenvolvimento de distúrbios neurodegenerativos e neurológicos, como as 

doenças de Parkinson, Alzheimer,  Huntington e Epilepsias.  

A Doença de Parkinson é a segunda doença neurodegenerativa mais comum no mundo 

e é caracterizada pela degeneração de neurônios dopaminérgicos localizados na substância 

negra pars compacta e pelo dobramento incorreto e agregação anormal da proteína alfa-

Winter et al. (2009) 
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sinucleína em Corpos de Lewy (Deliz; Tanner; Gonzalez-Latapi, 2024). Um estudo de Yang 

et al. (2016) utilizando modelo in vitro de Doença de Parkinson (Células de feocromocitoma - 

PC12 tratadas com a neurotoxina 6-Hidroxidopamina) demonstrou uma significativa redução 

na expressão do miR-22 neste modelo, assim como já havia sido observado em pacientes com 

Parkinson por Margis et al. (2011). Além disso, nesse estudo, a superexpressão do miR-22 

apresentou um efeito citoprotetor, aumentando a sobrevivência e proliferação celular, e 

reduzindo a produção de espécies reativas de oxigênio, a atividade de caspases-3 e a apoptose 

das células PC12 tratadas. Foi sugerido ainda, que os efeitos observados seriam resultantes da 

regulação negativa do gene TRPM7 (do inglês Transient receptor potential melastatin 7), 

alvo do miR-22 associado, por exemplo, à mediação da morte neuronal anóxica (Aarts et al., 

2003).  

Estudos recentes também têm buscado avaliar a relação do miR-22 com a Doença de 

Alzheimer. Esta é uma doença neurodegenerativa progressiva responsável por 

aproximadamente 60-70% dos casos de demência no mundo (World Health Organization, 

2023). A doença é caracterizada pelo acúmulo extraneuronal de placas senis compostas, 

sobretudo, pelo peptídeo beta amiloide, e pela formação de emaranhados neurofibrilares a 

partir da hiperfosforilação da proteína Tau no neocórtex, hipocampo e outras regiões 

subcorticais do cérebro, resultando em degeneração e morte neuronal (Lloret et al., 2015; Idda 

et al., 2018). Wang et al. (2018) utilizando modelo de degeneração induzido por  injeção de 

ß-amiloide, buscaram investigar os efeitos da superexpressão do miR-22 nestes animais. 

Alguns dos resultados apresentados mostraram que o miR-22 é capaz de reverter a perda de 

estruturas sinápticas no hipocampo de ratos utilizados como modelo, pode contribuir 

significativamente para a redução da apoptose neuronal e para a melhora do aprendizado e 

distúrbio de memória neste grupo. Em outro estudo, Xie, Xie e Chen (2024) utilizando 

linhagem celular de neuroblastoma (SK-N-SH) tratada com ß-amiloide demonstraram que a 

superexpressão de miR-22-3p contribui para a redução das taxas de apoptose, de proteínas 

pró-apoptóticas e de fatores pró-inflamatórios por meio da ativação da via de sinalização 

PI3K-AKT.   

O papel do miR-22 também foi investigado na doença de Huntington, doença 

neurodegenerativa hereditária causada por uma amplificação anormal de repetições CAG no 

gene Huntingtina (Htt) que resulta na disfunção e perda progressiva, sobretudo, de neurônios 

corticais e estriatais (Johnson et al., 2008; Kotowska-Zimmer et al., 2022). Jovicic et al. 

(2013) avaliaram os efeitos da superexpressão do miR-22 em modelos in vitro de doença de 

Huntington. Para isso, foram realizadas culturas de neurônios primários estriatais e/ou 
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corticais infectados com vetores de lentivírus contendo fragmento mutante do gene Htt ou 

tratados com ácido 3-nitropropiônico (neurotoxina que mimetiza a doença). No estudo foi 

observado que o miR-22, ao ser superexpresso, apresenta efeitos neuroprotetores, ao aumentar 

a sobrevivência neuronal, e anti-apoptóticos ao reduzir a ativação de caspases efetoras, 

possivelmente devido à regulação de genes diretamente associados à doença, como REST 

correpressor 1 (Rcor1), histona desacetilase 4 (HDAC4) e regulador da sinalização da 

proteína G2 (Rgs2) e de genes pró-apoptóticos, como proteína cinase 14 ativada por mitógeno 

(MAPK14/p38). 

Apesar de poucos estudos avaliarem a relação entre o miR-22 e as lesões traumáticas, 

este miRNA parece apresentar papel importante no traumatismo crânio encefálico, distúrbio 

neurodegenerativo que acomete o encéfalo e que é causado por uma força externa, geralmente 

quedas, acidentes de trânsito ou violência (National Institutes of Health, 2024). Esse tipo de 

distúrbio é marcado por danos focais, como contusões, hematomas e hemorragias 

intraparenquimatosas e por danos difusos, como lesões por hipóxia e isquemia e lesões 

axonais multifocais (McKee e Daneshvar, 2015). Utilizando modelo celular de traumatismo 

crânio-encefálico, Ma et al. (2016) mostraram que a superexpressão do miR-22 inibe a 

apoptose de neurônios corticais, possivelmente via redução da atividade de caspases 3 

(CASP3), de proteínas X associadas a Bcl-2 (Bax) e de PTEN e aumento da expressão de 

proteínas de leucemia/linfoma 2 de células B (Bcl-2) e proteínas cinase B fosforiladas (p-

AKT1), sugerindo, portanto, um efeito neuroprotetor. 

 Já na Epilepsia, estudos têm apresentado evidências sobre a importância do miR-22 no 

processo epileptogênico. A Epilepsia é um distúrbio neurológico caracterizado por convulsões 

recorrentes e não provocadas resultantes, por exemplo, de uma mutação genética ou de uma 

patologia cerebral, como infecções, tumores, acidentes vasculares e lesões traumáticas 

cerebrais (Goldberg e Coulter, 2013). Almeida Silva et al. (2020), utilizando modelo murino 

de status epilepticus (induzido por injeção de ácido caínico intra-amígdala) e carregando 

mutação nocaute de miR-22, observaram que a ablação genética deste miRNA provoca um 

fenótipo epiléptico exacerbado, isto é, marcado por convulsões espontâneas mais precoces, 

frequentes e duradouras quando comparado ao grupo controle. Beamer et al. (2018) utilizando 

o mesmo modelo de status epilepticus (SE) citado anteriormente mostrou que a inibição do 

miR-22 induz a uma neurogênese aberrante no hipocampo ainda mais exacerbada do aquela 

provocada apenas pela indução do SE e leva ao aumento do diâmetro dos dendritos e da 

densidade de espinhos dendríticos, o que possivelmente pode agravar o fenótipo epiléptico. 
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Além disso, observou-se também que apenas a supressão do miR-22 é capaz de reduzir 

significativamente o crescimento e arborização de dendritos.  

Dessa forma, ao observar o papel do miR-22 nos diferentes modelos e estudos 

apresentados, a entrega ou superexpressão deste miRNA no SNC surge como potencial 

estratégia terapêutica para a promoção da neuroproteção e tratamento de distúrbios 

neurodegenerativos e neurológicos.  

1.3 Vírus adeno-associado 

O vírus adeno-associado (AAV) é um vírus do gênero Dependoparvovirus da família 

Parvoviridae, cujo genoma é um DNA linear de fita simples (Srivastava; Lusby; Berns, 1983; 

Geoffroy e Salvetti, 2005). Este vírus é encontrado em diferentes espécies de vertebrados e 

em humanos é considerado não patogênico (Wang; Tai; Gao, 2019). Além disso, apresenta 

diversos sorotipos e variantes, cada sorotipo com um tropismo por um tipo celular ou tecido 

que será determinado pelas interações do AAV com receptores de superfície celular do 

hospedeiro e por processos como endocitose, importação nuclear, perda do revestimento viral 

e síntese de uma segunda fita de DNA. AAV1 e AAV2, por exemplo, empregados neste 

trabalho, são sorotipos que têm tropismo por retina e SNC em humanos (Wang et al., 2024). 

 A transdução celular pelo AAV se inicia a partir do reconhecimento do vetor por 

receptores de superfície da célula alvo, como os proteoglicanos de sulfato de heparano. Ao se 

ligar ao receptor, o AAV é internalizado por um processo de endocitose mediada por clatrina 

e auxiliado pelo co-receptor integrina αvβ5 (Summerford; Bartlett; Samulski, 1999; Bartlett; 

Wilcher; Samulski, 2000). Após a internalização no endossomo, o AAV trafega pelo 

citoplasma a partir de uma rede de citoesqueleto. Ainda neste ambiente, o vetor viral encontra 

um pH levemente ácido que desencadeia tardiamente mudanças conformacionais em seu 

capsídeo que permitem o escape endossomal (Douar et al., 2001). Ao ser liberado no citosol, 

o AAV pode sofrer proteólise pelo proteassoma ou ser transportado para o núcleo da célula 

penetrando-o através de um complexo de poros nucleares. Dessa forma, no núcleo, o AAV é 

desencapsulado e o genoma empacotado é liberado (Berry e Asokan, 2016). Nesta etapa, os 

AAVs de fita simples ainda são transcricionalmente inertes, por isso, precisam ser convertidos 

em DNA de fita dupla via síntese da segunda fita a partir de DNA polimerases da célula 

hospedeira ou por anelamento de fitas já existentes no núcleo (Wang; Tai; Gao, 2019). 

Finalmente, as sequências ITR do AAV podem passar por recombinações inter ou 

intramoleculares que levarão à circularização do genoma e estabilização como DNA 
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Wang, Tai & Gao (2019) 

epissomal, o que permitirá a sua expressão em células pós-mitóticas (Duan et al., 1999) 

(Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Transdução celular por AAV. Para iniciar o mecanismo de transdução, o vetor de vírus adeno-

associado (AAV) deve ser reconhecido por receptores de superfície da célula alvo. Dessa forma, o vetor viral é 

internalizado via endocitose mediada por clatrina, formando um endossomo. Auxiliado por uma rede de 

citoesqueleto, o AAV trafega pelo citoplasma. O pH ácido encontrado neste ambiente provoca mudanças 

conformacionais no AAV que permitem o seu escape do endossomo. Neste momento o AAV pode seguir por 

duas vias: entrar no núcleo da célula através de um complexo de poros nucleares ou permanecer no citoplasma e 

ser degradado pelo proteassoma. No núcleo, o AAV é desencapsulado e libera o seu genoma, DNA de fita 

simples (ssAAV) ou autocomplementar (scAAV). No caso do ssAAV, uma segunda fita de DNA deverá ser 

sintetizada utilizando a maquinaria da célula hospedeira. Finalmente, o genoma do AAV poderá passar por 

circularização, assumindo a forma epissomal ou, menos frequentemente, poderá se integrar ao genoma do 

hospedeiro. 

 

 A transferência gênica mediada por AAV apresenta grande potencial para o 

desenvolvimento de medicamentos de terapia gênica que podem se basear, principalmente, 

em três estratégias: substituição de um gene disfuncional por uma cópia saudável; inserção, 

deleção ou alteração de uma sequência alvo no DNA, por técnica de CRISPR, por exemplo; e 

silenciamento gênico a partir da inibição da expressão de um gene causador de doença (Gao et 

al., 2024).  
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A partir do AAV é possível construir um vetor de AAV recombinante (rAAV) para 

expressar um transgene de interesse em uma célula ou tecido alvo. Para isso, os genes de 

replicação (Rep) e que dão origem às proteínas do capsídeo viral (Cap) podem ser 

substituídos por um promotor e um gene terapêutico, enquanto as sequências ITR devem 

permanecer para a replicação e empacotamento do genoma no capsídeo (Grieger e Samulski, 

2012). Os vetores de rAAV apresentam características que lhes conferem vantagens em 

relação aos demais vetores virais. Os rAAVs são pequenos, dificilmente se integram ao 

genoma do hospedeiro, apresentam amplo tropismo, baixa imunogenicidade e patogenicidade, 

uma vez que não possuem sequências virais e são capazes de sustentar a expressão do 

transgene a longo prazo em tecidos não mitóticos (Thomas; Ehrhardt; Kay, 2003; Qu et al., 

2019; Wang et al., 2024).  

Os vetores de rAAV têm sido amplamente utilizados em estudos clínicos para o 

tratamento de doenças degenerativas e já são empregados em terapias gênicas. Em 2017, o 

Food and Drug Administration (FDA) dos EUA aprovou a primeira terapia para Distrofia 

Retiniana associada à mutação bialélica do gene codificador da proteína específica do epitélio 

pigmentar da retina 65 (RPE65) que leva à perda progressiva de visão durante a infância e 

adolescência, podendo levar à cegueira. Para o desenvolvimento desta terapia, denominada 

Voretigene neparvovec ou Luxturna, foi utilizado um vetor de rAAV para entregar uma cópia 

normal do gene mutado para células da retina. Neste caso, foi empregado o vetor de rAAV 

sorotipo 2 (rAAV2) capaz de transduzir, sobretudo, células do epitélio pigmentar da retina 

(FDA, 2017; Gao; Hussain; Weng, 2020). 

Em 2019, uma nova terapia que também utiliza o vetor de rAAV como ferramenta de 

entrega foi aprovada pelo FDA, o Onasemnogene abeparvovec, conhecido como Zolgensma. 

Esse medicamento foi produzido para o tratamento da Atrofia Muscular Espinhal, uma doença 

autossômica recessiva causada por mutação, deleção ou rearranjo no gene do neurônio motor 

de sobrevivência 1 (SMN1), resultando na degenereção de neurônios motores (Govoni et al., 

2018). O Zolgensma consiste em uma terapia de dose única que utiliza o vetor rAAV9, capaz 

de atravessar a barreira hematoencéfalica, para entregar uma cópia funcional do gene SMN1 

(Ogbonmide et al., 2023).  

Os vetores de rAAV apresentam grande potencial na entrega de genes em tecidos que 

compõem o SNC. A construção destes vetores virais associada à integração de sequências de 

miRNA constitui, portanto, uma ferramenta promissora para o desenvolvimento de terapias 
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gênicas para condições que exijam, em algum nível, a modulação genética, como é o caso de 

diversos distúrbios neurodegenerativos.  

2. Justificativa 

Os distúrbios neurodegenerativos têm se tornado uma emergência global, impactando 

a saúde pública e os setores econômicos e sociais (Wang S. et al., 2024). Em 2021 entre as 

vinte condições responsáveis pelos maiores DALYs (do inglês Disability-adjusted life year) 

no sistema nervoso estavam a doença de Alzheimer e outras demências, doença de Parkinson, 

lesão crânio-encefálica e lesão da medula espinhal (Steinmetz et al., 2024). Além disso, no 

mesmo ano, a doença de Alzheimer e outras formas de demência foram classificadas como a 

sétima principal causa de morte no mundo (WHO, 2024). Atualmente não existe cura para os 

distúrbios neurodegenerativos e os tratamentos disponíveis se baseiam na amenização dos 

sintomas, desaceleração do processo degenerativo e melhora da qualidade de vida do 

indivíduo (Fan et al., 2022; Shusharina et al., 2023; Tian; Zhang; Yang, 2023; Carroll et al., 

2024). Como o dano axonal é um evento precoce no curso de diferentes distúrbios 

neurodegenerativos, é importante estudar estratégias que permitam não só retardar a 

progressão destes distúrbios, como também promover a regeneração axonal e, 

consequentemente, a recuperação de funções neurológicas perdidas.  

Como mostrado na seção anterior, os miRNAs apresentam importantes funções no 

SNC. Em modelos de distúrbios neurodegenerativos, a expressão aumentada do miR-22, foco 

deste trabalho, apresenta efeitos neuroprotetores e anti-apoptóticos. Contudo, até o momento, 

ainda não há na literatura estudos que abordem a função deste miRNA na degeneração e 

regeneração de axônios no SNC, processos essenciais para a recuperação funcional de 

neurônios afetados nestes distúrbios. Dessa forma, investigar o papel do miR-22 no contexto 

de lesão neuronal e adotar métodos que viabilizem sua superexpressão em áreas do SNC 

torna-se necessária. A entrega de genes de interesse em tecidos e células específicos por 

vetores de rAAV é uma técnica eficiente para o tratamento de diferentes doenças, como tem 

sido mostrado por medicamentos baseados em terapia gênica. Ao considerarmos as vantagens 

oferecidas por essa técnica e os efeitos já observados pela expressão do miR-22, avaliamos 

neste estudo os efeitos da superexpressão do miR-22, mediada por rAAV (rAAV.miR-22), na 

degeneração e regeneração axonal in vitro. Dessa forma, hipotetizamos que o rAAV.miR-22 é 

capaz de promover efeitos pró-regenerativos após lesão no SNC a partir da modulação de vias 

intrínsecas. 
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3. Objetivos  

3.1 Geral 

Testar os efeitos do rAAV.miR-22 na regeneração e degeneração de neurônios do 

SNC a partir de modelos in vitro. 

3.2 Específicos 

2.2.1 Avaliar, a partir de modelos in vitro de cultura primária de neurônios corticais se 

a superexpressão do miR-22, utilizando vetores de rAAV, é capaz de: 

a) influenciar o crescimento neurítico, 

b) modular a arborização neurítica, 

c) promover regeneração de neuritos, 

d) induzir regeneração axonal, 

e) atenuar a degeneração axonal. 

2.2.2 Analisar os possíveis mecanismos pelos quais o miR-22 age e identificar seus 

genes alvos. 

4. Métodos 

4.1 Produção dos vetores virais 

Vetores de rAAV utilizados para a transdução de células neuronais e superexpressão 

do miR-22 foram produzidos e testados em colaboração com o Prof. Uwe Michel da 

Universidade de Medicina de Göttingen, Alemanha. 

Para a produção dos rAAVs foram utilizados o promotor Sinapsina humana (hSyn) 

específico para neurônios para expressão de mCherry, uma proteína fluorescente que permite 

a identificação de células transduzidas, e o promotor H1 específico para RNAs não 

codificantes para promover a superexpressão do miR-22. O vetor expressando o miRNA 

(rAAV.miR-22) contém a sequência tanto do miR-22 quanto da proteína mCherry, já o vetor 

controle expressa apenas a proteína mCherry (rAAV.CTRL). O rAAV utilizado neste trabalho 

tem um capsídeo híbrido contendo proteínas dos sorotipos 1 (AAV1) e 2 (AAV2), sendo que 

uma proteína do sorotipo 2 possui substituições em 4 resíduos de aminoácidos (AAV2mut), 

que reduz a degradação via proteassoma (Zhong et al., 2008). 
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A produção dos rAAVs (sorotipo 1/2 mut) foi realizada a partir de uma transfecção 

quádrupla de células de rim imortalizadas (HEK-293) utilizando o plasmídeo de expressão 

(contendo os transgenes), um plasmídeo helper (pHelper), um plasmídeo pACG-2, e um 

plasmídeo pH 21, que contém os genes rep e cap, responsáveis por codificar proteínas de 

replicação e proteínas estruturais do capsídeo viral, respectivamente. Após a transfecção, as 

células passaram por sucessivas etapas de congelamento e descongelamento para lise celular e 

o rAAV foi, então, purificado por ultracentrifugação em um gradiente de iodixanol para a 

separação dos componentes lisados do vetor produzido. Posteriormente, foi realizada 

cromatografia líquida em coluna de heparina, seguida de diálise, a fim de se obter um maior 

grau de pureza na produção. Desse modo, os vetores foram produzidos em larga escala e com 

elevados títulos: 2,5 x 10
8
 partículas virais/μL (rAAV.miR-22) e 5,2 x 10

7
 partículas virais/μL 

(rAAV.CTRL) (Figura 4). 

 

Figura 4 - Mapa e titulação dos vetores virais. Plasmídeos usados para a produção dos vetores de rAAV. A) 

Vetor controle expressando apenas a proteína fluorescente mCherry (rAAV.CTRL) B) Vetor expressando miR-

22 e mCherry (rAAV.miR-22). C) Concentrações do rAAV.CTRL e do rAAV-miR-22.  

4.2 Cultura de neurônios corticais primários  

Todos os experimentos deste trabalho foram realizados em um modelo de cultura de 

neurônios corticais primários. Anteriormente ao preparo da cultura celular, placas de cultivo 

celular de 24 ou 96 poços foram preparadas para receber as células neuronais. A cada um dos 
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poços foram adicionadas lamínulas esterilizadas e estas foram revestidas com Poli-L-Ornitina 

(PLO - 10 μg/mL) por quatro horas, a fim de promover melhor adesão e fixação das células à 

superfície, e mantidas em cabine de fluxo laminar. Posteriormente, os poços foram lavados 

com água ultrapura estéril e as lamínulas foram cobertas por solução de Laminina (1 μg/mL), 

proteína da matriz extracelular também utilizada para facilitar a adesão. A placa de cultura foi 

então armazenada em incubadora de CO2 a 37°C por um período de 12 a 16 horas (overnight). 

No dia seguinte, os poços foram novamente lavados com tampão fostato salina (PBS) estéril 

e, aos mesmos, foi adicionado meio de cultura, composto por 95% Neurobasal, 2% B27, 1% 

Glutamax, 1% PSN (Penicilina-Estreptomicina-Neomicina) e 1% Transferrina.  

Para a realização das culturas foram utilizados embriões com 18 dias embrionários 

(E18) de ratos Wistar. As fêmeas prenhas foram eutanasiadas em câmara de CO2 de acordo 

com protocolo aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade 

Federal de Minas Gerais (CEUA 237/2018 – Anexo A). De cada um dos embriões foram 

retirados os córtices cerebrais e removidas as meninges. Os córtices já cortados em pedaços 

menores foram transferidos para um tubo Falcon contendo PBS e este foi centrifugado por 4 

min, a 4°C e 800 rpm. O pellet obtido foi ressuspendido em tripsina 0,25%, para dissociação 

da matriz extracelular, e mantido em banho maria a 37°C por 10 min. Para degradar 

fragmentos de DNA gerados no processo e auxiliar a dissociação das células, foi adicionada 

DNAse (5 mg/mL) e a solução foi centrifugada novamente por 2 min. Já para inativar a 

tripsina a solução final foi ressuspendida em soro fetal bovino. Por fim, as células passaram 

por dissociação mecânica, utilizando pipetas Pasteur previamente preparadas com diferentes 

calibres, a solução foi centrifugada novamente por 2 min, o soro sobrenadante foi retirado e as 

células ressuspendidas em meio de cultura completo como descrito acima.  

Para contagem das células e posterior plaqueamento foi preparada uma solução celular 

com azul de Tripan. Desta solução foram adicionados 10 μL em uma Câmara de Neubauer e, 

utilizando microscópio óptico (aumento 10x), foi quantificado o número de células presentes 

em cada um dos quadrantes da câmara. Em seguida, foi feita uma média dos números obtidos 

e o valor final foi multiplicado pelo fator de correção da câmara de Neubauer (10
4
) e pelo 

fator de diluição utilizado nos experimentos (10
1
). Dessa forma, as células foram plaqueadas 

em diferentes densidades, de acordo com os objetivos de cada experimento.  

4.3 Eficiência de transdução dos vetores de rAAV 

A eficiência de transdução dos vetores virais produzidos foi avaliada a partir das 

culturas de neurônios corticais primários (E18). Quatro horas após o plaqueamento das células 



36 

 

neuronais em placa de 24 poços (250.000 células/poço), foram adicionados aos poços da placa 

de cultura os vetores rAAV.CTRL e rAAV.miR-22 nas concentrações 1x10
5
, 5x10

6
, 1x10

7
 e 

1x10
8 

partículas virais/poço. No oitavo dia in vitro (DIV8) essas células foram fixadas 

utilizando paraformaldeído 4% (PFA) e, posteriormente, fotografadas utilizando o 

microscópio Axio Imager com módulo Apotome (Zeiss) do Centro de Aquisição e 

Processamento de Imagens (CAPI - UFMG) com microscopia de contraste de fase e de 

fluorescência. A partir das imagens obtidas e utilizando a ferramenta “Cell counter” do 

software ImageJ, foi feita uma análise comparativa por meio da contagem do número de 

células transduzidas, isto é, marcadas pela proteína fluorescente mCherry e o número total de 

células contadas pela microscopia de contraste de fase. 

4.4 Teste de viabilidade celular 

Como o objetivo de avaliar a viabilidade de células neuronais após a transdução com 

os vetores rAAV.CTRL e rAAV.miR-22 foi realizado um ensaio de MTT. Este ensaio 

colorimétrico consiste, basicamente, na redução do sal MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-

tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio) em cristais de formazan por mitocôndrias de células 

metabolicamente ativas, atuando, portanto, como um indicador de citotoxicidade (Ying; 

Gottron; Choi, 2000). Este experimento foi conduzido em colaboração com a Pós-doutoranda 

Júlia Nogueira e Prof. Érika Jorge da Universidade Federal de Minas Gerais.  

Para isso, neurônios corticais primários (E18) foram plaqueados em placas de 96 

poços com uma densidade de 40.000 células/poço. Após 4 horas foram adicionados os vetores 

rAAV.CTRL (1.10⁷ partículas virais/poço) e rAAV.miR-22 (5.10⁶ partículas virais/poço) e 

dois poços foram utilizados como controle negativo, isto é, não receberam os vetores virais. 

No DIV7 foi realizado ensaio de MTT, para isso, foi retirado o meio de cultura de cada um 

dos poços, adicionado MTT diluído em meio (1:10) e a placa de cultura foi incubada em 

estufa por 2 horas a 37°C e 5% de CO2. Posteriormente, o MTT foi retirado, os poços lavados 

com PBS e 500 μl de isopropanol ácido foram adicionados aos poços para a ressuspensão e 

diluição dos cristais de formazan, por 5 minutos no agitador. Em seguida, 100 μl de solução 

de cada um dos grupos (rAAV.CTRL, rAAV.miR-22 e controle negativo) foram transferidos 

em triplicatas para uma nova placa de 96 poços. Finalmente, utilizando um espectrofotômetro 

foi medido o valor de absorbância da solução obtida (faixa de 595 nm). Para a leitura dos 

dados considerou-se que quanto mais clara ou escura a cor resultante, menor ou maior, 

respectivamente, o número de células metabolicamente viáveis. 
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4.5 Imunofluorescência 

Para a avaliação do crescimento e arborização de neuritos foi utilizado protocolo de 

imunofluorescência. Ao final dos experimentos as células foram fixadas com PFA 4% por 10 

minutos e, em seguida, lavadas com PBS. Para a permeabilização foi adicionada aos poços 

solução de 0,5% Triton X-100 em PBS por 20 minutos e, posteriormente, adicionou-se 

solução de bloqueio (1% albumina sérica bovina e 5% soro de cabra diluídos em PBS) por 1 

hora a temperatura ambiente. As células foram então incubadas com anticorpo primário anti-

β-III-tubulina (Tuj-1), marcador de microtúbulos presentes nos neuritos e corpos celulares 

neuronais, diluído em solução de bloqueio (1:10.000) overnight a 4°C em câmara úmida. No 

dia seguinte, os poços foram lavados três vezes com PBS por aproximadamente 5 minutos e 

as células incubadas por 1 hora com o anticorpo secundário Alexa Fluor 488 diluído em 

solução de bloqueio (1:1000). Finalmente, os poços foram novamente lavados com PBS, as 

lamínulas foram retiradas da placa de cultura, montadas em lâminas 24 x 50 mm utilizando 

Fluoromount e armazenadas a 4°C para posterior análise em microscópio de fluorescência.  

4.6 Crescimento de neuritos in vitro 

Com o objetivo de avaliar o crescimento de neuritos in vitro, neurônios corticais 

embrionários foram plaqueados em placas de 24 poços (40.000 células/poço) e quatro horas 

depois transduzidos com os vetores rAAV.CTRL ou rAAV.miR-22 (1.10
7 

partículas 

virais/poço). No DIV8, as células foram fixadas com PFA 4% e, posteriormente, foi realizada 

imunofluorescência com o anticorpo Tuj1. Imagens da imunofluorescência de Tuj1 nas 

células neuronais foram obtidas utilizando o microscópio de fluorescência Axio Imager com 

módulo Apotome (Zeiss) do CAPI - UFMG. O crescimento de neuritos foi analisado a partir 

do programa ImageJ e plugin NeuronJ, o qual forneceu a área marcada pelo anticorpo Tuj-1 

em cada imagem, posteriormente normalizada pelo número de corpos celulares presentes no 

mesmo campo observado, para evitar viés de número de células. Neste experimento para cada 

grupo (rAAV.CTRL e rAAV.miR-22)  foram analisadas cinco imagens de diferentes poços 

para cada uma das culturas realizadas. 

4.7 Análise da arborização de neuritos in vitro 

Para avaliar a complexidade da arborização neurítica, foi realizada cultura primária de 

neurônios corticais em baixa densidade (20.000 células/poço). Após quatro horas estas células 

foram transduzidas com os vetores rAAV.CTRL ou rAAV.miR-22 (1.10
7 

partículas 
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virais/poço), fixadas no DIV8 com PFA 4% e realizada imunofluorescência com o anticorpo 

Tuj1. Para as análises foram feitas dez imagens de diferentes campos de cada uma das 

culturas para ambos os grupos experimentais (rAAV.miR-22 e AAV.CTRL). Imagens da 

imunofluorescência de Tuj1 nas células neuronais foram obtidas utilizando o microscópio de 

fluorescência Axio Imager com módulo Apotome (Zeiss) do CAPI - UFMG. Desse modo, as 

células neuronais foram analisadas individualmente utilizando o método de Sholl. Nesta 

análise, com o auxílio do software Fiji/ImageJ e plugin Neuroanatomy, foi marcado um ponto 

no centro do corpo celular do neurônio, a partir do qual foram estabelecidos círculos 

concêntricos com distâncias de 5 μm entre si, atingindo um raio final de 80 μm. Desse modo, 

foi quantificado o número de interseções entre os neuritos e cada um dos raios estabelecidos.  

4.8 Regeneração de neuritos após lesão do tipo scratch in vitro 

Para avaliar a regeneração de neuritos (axônios e dendritos), após a transdução das 

células neuronais (150.000 células/poço) com os vetores rAAV.CTRL ou rAAV.miR-22 

(1.10
7
 partículas virais/poço), no DIV7 foi feita uma lesão do tipo “scratch” em cada um dos 

poços da placa de cultura utilizando uma ponteira de 200 μl. Após 24h, as células foram 

fixadas com PFA4% e as lamínulas dispostas em lâminas histológicas. Imagens da 

fluorescência de mCherry nas células neuronais na região da lesão e anterior à lesão foram 

obtidas utilizando o microscópio de fluorescência Axio Imager com módulo Apotome (Zeiss) 

do CAPI - UFMG. Para cada um dos experimentos (culturas neuronais) realizados, foram 

obtidas quatro fotos por grupo experimental. 

Para a análise das imagens, primeiramente foi traçada uma linha determinando a borda 

da lesão, a partir da qual foram estabelecidas as distâncias de 100 μm e 200 μm. Dessa forma, 

foram quantificados o comprimento total de neuritos na área entre 100 μm e 200 μm posterior 

à lesão com o auxílio do software Fiji/ImageJ e plugin NeuronJ e também o número de 

neuritos que cruzavam a distância de 200 μm. Os valores obtidos foram normalizados pelo 

número de corpos celulares presentes na área de 100 μm anterior à borda da lesão, para evitar 

viés de número de células. 

4.9 Cultura neuronal em câmara microfluídica 

 Com o objetivo de avaliar exclusivamente a regeneração e degeneração axonal, foi 

adotado um modelo de cultura primária de neurônios corticais em câmaras microfluídicas, o 
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qual permite separar os axônios das células neuronais de seus corpos celulares e dendritos 

(Vahsen et al., 2020; Ribas et al., 2021) (Figura 5). Para este experimento foram construídas 

câmaras microfluídicas usando silicone PDMS (Sylgard 184, Dow Corning). Estas foram 

lavadas com jato de água, imersas em um béquer contendo água destilada deixado em banho 

maria a 37,5°C overnight, secadas em fluxo laminar, foram limpas utilizando fita adesiva e, 

por fim, esterilizadas com álcool 70%. Posteriormente, as câmaras microfluídicas foram 

acopladas em lamínulas 24 x 60 mm previamente limpas e esterilizadas, e armazenadas em 

placas de Petri. Após o acoplamento, foi iniciado o protocolo de revestimento das lamínulas. 

Primeiramente, foi adicionada água ultrapurificada e estéril a cada um dos poços das câmaras 

microfluídicas, estas foram armazenadas em incubadora de CO2 a 37°C por aproximadamente 

30 minutos até que a água atravessasse completamente os microcanais. Em seguida, a água foi 

retirada de todos os poços, e adicionou-se poli-L-lisina (PLL; 0.1 mg/mL), usada para 

promover adesão celular ao substrato. As câmaras foram então novamente armazenadas em 

incubadora de CO2 overnight. No dia seguinte, a PLL foi retirada e três lavagens de 30 

minutos com água ultrapurificada foram realizadas, seguidas de duas lavagens com meio de 

cultura. No mesmo dia (DIV0), 2 μl de solução contendo células neuronais corticais foram 

adicionados a um dos canais (compartimento somático) das câmaras microfluídicas (30.000 

células/câmara na análise de regeneração axonal ou 10.000 células/câmara na análise de 

degeneração axonal). No dia seguinte, foi realizada a transdução celular utilizando os vetores 

rAAV.CTRL e rAAV.miR-22 (1.10
7
 partículas virais/poço). 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Câmara microfluídica. Desenho esquemático de uma câmara microfluídica mostrando o 

compartimento somático (somal compartment) onde as células são plaqueadas, microcanais (microgrooves) com 

450 μm de comprimento e compartimento axonal (axonal compartment) para o qual se estendem apenas 

prolongamentos axonais.  
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4.10 Análise de regeneração e degeneração axonal por imageamento em tempo real de 

neurônios corticais plaqueados em câmara microfluídica 

Para a análise de regeneração axonal, os axônios localizados no compartimento axonal 

foram lesionados por sucção utilizando uma bomba a vácuo no DIV7. Utilizando o 

microscópio de fluorescência Axio Vert (Zeiss) foram feitas imagens dos neurônios vivos 

expressando a proteína fluorescente mCherry com objetiva de 20x do compartimento axonal, 

dos microcanais e do compartimento somático antes da lesão, imediatamente após a lesão e 

48h após a lesão. Para a análise das imagens obtidas foram selecionados 10 canais de cada 

câmara microfluídica. A análise quantitativa foi expressa pelo número de axônios que 

ultrapassavam as distâncias de 200 μm, 400 μm e 600 μm em relação à borda da lesão no 

tempo de 48h após a lesão. Para evitar viés os valores foram divididos pelo número de 

axônios antes da lesão (Ribas et al., 2021). 

Já para os experimentos de degeneração axonal a lesão foi realizada no DIV10 e foram 

feitas imagens dos neurônios vivos expressando a proteína fluorescente mCherry com objetiva 

de 40x no compartimento axonal e nos microcanais anteriormente à lesão, imediatamente 

após a lesão, duas horas, quatro horas e seis horas após a lesão utilizando o microscópio de 

fluorescência Axio Vert (Zeiss). As análises foram realizadas a partir da seleção de 10 

prolongamentos axonais em cada câmara microfluídica. A análise quantitativa foi expressa 

pelo número de inchaços axonais (com diâmetro maior ou igual a 2 μm) nos 200 μm 

proximais em relação ao local da lesão (final do microcanal) em todos os tempos após a lesão 

diminuído dos inchaços presentes nos axônios antes da lesão (Vahsen et al., 2020).  

4.11 Análises estatísticas 

As análises estatísticas foram realizadas através do software GraphPad Prism 9. Para 

as análises de regeneração de neuritos os valores foram normalizados pelo controle (100%) e 

foi usado o teste t de uma amostra (one sample t-test). Nos experimentos de viabilidade 

celular, crescimento de neuritos e regeneração de axônios (para cada distância e tempo) foi 

usado o teste t não pareado (two-tailed unpaired t-test). Nos experimentos de complexidade 

da arborização neurítica e degeneração axonal foi utilizado o teste two-way ANOVA e pós 

teste de Sidak para comparações múltiplas. Os dados são apresentados como médias ± erro 

padrão da média. Os valores foram considerados significativos para um P < 0,05. 
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4.12 Análises de bioinformática 

Análises in silico foram realizadas a fim de se investigar os possíveis mecanismos 

pelos quais o miR-22 atua e identificar seus RNAs mensageiros (mRNAs) alvos. Para isso, 

foram utilizadas as plataformas miRWalk (http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/), que 

forneceu os alvos preditos e validados do miR-22, e a WebGestalt (WEB-based Gene SeT 

AnaLysis Toolkit - https://www.webgestalt.org/), que permitiu a realização de análises de 

enriquecimento funcional para os alvos, considerando características como processos 

biológicos aos quais estão associados, funções moleculares e componentes celulares. Na 

interface miRWalk as análises basearam-se na sequência hsa-miR-22-3p, sequência de 22 

nucleotídeos encontrada em Homo sapiens, e correspondente à fita madura (3p) do miR-22. 

Para os alvos preditos foi adotado um score de 0.8 e selecionado o banco de dados 

TargetScan, enquanto para os alvos validados também foi adotado um score de 0.8 e 

selecionado os bancos de dados TargetScan e miRTarBase.  

Na plataforma WebGestalt, utilizada para as análises funcionais dos alvos preditos, 

foram selecionados alguns parâmetros básicos: “Over-Representation Analysis” (ORA) como 

método de interesse e “Gene Ontology” como banco de dados funcional. Para os parâmetros 

avançados foram selecionados: cinco alvos como número mínimo e dois mil como número 

máximo de genes por categoria, Benjamini–Hochberg (BH) como método de ajuste de teste 

múltiplo, e False Discovery Rate (FDR) para o controle de falsos positivos, com limite de 

significância correspondente a 0.10. 

Em relação aos alvos validados, para cada um dos genes listados foram feitas buscas 

na plataforma PubMed relacionadas aos termos em inglês: central nervous system, 

neurodegeneration, neuroprotection, axonal regeneration, axonal degeneration, neuronal 

survival, synapse, Alzheimer disease, Parkinson disease, Huntington disease, Glaucoma e 

optic nerve.  

 

 

 

 

http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/
https://www.webgestalt.org/
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5. Resultados 

5.1 rAAV.miR-22 transduz eficientemente neurônios corticais primários in vitro sem 

promover citotoxicidade em comparação com rAAV.CTRL  

Para avaliar o papel do miR-22 na degeneração e regeneração de neurônios do SNC 

vetores de rAAV expressando o miR-22 (rAAV.miR-22) em conjunto com a proteína 

fluorescente mCherry foram produzidos. Como controle foi usado um vetor de rAAV 

expressando apenas a proteína fluorescente mCherry (rAAV.CTRL) (Figura 6A). 

Primeiramente foi testado se ambos os vetores eram capazes de transduzir eficientemente 

neurônios corticais primários in vitro. Para isso, a cultura de neurônios corticais primários foi 

preparada, 4 h após os neurônios foram transduzidos com os vetores rAAV.miR-22 ou 

rAAV.CTRL e no DIV8 foi avaliada a eficiência de transdução de ambos os vetores de rAAV 

(Figura 6B).  

Foi observado, a partir de imagens obtidas por microscopia de fluorescência e de 

contraste de fase, que a titulação de melhor eficiência de transdução foi de 1 x 10
7
 partículas 

virais/poço, com uma taxa de 80-90% das células neuronais transduzidas tanto no grupo 

controle (rAAV.CTRL) quanto no grupo em que o miR-22 foi superexpresso (rAAV.miR-22) 

(Figura 6C). Para avaliar a viabilidade celular após as células serem transduzidas com os 

vetores de rAAV, foi realizado no DIV7 o ensaio colorimétrico de MTT. Os resultados 

revelaram que ao comparar os grupos transduzidos com os vetores rAAV.CTRL e 

rAAV.miR-22 não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos (Figura 6D). 

Esses dados sugerem que ambos os vetores são capazes de transduzir eficientemente 

neurônios corticais primários sem causar citotoxicidade diferencial entre eles. 
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Figura 6 - Transdução de neurônios corticais primários utilizando rAAV.CTRL e rAAV.miR-22. A) 
Mapas dos vetores rAAV controle (rAAV.CTRL) e do rAAV para superexpressão do miR-22 (rAAV.miR-22), 

ambos expressando a proteína fluorescente mCherry sob o controle do promotor sinapsina humana (hSyn). A 

expressão do miR-22 está sob controle do promotor H1. B) Desenho experimental para o teste de transdução dos 

vetores virais. PREP: realização da cultura de neurônios corticais primários. DIV: dia in vitro. rAAV: transdução 

com os vetores virais. IMG: obtenção de imagens de microscopia. C) Imagens obtidas 8 dias após transdução 

dos neurônios corticais mostrando, respectivamente, expressão da proteína mCherry (vermelho), contraste de 

fase e sobreposição das imagens. Barra de escala: 50 μm. D) Quantificação da viabilidade celular por ensaio de 

MTT (n = 3 culturas independentes). Os dados são apresentados como médias ± erro padrão da média. A análise 

estatística foi realizada através do teste t não pareado (P = 0.9465).  
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5.2 rAAV.miR-22 não tem efeito no crescimento e arborização de neuritos 

Para avaliar se o rAAV.miR-22 influencia o crescimento de neuritos foram realizadas 

culturas de neurônios corticais primários, os quais 4 h depois foram transduzidos com os 

vetores de rAAV. Para a posterior identificação de corpos celulares e neuritos, foi realizada 

imunofluorescência para β-III-tubulina (Tuj-1), em seguida, foi feito imageamento utilizando 

microscópio de fluorescência (Figuras 7A-B). Neste experimento as análises basearam-se na 

quantificação da área marcada por Tuj-1 normalizada pelo número de células neuronais 

presentes na imagem. A partir dos resultados obtidos, foi observado que não houve diferença 

significativa na área da marcação de Tuj1 ao comparar os grupos rAAV.CTRL e rAAV.miR-

22 (Figuras 7C-D), sugerindo que o rAAV.miR-22 não influencia o crescimento de neuritos 

nesse modelo. 

A fim de averiguar se o rAAV.miR-22 exerceria algum efeito na arborização dos 

neuritos foi utilizado o mesmo protocolo descrito anteriormente para cultura neuronal e 

imunofluorescência (Figuras 8A). Contudo, para este experimento foi utilizada uma menor 

densidade celular para a obtenção de neurônios isolados (Figuras 8B). As observações 

basearam-se na realização de análises de Sholl, a partir das quais foi quantificado o número de 

interseções entre os neuritos e os raios estabelecidos (Figura 8C). Através da análise de 

comparações múltiplas (Sidak) não foi vista diferença estatisticamente significativa no 

número de interseções entre os neuritos e os raios em nenhum dos raios traçados, comparando 

os grupos rAAV.CTRL e rAAV.miR-22 (Figura 8D). A análise de variância de dois fatores 

(two-way ANOVA) indica que há diferença estatisticamente significativa entre as curvas 

rAAV.CTRL e rAAV.miR-22 (P=0.0098), no entanto, não foi possível determinar em qual(is) 

raio(s) houve essa diferença (Figura 8D). Dessa forma, os resultados indicam que o 

rAAV.miR-22 parece não influenciar de maneira significativa a arborização de neuritos.  
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Figura 7 - Efeito do rAAV.miR-22 no crescimento de neuritos. A) Desenho experimental para o ensaio de 

crescimento de neuritos. PREP: realização da cultura de neurônios corticais primários. DIV: dia in vitro. rAAV: 

transdução com os vetores virais. IMG: obtenção de imagens de microscopia. B) Imagens obtidas no DIV8 por 

microscopia de fluorescência de neurônios transduzidos por rAAV.CTRL e rAAV.miR-22 expressando mCherry 

(vermelho) e o marcador de β-III-tubulina Tuj-1 (verde). C) Imagens mostradas em B após processamento no 

software ImageJ para quantificação área da marcação de Tuj1. Barra de escala: 50 μm. D) Quantificação da área 

marcada por Tuj-1 normalizada pelo número de corpos celulares (n = 6). Análise estatística de acordo com teste t 

não pareado (P = 0.3683). 

 

 



46 

 

 

 

Figura 8 - Efeito do rAAV.miR-22 na complexidade da arborização de neuritos. A) Desenho experimental 

para o ensaio de arborização de neuritos. PREP: realização da cultura de neurônios corticais primários. DIV: dia 

in vitro. rAAV: transdução com os vetores virais. IMG: obtenção de imagens de microscopia. B) Imagens 

obtidas no DIV8 por microscopia de fluorescência de neurônios transduzidos por rAAV.CTRL e rAAV.miR-22 

mostrando a marcação de β-III-tubulina Tuj-1 (verde). Barra de escala: 20 μm. C) Imagens mostradas em B após 

processamento no software ImageJ para avaliação, por análise de Sholl, da arborização de neuritos. D) 

Quantificação do número de interseções entre neuritos e cada um dos raios estabelecidos (n = 5). Gráfico mostra 

média ± erro padrão da média. Análise estatística de acordo com teste two-way ANOVA (** P = 0,0098). 
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5.3 rAAV.miR-22 aumenta a regeneração de neuritos após lesão do tipo scracth 

Para avaliar os efeitos do rAAV.miR-22 na regeneração de neuritos, a cultura primária 

de neurônios corticais foi preparada, 4 h após as células foram transduzidas com os vetores de 

rAAV (rAAV.miR-22 ou rAAV.CTRL), no DIV7 foi realizada lesão do tipo “scratch” e 24 

horas depois foram feitas imagens utilizando microscópio de fluorescência (Figura 9A). A 

partir das imagens obtidas foi observada uma maior densidade de neuritos em regeneração no 

grupo rAAV.miR-22 comparando com o grupo rAAV.CTRL, evidenciada pela marcação da 

proteína fluorescente mCherry (Figura 9B). As análises quantitativas mostraram que, 

comparado ao grupo controle rAAV.CTRL, o grupo rAAV.miR-22 apresentou um aumento 

de aproximadamente 62% ± 17,6 no comprimento total dos neuritos (axônios e dendritos) na 

área entre 100 µm e 200 µm posteriores à lesão (Figura 9C). Além disso, foi observado um 

aumento de cerca de 40% ± 8,9 no número de neuritos que ultrapassavam a distância de 200 

µm a partir da borda da lesão (Figura 9D). Os dados sugerem, portanto, que a transdução de 

neurônios do SNC com o vetor rAAV.miR-22 aumenta a regeneração de neuritos.  
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Figura 9 - Avaliação do efeito do rAAV.miR-22 na regeneração de neuritos. A) Desenho experimental para 

o ensaio de regeneração de neuritos. PREP: realização da cultura de neurônios corticais primários. DIV: dia in 

vitro. rAAV: transdução com os vetores virais. LES: lesão do tipo scratch. IMG: obtenção de imagens de 

microscopia. B) Imagens da expressão da proteína mCherry em neuritos em regeneração (vermelho) obtidas no 

DIV8 por microscopia de fluorescência de neurônios transduzidos com os vetores rAAV.CTRL e rAAV.miR-22. 

Barra de escala: 200 μm. C) Quantificação do comprimento total de neuritos na área de 100 µm a 200 μm a 

partir da borda da lesão normalizado pelo grupo controle. D) Quantificação do número de neuritos que 

ultrapassaram a distância de 200 μm em relação à borda da lesão normalizado pelo grupo controle (n = 4). 

Gráfico mostra média ± erro padrão da média. Análise estatística de acordo com teste t de uma amostra (P = 0.04 

e P = 0.02 para C e D, respectivamente). 
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5.4 Regeneração axonal de neurônios cultivados em câmaras microfluídicas é 

aumentada pelo rAAV.miR-22 

Os experimentos de regeneração de axônios foram realizados a partir de cultura de neurônios 

corticais cultivados em câmaras microfluídicas. Após 24h do plaqueamento das células 

neuronais nas câmaras microfluídicas, estas foram transduzidas com os vetores rAAV.CTRL 

e rAAV.miR-22 e no DIV7 foi realizada lesão especificamente nos axônios. Imagens dos 

axônios dos neurônios vivos expressando a proteína fluorescente mCherry nos microcanais e 

no compartimento axonal foram feitas antes da lesão e imediatamente (0h) e 48h após a lesão 

utilizando microscópio de fluorescência (Figura 10A-B). Foi calculado o índice de 

regeneração axonal no  tempo de 48h e distâncias (200, 400 e 600 µm posteriores à lesão) 

através da quantificação do número de axônios em cada uma das distâncias analisadas, 

dividido pelo número de axônios na distância de 200 µm antes da lesão. O índice de 

regeneração axonal na distância de 200 µm da lesão aumentou significativamente de 0,28±0,1 

no grupo rAAV.CTRL para 1,1±0,2 no grupo rAAV.miR-22 e na distância de 400 µm da 

lesão aumentou significativamente de 0,05±0,03 no grupo rAAV.CTRL para 0,7±0,25 no 

grupo rAAV.miR-22 (Figura 10C). Já na distância de 600 µm, o índice de regeneração axonal 

passou de 0,006±0,006 no grupo rAAV.CTRL para 0,33±0,16 no grupo rAAV.miR-22, no 

entanto, esta diferença não foi estatisticamente significativa (Figura 10C). Os resultados 

apresentados sugerem, portanto, que o vetor rAAV.miR-22 promove regeneração axonal após 

lesão de neurônios corticais in vitro.  
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Figura 10 - Avaliação do efeito do rAAV.miR-22 na regeneração axonal. A) Desenho experimental para o 

ensaio de regeneração de axônios. PREP: realização da cultura de neurônios corticais primários e câmaras 

microfluíficas. DIV: dia in vitro. rAAV: transdução com os vetores de rAAV. LES: axotomia utilizando bomba 

de sucção. IMG: obtenção de imagens de microscopia em tempo real. B) Imagens obtidas no DIV9 por 

microscopia de fluorescência de neurônios transduzidos por rAAV.CTRL e rAAV.miR-22 expressando a 

proteína mCherry (branco). Barra de escala: 100 μm. C) Quantificação do índice de regeneração axonal no 

tempo de 48h após a lesão nas distâncias de 200 μm, 400 μm e 600 μm a partir da borda da lesão (n = 4). Gráfico 

mostra média ± erro padrão da média. Análise estatística de acordo com teste t não pareado para cada tempo e 

distância (* P<0,05). 
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5.5 rAAV.miR-22 não interfere na degeneração axonal após axotomia de neurônios 

cultivados em câmaras microfluídicas 

Para avaliar a degeneração axonal, os neurônios corticais plaqueados em câmaras 

microfluídicas foram transduzidas pelos vetores rAAV.CTRL ou rAAV.miR-22 no DIV1 e a 

lesão axonal foi realizada no DIV10. Neste experimento, utilizando microscópio de 

fluorescência, foram feitas imagens dos microcanais das câmaras microfluídicas antes da 

lesão (0 min) e imediatamente (5 min), 120, 240 e 360 min após a lesão (Figura 11A). As 

imagens obtidas permitiram identificar, através da expressão da proteína mCherry, a formação 

de inchaços nos axônios (Figura 11B), característica da degeneração axonal. Foi quantificado 

o número de inchaços axonais presentes antes da lesão (Figura 11C) e após a axotomia 

(Figura 10D) nos grupos rAAV.CTRL e rAAV.miR-22. A quantificação mostrou que não 

houve diferença estatisticamente significativa no número de inchaços axonais antes da lesão 

comparando os grupos rAAV.CTRL e rAAV.miR-22 (Figura 11C). Conforme publicado 

anteriormente (Vahsen et al., 2020), observamos, com o passar do tempo, um aumento 

progressivo na formação de inchaços axonais, um sinal precoce de degeneração axonal, no 

grupo rAAV.CTRL e também no grupo rAAV.miR-22 (Figura 11D). Contudo, não houve 

diferença estatisticamente significativa no número de inchaços axonais em nenhum dos 

tempos analisados comparando os grupos rAAV.CTRL e rAAV.miR-22 (Figura 11D). Esses 

dados sugerem que o vetor rAAV.miR-22 não tem efeito na degeneração axonal após lesão de 

neurônios corticais in vitro. 
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Figura 11 - Análise do efeito do rAAV.miR-22 na degeneração axonal. A) Desenho experimental para o 

ensaio de degeneração de axônios. PREP: realização da cultura de neurônios corticais primários. DIV: dia in 

vitro. rAAV: transdução com os vetores virais. LES: axotomia utilizando bomba de sucção. IMG: obtenção de 

imagens de microscopia em tempo real. B) Imagens obtidas por microscopia de fluorescência em tempo real de 

axônios de neurônios vivos transduzidos com os vetores rAAV.CTRL e rAAV.miR-22 expressando a proteína 

mCherry (branco) no DIV10 anteriormente à lesão (0 min), 5 min e 360 min após a lesão. Linhas tracejadas 

mostram o local da lesão e setas amarelas indicam inchaços axonais. Barra de escala: 50 μm. C) Quantificação 

do número de inchaços presentes nos axônios não lesionados. D) Quantificação do número de novos inchaços 

axonais formados após a axotomia (n = 3). Gráficos mostram média ± erro padrão da média. Análise estatística 

de acordo com o teste two-way ANOVA. 
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5.6 Análises de bioinformática para identificar possíveis mecanismos associados com os 

efeitos do rAAV.miR-22 

A partir das análises in silico para obtenção dos mRNAs alvos do miR-22 utilizando a 

plataforma miRWalk e adotando-se um score de 0.8, foram obtidos 330 alvos preditos para a 

sequência hsa-miR-22-3p, dos quais 34 alvos já foram validados. Para os alvos preditos, 

foram realizadas análises de enriquecimento funcional utilizando dados de ontologia gênica e 

avaliando as categorias componentes celulares, funções moleculares e processos biológicos. 

Entre os componentes celulares enriquecidos, evidencia-se a predominância daqueles 

associados à sinapse, como “espinhos neurais/dendríticos”, “especialização pós-sináptica” e 

“sinapse neurônio para neurônio” (Figura 12A). Entre as funções moleculares mais 

enriquecidas, destacam-se a “atividade da proteína cinase de receptor transmembrana”, 

“atividade modificadora de histonas” e “ligação de fator de transcrição de ligação ao DNA” 

(Figura 12B). Finalmente, para os processos biológicos é possível destacar que uma porção 

representativa dos genes alvos do miR-22 está associada com “crescimento de órgãos”, 

“migração neuronal”, “sinalização de proteína receptora transmembrana serina/treonina 

cinase” e “migração celular do tipo ameboidal” (Figura 12C).  

Quanto aos alvos validados, a partir das buscas realizadas na plataforma PubMed, na 

qual cada um dos alvos foi associado a termos que englobam processos associados à 

neurodegeneração e regeneração, 6 dos 34 genes se destacaram por apresentarem papéis na 

degeneração, regeneração e morte neuronal (Tabela 1). Esses dados sugerem que o miR-22 

possa estar regulando a expressão de genes associados com processos importantes no contexto 

de doenças neurodegenerativas. 
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Figura 12 - Análises de enriquecimento funcional para os alvos preditos do miR-22. A) Componentes 

celulares B) Funções moleculares C) Processos biológicos. 
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Tabela 1 – Alvos validados do miR-22. Alvos validados do miR-22 com funções associadas a: SNC, 

neurodegeneração, neuroproteção, regeneração e degeneração axonal, sobrevivência neuronal, sinapse, doença 

de Alzheimer, doença de Parkinson, doença de Huntington, Glaucoma e nervo óptico. 

 

6. Discussão 

Neste trabalho, utilizando vetores de rAAV como ferramenta de transferência gênica 

para a superexpressão do miR-22 foi observado que estes vetores são capazes de transduzir 

com alta eficiência neurônios corticais in vitro. Além disso, em cultura de neurônios corticais 

primários foi observado que o rAAV.miR-22 não apresenta efeitos diferenciais na arborização 

ou no crescimento de neuritos, mas em modelo de lesão do tipo “scratch” é capaz de 

promover regeneração significativa de neuritos na distância de 100 a 200 μm em relação á 

borda da lesão, além de apresentar um maior número de neuritos que ultrapassam a distância 

de 200 μm. Nos experimentos realizados em câmaras microfluídicas foi observado que o 

rAAV.miR-22 promove regeneração de axônios 48h após lesão axonal a 200 μm e 400 μm do 

local da lesão comparado ao grupo rAAV.CTRL. Em uma análise ainda preliminar, o 

rAAV.miR-22 parece  não apresentar efeito significativo quanto à proteção dos axônios em 

degeneração. Já nas análises in silico, foi observado que os genes alvos do miR-22 

apresentam funções moleculares, processos biológicos e componentes celulares estreitamente 

relacionados a processos neurodegenerativos e vias de sinalização importantes para a 

neuroproteção e regeneração axonal. 

Genes alvos Funções Referências 

PTEN Deleçã Deleção promove regeneração axonal.  Park et al., 2008; Shi et al., 

2024 

NCOA1 Inibição reduz inflamação e contribui 

para efeito neuroprotetor. 

 Yu et al., 2015 

RGS2 Silenciamento promove neuroproteção. Seredenina; Gokce; Luthi-

Carter, 2011 

HDCA4 Inibição promove regeneração de 

sinapses musculares e restauração da 

função sináptica. 

Williams et al., 2009; Mielcarek 

et al., 2013 

DDIT4 Disfunção, degeneração e morte 

neuronal; Inibição promove 

sobrevivência neuronal, regeneração 

axonal.  

Malagelada et al., 2010; 

Morgan-Warren et al., 2016; 

Pérez-Sisqués et al., 2021. 

VSNL1 Aumenta a hiperfosforilação da proteína 

tau e provoca morte neuronal. 
Schnurra et al., 2001 
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6.1 MiR-22: arborização, crescimento e regeneração de neuritos, regeneração e 

degeneração axonal 

Os resultados obtidos para arborização e crescimento de neuritos revelaram que a 

superexpressão do miR-22 não influenciou estas características quando comparado ao grupo 

controle. Estudos anteriores mostram que a deleção de PTEN, um dos genes alvos do miR-22, 

em células granulares do hipocampo leva à formação de árvores dendríticas maiores e com 

mais ramos dendríticos (Santos et al., 2017). E a deleção desse mesmo gene em modelo in 

vivo de doença de Parkinson aumenta a sobrevivência e o crescimento de neuritos em 

neurônios dopaminérgicos (Zhang et al., 2012). Contudo, vale ressaltar que diferentemente do 

silenciamento gênico promovido por miRNAs, que apenas reduzem a expressão de um gene, a 

deleção elimina permanentemente a sua expressão no organismo. Nossos dados indicam, 

portanto, que a regulação negativa da expressão dos genes alvos do miR-22 possivelmente 

não é eficiente em promover efeitos na ramificação e extensão de neuritos.  

Outra hipótese seria de que em nosso estudo a transdução dos neurônios corticais com 

os vetores rAAV acontece no DIV0 e a expressão da proteína fluorescente mCherry 

geralmente pode ser detectada a partir do DIV3, quando o crescimento dos neuritos já 

aconteceu de modo significativo. Dessa forma, é possível sugerir que o intervalo entre o início 

da expressão dos vetores de rAAV e a realização das análises no DIV8 talvez não tenha sido 

suficiente para a observação de um efeito expressivo do miR-22 no crescimento e arborização 

de neuritos. Vale ressaltar que apesar de não avaliarmos diretamente a expressão do miR-22, 

uma das limitações do nosso trabalho, podemos correlacionar a expressão deste miRNA com 

a expressão de mCherry. Outro ponto a ser considerado é que já foi mostrado que o miR-22 

encontra-se enriquecido no córtex em desenvolvimento, onde atua regulando a migração 

radial de neurônios (Volvert et al., 2014), portanto, sua expressão naturalmente mais alta 

nessa região poderia ter mascarado os efeitos do rAAV.miR-22 nas fases iniciais da cultura 

dos neurônios corticais E18. Para uma melhor conclusão sobre essas hipóteses seria 

necessário quantificar a expressão do miR-22 ao longo do tempo no nosso modelo, o que está 

previsto para experimentos futuros, e estabelecer um maior intervalo entre o início da 

expressão dos vetores virais e a realização das análises.  

Por outro lado, foi averiguado que o rAAV.miR-22 é capaz de promover a 

regeneração de neuritos e axônios in vitro. Dessa forma, sugere-se que provavelmente para 

que os efeitos do miR-22 sejam observados é preciso que haja um contexto de lesão neuronal, 

isto é, os neuritos/axônios das células neuronais precisam passar por um processo de 
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desestabilização estrutural e fisiológica para que se observe o crescimento após a lesão, 

denominado regeneração. Além disso, ao considerarmos estes resultados para uma aplicação 

translacional, é importante salientar que para o desenvolvimento de uma terapia gênica, por 

exemplo, é desejável que os efeitos colaterais produzidos sejam mínimos. Nesse sentido, é 

interessante que o crescimento de neuritos ou axônios não seja exacerbado em neurônios não 

lesados e ocorra apenas em neurônios afetados por uma doença neurodegenerativa ou lesão 

traumática.  

Neste caso, é possível sugerir ainda que, ao contrário do que foi observado para os 

dados de arborização e crescimento de neuritos, a regulação da expressão gênica pelo miR-22 

parece ser crucial para a regeneração no SNC. A modulação de PTEN, por exemplo, gene 

diretamente relacionado à inibição de vias associadas à regeneração axonal (Park et al., 2008; 

Shi et al., 2024) pode representar um dos mecanismos pelos quais o miR-22 apresentou efeito 

regenerativo. Além disso, outros genes, que serão discutidos abaixo, também poderiam 

explicar os efeitos regenerativos do rAAV.miR-22. Os resultados observados, no entanto, 

revelaram que a regeneração de axônios promovida pelo rAAV.miR-22 ocorre apenas após 

um período de 48h e por curtas distâncias, não atingindo o comprimento de 600 μm em 

relação ao local da lesão. Para investigar melhor esses dados, portanto, seria pertinente 

observar os efeitos do rAAV.miR-22 por um maior período de tempo.  

Quanto aos resultados obtidos para degeneração axonal, ao comparar grupo controle e 

grupo em que o miR-22 foi superexpresso, não houve diferença significativa em relação ao 

número de inchaços axonais formados nos períodos estabelecidos. Os inchaços axonais são 

estruturas que acumulam quantidades anormais de proteínas associadas a microtúbulos, 

organelas, vesículas e vacúolos e que representam sinais precoces de desintegração e 

degeneração axonal (Wang e He, 2009). Em modelos de doença de Alzheimer e em humanos 

inchaços axonais foram identificados em estágios inicias da doença, precedendo, por 

exemplo, o aparecimento de outras alterações patológicas, como a deposição de beta amiloide 

(Stokin et al., 2005). Dessa forma, além de prevenir a morte neuronal, proteger o axônio e 

retardar a degeneração axonal são estratégias importantes para evitar o agravamento de 

quadros neurodegenerativos. Em nosso estudo, ao considerarmos os resultados anteriores 

referentes à regeneração de neuritos e axônios, esperava-se que houvesse uma redução no 

número de inchaços axonais a partir da expressão do rAAV.miR-22, refletindo uma atenuação 

da degeneração axonal aguda, principalmente via modulação da dinâmica do citoesqueleto 

que se mostra alterada após axotomia. A hipótese que apresentamos é a de que o N amostral 
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não tenha sido suficiente para observar uma diferença estatisticamente significativa entre os 

grupos e que, portanto, novos experimentos seriam necessários.  

Este trabalho propõe um novo papel para o miR-22 no SNC após uma lesão. Até o 

momento, estudos que investigaram os efeitos da superexpressão do miR-22 em modelos de 

distúrbios neurodegenerativos, como as doenças de Parkinson, Alzheimer e Huntington, 

demonstraram que este miRNA apresenta ação neuroprotetora e anti-apoptótica, mas nenhum 

dado foi publicado quanto à degeneração e regeneração axonal (Jovicic et al., 2013; Yang et 

al., 2016; Wang et al., 2018; Xie; Xie; Chen, 2024). Li et al. (2020) demonstraram que a 

aplicação de Agomir de miR-22-3p promove o crescimento de neuritos em neurônios 

sensoriais primários via regulação do eixo CBL/p-EGFR/p-STAT3/GAP43/p-GAP43, que é 

associado à habilidade intrínseca de regeneração axonal. Os neurônios sensoriais, no entanto, 

localizados no sistema nervoso periférico, encontram um ambiente mais permissivo, com 

fatores intrínsecos e extrínsecos diferentes daqueles que limitam a regeneração de neurônios 

do SNC, como é o caso dos neurônios corticais estudados em nosso trabalho (Huebner e 

Strittmatter, 2009). Os dados discutidos apontam o miR-22 como um potencial alvo para 

promoção da regeneração axonal no SNC, processo fundamental para recuperação da 

atividade neuronal e estabelecimento de conexões neurais em distúrbios neurodegenerativos.  

6.2 MiR-22: análises de bioinformática e de enriquecimento funcional 

Com o objetivo de avaliar os possíveis mecanismos pelos quais o miR-22 promove 

regeneração axonal foram realizadas análises de bioinformática para os alvos preditos deste 

miRNA. Nestas análises foram avaliados o enriquecimento funcional dos genes nas categorias 

componentes celulares, funções moleculares e processos biológicos.  

6.2.1 Componentes celulares 

Os resultados obtidos para componentes celulares revelaram que os genes alvos do 

miR-22 estão localizados em áreas associadas, sobretudo, à sinapse (“espinhas neuronais”, 

“especialização pós-sináptica” e “sinapse entre neurônios”) e ao complexo histona 

desacetilase.  

Ao avaliarmos genes alvos do miR-22 individualmente foi observado que alguns deles 

apresentam papéis importantes na manutenção de sinapses no contexto de doenças 

neurodegenerativas, indicando sua possível relação com o controle da sinaptogênese, 
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regulação de sinapses e plasticidade sináptica. Pérez-Sisqués e colaboradores (2021), por 

exemplo, ao investigarem a expressão do Transcrito 4 induzível por dano ao DNA  

(DDIT4/RTP801/REDD1), alvo do miR-22, em condições fisiológicas, observaram que esse 

gene está localizado em sinapses, mais especificamente, em espinhas dendríticas e a sua 

deleção promove aumento da transmissão sináptica e melhora no aprendizado motor de 

camundongos. Tendo em vista que estas são funções comprometidas em diferentes doenças 

neurodegenerativas, a modulação do DDIT4 pelo miR-22 parece ser uma alternativa para o 

desenvolvimento de um tratamento para essas doenças. Já o knockdown do repressor 

transcricional Histona desacetilase 4 (HDAC4), outro gene alvo do miR-22, é capaz de 

reestabelecer a função sináptica neuronal e corticoestriatal, além de reduzir a formação de 

agregados citoplasmáticos e promover a melhora motora em animais modelos da doença de 

Huntington (Mielcarek et al., 2013). Dessa forma, o silenciamento pós-transcricional desse 

gene pelo miR-22 pode representar uma das vertentes para o tratamento de pacientes com 

doença de Huntington. 

HDAC4 é também um dos alvos diretamente relacionados a outro componente celular 

que se mostrou enriquecido nas análises in silico, o “complexo histona desacetilase”. As 

histonas desacetilases (HDACs) são enzimas que atuam removendo grupos acetil de histonas, 

resultando na formação de uma cromatina mais compacta e condensada e, consequentemente, 

na repressão da transcrição de mRNAs (Chen e Shifman, 2016). Estudos mostram que a 

inibição de HDACs resulta no crescimento neuronal e no aumento da taxa de cones de 

crescimento não colapsados em neurônios granulares cerebelares e, em modelo de esclerose 

lateral amiotrófica (ELA) reduz a morte de motoneurônios, a taxa de gliose e a degeneração 

axonal (Gaub et al., 2010; Yoo e Ko, 2011). Além disso, a modulação de HDAC4 via 

expressão do miR-206, também em modelo de ELA, promove regeneração de sinapses 

neuromusculares e facilita a reinervação de músculos (Williams et al., 2009). Revelando, 

portanto, mais uma vez, a importância da regulação deste alvo pelo miR-22 diante também de 

sua provável relação com os efeitos regenerativos observados neste estudo. Além de ser um 

precedente para o estudo deste gene em outros processos neurodegenerativos. 

Anteriormente, observamos que a superexpressão do miR-22 promove a regeneração 

de neuritos e axônios in vitro. Entretanto, em um contexto translacional, além da regeneração 

é fundamental que os prolongamentos axonais atinjam seus alvos e sejam capazes de 

estabelecer novas conexões. Ao considerar a localização celular e as funções dos alvos do 

miR-22 mencionados acima, portanto, especula-se que a modulação de genes associados à 
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sinapse possa contribuir para a recuperação funcional do neurônio lesionado. Ainda, com o 

objetivo de melhor investigar a atuação do miR-22 no reestabelecimento de sinapses, temos 

como perspectiva a realização de cultura de neurônios corticais primários em câmaras 

microfluídicas que permitem separar neurônios pré e pós-sinápticos e avaliar o 

comportamento desses dois grupos de células após lesão axonal.   

6.2.2 Funções moleculares 

Ao avaliarmos os resultados referentes às funções moleculares associadas aos genes 

alvos do miR-22, destacamos a “atividade de receptores transmembrana proteínas cinases”, a 

“modificação de histonas” e a “ligação de fatores de transcrição ao DNA”.  

As cinases atuam modulando diversas cascatas de sinalização e, portanto, contribuem 

para a homeostase celular. A desregulação e superexpressão de proteínas cinases ativadas por 

mitógeno (MAPKs), p38, cinases 1 e 2 reguladas por sinal extracelular (ERK1/2) ou cinase c-

Jun N-terminal (JNK) estão associadas ao desenvolvimento de patologias humanas, como as 

doenças neurodegenerativas (Ahmed et al., 2020). Por exemplo, utilizando modelo murino de 

ELA e levando em consideração a hiperativação de cinases nessa doença, Gibbs et al. (2018) 

mostraram que a inibição de p38α /MAPK14 (alvo predito do miR-22) restaura o transporte 

axonal retrógrado nas células neuronais motoras, mecanismo importante para a formação de 

cones de crescimento e regeneração axonal. Outra proteína cinase que parece apresentar 

importantes funções no SNC e na regulação da sua capacidade intrínseca de regeneração é a 

JNK3 ou MAPK10, alvo predito do miR-22 também identificado neste trabalho. Apara et al. 

(2017) demonstraram que a interação entre JNK3 e o Fator de transcrição 9 semelhante a 

Krüppel (KLF9) inibe o crescimento de neuritos em CGRs e que a interrupção dessa interação 

promove regeneração axonal após lesão do nervo óptico. Fernandes et al. (2012) mostram 

ainda que em contexto de lesão axonal, a ativação das cinases JNK3 e JKN2 leva à morte de 

CGRs, enquanto a inibição de ambas, mas principalmente de JNK3, previne a morte celular.  

A “atividade modificadora de histonas” e a “ligação de fatores de transcrição” são 

funções moleculares estreitamente relacionadas e que contribuem para regulação da expressão 

gênica. A modificação de histonas, por adição ou remoção de grupos acetil, metil ou fosfato 

leva ao remodelamento da cromatina e interfere no acesso e ligação de fatores de transcrição a 

essa estrutura de DNA (Hilton et al., 2024). A desacetilação de histonas por HDACs, por 

exemplo, resulta em uma cromatina mais condensada e na repressão da transcrição (Park et 

al., 2022). A acetilação e fosforilação de histonas, por outro lado, rompem interações 
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eletrostáticas entre DNA e histonas, tornando a cromatina menos compacta e mais acessível a 

fatores de transcrição (Bannister e Kouzarides, 2011). Já a metilação destas proteínas pode 

apresentar ambos efeitos, a depender do tipo de resíduo em histonas (lisina ou arginina) que 

será metilado (Cheng et al., 2023). Estas funções moleculares interagem diretamente com o 

componente celular “complexo histona desacetilase” abordado anteriormente, reforçando a 

importância da regulação de HDACs que possam comprometer a transcrição de fatores pró-

regenerativos, por exemplo.  

Nesse sentido, a regulação da expressão de genes alvos do miR-22 associados à 

atividade de cinases, à alteração da estrutura de histonas e à ligação de fatores de transcrição 

pode ser fundamental para a promoção da regeneração axonal e para a atenuação de quadros 

neurodegenerativos.  

6.2.3 Processos biológicos 

Os resultados gerados pela análise de ontologia genética para os processos biológicos 

associados aos alvos do miR-22 mostraram o enriquecimento de diversos processos, dos quais 

se destacaram a “migração neuronal” e “migração celular do tipo ameboidal”, termos que se 

inter-relacionam e que são fundamentais no estudo da regeneração no SNC. A migração 

neuronal é um processo essencial durante o desenvolvimento, pois permite que neurônios 

imaturos, denominados neuroblastos, se desloquem da área germinativa até seus destinos 

finais, onde estabelecerão contatos com seus alvos, criando uma rede neural (Hatten et al., 

2002). Em mamíferos adultos, no entanto, a migração neuronal se restringe a determinadas 

áreas do encefálo, como o hipocampo e cerebelo (Ghashghaei; Lai; Anton, 2007).  

O crescimento e regeneração axonal também podem ser considerados formas 

especializadas de migração neuronal. Nestes processos, axônios e neurônios se deslocam em 

resposta a sinais de orientação, como moléculas de sinalização (Song e Poo, 2001). No 

crescimento e regeneração axonal, no entanto, há a formação de cones de crescimento na 

extremidade do axônio que serão responsáveis por guiar o seu deslocamento. Estudos recentes 

sugerem que neurônios e cones de crescimento podem migrar por um movimento do tipo 

ameboide, isto é, uma migração na qual são requeridas menor força de adesão, menor 

interação com a matriz extracelular para propulsão da célula e que é independente de 

proteínas de superfície neuronal, como as integrinas (Santos et al., 2020; Amini et al., 2022). 

Os cones de crescimento são formados por um citoesqueleto constituído de filamentos de 

actina que se polimerizaram, impulsionando a formação de filopódios e lamelipódios, e 
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microtúbulos que se polimerizam e despolimerizam provocando o movimento de extensão e 

retração do prolongamento axonal e que se reorganizam diante de mudanças no 

microambiente (Rivas e Hatten, 1995; Nakajima; Sawada; Sawamoto, 2021; Nakajima et al., 

2024).  

Diante de uma lesão, é essencial que os axônios danificados sejam capazes de formar 

novos cones de crescimento para que possam crescer e reestabelecer conexões neuronais. 

Portanto, é importante que haja a regulação de componentes intrínsecos e extrínsecos à célula 

neuronal que dificultam a formação dessas estruturas. Yukawa et al. (2005) mostraram, por 

exemplo, que o gene Sema4A induz o colapso de cones de crescimento em neurônios 

hipocampais via Rho-cinase, atuando como o quimiorrepulsivo. Um estudo de Encinas et al. 

(1999) reforça esta característica dos genes codificadores de semaforinas ao revelar que o 

tratamento de explantes de células ganglionares da retina com SemaW ou Sema4F, alvo 

predito do miR-22, provoca aumento significativo no número de cones de crescimento 

colapsados quando comparado ao grupo controle. O estudo sugere ainda que SemaW é 

altamente expresso no período pós-natal e que por isso, também possa estar associado, por 

exemplo, ao remodelamento neuronal durante a regeneração. 

Desse modo, é possível sugerir que a modulação, a partir da superexpressão do miR-

22, de genes relacionados à migração neuronal e que se relacionam à organização do 

citoesqueleto, à formação de cones de crescimento e, mais especificamente, à orientação 

axonal, pode contribuir para a regeneração de axônios após lesão no SNC, ajudando a explicar 

alguns dos efeitos observados neste estudo.  

6.2.4 Alvos do miR-22 e outros efeitos biológicos 

Além dos alvos discutidos anteriormente, que estão diretamente relacionados à 

processos neurodegenerativos no SNC, como PTEN e HDCA4, destacaremos a seguir alguns 

genes cuja regulação pode ser fundamental para a neuroproteção e regeneração neuronal.  

DDIT4/RTP801/REDD1 consiste em um dos alvos validados para o miR-22 e atua, 

não só na regulação sinapses como mencionado acima, como  também no crescimento, na 

proliferação e na diferenciação celular a partir da inibição do alvo de rapamicina mTOR. 

Estudos mostram a relação deste gene com CGRs e sugerem seu possível envolvimento com 

neuropatias ópticas. Del Olmo-Aguado et al. (2013), por exemplo, observaram que DDIT4 

encontra-se imunorreativa na retina de camundongos, ratos e humanos. Para avaliar os efeitos 
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de sua expressão nas células da retina, foram realizadas culturas de CGRs submetidas a 

estresses como exposição à luz azul e hipóxia, os quais de acordo com os autores, se 

assemelhariam àqueles associados à patogênese do Glaucoma. A exposição a estes insultos 

resultou no aumento da expressão de DDIT4 e em um maior número de células mortas, 

enquanto a regulação negativa deste gene por um siRNA reduziu a morte celular. Em outro 

estudo, Morgan-Warren et al. (2016) mostraram em modelo in vivo de lesão do nervo óptico 

que a inibição de DDIT4 apresenta efeito neuroprotetor em CGRs e permite o crescimento de 

axônios em regeneração por distâncias maiores, atingindo a região distal do nervo óptico.  

DDIT4 também tem sido relacionado a doenças neurodegenerativas. Em modelos in 

vitro e in vivo da doença de Parkinson e em neurônios localizados na substância negra de 

pacientes com doença de Parkinson, a expressão deste gene se mostra aumentada. DDIT4 

contribui para degeneração e morte de células neuronais em modelo de doença de Parkinson 

ao interagir com o Complexo da esclerose tuberosa 2 (TSC2), inibindo a atividade de mTOR 

e regulando negativamente os níveis de Akt fosforilada, cinase anti-apoptótica essencial para 

a sobrevivência neuronal (Malagelada et al., 2006; Malagelada; Jin; Greene, 2008). Em 

pacientes com a doença de Alzheimer e modelos experimentais da doença, DDIT4 também 

tem sua expressão aumentada. A regulação negativa desse gene in vivo promove melhora na 

capacidade cognitiva dos animais e reduz efeitos inflamatórios como astrogliose e microgliose 

(Pérez-Sisqués et al., 2021).  

MAPK14 ou p38, um dos alvos preditos do miR-22 já mencionados acima, tem sido 

fortemente relacionado à doença de Alzheimer, sobretudo, por ser ativado em reposta a 

estímulos estressores, como citocinas inflamatórias e espécies reativas de oxigênio (Lee e 

Kim, 2017). p38 é ativado nos estágios iniciais da doença de Alzheimer e está localizado 

principalmente em locais de degeneração granulovacuolar que compreende a formação de 

vacúolos citoplasmáticos em neurônios do hipocampo, por exemplo, e que consiste em uma 

das características neuropatológicas associadas à doença (Sun et al., 2003). A inibição de 

p38α em modelo in vivo de doença de Alzheimer promove a degradação de Beta secretase 1 

(BACE1), enzima responsável por clivar o precursor amiloide (APP), reduzindo, portanto, a 

deposição de beta-amiloide no cérebro. Além disso, a redução da expressão desse gene 

também aumenta a autofagia neuronal, processo que é comprometido na doença de 

Alzheimer, mas fundamental para a degradação de debris celulares, agregados proteicos e 

proteínas anormais (Peric e Annaert, 2015; Schnöder et al., 2016). Ji et al. (2019) já 

evidenciariam os efeitos da superexpressão do miR-22 na regulação de MAPK14. Neste caso, 
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também foi observada uma redução na deposição de ß-amiloide, além de uma melhora na 

memória espacial do grupo tratado.  

SOX9 é um fator de transcrição associado ao desenvolvimento de neurônios e células 

da glia, à neurogênese e sinaptogênese no SNC (Vogel e Wegner, 2021; Song et al., 2024). 

Apesar de não ter sido listado como gene alvo validado ou predito do miR-22 em nossas 

análises de bioinformática, Xia et al. (2022) identificaram e validaram SOX9 como alvo deste 

miRNA a partir de análises de proteômica, ensaio de luciferase e Western blot. Neste mesmo 

estudo foi demonstrado que a superexpressão do miR-22, em modelo da doença de 

Alzheimer, reduz a expressão de SOX9 na via NF- kB, promove o aumento de proteínas anti-

apoptóticas Bcl-2, a redução de proteínas pró-apoptóticas Bax e consequentemente, redução 

do número de células apoptóticas. Os autores observaram, ainda, redução na deposição de Aβ 

e melhora na habilidade cognitiva dos animais. Além disso, SOX9 também já foi identificado 

com um regulador positivo da expressão de CSPGs, proteoglicanos associados à formação de 

cicatriz glial em tecidos lesionados. A deleção condicional de SOX9 em camundongos 

submetidos a lesão da medula espinhal promove redução dos níveis de CSPG, aumento do 

brotamento reativo em axônios das células neuronais e melhora na capacidade locomotora, 

provocada, provavelmente, pela recuperação de inputs neurais na região caudal em relação à 

lesão (Mckillop et al., 2016). 

A identificação e regulação dos alvos do miR-22 mostra-se essencial para o 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas. Como mostrado nos estudos anteriores, a 

expressão de alguns destes genes é desregulada no contexto de distúrbios neurodegenerativos. 

Nesse sentido, a detecção de variações na expressão desses genes pode ser um facilitador para 

o diagnóstico de diferentes doenças que acometem o SNC. Além disso, a regulação da 

expressão destes genes pelo miR-22 pode contribuir para a promoção da neuroproteção, 

regeneração axonal e sobrevivência de neurônios lesionados. Ao considerarmos os resultados 

obtidos neste trabalho, sugerimos que os efeitos pró-regenerativos observados possivelmente 

são resultantes da modulação de alguns dos alvos destacados (PTEN, HDAC4, MAPK14, 

DDIT4 e SOX9), que serão avaliados futuramente.  

7. Conclusão 

Como evidenciado ao longo deste trabalho, os fatores intrínsecos ao SNC são 

importantes limitantes da regeneração axonal. A modulação destes fatores torna-se, portanto, 

essencial para a indução de uma resposta regenerativa diante de uma lesão neuronal. Dessa 
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forma, em nosso estudo sugerimos como alternativa a regulação da expressão gênica a partir 

de miRNAs. Aqui abordamos, especificamente, os efeitos da superexpressão do miR-22 em 

cultura de neurônios corticais primários submetidos ou não a uma lesão.  

Nossos resultados mostram que o vetor rAAV.miR-22 não interfere na arborização e 

crescimento de neuritos ou na degeneração axonal, mas é capaz de promover a regeneração de 

neuritos e axônios em neurônios corticais utilizando diferentes modelos in vitro. Além disso, 

análises de bioinformática nos forneceram os alvos preditos e validados do miR-22 e análises 

funcionais realizadas para os alvos preditos nos revelaram potenciais genes associados à 

resposta regenerativa observada. Desse modo, a superexpressão do miR-22 mediada por 

rAAV parece ser uma estratégia promissora para a promoção da regeneração e reparo de 

neurônios lesionados no SNC, podendo constituir, futuramente, uma ferramenta de terapia 

gênica para o tratamento de distúrbios neurodegenerativos.  
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