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RESUMO

O sistema nervoso central (SNC) de mamiferos adultos é caracterizado por apresentar
propriedades intrinsecas e extrinsecas que limitam a regeneracdo de ax6nios. Em resposta a
uma lesdo, as células neuronais podem ter suas fungdes comprometidas de forma permanente,
como ocorre em disturbios neurodegenerativos. Dessa forma, € essencial buscar por
estratégias que atenuem ou revertam esses danos, como a promog¢do da neuroprotecdo e
regeneracdo axonal. Para isso, € possivel adotar técnicas que modulem a capacidade intrinseca
neuronal, mecanismo associado a expressdo génica e amplamente investigado no
desenvolvimento de terapias génicas. Nesse sentido, uma alternativa terapéutica consiste na
regulagdo da expressdo génica utilizando microRNAs, pequenos RNAs ndo codificantes que
atuam como silenciadores pos-transcricionais, a partir do uso de vetores virais. Neste trabalho,
investigamos o papel do miR-22, um importante regulador da sobrevivéncia neuronal, na
degeneracdo e regeneracdo axonal apos lesdo no SNC. Para isso, vetores de virus adeno-
associado recombinante (rAAV) expressando o miR-22 e a proteina fluorescente mCherry
(rAAV.miR-22) e um vetor controle expressando apenas a proteina mCherry (rAAV.CTRL)
foram usados. Primeiramente foram realizados ensaios de viabilidade celular e eficiéncia de
transducdo dos vetores de rAAV em cultura de neurdnios corticais primarios. Em seguida,
verificamos se 0 rAVV.miR-22 seria capaz de modular a arborizacdo, crescimento e
regeneracdo de neuritos. Avaliamos também, utilizando c&maras microfluidicas, se o
rAVV.miR-22 seria capaz de promover regeneracdo axonal e de proteger neurdnios da
degeneracdo. Finalmente, analises de bioinforméatica para identificar os alvos preditos e
validados do miR-22 e andlises funcionais foram realizadas. A partir dos resultados obtidos,
foi observado que os vetores de rAAV produzidos apresentam alta eficiéncia de transducéo
neuronal e ndo hé citotoxicidade diferencial entre o rAAV.CTRL e o0 rAVV.miR-22. Para as
analises de arborizacdo e crescimento de neuritos também ndo foram observadas diferencas
significativas entre rAAV.CTRL e rAAV.miR-22. Os ensaios de regeneracdo de neuritos, por
outro lado, revelaram que rAAV.miR-22 aumenta a regeneracao de neuritos. Ao avaliarmos a
regeneracdo axonal, foi observado que o rAAV.miR-22 promove também um aumento na
regeneracdo axonal ap6s axotomia. As analises de degeneracdo axonal, no entanto, mostram
que o rAAV.miR-22 nédo apresenta efeito significativo neste processo. Por fim, as analises de
bioinformatica revelaram que 0 miR-22 apresenta 34 alvos validados e 330 alvos preditos, 0s

quais, de acordo com as analises funcionais, estdo associados a processos importantes na



neurodegeneracdo. Dessa forma, este estudo permite uma melhor compreensao sobre o papel
do miR-22 e o aponta como um potencial alvo terapéutico para promoc¢do da regeneracao

axonal e reparo do SNC.

Palavras-chave: regeneracdo axonal; virus adeno-associado; microRNA; neurodegeneracao.



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. Introducao

1.1 Neurodegeneragédo

A neurodegeneracdo € caracterizada pela perda progressiva de neurbnios e
consequente perda de funcdes neuroldgicas (Fierini, 2020; Nature portfolio, 2024). Este
processo € caracteristico de distdrbios neurodegenerativos que englobam as doencas
neurodegenerativas crénicas como o glaucoma e as doencas de Alzheimer, Parkinson e
Huntington, e também as lesdes traumaticas, como a lesdo da medula espinhal e leséo cranio
encefalica. Estes distarbios geralmente sdo marcados pela morte neuronal, que pode ser
associada a diferentes mecanismos, como transporte axonal dificultado, disfuncédo
mitocondrial e lisossomal, disfuncdo sinaptica, estresse oxidativo, aumento do célcio
intracelular, excitotoxicidade, ativacdo exacerbada da microglia, formagdo de agregados
proteicos, atrofia somaética, entre outros (Bredesen; Rao; Mehlen, 2006; Andreone;

Larhammar; Lewcock, 2020).

A morte de células neuronais, no entanto, € um processo tardio na neurodegeneracao e
geralmente ocorre apés a degeneragdo axonal. Diante de uma lesdo axonal no sistema nervoso
central (SNC), por exemplo, uma cascata de sinalizacdo € desencadeada, levando a
fragmentacdo do axonio tanto na regido proximal quanto na distal em relacdo a lesdo
(Knoferle et al., 2010). Primeiramente, ha um rapido influxo de calcio no axdnio,
desencadeando a ativacdo de calpainas, proteases que provocam a clivagem de proteinas do
citoesqueleto. Desse modo, a desestabilizacdo do citoesqueleto compromete o transporte
axonal, levando ao acumulo de organelas no axoplasma e a formacéo de inchagos axonais,

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

A degeneracdo axonal causada por uma lesdo focal € um processo que acontece em
diferentes estagios: degeneracdo axonal aguda (DAA), degeneracao retrograda (dieback) e
degeneracdo Walleriana (Singh et al., 2017). A DAA compreende uma rapida desintegracao
do axdnio, em suas porcdes distal e proximal, que ocorre nas primeiras horas apds uma lesao
traumatica no SNC (Knoferle et al., 2010; Lingor et al., 2012). A degeneracdo axonal
retrograda ou dieback é caracterizada pela retracdo da porcdo proximal dos axonios
lesionados e formacgdo de bulbos de retragdo que dificultam a regeneragdo (Shahsavani;
Kataria; Karimi-Abdolrezaee, 2021). Esta pode ser divida ainda em degeneracdo axonal

retrograda lenta que corresponde a lenta retracdo das terminagdes axonais do local da leséo,
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podendo também ser observado inchago axonal e formagdo de bolhas axonais. E em uma
segunda fase da degeneracdo, algumas semanas ap0s a lesdo, ocorre a degeneracdo axonal
retrograda mediada por macrofagos, na qual hd a infiltracdo de células inflamatorias e
atividade fagocitica para limpeza do local da lesdo (Evans et al., 2014; Hill, 2017;
Shahsavani; Kataria; Karimi-Abdolrezaee, 2021). Finalmente, na por¢do distal do axonio,
ocorre a degeneracdo Walleriana que corresponde & um rdpido processo de fragmentacédo de
toda a porcao distal do axénio ja desconectado do corpo celular (Dziedzic et al., 2010;

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

Ap0s a degeneracdo axonal e consequente comprometimento das conexdes neuronais,
0s neurdnios podem passar pelo processo de morte celular, geralmente via apoptose, morte
celular autofagica ou necrose. A apoptose € um tipo de morte celular programada que pode
ser iniciada por fatores intrinsecos, como danos ao DNA ou regulacdo positiva de fatores pro-
apoptdticos e por fatores extrinsecos, como ativacdo de receptores TNF (fator de necrose
tumoral). Ambas as vias sdo responsaveis por alterar a permeabilidade da membrana
mitocondrial, desencadeando a liberacdo, por exemplo, de citocromo C, proteina que atua na
ativacdo de caspases que contribuem para a morte celular (Kumar; Herbert; Warrens, 2005;
Chi; Chang; Sang, 2018).

A autofagia & um processo essencial para a manutencdo da homeostase celular e
compreende a degradacédo de agregados proteicos e de componentes celulares danificados ou
obsoletos presentes no citoplasma por lisossomos e autofagossomos (Nixon, 2013). O
desajuste do processo autofagico é uma caracteristica comum a alguns disturbios
neurodegenerativos, como a doenca de Alzheimer, no qual usualmente ha uma reducédo da
taxa de autofagia, resultando no acimulo de autofagossomos em neuritos distroficos
(Komatsu et al., 2006; Nixon e Yang, 2011). Em outros contextos, no entanto, como lesdo
axonal mecanica, a autofagia se torna aumentada, contribuindo para a degeneracdo axonal
(Ribas et al., 2015; Vahsen et al., 2020). Além disso, a morte celular autofagica é descrita em
diferentes situacGes de neurodegeneracdo e tem como caracteristica um aumento da autofagia
(Fricker et al., 2018).

Ja 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 célcio e a ativacdo de
calpainas (Liu et al., 2014). Ademais, é caracterizada pela perda de ATP, inchaco

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

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

Mesmo nos casos em que a degeneracdo axonal ndo é sucedida pela morte celular, as
conexdes neuronais sdo interrompidas e, portanto, estas células tornam-se incapazes de
conduzir impulsos nervosos. Portanto, para que o neurénio retome suas fungdes, é necessario

que ocorra a regeneracgao axonal.

Axonal injury

Acute axonal l se
i Ca

degeneration

e ) e —

Retrograde ¢
degeneratlon Wallerian degeneration

=== OO0 QOOC
Retraction bulb / \ Growth cone

Adapted from Hill (2017)

Figura 1 - Mecanismos de degeneracdo axonal no SNC. Apds uma lesdo axonal no SNC o axdnio passa por
um processo de degeneracdo. Nos primeiros minutos se inicia um influxo de célcio que sera o principal
responsavel por iniciar a degeneracéo axonal aguda (DAA) que acomete as porcoes distal e proximal do axdnio.
Posteriormente, a por¢do proximal do ax6nio passa pela degeneracao retrgrada que podera resultar na formacéao
de bulbos de retracdo. A porg¢do distal do ax6nio, por outro lado, passa por degeneracdo Walleriana. Para que
uma regeneracdo axonal ocorra seria necessario que o bulbo de retracdo se transformasse em um cone de
crescimento, o que ndo acontece de forma espontanea no SNC.

1.1.2 Regeneracdo axonal: fatores intrinsecos e extrinsecos

Os axdnios de neur6nios do SNC de mamiferos adultos tém limitada capacidade de
regeneracdo diante de uma lesdo traumatica ou de um disturbio neurodegenerativo, por
exemplo, ao contrario do que pode ser observado no SNC de peixes, anfibios ou no sistema
nervoso periférico e no SNC embrionario de mamiferos (Echeverri, 2020). O crescimento
axonal apés uma lesdo deve ocorrer de forma polarizada, guiado pelos cones de crescimento,
assim como é observado durante os estagios embrionarios (Nakajima et al., 2024). Além
disso, com o0 aumento do tamanho corporal no adulto, é preciso que 0s axdnios cresgam por

maiores distancias e estejam habeis a transportar nutrientes, organelas e outros materiais do
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corpo celular para o terminal axonal e a restabelecer conexdes sinapticas (He e Jin, 2016).
Entretanto, fatores extrinsecos e intrinsecos aos neurbnios maduros do SNC dificultam a

regeneracdo e recuperacao funcional destas células apds uma leséo.

No SNC lesionado fatores extrinsecos criam barreiras fisicas e bioquimicas que
dificultam a regeneragdo. A principal barreira fisica formada no tecido lesionado é a cicatriz
glial, constituida, sobretudo, por astrdcitos reativos e debris de mielina que sdo responsaveis
pela regulacéo positiva de proteoglicanos e inibidores associados a mielina que atuam como
barreiras bioquimicas (Silver e Miller, 2004; Ohtake e Li, 2015).

Os Proteoglicanos de sulfato de condroitina (CSPGs), por exemplo, sdo componentes
da matriz extracelular que se ligam a receptores da membrana neuronal e desencadeiam
alteragdes em vias de sinalizacdo intracelular, como inativacdo da via da Akt, provocando a
inibicdo da regeneracdo axonal e inducdo da apoptose retrograda (Hu et al., 2021; Hu; Jin;
Selzer, 2022). Os inibidores associados a mielina também sdo partes fundamentais do
microambiente ndo permissivo a regeneragdo no SNC adulto. A proteina Nogo, por exemplo,
pertencente a familia dos reticulons e expressa por oligodendrocitos, quando regulada
negativamente em modelo de lesdo da medula espinhal, apresenta robusto efeito regenerativo
de axonios do trato corticoespinhal, além de maior e mais rapida recuperacdo funcional e
motora (Grandpré et al., 2000; Simonen et al., 2003; Liebscher et al., 2005; Buchli e Schwab,
2005). Outro componente inibitério é a Glicoproteina associada a mielina (MAG), relacionada
a formac&o da estrutura da bainha de mielina e ao contato entre axénio e glia. A bainha de
mielina, ao ser danificada, libera fatores que inibem a regeneracdo, como a dMAG (fragmento
proteolitico de MAG), que podem se difundir pelo SNC, afetando também neur6nios que ndo
estejam diretamente em contato com os debris de mielina (Tang et al., 2001; Mckerracher e
Rosen, 2015). O terceiro componente é a Glicoproteina oligodendrécito-mielina (OMgp)
responsavel por mediar a adesdo entre membranas de oligodendrocitos ou entre
oligodendrdcitos e axbnios nos nodos de Ranvier (Mikol; Gulcher; Stefansson, 1990). Em
cultura neuronal OMgp inibe o crescimento neuritico a partir da ativacdo da via RhoA e em
modelo in vivo a delec¢do de seu gene codificador promove brotamento axonal e recuperagéo
funcional apds lesdo no SNC (Wang et al., 2002; Ji et al., 2008). Finalmente, a delecdo
simultanea de Nogo, MAG e OMgp em modelo in vivo apresenta maior regeneracdo axonal e
melhora da capacidade locomotora quando comparado a delecdo individual destes fatores
(Cafferty et al., 2010).
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Entre os fatores intrinsecos que limitam a regeneracdo no SNC est4 a regulacdo da
expressao génica via modificacBes epigenéticas. Ao longo do desenvolvimento do SNC,
neurdnios lesionados perdem a capacidade de reexpressar genes associados a regeneracao
(RAGS). Neste caso, alteragdes na estrutura da cromatina, como reducdo da acetilacdo de
histonas e regulacdo negativa de metiltransferases, restringem o acesso de fatores de
transcricdo as regides promotoras de RAGs, impedindo a expressdo desses genes e,

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

E fundamental destacar também o papel de genes que, em neurdnios maduros e em
contexto de lesdo neuronal, tém sua expressdo aumentada e afetam o processo regenerativo
(Varadarajan et al., 2022). A Fosfatase homdloga a tensina (PTEN) e o Complexo de
esclerose tuberosa 1 (TSC1), por exemplo, sdo genes identificados como reguladores
negativos do crescimento axonal no SNC lesionado. Estes genes atuam suprimindo,
sobretudo, a via da mTOR (alvo da rapamicina em mamiferos), uma serina-treonina cinase
responsavel por controlar diversas funcdes celulares nos mamiferos e que no sistema nervoso
estd associada ao desenvolvimento neuronal, crescimento, diferenciacdo e sobrevivéncia de
neurdnios, fisiologia neuronal e plasticidade sinaptica (Switon et al., 2017; Ding e Chen,
2022). Em neurdnios axotomizados adultos o silenciamento de PTEN e TSC1 promove a
reativacdo dessa via e induz a regeneracdo de axonios de células ganglionares da retina
(CGRs) em modelo de esmagamento do nervo optico (Park et al., 2008). Liu et al. (2010)
revelam ainda que a delecdo apenas de PTEN, também permite a regeneracdo axonal de
neurdnios corticoespinhais e o reestabelecimento de sinapses apos lesdo da medula espinhal.

Smith et al. (2009) mostram que a delecdo de outro gene, o Supressor da sinalizacdo
de citocinas 3 (SOCS3), cuja expressdo € regulada positivamente em neurbnios lesionados e
que atua como inibidor da via JAK/STAT3 (Park; Lin; Lee, 2014), também é capaz de
promover a sobrevivéncia neuronal e regeneracdo axonal em CGRs. Complementarmente,
Sun et al. (2011) mostram que a co-delecdo de PTEN e SOCS3, e consequente modulagéo
simultanea das vias mTOR e JAK/STATS3, é capaz de promover a regeneracdo de um maior
nimero de axbnios quando comparado a delecdo dos genes individualmente, permitindo
também que esses axdnios crescam por maiores distancias, chegando a entrada do trato optico

e ao hipotalamo.

Os fatores semelhantes a Krippel (KLFs) também sdo uma familia de fatores de
transcricdo importantes na regulacdo do crescimento axonal no SNC. Em CGRs, no periodo



23

pos-natal, KFLs que promovem a regeneragdo sdo regulados negativamente, enquanto aqueles
que inibem a regeneracdo tém sua expressdo aumentada (Moore et al., 2009). KLF4, por
exemplo, é um fator de transcricdo que atua como uma barreira para regeneracao axonal ao se
ligar ao Transdutor de Sinal e Ativador de Transcrigdo 3 (STAT3) e inibir JAK/STATS, via
que esta diretamente associada a regeneracdo no SNC (Qin; Zou; Zhang, 2013; Mehta et al.,
2016).

Rho, membro da familia Ras de pequenas GTPases, também apresenta funcGes
fundamentais no SNC, sendo associado a retracdo de neuritos (Katoh et al., 1998). Rho e a
proteina cinase associada a Rho (ROCK) participam da regulagdo da dindmica do
citoesqueleto de actina e de cones de crescimento. Em células neuronais a inibicdo de um
destes componentes pode induzir o aumento do tamanho e da motilidade de cones de
crescimento, contribuindo para o alongamento de axénios (Bito et al., 2000). Além disso, a
inativacdo da via de sinalizacdo Rho é capaz de promover a regeneracdo de axbnios em
substratos inibitorios in vitro, em modelo de lesdo do nervo dptico e em modelo de lesdo 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 a capacidade intrinseca de regeneragdo
neuronal é o fator de transcricdo SRY-Box 11 (SOX11), gene que interage com diferentes
vias de sinalizacdo exercendo papel na neurogénese e no desenvolvimento neuronal (Hoshiba
et al., 2016). Em modelo de lesdo do nervo dptico, a superexpressdao de SOX11 promove a
regeneracdo axonal em alguns tipos de CGRs a partir da ativagdo de genes associados ao
remodelamento do citoesqueleto e crescimento axonal, no entanto, em outros tipos de CGRs

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

Dada a importancia dos fatores extrinsecos e intrinsecos no SNC lesionado, é
importante adotar estratégias que sejam capazes de modular estes componentes. A regulacédo
de fatores epigenéticos, 0 aumento da transcricdo de genes pré-regenerativos e a diminuicao
da expresséo de genes que inibem a regeneracao, por exemplo, sdo essenciais para o reparo e
inducdo de uma resposta regenerativa em axonios danificados. Nesse sentido, 0s microRNAS,
surgem como moléculas promissoras para o desempenho destas fun¢des, uma vez que atuam

como reguladores pos-transcricionais da expressdo génica.
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1.2 MicroRNA

Em 1993 Lee et al. descreveram o primeiro representante da classe dos microRNAS, o
gene lin-4, responsavel por controlar o tempo de desenvolvimento larval de C. elegans, mas
cujo RNA néo era capaz de codificar proteinas (Bartel, 2004). Os miRNAs, desde entdo,
foram caracterizados em diferentes grupos animais, como nematddeos, insetos e mamiferos e
em muitos destes mostraram-se filogeneticamente conservados (Ambros, 2004). Estes
pequenos RNAs ndo codificantes com aproximadamente 22 nucleotideos atuam pds-
transcricionalmente na regulacdo da expressdo génica, degradando o mRNA ou bloqueando a
traducdo (Lee et al., 2004). Além disso, tém a capacidade de se ligar a multiplos mMRNA alvos
e um unico alvo pode ser modulado por diversos miRNAs (Lewis et al., 2003; Jovicic et al.,
2013). Dessa forma, exercem importantes funcdes em diferentes vias regulatorias, como
diferenciacdo e proliferacdo celular, apoptose e controle temporal do desenvolvimento
(Bartel, 2004).

No SNC os miRNAs sdo necessarios para o0 desenvolvimento de células tronco e
células progenitoras neurais e estdo associados a proliferacdo neuronal, neurogénese,
crescimento dendritico, formacédo de espinhos dendriticos e plasticidade neuronal. Ademais,
muitos miRNAs estdo envolvidos com a progressdo de distarbios neurodegenerativos e, por
isso, também podem ser utilizados com biomarcadores para algumas destas condi¢bes
(Hutchison; Okun; Mattson, 2009; Li; Lei; Sun, 2023).

1.2.1 Biogénese dos miRNAs e silenciamento génico

A biogénese dos microRNAs se inicia no nucleo da célula, onde um gene de miRNA é
transcrito em miRNA primario (pri-miRNA) pela RNA polimerase 1l ou Il (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 11l e por duas unidades da proteina DGCR8 (do inglés DiGeorge critical region 8) e,
dessa forma, é liberado o miRNA precursor (pré-miRNA) composto por aproximadamente 70
nucleotideos (Lee et al., 2003, Shang et al., 2023). O pré-miRNA é exportado para 0
citoplasma por um complexo formado pelas proteinas Exportina-5 (Exp5) e Ran-GTP (Okada
et al., 2009). No citoplasma, a RNAse Dicer e a proteina TRBP (do inglés TAR RNA binding
protein) formam um complexo que se liga ao pré-miRNA exportado, constituindo o complexo
de carregamento RISC (do inglés RNA-induced silencing complex). Ao se ligar ao pré-
miRNA, a Dicer cliva seu loop terminal, produzindo um duplex de miRNA de

aproximadamente 22 nucleotideos (Winter et al., 2009; Gebert e MacRae, 2019). Uma fita
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deste duplex € entdo degradada por uma nuclease, enquanto a outra fita permanece como um
miRNA maduro (Lee et al., 2004).

Apos a biogénese do miRNA, a fita madura restante é incorporada ao Complexo de
Silenciamento Induzido por miRNA (miRISC) formado pelas proteinas do complexo RISC
(Dicer e TRBP) e por uma proteina da familia Argonauta, geralmente Ago2 (Jungers e
Djuranovic, 2022). O silenciamento de genes alvos mediado pelo miRISC ocorre,
predominantemente, a nivel pos-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
sequéncia integralmente ou parcialmente complementar. Nesta etapa, a regido seed do
miRNA, um fragmento de 2 a 8 nucleotideos localizado em sua extremidade 5°, se emparelha
geralmente com a regido 3’ UTR do mRNA alvo, desencadeando seu silenciamento a partir de
sua degradagdo ou repressdo da traducdo (Filipowicz; Bhattacharyya; Sonenberg, 2008;
Huntzinger e lzaurralde, 2011; O'brien, 2018).

A degradagdo do mRNA pode acontecer por clivagem do mRNA por endonucleases,
quando este apresenta uma sequéncia de bases totalmente complementar ao miRNA, ou por
deadenilacdo, remogdo da 3’ cauda poli-A do mMRNA, e consequente decapeamento da
extremidade 5°, expondo esta regido a a¢do de exonucleases (Wu e Belasco, 2008; Molasy et
al., 2017). Por outro lado, a repressdo da traducdo pode ocorrer por competicdo da proteina
Ago2 com o fator de iniciacdo da tradugdo elF4E ao se ligar a estrutura Cap do mRNA ou por
blogueio da associac¢do de subunidades ribossdmicas essenciais para o inicio da traducédo, por
exemplo (Wu e Belasco, 2008) (Figura 2).
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Figura 2 - Biogénese dos miRNAs e silenciamento génico. A biogénese do miRNA se inicia no nucleo, onde
um gene de miRNA é transcrito em miRNA primario (pri-miRNA). Este passa por clivagem liberando 0 miRNA
precursor (pré-miRNA). Com o auxilio da Exportina-5-Ran-GTP o pre-miRNA é exportado do ndcleo. No
citoplasma, o pre-miRNA se associa ao complexo RISC e sua estrutura hairpin é clivada, resultando na
formacao do miRNA duplex. Uma fita deste miRNA € degradada e a outra fita, madura, se associa ao complexo
miRISC. Esta associa¢do inicia o processo de silenciamento génico, a partir da repressdo da traducéo,
degradacédo ou deadenilacdo de um mRNA alvo.

1.2.2 miR-22 e distUrbios neurodegenerativos

O microRNA-22-3p é um miRNA exdnico descoberto primeiramente em células HeLa
(Ali et al., 2020). Este miRNA esta 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 celulas 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, € responsavel por regular uma variedade de vias celulares e processos biologicos.
Essa caracteristica, frequentemente, faz com que estas moléculas estejam associadas, por
exemplo, ao desenvolvimento de distdrbios neurodegenerativos e neurologicos, como as
doencas de Parkinson, Alzheimer, Huntington e Epilepsias.

A Doenca de Parkinson ¢ a segunda doenca neurodegenerativa mais comum no mundo
e é caracterizada pela degeneracdo de neurbnios dopaminérgicos localizados na substancia

negra pars compacta e pelo dobramento incorreto e agregacdo anormal da proteina alfa-
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sinucleina em Corpos de Lewy (Deliz; Tanner; Gonzalez-Latapi, 2024). Um estudo de Yang
et al. (2016) utilizando modelo in vitro de Doenca de Parkinson (Células de feocromocitoma -
PC12 tratadas com a neurotoxina 6-Hidroxidopamina) demonstrou uma significativa reducéo
na expressao do miR-22 neste modelo, assim como ja havia sido observado em pacientes com
Parkinson por Margis et al. (2011). Além disso, nesse estudo, a superexpressao do miR-22
apresentou um efeito citoprotetor, aumentando a sobrevivéncia e proliferacdo celular, e
reduzindo a producéo de espécies reativas de oxigénio, a atividade de caspases-3 e a apoptose
das células PC12 tratadas. Foi sugerido ainda, que os efeitos observados seriam resultantes da
regulacdo negativa do gene TRPM7 (do inglés Transient receptor potential melastatin 7),
alvo do miR-22 associado, por exemplo, & mediacdo da morte neuronal andxica (Aarts et al.,
2003).

Estudos recentes também tém buscado avaliar a relacdo do miR-22 com a Doenca de
Alzheimer. Esta é wuma doenca neurodegenerativa progressiva responsavel por
aproximadamente 60-70% dos casos de deméncia no mundo (World Health Organization,
2023). A doenca é caracterizada pelo acumulo extraneuronal de placas senis compostas,
sobretudo, pelo peptideo beta amiloide, e pela formacdo de emaranhados neurofibrilares a
partir da hiperfosforilacdo da proteina Tau no neocoértex, hipocampo e outras regioes
subcorticais do cérebro, resultando em degeneracdo e morte neuronal (Lloret et al., 2015; Idda
et al., 2018). Wang et al. (2018) utilizando modelo de degeneracgéo induzido por injecéo de
R-amiloide, buscaram investigar os efeitos da superexpressdo do miR-22 nestes animais.
Alguns dos resultados apresentados mostraram que 0 miR-22 é capaz de reverter a perda de
estruturas sindpticas no hipocampo de ratos utilizados como modelo, pode contribuir
significativamente para a reducdo da apoptose neuronal e para a melhora do aprendizado e
distarbio de memdria neste grupo. Em outro estudo, Xie, Xie e Chen (2024) utilizando
linhagem celular de neuroblastoma (SK-N-SH) tratada com (3-amiloide demonstraram que a
superexpressao de miR-22-3p contribui para a reducdo das taxas de apoptose, de proteinas
pré-apoptoticas e de fatores pro-inflamatérios por meio da ativacdo da via de sinalizacéo
PIBK-AKT.

O papel do miR-22 também foi investigado na doenca de Huntington, doenca
neurodegenerativa hereditaria causada por uma amplificacdo anormal de repeticdes CAG no
gene Huntingtina (Htt) que resulta na disfungéo e perda progressiva, sobretudo, de neurénios
corticais e estriatais (Johnson et al., 2008; Kotowska-Zimmer et al., 2022). Jovicic et al.
(2013) avaliaram os efeitos da superexpressao do miR-22 em modelos in vitro de doenca de

Huntington. Para isso, foram realizadas culturas de neurdnios primarios estriatais e/ou
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corticais infectados com vetores de lentivirus contendo fragmento mutante do gene Htt ou
tratados com acido 3-nitropropiénico (neurotoxina que mimetiza a doenca). No estudo foi
observado que 0 miR-22, ao ser superexpresso, apresenta efeitos neuroprotetores, ao aumentar
a sobrevivéncia neuronal, e anti-apopt6ticos ao reduzir a ativacdo de caspases efetoras,
possivelmente devido a regulacdo de genes diretamente associados a doenca, como REST
correpressor 1 (Rcorl), histona desacetilase 4 (HDAC4) e regulador da sinalizagdo da
proteina G2 (Rgs2) e de genes pré-apoptoticos, como proteina cinase 14 ativada por mitdégeno
(MAPK14/p38).

Apesar de poucos estudos avaliarem a relacdo entre 0 miR-22 e as lesdes traumaéticas,
este miRNA parece apresentar papel importante no traumatismo cranio encefélico, distdrbio
neurodegenerativo que acomete o encéfalo e que é causado por uma forca externa, geralmente
quedas, acidentes de transito ou violéncia (National Institutes of Health, 2024). Esse tipo de
disturbio ¢ marcado por danos focais, como contusGes, hematomas e hemorragias
intraparenquimatosas e por danos difusos, como lesdes por hipdxia e isquemia e lesdes
axonais multifocais (McKee e Daneshvar, 2015). Utilizando modelo celular de traumatismo
cranio-encefalico, Ma et al. (2016) mostraram que a superexpressdo do miR-22 inibe a
apoptose de neurdnios corticais, possivelmente via reducdo da atividade de caspases 3
(CASP3), de proteinas X associadas a Bcl-2 (Bax) e de PTEN e aumento da expressdo de
proteinas de leucemia/linfoma 2 de células B (Bcl-2) e proteinas cinase B fosforiladas (p-
AKT1), sugerindo, portanto, um efeito neuroprotetor.

Ja na Epilepsia, estudos tém apresentado evidéncias sobre a importancia do miR-22 no
processo epileptogénico. A Epilepsia € um distdrbio neurolégico caracterizado por convulsdes
recorrentes e ndo provocadas resultantes, por exemplo, de uma mutacdo genética ou de uma
patologia cerebral, como infeccdes, tumores, acidentes vasculares e lesdes traumaticas
cerebrais (Goldberg e Coulter, 2013). Almeida Silva et al. (2020), utilizando modelo murino
de status epilepticus (induzido por injecdo de &cido cainico intra-amigdala) e carregando
mutagdo nocaute de miR-22, observaram que a ablacdo genética deste miRNA provoca um
fenotipo epiléptico exacerbado, isto €, marcado por convulsGes espontaneas mais precoces,
frequentes e duradouras quando comparado ao grupo controle. Beamer et al. (2018) utilizando
0 mesmo modelo de status epilepticus (SE) citado anteriormente mostrou que a inibicdo do
miR-22 induz a uma neurogénese aberrante no hipocampo ainda mais exacerbada do aquela
provocada apenas pela indugéo do SE e leva ao aumento do didmetro dos dendritos e da

densidade de espinhos dendriticos, 0 que possivelmente pode agravar o fenotipo epiléptico.
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Além disso, observou-se também que apenas a supressao do miR-22 é capaz de reduzir
significativamente o crescimento e arborizacdo de dendritos.

Dessa forma, ao observar o papel do miR-22 nos diferentes modelos e estudos
apresentados, a entrega ou superexpressao deste miRNA no SNC surge como potencial
estratégia terapéutica para a promocdo da neuroprotecdo e tratamento de distarbios

neurodegenerativos e neuroldgicos.

1.3 Virus adeno-associado

O virus adeno-associado (AAV) é um virus do género Dependoparvovirus da familia
Parvoviridae, cujo genoma é um DNA linear de fita simples (Srivastava; Lusby; Berns, 1983;
Geoffroy e Salvetti, 2005). Este virus € encontrado em diferentes espécies de vertebrados e
em humanos é considerado ndo patogénico (Wang; Tai; Gao, 2019). Além disso, apresenta
diversos sorotipos e variantes, cada sorotipo com um tropismo por um tipo celular ou tecido
que serda determinado pelas interacdes do AAV com receptores de superficie celular do
hospedeiro e por processos como endocitose, importacdo nuclear, perda do revestimento viral
e sintese de uma segunda fita de DNA. AAV1 e AAV2, por exemplo, empregados neste

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

A transducdo celular pelo AAV se inicia a partir do reconhecimento do vetor por
receptores de superficie da célula alvo, como os proteoglicanos de sulfato de heparano. Ao se
ligar ao receptor, 0 AAV é internalizado por um processo de endocitose mediada por clatrina
e auxiliado pelo co-receptor integrina avp5 (Summerford; Bartlett; Samulski, 1999; Bartlett;
Wilcher; Samulski, 2000). Apo6s a internalizacdo no endossomo, o AAV trafega pelo
citoplasma a partir de uma rede de citoesqueleto. Ainda neste ambiente, o vetor viral encontra
um pH levemente &cido que desencadeia tardiamente mudancas conformacionais em seu
capsideo que permitem o escape endossomal (Douar et al., 2001). Ao ser liberado no citosol,
0 AAV pode sofrer protedlise pelo proteassoma ou ser transportado para o nucleo da célula
penetrando-o através de um complexo de poros nucleares. Dessa forma, no nucleo, o AAV ¢
desencapsulado e 0 genoma empacotado é liberado (Berry e Asokan, 2016). Nesta etapa, 0s
AAVs de fita simples ainda sdo transcricionalmente inertes, por isso, precisam ser convertidos
em DNA de fita dupla via sintese da segunda fita a partir de DNA polimerases da célula
hospedeira ou por anelamento de fitas ja existentes no nucleo (Wang; Tai; Gao, 2019).
Finalmente, as sequéncias ITR do AAV podem passar por recombinacBes inter ou

intramoleculares que levardo a circularizagdo do genoma e estabilizacgdo como DNA
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epissomal, 0 que permitira a sua expressdo em células pos-mitéticas (Duan et al., 1999)

(Figura 3).
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Figura 3 - Transducdo celular por AAV. Para iniciar o0 mecanismo de transducdo, o vetor de virus adeno-
associado (AAV) deve ser reconhecido por receptores de superficie 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 &cido encontrado neste ambiente provoca mudancas
conformacionais no AAV que permitem o seu escape do endossomo. Neste momento o AAV pode seguir por
duas vias: entrar no nlcleo da célula através de um complexo de poros nucleares ou permanecer no citoplasma e
ser degradado pelo proteassoma. No ndcleo, o AAV ¢ desencapsulado e libera o seu genoma, DNA de fita
simples (ssAAV) ou autocomplementar (SCAAV). No caso do ssAAV, uma segunda fita de DNA devera ser
sintetizada utilizando a maquinaria da célula hospedeira. Finalmente, 0 genoma do AAV podera passar por
circularizacdo, assumindo a forma epissomal ou, menos frequentemente, podera se integrar ao genoma do
hospedeiro.

A transferéncia génica mediada por AAV apresenta grande potencial para o
desenvolvimento de medicamentos de terapia génica que podem se basear, principalmente,
em trés estratégias: substituicdo de um gene disfuncional por uma cépia saudavel; insercéo,
delecdo ou alteracdo de uma sequéncia alvo no DNA, por técnica de CRISPR, por exemplo; e
silenciamento génico a partir da inibicdo da expressao de um gene causador de doenca (Gao et
al., 2024).
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A partir do AAV ¢ possivel construir um vetor de AAV recombinante (rAAV) para
expressar um transgene de interesse em uma célula ou tecido alvo. Para isso, 0s genes de
replicacdo (Rep) e que ddo origem as proteinas do capsideo viral (Cap) podem ser
substituidos por um promotor e um gene terapéutico, enquanto as sequéncias ITR devem
permanecer para a replicacdo e empacotamento do genoma no capsideo (Grieger e Samulski,
2012). Os vetores de rAAV apresentam caracteristicas que lhes conferem vantagens em
relacdo aos demais vetores virais. Os rAAVs sdo pequenos, dificilmente se integram ao
genoma do hospedeiro, apresentam amplo tropismo, baixa imunogenicidade e patogenicidade,
uma vez que ndo possuem sequéncias virais e sd8o capazes de sustentar a expressdao do
transgene a longo prazo em tecidos ndo mitéticos (Thomas; Ehrhardt; Kay, 2003; Qu et al.,
2019; Wang et al., 2024).

Os vetores de rAAV tém sido amplamente utilizados em estudos clinicos para o
tratamento de doencas degenerativas e ja sdo empregados em terapias génicas. Em 2017, o
Food and Drug Administration (FDA) dos EUA aprovou a primeira terapia para Distrofia
Retiniana associada a mutacdo bialélica do gene codificador da proteina especifica do epitélio
pigmentar da retina 65 (RPE65) que leva a perda progressiva de visdo durante a infancia e
adolescéncia, podendo levar a cegueira. Para o desenvolvimento desta terapia, denominada
Voretigene neparvovec ou Luxturna, foi utilizado um vetor de rAAV para entregar uma cépia
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 doenca
autossdmica recessiva causada por mutacdo, delecdo ou rearranjo no gene do neurdnio motor
de sobrevivéncia 1 (SMN1), resultando na degenerecdo de neurdnios motores (Govoni et al.,
2018). O Zolgensma consiste em uma terapia de dose Unica que utiliza o vetor rAAV9, capaz
de atravessar a barreira hematoencéfalica, para entregar uma cépia funcional do gene SMN1
(Ogbonmide et al., 2023).

Os vetores de rAAV apresentam grande potencial na entrega de genes em tecidos que
compdem o SNC. A construcdo destes vetores virais associada a integracdo de sequéncias de

miRNA constitui, portanto, uma ferramenta promissora para o desenvolvimento de terapias
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génicas para condi¢bes que exijam, em algum nivel, a modulacéo genética, como é o caso de

diversos disturbios neurodegenerativos.

2. Justificativa

Os distdrbios neurodegenerativos tém se tornado uma emergéncia global, impactando
a salde publica e os setores econémicos e sociais (Wang S. et al., 2024). Em 2021 entre as
vinte condicgdes responsaveis pelos maiores DALYs (do inglés Disability-adjusted life year)
no sistema nervoso estavam a doenca de Alzheimer e outras deméncias, doenca de Parkinson,
lesdo cranio-encefalica e lesdo da medula espinhal (Steinmetz et al., 2024). Além disso, no
mesmo ano, a doenga de Alzheimer e outras formas de deméncia foram classificadas como a
sétima principal causa de morte no mundo (WHO, 2024). Atualmente ndo existe cura para 0s
distdrbios neurodegenerativos e os tratamentos disponiveis se baseiam na amenizacdo dos
sintomas, desaceleracdo do processo degenerativo e melhora da qualidade de vida do
individuo (Fan et al., 2022; Shusharina et al., 2023; Tian; Zhang; Yang, 2023; Carroll et al.,
2024). Como o dano axonal € um evento precoce no curso de diferentes distarbios
neurodegenerativos, é importante estudar estratégias que permitam ndo sO retardar a
progressdo destes distdrbios, como também promover a regeneracdo axonal e,

consequentemente, a recuperacgédo de funcdes neuroldgicas perdidas.

Como mostrado na secdo anterior, os miRNAs apresentam importantes funcdes no
SNC. Em modelos de disturbios neurodegenerativos, a expressdo aumentada do miR-22, foco
deste trabalho, apresenta efeitos neuroprotetores e anti-apoptoéticos. Contudo, até 0 momento,
ainda ndo ha na literatura estudos que abordem a funcdo deste miRNA na degeneragdo e
regeneracdo de axdnios no SNC, processos essenciais para a recuperacao funcional de
neurdnios afetados nestes distdrbios. Dessa forma, investigar o papel do miR-22 no contexto
de lesdo neuronal e adotar métodos que viabilizem sua superexpressdo em areas do SNC
torna-se necessaria. A entrega de genes de interesse em tecidos e células especificos por
vetores de rAAV é uma técnica eficiente para o tratamento de diferentes doengas, como tem
sido mostrado por medicamentos baseados em terapia génica. Ao considerarmos as vantagens
oferecidas por essa técnica e os efeitos ja observados pela expressdao do miR-22, avaliamos
neste estudo os efeitos da superexpressdao do miR-22, mediada por rAAV (rAAV.miR-22), na
degeneracéo e regeneracdo axonal in vitro. Dessa forma, hipotetizamos que o rAAV.miR-22 é
capaz de promover efeitos pro-regenerativos apos lesdo no SNC a partir da modulagdo de vias

intrinsecas.
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3. Objetivos

3.1 Geral
Testar os efeitos do rAAV.miR-22 na regeneracdo e degeneracdo de neurdnios do

SNC a partir de modelos in vitro.

3.2 Especificos
2.2.1 Avaliar, a partir de modelos in vitro de cultura primaria de neur6nios corticais se
a superexpressdo do miR-22, utilizando vetores de rAAV, é capaz de:
a) influenciar o crescimento neuritico,
b) modular a arborizacgdo neuritica,
C) promover regenerac¢ao de neuritos,
d) induzir regeneracdo axonal,
e) atenuar a degeneracao axonal.
2.2.2 Analisar os possiveis mecanismos pelos quais 0 miR-22 age e identificar seus

genes alvos.

4. Métodos

4.1 Producao dos vetores virais

Vetores de rAAV utilizados para a transducdo de células neuronais e superexpressao
do miR-22 foram produzidos e testados em colaboracdo com o Prof. Uwe Michel da
Universidade de Medicina de Gottingen, Alemanha.

Para a producédo dos rAAVs foram utilizados o promotor Sinapsina humana (hSyn)
especifico para neurdnios para expressdo de mCherry, uma proteina fluorescente que permite
a identificacdo de células transduzidas, e o promotor H1 especifico para RNAs néo
codificantes para promover a superexpressdo do miR-22. O vetor expressando 0 miRNA
(rAAV.miR-22) contém a sequéncia tanto do miR-22 quanto da proteina mCherry, ja o vetor
controle expressa apenas a proteina mCherry (rAAV.CTRL). O rAAV utilizado neste trabalho
tem um capsideo hibrido contendo proteinas dos sorotipos 1 (AAV1) e 2 (AAV2), sendo que
uma proteina do sorotipo 2 possui substituicdes em 4 residuos de aminoéacidos (AAV2mut),
que reduz a degradacéo via proteassoma (Zhong et al., 2008).
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A producédo dos rAAVs (sorotipo 1/2 mut) foi realizada a partir de uma transfeccéo
quadrupla de células de rim imortalizadas (HEK-293) utilizando o plasmideo de expressdo
(contendo os transgenes), um plasmideo helper (pHelper), um plasmideo pACG-2, e um
plasmideo pH 21, que contém os genes rep e cap, responsaveis por codificar proteinas de
replicacdo e proteinas estruturais do capsideo viral, respectivamente. Apos a transfeccao, as
células passaram por sucessivas etapas de congelamento e descongelamento para lise celular e
o rAAYV foi, entdo, purificado por ultracentrifugacdo em um gradiente de iodixanol para a
separacdo dos componentes lisados do vetor produzido. Posteriormente, foi realizada
cromatografia liquida em coluna de heparina, seguida de dilise, a fim de se obter um maior
grau de pureza na producdo. Desse modo, os vetores foram produzidos em larga escala e com
elevados titulos: 2,5 x 10° particulas virais/uL (rAAV.miR-22) e 5,2 x 10 particulas virais/pL
(rAAV.CTRL) (Figura 4).
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Figura 4 - Mapa e titulagdo dos vetores virais. Plasmideos usados para a produ¢do dos vetores de rAAV. A)
Vetor controle expressando apenas a proteina fluorescente mCherry (rAAV.CTRL) B) Vetor expressando miR-
22 e mCherry (rAAV.miR-22). C) Concentra¢tes do rAAV.CTRL e do rAAV-miR-22.

4.2 Cultura de neurdnios corticais primarios
Todos os experimentos deste trabalho foram realizados em um modelo de cultura de
neurdnios corticais primarios. Anteriormente ao preparo da cultura celular, placas de cultivo

celular de 24 ou 96 pocos foram preparadas para receber as células neuronais. A cada um dos
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pocos foram adicionadas laminulas esterilizadas e estas foram revestidas com Poli-L-Ornitina
(PLO - 10 pg/mL) por quatro horas, a fim de promover melhor adesdo e fixagdo das células a
superficie, e mantidas em cabine de fluxo laminar. Posteriormente, os pogos foram lavados
com &gua ultrapura estéril e as laminulas foram cobertas por solu¢do de Laminina (1 pg/mL),
proteina da matriz extracelular também utilizada para facilitar a adesdo. A placa de cultura foi
entdo armazenada em incubadora de CO, a 37°C por um periodo de 12 a 16 horas (overnight).
No dia seguinte, os pocos foram novamente lavados com tampéo fostato salina (PBS) estéril
e, a0s mesmos, foi adicionado meio de cultura, composto por 95% Neurobasal, 2% B27, 1%
Glutamax, 1% PSN (Penicilina-Estreptomicina-Neomicina) e 1% Transferrina.

Para a realizagdo das culturas foram utilizados embriées com 18 dias embrionérios
(E18) de ratos Wistar. As fémeas prenhas foram eutanasiadas em camara de CO, de acordo
com protocolo aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade
Federal de Minas Gerais (CEUA 237/2018 — Anexo A). De cada um dos embrides foram
retirados os cortices cerebrais e removidas as meninges. Os cortices ja cortados em pedacos
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 dissociacao
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 dissociacdo das células, foi adicionada
DNAse (5 mg/mL) e a solugdo foi centrifugada novamente por 2 min. J& para inativar a
tripsina a solucéo final foi ressuspendida em soro fetal bovino. Por fim, as células passaram
por dissociagdo mecanica, utilizando pipetas Pasteur previamente preparadas com diferentes
calibres, a solucdo 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 plaqgueamento foi preparada uma solucéo celular
com azul de Tripan. Desta solugao foram adicionados 10 uL. em uma Camara de Neubauer e,
utilizando microscopio optico (aumento 10x), foi quantificado o nimero de células presentes
em cada um dos quadrantes da cdmara. Em seguida, foi feita uma média dos nimeros obtidos
e o valor final foi multiplicado pelo fator de correcdo da camara de Neubauer (10 e pelo
fator de diluicdo utilizado nos experimentos (10%). Dessa forma, as células foram plaqueadas

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

4.3 Eficiéncia de transducdo dos vetores de rAAV
A eficiéncia de transdugdo dos vetores virais produzidos foi avaliada a partir das

culturas de neurdnios corticais primarios (E18). Quatro horas ap6s o plagueamento das células
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neuronais em placa de 24 pocos (250.000 células/pogo), foram adicionados aos pogos da placa
de cultura os vetores rAAV.CTRL e rAAV.miR-22 nas concentragdes 1x10°, 5x10°, 1x10’ e
1x10® particulas virais/poco. No oitavo dia in vitro (DIV8) essas células foram fixadas
utilizando paraformaldeido 4% (PFA) e, posteriormente, fotografadas utilizando o
microscépio Axio Imager com modulo Apotome (Zeiss) do Centro de Aquisicdo e
Processamento de Imagens (CAPI - UFMG) com microscopia de contraste de fase e de
fluorescéncia. A partir das imagens obtidas e utilizando a ferramenta “Cell counter” do
software ImagelJ, foi feita uma analise comparativa por meio da contagem do nimero de
células transduzidas, isto €, marcadas pela proteina fluorescente mCherry e o nimero 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 apds a transdugdo com
os vetores rAAV.CTRL e rAAV.miR-22 foi realizado um ensaio de MTT. Este ensaio
colorimétrico consiste, basicamente, na reducdo do sal MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-
tiazol-2-il]-2,5-difeniltetraz6lio) em cristais de formazan por mitocéndrias de células
metabolicamente ativas, atuando, portanto, como um indicador de citotoxicidade (Ying;
Gottron; Choi, 2000). Este experimento foi conduzido em colaboragdo com a Pos-doutoranda
Jalia Nogueira e Prof. Erika Jorge da Universidade Federal de Minas Gerais.

Para isso, neurdnios corticais primarios (E18) foram plagueados em placas de 96
pocos com uma densidade de 40.000 células/poco. Ap6s 4 horas foram adicionados os vetores
rAAV.CTRL (1.107 particulas virais/pogo) € TAAV.MiR-22 (5.10° particulas virais/pogo) ¢
dois pocos foram utilizados como controle negativo, isto é, ndo receberam os vetores virais.
No DIV7 foi realizado ensaio de MTT, para isso, foi retirado o meio de cultura de cada um
dos pocos, adicionado MTT diluido em meio (1:10) e a placa de cultura foi incubada em
estufa por 2 horas a 37°C e 5% de CO,. Posteriormente, o MTT foi retirado, os po¢os lavados
com PBS e 500 ul de isopropanol acido foram adicionados aos pogos para a ressuspensdo e
diluicdo dos cristais de formazan, por 5 minutos no agitador. Em seguida, 100 ul de solugéo
de cada um dos grupos (rAAV.CTRL, rAAV.miR-22 e controle negativo) foram transferidos
em triplicatas para uma nova placa de 96 pocos. Finalmente, utilizando um espectrofotémetro
foi medido o valor de absorbancia da solucdo 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 nimero de células metabolicamente viaveis.
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4.5 Imunofluorescéncia

Para a avaliacdo do crescimento e arborizacdo de neuritos foi utilizado protocolo de
imunofluorescéncia. Ao final dos experimentos as células foram fixadas com PFA 4% por 10
minutos e, em seguida, lavadas com PBS. Para a permeabilizacdo foi adicionada aos pogos
solucdo de 0,5% Triton X-100 em PBS por 20 minutos e, posteriormente, adicionou-se
solucéo de bloqueio (1% albumina sérica bovina e 5% soro de cabra diluidos em PBS) por 1
hora a temperatura ambiente. As células foram entdo incubadas com anticorpo primario anti-
B-111-tubulina (Tuj-1), marcador de microtibulos presentes nos neuritos e corpos celulares
neuronais, diluido em solucdo de blogueio (1:10.000) overnight a 4°C em cadmara Umida. No
dia seguinte, os pogos foram lavados trés vezes com PBS por aproximadamente 5 minutos e
as células incubadas por 1 hora com o anticorpo secundario Alexa Fluor 488 diluido em
solucdo de bloqueio (1:1000). Finalmente, os pocos foram novamente lavados com PBS, as
laminulas foram retiradas da placa de cultura, montadas em Iaminas 24 x 50 mm utilizando

Fluoromount e armazenadas a 4°C para posterior analise em microscéopio de fluorescéncia.

4.6 Crescimento de neuritos in vitro

Com o objetivo de avaliar o crescimento de neuritos in vitro, neurbnios corticais
embrionarios foram plagueados em placas de 24 pocos (40.000 células/poco) e quatro horas
depois transduzidos com os vetores rAAV.CTRL ou rAAV.miR-22 (1.10" particulas
virais/pogo). No DIV8, as células foram fixadas com PFA 4% e, posteriormente, foi realizada
imunofluorescéncia com o anticorpo Tujl. Imagens da imunofluorescéncia de Tujl nas
células neuronais foram obtidas utilizando o microscopio de fluorescéncia Axio Imager com
modulo Apotome (Zeiss) do CAPI - UFMG. O crescimento de neuritos foi analisado a partir
do programa ImageJ e plugin NeuronJ, o qual forneceu a area marcada pelo anticorpo Tuj-1
em cada imagem, posteriormente normalizada pelo nimero de corpos celulares presentes no
mesmo campo observado, para evitar vies de numero de células. Neste experimento para cada
grupo (rAAV.CTRL e rAAV.miR-22) foram analisadas cinco imagens de diferentes pocos

para cada uma das culturas realizadas.

4.7 Analise da arborizacdo de neuritos in vitro

Para avaliar a complexidade da arborizacdo neuritica, foi realizada cultura primaria de
neurdnios corticais em baixa densidade (20.000 células/pogo). Apos quatro horas estas células
foram transduzidas com os vetores rAAV.CTRL ou rAAV.miR-22 (1.10" particulas
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virais/pogo), fixadas no DIV8 com PFA 4% e realizada imunofluorescéncia com o anticorpo
Tujl. Para as analises 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
imunofluorescéncia de Tujl nas células neuronais foram obtidas utilizando o microscépio de
fluorescéncia Axio Imager com médulo Apotome (Zeiss) do CAPI - UFMG. Desse modo, as
células neuronais foram analisadas individualmente utilizando o método de Sholl. Nesta
analise, com o auxilio do software Fiji/lmageJ e plugin Neuroanatomy, foi marcado um ponto
no centro do corpo celular do neurbnio, a partir do qual foram estabelecidos circulos
concéntricos com distancias de 5 um entre si, atingindo um raio final de 80 pm. Desse modo,

foi quantificado o numero de intersecGes entre os neuritos e cada um dos raios estabelecidos.

4.8 Regeneracdo de neuritos apos lesdo do tipo scratch in vitro

Para avaliar a regeneracdo de neuritos (axonios e dendritos), apos a transducdo das
células neuronais (150.000 células/po¢o) com os vetores rAAV.CTRL ou rAAV.miR-22
(1.10" particulas virais/pogo), no DIV7 foi feita uma lesdo do tipo “scratch” em cada um dos
pocos da placa de cultura utilizando uma ponteira de 200 pl. Apds 24h, as células foram
fixadas com PFA4% e as laminulas dispostas em laminas histoldgicas. Imagens da
fluorescéncia de mCherry nas células neuronais na regido da leséo e anterior a lesdo foram
obtidas utilizando o microscopio de fluorescéncia Axio Imager com modulo Apotome (Zeiss)
do CAPI - UFMG. Para cada um dos experimentos (culturas neuronais) realizados, foram

obtidas quatro fotos por grupo experimental.

Para a andlise das imagens, primeiramente foi tracada uma linha determinando a borda
da lesdo, a partir da qual foram estabelecidas as distancias de 100 um e 200 um. Dessa forma,
foram quantificados o comprimento total de neuritos na &rea entre 100 um e 200 um posterior
a lesdo com o auxilio do software Fiji/lmageJ e plugin NeuronJ e também o nimero de
neuritos que cruzavam a distancia de 200 pm. Os valores obtidos foram normalizados pelo
numero de corpos celulares presentes na area de 100 um anterior a borda da lesdo, para evitar

viés de nimero de células.

4.9 Cultura neuronal em camara microfluidica

Com o objetivo de avaliar exclusivamente a regeneracdo e degeneracdo axonal, foi

adotado um modelo de cultura primaria de neurénios corticais em camaras microfluidicas, o
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qual permite separar os axonios das células neuronais de seus corpos celulares e dendritos
(Vahsen et al., 2020; Ribas et al., 2021) (Figura 5). Para este experimento foram construidas
camaras microfluidicas usando silicone PDMS (Sylgard 184, Dow Corning). Estas foram
lavadas com jato de &gua, imersas em um béquer contendo agua destilada deixado em banho
maria a 37,5°C overnight, secadas em fluxo laminar, foram limpas utilizando fita adesiva e,
por fim, esterilizadas com alcool 70%. Posteriormente, as camaras microfluidicas foram
acopladas em laminulas 24 x 60 mm previamente limpas e esterilizadas, e armazenadas em
placas de Petri. Apos o acoplamento, foi iniciado o protocolo de revestimento das laminulas.
Primeiramente, foi adicionada agua ultrapurificada e estéril a cada um dos po¢os das camaras
microfluidicas, estas foram armazenadas em incubadora de CO, a 37°C por aproximadamente
30 minutos até que a 4gua atravessasse completamente os microcanais. Em seguida, a agua foi
retirada de todos os pocos, e adicionou-se poli-L-lisina (PLL; 0.1 mg/mL), usada para
promover adesdo celular ao substrato. As camaras foram entdo novamente armazenadas em
incubadora de CO; overnight. No dia seguinte, a PLL foi retirada e trés lavagens de 30
minutos com agua ultrapurificada foram realizadas, seguidas de duas lavagens com meio de
cultura. No mesmo dia (DIV0), 2 ul de solu¢ao contendo células neuronais corticais foram
adicionados a um dos canais (compartimento somatico) das camaras microfluidicas (30.000
células/cdmara na analise de regeneracdo axonal ou 10.000 células/cAmara na andlise de
degeneracgédo axonal). No dia seguinte, foi realizada a transducgéo celular utilizando os vetores
rAAV.CTRL e rAAV.miR-22 (1.10 particulas virais/poco).

Axonal

= Somal
compartment, -

compartment

Figura 5 - Camara microfluidica. Desenho esquematico de uma cémara microfluidica mostrando o
compartimento somatico (somal compartment) onde as células sdo plaqueadas, microcanais (microgrooves) com
450 pm de comprimento e compartimento axonal (axonal compartment) para o qual se estendem apenas
prolongamentos axonais.
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4.10 Analise de regeneracdo e degeneracdo axonal por imageamento em tempo real de
neuroénios corticais plagueados em camara microfluidica

Para a anélise de regeneracdo axonal, os ax6nios localizados no compartimento axonal
foram lesionados por sucgdo utilizando uma bomba a vacuo no DIV7. Utilizando o
microscépio de fluorescéncia Axio Vert (Zeiss) foram feitas imagens dos neurdnios vivos
expressando a proteina fluorescente mCherry com objetiva de 20x do compartimento axonal,
dos microcanais e do compartimento somatico antes da lesdo, imediatamente apos a lesdo e
48h apobs a lesdo. Para a analise das imagens obtidas foram selecionados 10 canais de cada
camara microfluidica. A andlise quantitativa foi expressa pelo nimero de ax6nios que
ultrapassavam as distancias de 200 um, 400 pum ¢ 600 um em relagdo a borda da lesdo no
tempo de 48h apds a lesdo. Para evitar viés os valores foram divididos pelo numero de

axonios antes da lesdo (Ribas et al., 2021).

Jé para os experimentos de degeneracdo axonal a lesdo foi realizada no DIV10 e foram
feitas imagens dos neurdnios vivos expressando a proteina fluorescente mCherry com objetiva
de 40x no compartimento axonal e nos microcanais anteriormente a lesdo, imediatamente
apos a lesdo, duas horas, quatro horas e seis horas apds a lesdo utilizando o microscopio de
fluorescéncia Axio Vert (Zeiss). As anédlises foram realizadas a partir da selegédo de 10
prolongamentos axonais em cada cdmara microfluidica. A analise quantitativa foi expressa
pelo nimero de inchacos axonais (com didmetro maior ou igual a 2 um) nos 200 pm
proximais em relacdo ao local da lesdo (final do microcanal) em todos os tempos apés a leséo

diminuido dos inchagos presentes nos axonios antes da lesdo (Vahsen et al., 2020).

4.11 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas através do software GraphPad Prism 9. Para
as anélises de regeneragdo 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 regeneracdo de axonios (para cada distancia e tempo) foi
usado o teste t ndo pareado (two-tailed unpaired t-test). Nos experimentos de complexidade
da arborizacdo neuritica e degeneracdo axonal foi utilizado o teste two-way ANOVA e pos
teste de Sidak para comparagdes multiplas. Os dados sdo apresentados como medias + erro

padrdo da média. Os valores foram considerados significativos para um P < 0,05.
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4.12 Analises de bioinformatica
Analises in silico foram realizadas a fim de se investigar 0s possiveis mecanismos

pelos quais 0 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

AnalLysis Toolkit - https://www.webgestalt.org/), que permitiu a realizacdo de analises de

enriquecimento funcional para os alvos, considerando caracteristicas como processos
bioldgicos aos quais estdo associados, fun¢bes moleculares e componentes celulares. Na
interface miRWalk as analises basearam-se na sequéncia hsa-miR-22-3p, sequéncia de 22
nucleotideos encontrada em Homo sapiens, e correspondente a 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 analises funcionais dos alvos preditos,
foram selecionados alguns parametros basicos: “Over-Representation Analysis” (ORA) como
método de interesse e “Gene Ontology” como banco de dados funcional. Para os parametros
avancados foram selecionados: cinco alvos como numero minimo e dois mil como ndmero
méaximo de genes por categoria, Benjamini—-Hochberg (BH) como método de ajuste de teste
multiplo, e False Discovery Rate (FDR) para o controle de falsos positivos, com limite de
significancia correspondente a 0.10.

Em relacdo aos alvos validados, para cada um dos genes listados foram feitas buscas
na plataforma PubMed relacionadas aos termos em inglés: 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 neurdnios corticais primarios in vitro sem
promover citotoxicidade em comparacdo com rAAV.CTRL

Para avaliar o papel do miR-22 na degeneracdo e regeneracdo de neurénios do SNC
vetores de rAAV expressando o miR-22 (rAAV.miR-22) em conjunto com a proteina
fluorescente mCherry foram produzidos. Como controle foi usado um vetor de rAAV
expressando apenas a proteina fluorescente mCherry (rAAV.CTRL) (Figura 6A).
Primeiramente foi testado se ambos 0s vetores eram capazes de transduzir eficientemente
neurdnios corticais primarios in vitro. Para isso, a cultura de neurdnios corticais primarios foi
preparada, 4 h apds os neurbnios foram transduzidos com os vetores rAAV.miR-22 ou
rAAV.CTRL e no DIV8 foi avaliada a eficiéncia de transducdo de ambos os vetores de rAAV
(Figura 6B).

Foi observado, a partir de imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia e de
contraste de fase, que a titulagdo de melhor eficiéncia de transducéo foi de 1 x 10" particulas
virais/pogo, com uma taxa de 80-90% das células neuronais transduzidas tanto no grupo
controle (rAAV.CTRL) quanto no grupo em gque 0 miR-22 foi superexpresso (rAAV.miR-22)
(Figura 6C). Para avaliar a viabilidade celular apos as células serem transduzidas com 0s
vetores de rAAV, foi realizado no DIV7 o ensaio colorimétrico de MTT. Os resultados
revelaram que ao comparar 0s grupos transduzidos com os vetores rAAV.CTRL e
rAAV.miR-22 ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (Figura 6D).
Esses dados sugerem que ambos os vetores sdo capazes de transduzir eficientemente

neurdnios corticais primarios sem causar citotoxicidade diferencial entre eles.
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Figura 6 - Transdugdo de neurdnios corticais primarios utilizando rAAV.CTRL e rAAV.miR-22. A)
Mapas dos vetores rAAV controle (rAAV.CTRL) e do rAAV para superexpressao do miR-22 (rAAV.miR-22),
ambos expressando a proteina fluorescente mCherry sob o controle do promotor sinapsina humana (hSyn). A
expressdo do miR-22 esta sob controle do promotor H1. B) Desenho experimental para o teste de transdugdo dos
vetores virais. PREP: realizacdo da cultura de neurdnios corticais primarios. DIV: dia in vitro. rAAV: transducéo
com o0s vetores virais. IMG: obtengdo de imagens de microscopia. C) Imagens obtidas 8 dias apds transducéo
dos neurdnios corticais mostrando, respectivamente, expressao da proteina mCherry (vermelho), contraste de
fase e sobreposicdo das imagens. Barra de escala: 50 um. D) Quantificacdo da viabilidade celular por ensaio de
MTT (n = 3 culturas independentes). Os dados sdo apresentados como médias + erro padrdo da média. A andlise

estatistica foi realizada através do teste t ndo pareado (P = 0.9465).
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5.2 rAAV.miR-22 n&o tem efeito no crescimento e arborizagdo de neuritos

Para avaliar se o0 rAAV.miR-22 influencia o crescimento de neuritos foram realizadas
culturas de neurénios corticais primarios, os quais 4 h depois foram transduzidos com 0s
vetores de rAAV. Para a posterior identificacdo de corpos celulares e neuritos, foi realizada
imunofluorescéncia para B-111-tubulina (Tuj-1), em seguida, foi feito imageamento utilizando
microscopio de fluorescéncia (Figuras 7A-B). Neste experimento as analises basearam-se na
quantificacdo da area marcada por Tuj-1 normalizada pelo nimero de células neuronais
presentes na imagem. A partir dos resultados obtidos, foi observado que ndo houve diferenca
significativa na &rea da marcacdo de Tujl ao comparar os grupos rAAV.CTRL e rAAV.miR-
22 (Figuras 7C-D), sugerindo que o rAAV.miR-22 n&o influencia o crescimento de neuritos

nesse modelo.

A fim de averiguar se 0 rAAV.miR-22 exerceria algum efeito na arborizacdo dos
neuritos foi utilizado o mesmo protocolo descrito anteriormente para cultura neuronal e
imunofluorescéncia (Figuras 8A). Contudo, para este experimento foi utilizada uma menor
densidade celular para a obtengdo de neur6nios isolados (Figuras 8B). As observacbes
basearam-se na realizacdo de analises de Sholl, a partir das quais foi quantificado o nimero de
intersecOes entre 0s neuritos e os raios estabelecidos (Figura 8C). Através da analise de
compara¢Bes mdltiplas (Sidak) ndo foi vista diferenca estatisticamente significativa no
namero de intersecBes entre 0s neuritos e os raios em nenhum dos raios tracados, comparando
os grupos rAAV.CTRL e rAAV.miR-22 (Figura 8D). A andlise de variancia de dois fatores
(two-way ANOVA) indica que ha diferenca estatisticamente significativa entre as curvas
rAAV.CTRL e rAAV.miR-22 (P=0.0098), no entanto, ndo foi possivel determinar em qual(is)
raio(s) houve essa diferenca (Figura 8D). Dessa forma, os resultados indicam que o

rAAV.miR-22 parece ndo influenciar de maneira significativa a arborizacdo 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: realizacdo da cultura de neurénios corticais primarios. DIV: dia in vitro. rAAV:
transducdo com os vetores virais. IMG: obtencéo de imagens de microscopia. B) Imagens obtidas no DIV8 por
microscopia de fluorescéncia de neur6nios transduzidos por rAAV.CTRL e rAAV.miR-22 expressando mCherry
(vermelho) e o marcador de B-1ll-tubulina Tuj-1 (verde). C) Imagens mostradas em B ap0s processamento no
software ImageJ para quantificacdo area da marcacgdo de Tujl. Barra de escala: 50 um. D) Quantificacdo da area
marcada por Tuj-1 normalizada pelo namero de corpos celulares (n = 6). Analise estatistica de acordo com teste t
ndo pareado (P = 0.3683).
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Figura 8 - Efeito do rAAV.miR-22 na complexidade da arborizagéo de neuritos. A) Desenho experimental
para o ensaio de arborizacéo de neuritos. PREP: realizagdo da cultura de neurdnios corticais primarios. DIV: dia
in vitro. rAAV: transducdo com o0s vetores virais. IMG: obtencdo de imagens de microscopia. B) Imagens
obtidas no DIV8 por microscopia de fluorescéncia de neurénios transduzidos por rAAV.CTRL e rAAV.miR-22
mostrando a marcagdo de B-11l-tubulina Tuj-1 (verde). Barra de escala: 20 um. C) Imagens mostradas em B ap6s
processamento no software Image] para avaliagcdo, por analise de Sholl, da arborizacdo de neuritos. D)
Quantificacdo do nimero de interse¢des entre neuritos e cada um dos raios estabelecidos (n = 5). Gréafico mostra
média * erro padrdo da média. Andlise estatistica de acordo com teste two-way ANOVA (** P = 0,0098).
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5.3 rAAV.miR-22 aumenta a regeneracgdo de neuritos apos leséo do tipo scracth

Para avaliar os efeitos do rAAV.miR-22 na regeneracao de neuritos, a cultura primaria
de neurdnios corticais foi preparada, 4 h apos as células foram transduzidas com os vetores de
rAAV (rAAV.miR-22 ou rAAV.CTRL), no DIV7 foi realizada lesdo do tipo “scratch” ¢ 24
horas depois foram feitas imagens utilizando microscopio de fluorescéncia (Figura 9A). A
partir das imagens obtidas foi observada uma maior densidade de neuritos em regeneragdo no
grupo rAAV.miR-22 comparando com o grupo rAAV.CTRL, evidenciada pela marcacdo da
proteina fluorescente mCherry (Figura 9B). As analises 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 (axonios e dendritos) na
area entre 100 um e 200 um posteriores a lesdo (Figura 9C). Além disso, foi observado um
aumento de cerca de 40% = 8,9 no nimero de neuritos que ultrapassavam a distancia de 200
pUm a partir da borda da lesdo (Figura 9D). Os dados sugerem, portanto, que a transducdo de

neuronios do SNC com o vetor rAAV.miR-22 aumenta a regeneragéo de neuritos.
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Figura 9 - Avaliacdo do efeito do rAAV.miR-22 na regeneracgéo de neuritos. A) Desenho experimental para
0 ensaio de regeneracdo de neuritos. PREP: realizacdo da cultura de neurdnios corticais priméarios. DIV: dia in
vitro. rAAV: transducdo com os vetores virais. LES: lesdo do tipo scratch. IMG: obtencdo de imagens de
microscopia. B) Imagens da expressdo da proteina mCherry em neuritos em regeneracdo (vermelho) obtidas no
DIV8 por microscopia de fluorescéncia de neurénios transduzidos com os vetores rAAV.CTRL e rAAV.miR-22.
Barra de escala: 200 um. C) Quantificagdo do comprimento total de neuritos na area de 100 um a 200 um a
partir da borda da lesdo normalizado pelo grupo controle. D) Quantificacio do nimero de neuritos que
ultrapassaram a distancia de 200 um em relagdo a borda da lesdo normalizado pelo grupo controle (n = 4).
Grafico mostra média + erro padrdo da média. Analise estatistica 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 Regeneracdo axonal de neurdnios cultivados em camaras microfluidicas é
aumentada pelo rAAV.miR-22

Os experimentos de regeneracdo de axonios foram realizados a partir de cultura de neurdnios
corticais cultivados em camaras microfluidicas. Ap6s 24h do plagueamento das células
neuronais nas camaras microfluidicas, estas foram transduzidas com os vetores rAAV.CTRL
e rAAV.miR-22 e no DIV7 foi realizada lesdo especificamente nos axdnios. Imagens dos
axonios dos neurdnios vivos expressando a proteina fluorescente mCherry nos microcanais e
no compartimento axonal foram feitas antes da lesdo e imediatamente (Oh) e 48h ap6s a lesdo
utilizando microscopio de fluorescéncia (Figura 10A-B). Foi calculado o indice de
regeneracdo axonal no tempo de 48h e distancias (200, 400 e 600 pm posteriores a lesao)
através da quantificacdo do nimero de axdnios em cada uma das distancias analisadas,
dividido pelo nimero de axdnios na distancia de 200 pm antes da lesdo. O indice de
regeneracdo axonal na distancia de 200 um da leséo aumentou significativamente de 0,28+0,1
no grupo rAAV.CTRL para 1,1+0,2 no grupo rAAV.miR-22 e na distancia de 400 um da
lesdo aumentou significativamente de 0,05+0,03 no grupo rAAV.CTRL para 0,7£0,25 no
grupo rAAV.miR-22 (Figura 10C). J& na distancia de 600 um, o indice de regeneracdo axonal
passou de 0,006+0,006 no grupo rAAV.CTRL para 0,33+0,16 no grupo rAAV.miR-22, no
entanto, esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa (Figura 10C). Os resultados
apresentados sugerem, portanto, que o vetor rAAV.miR-22 promove regeneracao axonal apos

lesdo de neurdnios corticais in vitro.
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Figura 10 - Avaliacao do efeito do rAAV.miR-22 na regeneracdo axonal. A) Desenho experimental para o
ensaio de regeneracdo de axOnios. PREP: realizacdo da cultura de neurdnios corticais primarios e camaras
microfluificas. DIV: dia in vitro. rAAV: transducdo com os vetores de rAAV. LES: axotomia utilizando bomba
de succdo. IMG: obtencdo de imagens de microscopia em tempo real. B) Imagens obtidas no DIV9 por
microscopia de fluorescéncia de neurdnios transduzidos por rAAV.CTRL e rAAV.miR-22 expressando a
proteina mCherry (branco). Barra de escala: 100 pm. C) Quantificacdo do indice de regeneracdo axonal no
tempo de 48h apds a lesdo nas distancias de 200 um, 400 um e 600 um a partir da borda da lesdao (n = 4). Gréfico
mostra média + erro padrdo da média. Andlise estatistica de acordo com teste t ndo pareado para cada tempo e
distancia (* P<0,05).
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5.5 rAAV.miR-22 néo interfere na degeneracdo axonal ap6s axotomia de neurénios
cultivados em camaras microfluidicas

Para avaliar a degeneracdo axonal, os neurdnios corticais plaqueados em camaras
microfluidicas foram transduzidas pelos vetores rAAV.CTRL ou rAAV.miR-22 no DIV1 e a
lesdo axonal foi realizada no DIV10. Neste experimento, utilizando microscépio de
fluorescéncia, foram feitas imagens dos microcanais das camaras microfluidicas antes da
lesdo (0 min) e imediatamente (5 min), 120, 240 e 360 min apds a lesdo (Figura 11A). As
imagens obtidas permitiram identificar, através da expressdo da proteina mCherry, a formacao
de inchagos nos axénios (Figura 11B), caracteristica da degeneracdo axonal. Foi quantificado
0 ndmero de inchagos axonais presentes antes da lesdo (Figura 11C) e apds a axotomia
(Figura 10D) nos grupos rAAV.CTRL e rAAV.miR-22. A quantificacdo mostrou que ndo
houve diferenca estatisticamente significativa no nimero de inchacos axonais antes da leséo
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 formacdo de inchagos axonais, um sinal precoce de degeneracdo axonal, no
grupo rAAV.CTRL e também no grupo rAAV.miR-22 (Figura 11D). Contudo, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa no numero de inchagos 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 ndo tem efeito na degeneracdo axonal apds lesao de

neurdnios corticais in vitro.
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Figura 11 - Analise do efeito do rAAV.miR-22 na degeneracdo axonal. A) Desenho experimental para o
ensaio de degeneracdo de axbnios. PREP: realizacdo da cultura de neur6nios corticais primarios. DIV: dia in
vitro. rAAV: transducdo com os vetores virais. LES: axotomia utilizando bomba de succdo. IMG: obtencéo de
imagens de microscopia em tempo real. B) Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia em tempo real de
axdnios de neurdnios vivos transduzidos com os vetores rAAV.CTRL e rAAV.miR-22 expressando a proteina
mCherry (branco) no DIV10 anteriormente a lesdo (0 min), 5 min e 360 min apos a lesdo. Linhas tracejadas
mostram o local da lesdo e setas amarelas indicam inchagos axonais. Barra de escala: 50 um. C) Quantificacéo
do nimero de inchagos presentes nos axénios ndo lesionados. D) Quantificacdo do nimero de novos inchagos
axonais formados ap6s a axotomia (n = 3). Gréaficos mostram média + erro padrdo da média. Andlise estatistica
de acordo com o teste two-way ANOVA.
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5.6 Andlises de bioinformatica para identificar possiveis mecanismos associados com 0s
efeitos do rAAV.miR-22

A partir das analises in silico para obtencdo dos mMRNAs alvos do miR-22 utilizando a
plataforma miRWalk e adotando-se um score de 0.8, foram obtidos 330 alvos preditos para a
sequéncia hsa-miR-22-3p, dos quais 34 alvos ja foram validados. Para os alvos preditos,
foram realizadas analises de enriquecimento funcional utilizando dados de ontologia génica e
avaliando as categorias componentes celulares, funcdes moleculares e processos biolégicos.
Entre os componentes celulares enriquecidos, evidencia-se a predominancia daqueles
associados a sinapse, como “espinhos neurais/dendriticos”, “especializagdo pods-sindptica” e
“sinapse neur6énio para neuronio” (Figura 12A). Entre as fungdes moleculares mais
enriquecidas, destacam-se a “atividade da proteina cinase de receptor transmembrana”,
“atividade modificadora de histonas™ e “ligagdo de fator de transcricao de ligagdo ao DNA”
(Figura 12B). Finalmente, para os processos bioldgicos é possivel destacar que uma por¢édo
representativa dos genes alvos do miR-22 esta associada com “crescimento de Orgdos”,
“migracdo neuronal”, “sinalizacdo de proteina receptora transmembrana serina/treonina
cinase” ¢ “migracdo 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 a
neurodegeneracdo e regeneracdo, 6 dos 34 genes se destacaram por apresentarem papéis na
degeneracdo, regeneracdo e morte neuronal (Tabela 1). Esses dados sugerem que o miR-22
possa estar regulando a expressao de genes associados com processos importantes no contexto

de doengas neurodegenerativas.
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Figura 12 - Andlises de enriquecimento funcional para os alvos preditos do miR-22. A) Componentes
celulares B) Fung6es moleculares C) Processos biologicos.



55

Genes alvos Funcdes Referéncias
PTEN Delecéo promove regeneragao axonal. Park et al., 2008; Shi et al.,
2024
NCOA1 Inibicdo reduz inflamacdo e contribui Yuetal., 2015
para efeito neuroprotetor.
RGS2 Silenciamento promove neuroprotecao. Seredenina;  Gokce;  Luthi-

Carter, 2011

Williams et al., 2009; Mielcarek
etal., 2013

HDCA4 Inibicho  promove regeneracdo de
sinapses musculares e restauracdo da
funcdo sinaptica.

T € oo Mlaoelsa et sl 201
A ¢ P ~_ Morgan-Warren et al., 2016;
sobrevivéncia neuronal, regeneracdo . S
Pérez-Sisques et al., 2021.
axonal.
VSNL1 Aumenta a hiperfosforilacdo da proteina

tau e provoca morte neuronal. Schnurra et al., 2001

Tabela 1 — Alvos validados do miR-22. Alvos validados do miR-22 com fungdes associadas a: SNC,
neurodegeneracdo, neuroprotecdo, regeneracdo e degeneracdo axonal, sobrevivéncia neuronal, sinapse, doenca
de Alzheimer, doenca de Parkinson, doenga de Huntington, Glaucoma e nervo 6ptico.

6. Discussdo

Neste trabalho, utilizando vetores de rAAV como ferramenta de transferéncia génica
para a superexpressdo do miR-22 foi observado que estes vetores sé@o capazes de transduzir
com alta eficiéncia neurdnios corticais in vitro. Além disso, em cultura de neurdnios corticais
primarios foi observado que o rAAV.miR-22 ndo apresenta efeitos diferenciais na arborizacéo
ou no crescimento de neuritos, mas em modelo de lesdo do tipo “scratch” é capaz de
promover regeneragao significativa de neuritos na distancia de 100 a 200 um em relacao a
borda da lesdo, além de apresentar um maior nimero de neuritos que ultrapassam a distancia
de 200 um. Nos experimentos realizados em camaras microfluidicas foi observado que o
rAAV.miR-22 promove regeneragdo de axonios 48h apos lesdo axonal a 200 um e 400 um do
local da lesdo comparado ao grupo rAAV.CTRL. Em uma analise ainda preliminar, o
rAAV.miR-22 parece ndo apresentar efeito significativo quanto a protecdo dos axénios em
degeneracdo. J& nas andlises in silico, foi observado que o0s genes alvos do miR-22
apresentam fungbes moleculares, processos biologicos e componentes celulares estreitamente
relacionados a processos neurodegenerativos e vias de sinalizacdo importantes para a

neuroprotecao e regeneracao axonal.
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6.1 MIiR-22: arborizagdo, crescimento e regeneracdo de neuritos, regeneragdo e
degeneracao axonal

Os resultados obtidos para arborizacdo e crescimento de neuritos revelaram que a
superexpressdo do miR-22 ndo influenciou estas caracteristicas quando comparado ao grupo
controle. Estudos anteriores mostram que a delecdo de PTEN, um dos genes alvos do miR-22,
em ceélulas granulares do hipocampo leva a formacdo de arvores dendriticas maiores e com
mais ramos dendriticos (Santos et al., 2017). E a delecdo desse mesmo gene em modelo in
vivo de doenga de Parkinson aumenta a sobrevivéncia e o crescimento de neuritos em
neurdnios dopaminérgicos (Zhang et al., 2012). Contudo, vale ressaltar que diferentemente do
silenciamento génico promovido por miRNAs, que apenas reduzem a expressao de um gene, a
delecdo elimina permanentemente a sua expressdo no organismo. Nossos dados indicam,
portanto, que a regulacdo negativa da expressao dos genes alvos do miR-22 possivelmente

ndo e eficiente em promover efeitos na ramificacdo e extenséo de neuritos.

Outra hipdtese seria de que em nosso estudo a transducdo dos neurénios corticais com
os vetores rAAV acontece no DIVO e a expressdao da proteina fluorescente mCherry
geralmente pode ser detectada a partir do DIV3, quando o crescimento dos neuritos ja
aconteceu de modo significativo. Dessa forma, é possivel sugerir que o intervalo entre o inicio
da expressdo dos vetores de rAAYV e a realizacdo das andlises no DIV8 talvez nédo tenha sido
suficiente para a observacdo de um efeito expressivo do miR-22 no crescimento e arborizacéo
de neuritos. Vale ressaltar que apesar de ndo avaliarmos diretamente a expressao do miR-22,
uma das limitagcdes do nosso trabalho, podemos correlacionar a expressao deste miRNA com
a expressdo de mCherry. Outro ponto a ser considerado é que ja foi mostrado que 0 miR-22
encontra-se enriquecido no cortex em desenvolvimento, onde atua regulando a migracéo
radial de neurénios (Volvert et al., 2014), portanto, sua expressdo naturalmente mais alta
nessa regido poderia ter mascarado os efeitos do rAAV.miR-22 nas fases iniciais da cultura
dos neurbnios corticais E18. Para uma melhor conclusdo sobre essas hipoOteses seria
necessario quantificar a expressdo do miR-22 ao longo do tempo no nosso modelo, o que esta
previsto para experimentos futuros, e estabelecer um maior intervalo entre o inicio da

expressdo dos vetores virais e a realizacdo das analises.

Por outro lado, foi averiguado que o rAAV.miR-22 é capaz de promover a
regeneracdo de neuritos e axonios in vitro. Dessa forma, sugere-se que provavelmente para
que os efeitos do miR-22 sejam observados € preciso que haja um contexto de leséo neuronal,

isto é, os neuritos/ax6nios das células neuronais precisam passar por um processo de
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desestabilizacdo estrutural e fisioldgica para que se observe o crescimento apds a lesdo,
denominado regeneracdo. Além disso, ao considerarmos estes resultados para uma aplicacao
translacional, é importante salientar que para o desenvolvimento de uma terapia génica, por
exemplo, € desejavel que os efeitos colaterais produzidos sejam minimos. Nesse sentido, €
interessante que o crescimento de neuritos ou axonios ndo seja exacerbado em neurdnios ndo
lesados e ocorra apenas em neurdnios afetados por uma doenga neurodegenerativa ou leséo

traumatica.

Neste caso, é possivel sugerir ainda que, ao contrario do que foi observado para os
dados de arborizacao e crescimento de neuritos, a regulacéo da expressao génica pelo miR-22
parece ser crucial para a regeneracdo no SNC. A modulacdo de PTEN, por exemplo, gene
diretamente relacionado a inibicéo de vias associadas a regeneracdo axonal (Park et al., 2008;
Shi et al., 2024) pode representar um dos mecanismos pelos quais 0 miR-22 apresentou efeito
regenerativo. Além disso, outros genes, que serdo discutidos abaixo, também poderiam
explicar os efeitos regenerativos do rAAV.miR-22. Os resultados observados, no entanto,
revelaram que a regeneracdo de axonios promovida pelo rAAV.miR-22 ocorre apenas ap0s
um periodo de 48h e por curtas distancias, ndo atingindo o comprimento de 600 um em
relacdo ao local da leséo. Para investigar melhor esses dados, portanto, seria pertinente

observar os efeitos do rAAV.miR-22 por um maior periodo de tempo.

Quanto aos resultados obtidos para degeneracgdo axonal, ao comparar grupo controle e
grupo em que o0 miR-22 foi superexpresso, ndo houve diferenca significativa em relagdo ao
numero de inchacos axonais formados nos periodos estabelecidos. Os inchagos axonais s&o
estruturas que acumulam quantidades anormais de proteinas associadas a microtubulos,
organelas, vesiculas e vacuolos e que representam sinais precoces de desintegracdo e
degeneracgédo axonal (Wang e He, 2009). Em modelos de doenga de Alzheimer e em humanos
inchacos axonais foram identificados em estagios inicias da doenca, precedendo, por
exemplo, o aparecimento de outras alteracdes patoldgicas, como a deposicdo de beta amiloide
(Stokin et al., 2005). Dessa forma, aléem de prevenir a morte neuronal, proteger o axénio e
retardar a degeneracdo axonal sdo estratégias importantes para evitar o agravamento de
qguadros neurodegenerativos. Em nosso estudo, ao considerarmos 0s resultados anteriores
referentes a regeneracdo de neuritos e axénios, esperava-se que houvesse uma redugdo no
numero de inchagos axonais a partir da expressao do rAAV.miR-22, refletindo uma atenuacéo
da degeneracdo axonal aguda, principalmente via modulagdo da dinamica do citoesqueleto

que se mostra alterada ap6s axotomia. A hipotese que apresentamos € a de que o N amostral
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ndo tenha sido suficiente para observar uma diferenca estatisticamente significativa entre o0s

grupos e que, portanto, novos experimentos seriam necessarios.

Este trabalho propde um novo papel para 0 miR-22 no SNC ap6s uma lesdo. Até o
momento, estudos que investigaram os efeitos da superexpresséo do miR-22 em modelos de
disturbios neurodegenerativos, como as doengas de Parkinson, Alzheimer e Huntington,
demonstraram que este miRNA apresenta acdo neuroprotetora e anti-apoptoética, mas nenhum
dado foi publicado quanto a degeneracdo e regeneracdo axonal (Jovicic et al., 2013; Yang et
al., 2016; Wang et al., 2018; Xie; Xie; Chen, 2024). Li et al. (2020) demonstraram que a
aplicacdo de Agomir de miR-22-3p promove o crescimento de neuritos em neurbnios
sensoriais primarios via regulacdo do eixo CBL/p-EGFR/p-STAT3/GAP43/p-GAP43, que €
associado a habilidade intrinseca de regeneracao axonal. Os neurbnios sensoriais, no entanto,
localizados no sistema nervoso periférico, encontram um ambiente mais permissivo, com
fatores intrinsecos e extrinsecos diferentes daqueles que limitam a regeneragdo de neur6nios
do SNC, como é o caso dos neurdnios corticais estudados em nosso trabalho (Huebner e
Strittmatter, 2009). Os dados discutidos apontam o miR-22 como um potencial alvo para
promogdo da regeneracdo axonal no SNC, processo fundamental para recuperacdo da

atividade neuronal e estabelecimento de conexdes neurais em disturbios neurodegenerativos.

6.2 MiR-22: andlises de bioinformatica e de enriquecimento funcional

Com o objetivo de avaliar os possiveis mecanismos pelos quais 0 miR-22 promove
regeneracdo axonal foram realizadas analises de bioinformatica para os alvos preditos deste
miRNA. Nestas analises foram avaliados o enriquecimento funcional dos genes nas categorias

componentes celulares, funcdes moleculares e processos bioldgicos.

6.2.1 Componentes celulares

Os resultados obtidos para componentes celulares revelaram que os genes alvos do
miR-22 estdo localizados em areas associadas, sobretudo, a sinapse (“espinhas neuronais”,
“especializacdo poOs-sinaptica” e “sinapse entre neurdnios”) e ao complexo histona

desacetilase.

Ao avaliarmos genes alvos do miR-22 individualmente foi observado que alguns deles
apresentam papeis importantes na manutencdo de sinapses no contexto de doencas

neurodegenerativas, indicando sua possivel relagdo com o controle da sinaptogénese,
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regulacdo de sinapses e plasticidade sindptica. Pérez-Sisqués e colaboradores (2021), por
exemplo, ao investigarem a expressdo do Transcrito 4 induzivel por dano ao DNA
(DDIT4/RTP801/REDDL), alvo do miR-22, em condic¢6es fisiologicas, observaram que esse
gene estd localizado em sinapses, mais especificamente, em espinhas dendriticas e a sua
delecdo promove aumento da transmissdo sindptica e melhora no aprendizado motor de
camundongos. Tendo em vista que estas sdo fungGes comprometidas em diferentes doencas
neurodegenerativas, a modulacdo do DDIT4 pelo miR-22 parece ser uma alternativa para o
desenvolvimento de um tratamento para essas doencas. J& o knockdown do repressor
transcricional Histona desacetilase 4 (HDAC4), outro gene alvo do miR-22, é capaz de
reestabelecer a funcdo sinaptica neuronal e corticoestriatal, aléem de reduzir a formacdo de
agregados citoplasmaticos e promover a melhora motora em animais modelos da doenca de
Huntington (Mielcarek et al., 2013). Dessa forma, o silenciamento pos-transcricional desse
gene pelo miR-22 pode representar uma das vertentes para o tratamento de pacientes com

doenca de Huntington.

HDAC4 é também um dos alvos diretamente relacionados a outro componente celular
que se mostrou enriquecido nas andlises in silico, o “complexo histona desacetilase”. As
histonas desacetilases (HDACS) séo enzimas que atuam removendo grupos acetil de histonas,
resultando na formacdo de uma cromatina mais compacta e condensada e, consequentemente,
na repressdo da transcricdo de mRNAs (Chen e Shifman, 2016). Estudos mostram que a
inibicdo de HDACs resulta no crescimento neuronal e no aumento da taxa de cones de
crescimento ndo colapsados em neurdnios granulares cerebelares e, em modelo de esclerose
lateral amiotréfica (ELA) reduz a morte de motoneurdnios, a taxa de gliose e a degeneracédo
axonal (Gaub et al., 2010; Yoo e Ko, 2011). Além disso, a modulacdo de HDAC4 via
expressdo do miR-206, também em modelo de ELA, promove regeneracdo de sinapses
neuromusculares e facilita a reinervacdo de musculos (Williams et al., 2009). Revelando,
portanto, mais uma vez, a importancia da regulacao deste alvo pelo miR-22 diante também de
sua provavel relacdo 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 superexpressdo do miR-22 promove a regeneragao
de neuritos e axdnios in vitro. Entretanto, em um contexto translacional, além da regeneracdo
¢ fundamental que os prolongamentos axonais atinjam seus alvos e sejam capazes de
estabelecer novas conexdes. Ao considerar a localizacdo celular e as fungdes dos alvos do

miR-22 mencionados acima, portanto, especula-se que a modula¢do de genes associados a
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sinapse possa contribuir para a recuperacdo funcional do neurdnio lesionado. Ainda, com o
objetivo de melhor investigar a atuacdo do miR-22 no reestabelecimento de sinapses, temos
como perspectiva a realizacdo de cultura de neurdnios corticais primarios em camaras
microfluidicas que permitem separar neurbnios pré e pos-sinapticos e avaliar o

comportamento desses dois grupos de células apds lesdo axonal.

6.2.2 Funcdes moleculares
Ao avaliarmos os resultados referentes as fun¢ées moleculares associadas aos genes
alvos do miR-22, destacamos a “atividade de receptores transmembrana proteinas cinases”, a

“modificagdo de histonas” e a “ligac@o de fatores de transcricdo ao DNA”.

As cinases atuam modulando diversas cascatas de sinalizacdo e, portanto, contribuem
para a homeostase celular. A desregulacéo e superexpressdo de proteinas cinases ativadas por
mitdgeno (MAPKS), p38, cinases 1 e 2 reguladas por sinal extracelular (ERK1/2) ou cinase c-
Jun N-terminal (JNK) estéo associadas ao desenvolvimento de patologias humanas, como as
doencas neurodegenerativas (Ahmed et al., 2020). Por exemplo, utilizando modelo murino de
ELA e levando em consideracdo a hiperativacao de cinases nessa doenga, Gibbs et al. (2018)
mostraram que a inibicdo de p38a /MAPK14 (alvo predito do miR-22) restaura o transporte
axonal retrogrado nas células neuronais motoras, mecanismo importante para a formacéo de
cones de crescimento e regeneracdo axonal. Outra proteina cinase que parece apresentar
importantes funcdes no SNC e na regulacdo da sua capacidade intrinseca de regeneracédo é a
JNK3 ou MAPK10, alvo predito do miR-22 também identificado neste trabalho. Apara et al.
(2017) demonstraram que a interagdo entre JNK3 e o Fator de transcrigdo 9 semelhante a
Kriippel (KLF9) inibe o crescimento de neuritos em CGRs e que a interrupcéo dessa interacao
promove regeneracdo axonal apds lesdo do nervo dptico. Fernandes et al. (2012) mostram
ainda que em contexto de lesdo axonal, a ativagdo das cinases JNK3 e JKN2 leva a morte de
CGRs, enquanto a inibicdo de ambas, mas principalmente de JNK3, previne a morte celular.

A “atividade modificadora de histonas” e a “liga¢do de fatores de transcri¢do” sdo
funcdes moleculares estreitamente relacionadas e que contribuem para regulacdo da expressédo
génica. A modificacdo de histonas, por adi¢do ou remocao de grupos acetil, metil ou fosfato
leva ao remodelamento da cromatina e interfere no acesso e ligagao de fatores de transcricdo a
essa estrutura de DNA (Hilton et al., 2024). A desacetilagéo de histonas por HDACS, por
exemplo, resulta em uma cromatina mais condensada e na repressao da transcricdo (Park et

al., 2022). A acetilacdo e fosforilacdo de histonas, por outro lado, rompem interacdes
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eletrostaticas entre DNA e histonas, tornando a cromatina menos compacta e mais acessivel a
fatores de transcricdo (Bannister e Kouzarides, 2011). J& a metilacdo destas proteinas pode
apresentar ambos efeitos, a depender do tipo de residuo em histonas (lisina ou arginina) que
sera metilado (Cheng et al., 2023). Estas fun¢fes moleculares interagem diretamente com o
componente celular “complexo histona desacetilase” abordado anteriormente, reforgando a
importancia da regulacdo de HDACs que possam comprometer a transcri¢do de fatores pro-

regenerativos, por exemplo.

Nesse sentido, a regulagdo da expressdo de genes alvos do miR-22 associados a
atividade de cinases, a alteragdo da estrutura de histonas e a ligacdo de fatores de transcricdo
pode ser fundamental para a promogéo da regeneracdo axonal e para a atenuacdo de quadros

neurodegenerativos.

6.2.3 Processos bioldgicos

Os resultados gerados pela analise de ontologia genética para 0s processos bioldgicos
associados aos alvos do miR-22 mostraram o enriquecimento de diversos processos, dos quais
se destacaram a “migragdo neuronal” e “migracao celular do tipo ameboidal”, termos que se
inter-relacionam e que sdo fundamentais no estudo da regeneracdo no SNC. A migracdo
neuronal é um processo essencial durante o desenvolvimento, pois permite que neurdnios
imaturos, denominados neuroblastos, se desloquem da area germinativa até seus destinos
finais, onde estabelecerdo contatos com seus alvos, criando uma rede neural (Hatten et al.,
2002). Em mamiferos adultos, no entanto, a migracdo neuronal se restringe a determinadas

areas do encefélo, como o hipocampo e cerebelo (Ghashghaei; Lai; Anton, 2007).

O crescimento e regeneracdo axonal tambem podem ser considerados formas
especializadas de migragdo neuronal. Nestes processos, axonios e neurdnios se deslocam em
resposta a sinais de orientacdo, como moléculas de sinalizacdo (Song e Poo, 2001). No
crescimento e regeneragdo axonal, no entanto, ha a formacdo de cones de crescimento na
extremidade do axdnio que serdo responsaveis por guiar o seu deslocamento. Estudos recentes
sugerem que neur6nios e cones de crescimento podem migrar por um movimento do tipo
ameboide, isto é, uma migracdo na qual sdo requeridas menor forca de adesdo, menor
interacd0 com a matriz extracelular para propulsdo da célula e que é independente de
proteinas de superficie neuronal, como as integrinas (Santos et al., 2020; Amini et al., 2022).
Os cones de crescimento sdo formados por um citoesqueleto constituido de filamentos de

actina que se polimerizaram, impulsionando a formacdo de filopodios e lamelipodios, e
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microtubulos que se polimerizam e despolimerizam provocando o movimento de extensédo e
retracdo do prolongamento axonal e que se reorganizam diante de mudancas no
microambiente (Rivas e Hatten, 1995; Nakajima; Sawada; Sawamoto, 2021; Nakajima et al.,
2024).

Diante de uma lesdo, é essencial que os axonios danificados sejam capazes de formar
novos cones de crescimento para que possam crescer e reestabelecer conexdes neuronais.
Portanto, é importante que haja a regulacdo de componentes intrinsecos e extrinsecos a célula
neuronal que dificultam a formacdo dessas estruturas. Yukawa et al. (2005) mostraram, por
exemplo, que o gene SemadA induz o colapso de cones de crescimento em neurbnios
hipocampais via Rho-cinase, atuando como o quimiorrepulsivo. Um estudo de Encinas et al.
(1999) reforca esta caracteristica 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 nimero de cones de crescimento
colapsados quando comparado ao grupo controle. O estudo sugere ainda que SemaW é
altamente expresso no periodo pos-natal e que por isso, também possa estar associado, por

exemplo, ao remodelamento neuronal durante a regeneracao.

Desse modo, é possivel sugerir que a modulacao, a partir da superexpressdao do miR-
22, de genes relacionados a migracdo neuronal e que se relacionam a organizacdo do
citoesqueleto, a formacdo de cones de crescimento e, mais especificamente, a orientacéo
axonal, pode contribuir para a regeneracéo de axdnios apos lesdo no SNC, ajudando a explicar

alguns dos efeitos observados neste estudo.

6.2.4 Alvos do miR-22 e outros efeitos bioldgicos
Além dos alvos discutidos anteriormente, que estdo diretamente relacionados a
processos neurodegenerativos no SNC, como PTEN e HDCA4, destacaremos a seguir alguns

genes cuja regulacdo pode ser fundamental para a neuroprotecéo e regeneragéo neuronal.

DDIT4/RTP801/REDDL1 consiste em um dos alvos validados para 0 miR-22 e atua,
ndo s6 na regulacdo sinapses como mencionado acima, como também no crescimento, na
proliferacdo e na diferenciacdo celular a partir da inibicdo do alvo de rapamicina mTOR.
Estudos mostram a relacdo deste gene com CGRs e sugerem seu possivel envolvimento com
neuropatias opticas. 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 expressdo nas células da retina, foram realizadas culturas de CGRs submetidas a
estresses como exposicdo a luz azul e hipdxia, os quais de acordo com 0s autores, se
assemelhariam aqueles associados a patogénese do Glaucoma. A exposicdo a estes insultos
resultou no aumento da expressdo de DDIT4 e em um maior nimero de células mortas,
enquanto a regulacdo negativa deste gene por um siRNA reduziu a morte celular. Em outro
estudo, Morgan-Warren et al. (2016) mostraram em modelo in vivo de lesdo do nervo éptico
que a inibicdo de DDIT4 apresenta efeito neuroprotetor em CGRs e permite o crescimento de

axdnios em regeneracdo por distancias maiores, atingindo a regido distal do nervo oOptico.

DDIT4 também tem sido relacionado a doencas neurodegenerativas. Em modelos in
vitro e in vivo da doenca de Parkinson e em neurdnios localizados na substancia negra de
pacientes com doenca de Parkinson, a expressdo deste gene se mostra aumentada. DDIT4
contribui para degeneracdo e morte de células neuronais em modelo de doenca de Parkinson
ao interagir com o Complexo da esclerose tuberosa 2 (TSC2), inibindo a atividade de mTOR
e regulando negativamente os niveis de Akt fosforilada, cinase anti-apoptotica essencial para
a sobrevivéncia neuronal (Malagelada et al., 2006; Malagelada; Jin; Greene, 2008). Em
pacientes com a doenca de Alzheimer e modelos experimentais da doenca, DDIT4 também
tem sua expressao aumentada. A regulacdo negativa desse gene in vivo promove melhora na
capacidade cognitiva dos animais e reduz efeitos inflamatorios como astrogliose e microgliose
(Pérez-Sisqués et al., 2021).

MAPK14 ou p38, um dos alvos preditos do miR-22 ja mencionados acima, tem sido
fortemente relacionado & doenca de Alzheimer, sobretudo, por ser ativado em reposta a
estimulos estressores, como citocinas inflamatdrias e espécies reativas de oxigénio (Lee e
Kim, 2017). p38 ¢ ativado nos estagios iniciais da doenga de Alzheimer e esta localizado
principalmente em locais de degeneragcdo granulovacuolar que compreende a formacdo de
vacuolos citoplasmaticos em neurénios do hipocampo, por exemplo, e que consiste em uma
das caracteristicas neuropatologicas associadas a doenca (Sun et al., 2003). A inibicdo de
p38a. em modelo in vivo de doenca de Alzheimer promove a degradacdo de Beta secretase 1
(BACEL), enzima responsavel por clivar o precursor amiloide (APP), reduzindo, portanto, a
deposicdo de beta-amiloide no cérebro. Além disso, a reducdo da expressdo desse gene
também aumenta a autofagia neuronal, processo que é comprometido na doenca de
Alzheimer, mas fundamental para a degradacdo de debris celulares, agregados proteicos e
proteinas anormais (Peric e Annaert, 2015; Schndder et al., 2016). Ji et al. (2019) ja

evidenciariam os efeitos da superexpressdo do miR-22 na regulacdo de MAPK14. Neste caso,
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também foi observada uma reducdo na deposi¢cdo de R-amiloide, além de uma melhora na

memdria espacial do grupo tratado.

SOX9 é um fator de transcricdo associado ao desenvolvimento de neurdnios e células
da glia, a neurogénese e sinaptogénese no SNC (Vogel e Wegner, 2021; Song et al., 2024).
Apesar de ndo ter sido listado como gene alvo validado ou predito do miR-22 em nossas
analises de bioinformatica, Xia et al. (2022) identificaram e validaram SOX9 como alvo deste
miRNA a partir de analises de protedmica, ensaio de luciferase e Western blot. Neste mesmo
estudo foi demonstrado que a superexpressdo do miR-22, em modelo da doenga de
Alzheimer, reduz a expressdo de SOX9 na via NF- kB, promove o0 aumento de proteinas anti-
apoptoticas Bcl-2, a reducdo de proteinas pro-apoptéticas Bax e consequentemente, reducéo
do numero de células apoptoticas. Os autores observaram, ainda, reducéo na deposicao de AP
e melhora na habilidade cognitiva dos animais. Além disso, SOX9 também j4 foi identificado
com um regulador positivo da expressdo de CSPGs, proteoglicanos associados a formacao de
cicatriz glial em tecidos lesionados. A delecdo condicional de SOX9 em camundongos
submetidos a lesdo da medula espinhal promove reducdo dos niveis de CSPG, aumento do
brotamento reativo em axénios das células neuronais e melhora na capacidade locomotora,
provocada, provavelmente, pela recuperagdo de inputs neurais na regido caudal em relacdo a
lesdo (Mckillop et al., 2016).

A identificacdo e regulagdo dos alvos do miR-22 mostra-se essencial para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas. Como mostrado nos estudos anteriores, a
expressao de alguns destes genes € desregulada no contexto de distdrbios neurodegenerativos.
Nesse sentido, a detec¢do de variacdes na expressao desses genes pode ser um facilitador para
o diagnostico de diferentes doengas que acometem o SNC. Além disso, a regulacdo da
expressdo destes genes pelo miR-22 pode contribuir para a promoc¢do da neuroprotegéo,
regeneracdo axonal e sobrevivéncia de neurdnios lesionados. Ao considerarmos os resultados
obtidos neste trabalho, sugerimos que os efeitos pro-regenerativos observados possivelmente
sdo resultantes da modulacdo de alguns dos alvos destacados (PTEN, HDAC4, MAPK14,
DDIT4 e SOX9), que serdo avaliados futuramente.

7. Conclusédo
Como evidenciado ao longo deste trabalho, os fatores intrinsecos ao SNC sdo
importantes limitantes da regeneracdo axonal. A modulacdo destes fatores torna-se, portanto,

essencial para a inducdo de uma resposta regenerativa diante de uma lesdo neuronal. Dessa
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forma, em nosso estudo sugerimos como alternativa a regulacdo da expressdo génica a partir
de miRNAs. Aqui abordamos, especificamente, os efeitos da superexpressdo do miR-22 em

cultura de neurénios corticais primarios submetidos ou ndo a uma leséo.

Nossos resultados mostram que o vetor rAAV.miR-22 néo interfere na arborizacdo e
crescimento de neuritos ou na degeneragdo axonal, mas é capaz de promover a regeneragdo de
neuritos e axénios em neurdnios corticais utilizando diferentes modelos in vitro. Além disso,
analises de bioinformatica nos forneceram os alvos preditos e validados do miR-22 e analises
funcionais realizadas para os alvos preditos nos revelaram potenciais genes associados a
resposta regenerativa observada. Desse modo, a superexpressdo do miR-22 mediada por
rAAV parece ser uma estratégia promissora para a promocao da regeneracdo e reparo de
neurdnios lesionados no SNC, podendo constituir, futuramente, uma ferramenta de terapia

génica para o tratamento de disturbios neurodegenerativos.
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9. Anexos

ANEXO A - Certificado CEUA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Modelos in vitro para testar o papel de moléculas na degeneragdo e
regeneragdo axonal e sobrevivéncia neuronal.", protocolo do CEUA: 237/2018 sob a responsabilidade de Vinicius de
Toledo Ribas que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos
da Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunido de

24/04/2023.

Vigéncia da Autorizacédo

06/08/2018 a 05/08/2023

Prorrogacéo de Vigéncia da Autorizagéo

06/08/2023 a 05/08/2025

Finalidade

Pesquisa

*Espécie/linhagem

Rato heterogénico / Wistar

N° de animais

9

Peso/ldade 200g / 2(meses)
Sexo feminino
Origem Biotério

*Espécie/linhagem

Rato heterogénico / Wistar

N° de animais

18

Peso/ldade 89/ 3(dias)
Sexo indiferente
Origem Biotério

*Espécie/linhagem

Rato heterogénico / Wistar

N° de animais

9

Peso/ldade 200g / 2(meses)
Sexo feminino
Origem Biotério

*Espécie/linhagem

Rato heterogénico / Wistar

N° de animais

18

Peso/ldade 8g/ 3(dias)
Sexo indiferente
Origem Biotério

*Espécie/linhagem

Rato heterogénico / Wistar

N° de animais

9

Peso/ldade 200g / 2(meses)
Sexo feminino
Origem Biotério

*Espécie/linhagem

Rato heterogénico / Wistar
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N° de animais 18

Peso/ldade 8g/ 3(dias)

Sexo indiferente

Origem Biotério
*Espécie/linhagem Rato heterogénico / Wistar
N° de animais 9

Peso/ldade 200g / 2(meses)

Sexo feminino

Origem Biotério
*Espécie/linhagem Rato heterogénico / Wistar
N° de animais 18

Peso/ldade 8g/ 3(dias)

Sexo indiferente

Origem Biotério
*Espécie/linhagem Rato heterogénico / Wistar
N° de animais 9

Peso/ldade 200g / 2(meses)

Sexo feminino

Origem Biotério
*Espécie/linhagem Rato heterogénico / Wistar
N° de animais 18

Peso/ldade 8g/ 3(dias)

Sexo indiferente

Origem Biotério

Dados dos animais agrupados (uso do biotério)

*Espécie/linhagem

Rato heterogénico / Wistar

N° de animais 45

Idade 2(meses)
Sexo feminino
Origem Biotério

*Espécie/linhagem

Rato heterogénico / Wistar

N° de animais 90

Idade 3(dias)
Sexo indiferente
Origem Biotério

Consideragdes posteriores:

24/04/2023 Pedido de Prorrogagdo de Certificado Aprovado na
reunido extraordinaria on-line do dia 24/04/2023.
Validade: 06/08/2023 & 05/08/2025.

07/08/2018 Aprovado COM RECOMENDAGOES na reunio do dia

06/08/2018. Validade: 06/08/2018 a 05/08/2023
RECOMENDACOES: 1. O pesquisador informou a
origem dos animais no item 4.3 (acomodagdes). No
entanto, a CEUA reforga que é importante que o biotério
de origem dos animais seja indicado no item 3.8 (grupos
de animais). 2. A CEUA informa que a linhagem de rato
Wistar é heterogénica, e ndo isogénica, conforme
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informado no item 3.2. 3. A CEUA esclarece, para
futuras submissées, que apesar da descri¢ao do item 5
ser “Descrever todos os procedimentos que serdo
realizados nos grupos de animais, dieta, jejum,
administracdo de drogas, dias de experimentagéo, etc.”
é importante que sejam descritos os procedimentos que
serdo realizados em cada grupo experimental. A
descricdo é importante para que a comissao consiga
avaliar a necessidade do nimero de animais solicitados.

Belo Horizonte, 28/04/2023.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 34094516

www.ufmg.br/bioetica/ceua - cetea@prpg.ufmg.br

80

3/3



