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Introducéo
Disfuncé@o mitocondrial e neuroinflamac&o em doencas neurodegenerativas

Alteracbes de funcdo mitocondrial e neuroinflamacdo sdo eventos frequentes em
doencas neurodegenerativas e no envelhecimento. As mitocondrias, como organelas que
orquestram diferentes papéis no metabolismo, homeostase e morte celular, também podem
contribuir para a sinalizacao inflamatéria (Picca et al., 2020; Riley and Tait, 2020). Apresentam
um genoma independente do nuclear chamado de DNA mitocondrial (mtDNA) e sdo a principal
fonte de espécies reativas de oxigénio (EROS) oriundas da atividade de fosforilacdo oxidativa
(OXPHOS). As mitocbndrias e o mtDNA sdo alvos de EROS e disfuncdo mitocondrial
associada a estresse oxidativo colabora com a neurodegeneracdo. Em adicdo, a etiologia
dessa doenca pode ser genética, decorrente de mutagdes no mtDNA e no genoma nuclear, ja
que a maior parte das proteinas mitocondriais € codificada pelo genoma nuclear. Mutacdes nas
subunidades de OXPHOS e proteinas mitocdndrias afetam a estrutura e fungdo mitocondrial
(Taylor and Turnbull, 2005; Su et al., 2010).

Padroes moleculares associados a dano, DAMPS (do inglés, danger-associated
molecular patterns), derivados de componentes intracelulares produzidos e/ou liberados
durante estresse celular e dano, podem levar a ativacdo de resposta imune inata. Em
particular, estimulacdo de vias proé-inflamatérias podem ser provocadas pela liberacdo de
DAMPS derivados da mitocondria (mtDAMPSs), incluindo peptideos N-formilados e mtDNA. Este
ultimo, quando liberado para o citoplasma, indiretamente induz uma sinalizagdo para o nucleo e
reprogramacado da expressdo de genes nucleares para atender a ativagdo da resposta imune
inata (English et al., 2020). Os DAMPs s&o reconhecidos por receptores de reconhecimento de
padrdo, PRRs (do inglés, pattern recognition receptors), os quais podem promover uma
inflamacgé&o estéril, que é importante para reparo do tecido e regeneracao, mas também podem
levar a doencas inflamatdrias (Gong et al., 2019). Os PRRs podem ser classificados em quatro
grupos, NOD-ike receptors (NLRs), Tolldike receptors (TLRS), retinoic acid-inducible gene-l
(RIG-)-like receptors (RLRs) e C-type lectin receptors (CLRs). A ativagdo desses receptores
pode iniciar vias de sinalizacdo diferentes que culminam na ativacdo de interferons tipo I,
quimiocinas pré-inflamatérias e citocinas. Em particular, quando o mtDNA é ejetado da
mitocbndria para o citoplasma, em condi¢cdes especificas, vias de imunidade inata como
sinalizacdo por cGAS-STING, inflamassoma e receptores Toll-like TLR9 podem ser ativadas
(Figura 1) (Riley and Tait, 2020).

Dentre as células da imunidade inata, as microglias sdo os elementos principais da
inflamac&@o no sistema nervoso central (SNC). Além de seu papel primario na indugdo e
manutencdo das respostas inflamatérias em condi¢cdes patolégicas, as micrdglias também
exercem fungBes importantes para a homeostase do SNC. Em condig8es fisiologicas, essa
célula da glia possui morfologia ramificada, faz contato com estruturas da rede neuronal como
ax0nios e sinapses, e é mantida principalmente em estado quiescente ou inativado, enquanto
também desempenha fun¢des de vigilancia imune e suporte troéfico para o SNC. Dessa forma,
esse tipo celular contribui para a maturacéo dos circuitos neuronais durante o desenvolvimento,
manutencdo da homeostase sinaptica e do remodelamento de neurdnios no cérebro adulto
(Gong et al., 2019; Leng e Edison, 2021).
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Figura 1: Vias de sinalizagdo pré-inflamatéria ativadas por mtDNA citoplasméatico. mtDNA pode provocar as
vias de sinalizacdo mediadas por 1) TLR9 no endossomo que envolve a ligacdo dessa proteina ao mtDNA no
endossomo e leva a ativagdo do programa de sinalizagdo pro-inflamatéria dependente de NF-kB; 2) cGAS-STING
citoplasmatico em que cGAS reconhece mtDNA no citosol e ativa a proteina do reticulo endoplasmatico STING
provocando uma resposta mediada por interferon; 3) inflamassoma (AIM2 e NLRP3), na qual ha ativacédo de caspase 1
ou liberagdo de citocinas pré-inflamatérias IL-1 e IL-8 (Riley and Tait, 2020).

A comunicacdo reciproca entre neurbnios e micrdglias ocorre por mecanismos
dependentes de contato mediados por receptores de membrana e moléculas de superficie,
bem como através de fatores sollveis e vesiculas extracelulares (EVs) liberados para o espaco
extracelular. Nesse contexto, os neurdnios informam as micréglias sobre seu status e assim
sdo capazes de controlar a ativagdo microglial e motilidade, enquanto as microglias também
modulam as atividades neuronais (Szepesi et al., 2018; Picca et al., 2020).

As fung¢des microgliais sdo amplamente dependentes do tipo de estimulo de ativagéo, do
tempo apos a estimulagéo e fatores locais durante as condigBes patolégicas. As respostas
podem ter efeitos neurotéxicos, mas também neuroprotetores no sentido de rapidamente
eliminar o insulto para retornar a homeostase tecidual. Nesse contexto, a ativagdo microglial
em estdgios iniciais da patogénese da Doenca de Alzheimer, por exemplo, tem sido
considerada neuroprotetora. Entretanto, em estagios tardios da doenca ou em condi¢des de
resposta aguda aumentada ou prolongada em que a ativacdo microglial persistente leva ao
aumento da liberacdo de citocinas e quimiocinas inflamatorias, além de recrutamento de
células periféricas para o cérebro, o resultado pode levar a disfun¢éo sinéptica, morte celular e
inibicdo da neurogénese. E evidente, portanto, que as células microgliais estdo envolvidas em
diversas doencas do cérebro como Doenca de Alzheimer, Parkinson, traumas e isquemia
cerebral, e doengas psiquiatricas como esquizofrenia (Leng e Edison, 2021).

O estado quiescente das microglias € mantido, ao menos em parte, sob controle das vias
de sinalizacao de fatores neuronais, CD200 e fractalkina CX3CL1, os quais se mantém ligados
aos receptores microgliais, CD200R e CX3CR1, respectivamente. A expressdo de CD200,
CD200R e CX3CR1 é reduzida no cérebro de individuos com Doenga de Alzheimer, sugerindo
gue a perda das restrig8es fisiologicas no comportamento das micréglias pode contribuir para a
patologia. Dada a importancia das mudancas fenotipicas microgliais, combater a comunicacao
celular desregulada é uma abordagem plausivel para intervengdo terapéutica da
neuroinflamacéo (Leng e Edison, 2021).
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O envolvimento de TFAM na sinalizacao de estresse mitocondrial

O Fator de Transcricdo Mitocondrial A (TFAM) é codificado pelo genoma nuclear e
exerce funcbes essenciais na transcricdo e replicagdo mitocondrial. Assim como outras
proteinas HMG box, TFAM também é capaz de se ligar e compactar o mtDNA em nucleoides.
Cada nucleoide é composto por uma cépia de mtDNA e algumas proteinas, dentre as quais a
mais abundante € TFAM (1000 moléculas de TFAM por moléculas de mtDNA) (Kukat et al.,
2011). Experimentos in vivo em modelo de camundongo mostraram que o nocaute do gene de
TFAM leva a letalidade embrionaria, reducdo de mtDNA, desorganizacdo de cristas
mitocondriais e disfuncdo da OXPHOS (Larsson et al., 1998). A superexpressao de TFAM
apresentou efeitos protetores em modelos de doengas metabdlicas, cardiovascular e
neuropatoldgicas (Kang et al., 2018), bem como o tratamento de camundongos envelhecidos
com a proteina recombinante humana TFAM melhorou a meméria dos animais juntamente com
recuperacdo da respiracdo mitocondrial, expressdo da polimerase mitocondrial POLG e
transcricdo de mtDNA (Thomas et al., 2012).

Dessa forma, € evidente que a reducdo do nimero de cdpias de mtDNA, bem como de
TFAM, est4 associada com doencas neurodegenerativas. TFAM tem sido considerado como
elemento central nas respostas inflamatorias mediadas por estresse de mtDNA (Kang et al.,
2018). West e colaboradores (2015) demonstraram que a deficiéncia em TFAM resulta em
estresse de mtDNA moderado, liberacdo de mtDNA para o citosol, ativacdo da sinalizagédo
antiviral citosélica cGAS-STING-TBK1, que culmina no aumento de expressdo de genes
estimulados por interferon (ISGs) e confere resisténcia a infecgdo viral (West et al., 2015). Wu
et al 2019 propds ainda que o dano e subsequente liberacdo de mtDNA para o citoplasma
elicita uma resposta de sinalizacdo protetora que promove o aumento do reparo de DNA
nuclear em células e tecidos, sugerindo que o mtDNA possa atuar como sentinela do estresse
genotoxico.

White et al., 2014 e Rongvaux et al., 2014 exploraram a liberacdo de mtDNA no contexto
da morte celular. Eles mostraram que na auséncia da ativacédo de caspase apoptotica, mtDNA
ativa cGAS de forma promiscua, que leva a aumento dos niveis sanguineos de IFN-B e induz a
expressdo de ISGs. Esses resultados sugerem que a cascata de caspases € crucial para
diminuir a resposta por interferon tipo | em células em processo de morte/apoptose, isto &,
mantendo a natureza da apoptose mitocondrial imunologicamente silenciosa.

Dessa forma, dada a importdncia de TFAM em doencas metabdlicas e
neurodegenerativas, a melhor compreensdo dos mecanismos pelos quais o estresse de
mtDNA (induzido pela deficiéncia em TFAM) contribui para a ativagdo de respostas
inflamatérias, pode trazer novas estratégias terapéuticas para essas doencgas. Nesse contexto,
o entendimento mais profundo da comunicagdo neurénio e microglia, esta como importante
componente do SNC com papéis neuroprotetores ou neurotéxicos, nos permite interferir no
avanco da doenca em trés formas, através da supressédo das propriedades pro-inflamatérias da
microglia para limitar o efeito deletério da ativacdo microglial; através da modulacdo das
mudancas fenotipicas para favorecer suas propriedades anti-inflamatérias; ou por influenciar no
processo de preparacdo microglial (priming) durante os estagios iniciais da doenca (Leng e
Edison, 2021).
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Objetivos

Os objetivos do projeto sdo produzir um modelo de estresse mitocondrial em células
neuronais através da deplecdo do fator de transcricdo mitocondrial TFAM e investigar os
padrdes moleculares associados a dano que sinalizam para ativagdo microglial e que poderdo
atuar como indice progndstico precoce para doencas neuroinflamatérias.

Especificamente, os objetivos sao:

1) Estabelecer linhagem de células neuronais com deplecdo para o fator de transcri¢do
mitocondrial TFAM utilizando a ferramenta CRISPR/Cas9.

2) Confirmar a inativagdo do gene através de PCR e WB para TFAM, bem como através de
ensaios de microscopia confocal e qRT-PCR para avaliar fungcdo mitocondrial e
qguantidade de DNA mitocondrial, respectivamente.

3) Realizar a marcagdo de DNA mitocondrial utilizando a sonda fluorescente PicoGreen e
microscopia confocal para verificar se ha liberagdo de mtDNA no citoplasma.

4) Investigar a ativagdo de vias de sinalizacdo pré-inflamatdrias induzidas por mtDNA
citoplasmatico através de analise da expressdo de genes por gRT-PCR. Avaliar a
expressao de genes estimulados por interferon (I1SGs), inflamassoma, TLR9.

5) Estabelecer o protocolo de cultura primaria de células microgliais a partir de cértex de
camundongo CX3CR1-GFP/+. As microglias expressardo a proteina verde fluorescente
GFP.

6) Realizar a co-cultura de células neuronais selvagens (WT) e depletadas em TFAM com
microglias CX3CR1-GFP/+.

7) Investigar como o estresse de DNA mitocondrial em neurdnios afeta a comunicacdo
neurdnio-micréglia através de medidas de metabolismo de micréglia (analise da
morfologia celular por microscopia e do padrao de diferenciacdo de micréglia em M1
(pro-inflamatério) e M2 (anti-inflamatoério) por qRT-PCR).

8) Realizar o metaboloma do sobrenadante e pellet da co-cultura de neurénios com
micréglias a fim de identificar os fatores solluveis e ndo solliveos que podem estar
associados aos mecanismos de comunicagdo entre neurbnios e microglias em
condicbes basais e em condicdes de estresse de DNA mitocondrial.

Metodologia
Cultura de células

As células da linhagem de neuroblastoma humano SHSY5Y serdo cultivadas em meio
DMEM-F12 suplementado com 10 % de Soro fetal bovino (SFB) e 1 % de Penicilina
/Estreptomicina e mantidas em incubadora de CO2 a 37°C e 5% de umidade.

Producéo de células nocautes

Para inativar o gene de interesse utilizando a ferramenta de CRISPR/Cas9, as
sequencias do RNA guia selecionadas ap0ds analise no software CRISPOR seréo clonadas no
vetor px459 o qual também possui 0 gene para expressao da endonuclease Cas9 e o gene de
resisténcia a puromicina para selecao de clones de células modificadas.
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Western blotting e genotipagem por PCR

As células serdo coletadas e lisadas em tampao RIPA (Tris-HCI 50 mM (pH 8), NaCl 150
mM, detergente NP40 1%, deoxicolato de sddio 0,5%, SDS 0,1%) suplementado por coquetel
de inibidores de protease, DNasel 10 pg/mL e RNaseA 20 pg/mL. Os extratos proteicos seréo
quantificados utilizando o kit Pierce BCA Protein Assay, separados em gel de SDS-PAGE e
submetidos ao Western blot, utilizando-se anticorpos especificos para as proteinas de
interesse.

Para a identificacdo dos clones de células nocautes para o gene de interesse, as
mesmas terdo seus DNA gendmico (gDNA) extraido e utilizado para ensaio de PCR a fim de
amplificar as regides de mutacdo utilizando a enzima Phusion e primers especificos. O
fragmento amplificado sera enviado para sequenciamento Sanger.

Microscopia confocal

As células serdo plaqueadas em laminas redondas de vidro colocadas em placas de 24
pocos. Para marcacdo de DNA mitocondrial e mitocéndrias, as células serdo incubadas com o
corante de DNA dupla fita PicoGreen e MitoTracker DsRed. Para analise da morfologia de
microglia, a fluorescéncia da proteina EGFP expressa sob promotor de CX3CR1 sera
visualizada em microscoépio confocal Leica.

PCR em tempo real quantitativo (QRT-PCR)

Para o gRT-PCR, o RNA total sera extraido de células utilizando o reagente TRizol,
conforme recomendacéo do fabricante. As amostras de RNA serdo transcritas em primeira fita
de cDNA utilizando o kit First Strand cDNA Synthesis Kit. Os ensaios de gRT-PCR serdo
realizados em triplicata, com volume final de 10 puL contendo 1 puL cDNA, oligonucleotideos
para cada gene especifico, SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) e agua
deionizada, em equipamento Applied Biosystems 7500 Systems (Applied Biosystems).

Cultura primaria de microglias

Cortexes de camundongos P1 a P3 serdo dissecados, dissociados em tripsina e
plagueados em meio de cultura DMEM-F12 com 10% SFB e 1% de antibiéticos, e mantido em
cultura por 12 a 20 DIV. A cultura microglial serdo preparadas pelo método de tripsinizagédo
branda de forma a obter 98% de micréglias em cultura.

Metaboloma

O ensaio de metaboloma sera realizado no laboratério de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN/CNPEM) segundo protocolos previamente estabelecidos.
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