UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
CURSO DE GRADUAGCAO EM BIOMEDICINA

Vitéria Girelli de Oliveira

RESPOSTA BIOENERGETICA MICROGLIAL APOS TRAUMA
CRANIOENCEFALICO EM CAMUNDONGOS

Porto Alegre
2024



Vitéria Girelli de Oliveira

RESPOSTA BIOENERGETICA MICROGLIAL APOS TRAUMA
CRANIOENCEFALICO EM CAMUNDONGOS

Trabalho de conclusdo de curso de graduacdo
apresentado ao Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul como requisito
parcial para a obtencdo do titulo de Bacharel(a) em
Biomedicina.

Orientador: Professor Doutor Luis Valmor Cruz
Portela
Co-orientador: Doutor Nathan Ryzewski Strogulski

Porto Alegre
2024



CIP - Catalogagao na Publicacao

de Oliveira, Vitéria

RESPOSTA BIOENERGETICA MICROGLIAL APOS TRAUMA
CRANIQENCEFALICO EM CAMUNDONGOS / Vitdria de Oliveira.
-=- 2024.

=

Orientador: Luis Valmor Cruz Portela.

Coorientador: Nathan Ryzewski Strogulski.

Trabalho de conclusio de curso (Graduacio) --
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Instituto
de Ciéneias Basicas da Satds, Curso de Biomedicina,
Porto Alegre, BR-RS, 2024.

1. trauma craniocencefilico. 2. microglia. 3.
respirometria. I. Valmor Cruz Portela, Luis, orient.
IT. Ryzewski Strogulski, Nathan, coorient. III.
Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragao Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




Vitéria Girelli de Oliveira

RESPOSTA BIOENERGETICA MICROGLIAL APOS TRAUMA
CRANIOENCEFALICO EM CAMUNDONGOS

Trabalho de concluséo de curso de graduacédo apresentado ao Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul como requisito parcial para a
obtencéo do titulo de Bacharel(a) em Biomedicina.

Aprovado em: 28 de fevereiro de 2024.

BANCA EXAMINADORA

Documento assinado digitalmente

Vb DIOGO LOSCH DE OLIVEIRA
g - Data: 01/03/2024 14:55:01-0300

Werifique em https:f/validar.iti.gov.br

Diogo Losch de Oliveira — Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Documento assinado digitalmente
g ‘bj b RACHEL KROLOW SANTOS SILVA BAST
A4

Data: 04/03/2024 15:29:56-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Rachel Krolow Bast — Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Documento assinado digitalmente

U b LUIS VALMOR CRUZ PORTELA
g » Data: 28/02/2024 13:44:48-0300

Verifigue em hitps:/fvalidar_iti.gov.br

Luis Valmor Cruz Portela — Universidade Federal do Rio Grande do Sul



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, meus exemplos de trabalho duro e persisténcia. A minha mae, Sirlete,
gue me mostrou a importancia dos estudos, e a0 meu pai, Marcos, que me ensinou a ndo desistir

e ndo me abalar, independente do que aconteca.

A minha irm4, Jéssica, por ter me mostrado que nem tudo precisa ser levado t3o & sério

e que devemos aproveitar a nossa vida independente das circunstancias.

Aos meus colegas de laboratério — Gabriela, Jijo, Pedrinho, Afonso e Marcelo — pelo
apoio nos experimentos, pelo companheirismo e pelos churrascos nos quais sempre faltava

cacetinho (professor Roska, no préximo churrasco, por favor, compre mais pées!).

Aos funcionarios do Mercado Paulista, que acompanharam minha trajetéria e sempre

me protegeram como uma irma.

Ao meu coorientador e chefinho, Dr. Nathan Strogulski, pelas palavras de sabedoria,
pelos ensinamentos, pela paciéncia e pelos Penicillins que bebemos pelos bares de Nova York.

Ao meu namorado e melhor amigo, Nathaniel, pelo companheirismo e apoio nessa

etapa. Eu te amo!

Ao professor Roska, pelos ensinamentos, churrascos, risadas e os passeios na 5th
Avenue. Independentemente do que aconteca, eu nunca vou esquecer do qudo importante tu
foste e continua sendo na minha vida. Eu desejo a todos que iniciam na carreira académica um
professor como tu. Pode ter certeza de que tu foste uma das melhores pessoas que ja conheci na
minha vida. Obrigada por apostar em mim!



“Biology gives you a brain.
Life turns it into a mind.”

Jeffrey Eugenides



RESUMO

O trauma cranioencefalico (TCE) é uma lesdo ao tecido cerebral causada por forcas
biomecanicas externas, como impactos diretos ao cranio, acelera¢des rotacionais bruscas da
cabeca ou ondas de choque. Nos Estados Unidos, o Center for Disease Control and Prevention
(CDC) estimou 190 6ébitos diarios relacionados ao TCE em 2021, enquanto no Brasil houve
uma media anual de cerca de 131 mil internacdes associadas ao TCE entre 2009 e 2019. Os
mecanismos patofisioldgicos do TCE incluem injdria axonal, ativacéo de caspases, disfuncéo
mitocondrial e neuroinflamacdo. Esses eventos desencadeiam danos secundarios, como
desequilibrios i6nicos, disfuncdo bioenergética e acumulo de proteinas neurotdxicas,
contribuindo para a progressdo da neurodegeneragdo. A microglia, uma celula glial no sistema
nervoso central, desempenha um papel central na resposta imune e na manutencdo da
homeostase cerebral. Ela possui dois fendtipos principais: M1, associado a resposta pro-
inflamatdria e metabolismo majoritariamente glicolitico, e M2, relacionado a resolucdo de
inflamacdo e remodelamento tecidual. A respirometria é uma técnica que permite a medicao da
respiracdo celular através de um eletrodo de Clark, sendo crucial para investigar 0s processos
metabdlicos da microglia e de outras células em resposta ao TCE. Neste estudo, foram
utilizados camundongos para investigar os efeitos do TCE na atividade bioenergética da
microglia. Um protocolo de respirometria foi desenvolvido para analisar a respiragéo
mitocondrial da microglia ex vivo. Camundongos machos CF1 foram divididos em dois grupos:
animais SHAM, submetidos a anestesia; e animais TCE, submetidos a um protocolo de trauma
cranioencefalico severo fechado. Os parametros biomecanicos foram profundidade (5 mm),
velocidade (5,7 m/s), e tempo de permanéncia no local (0,1s) Ap6s 24 horas do TCE, os
camundongos foram perfundidos e as células microgliais foram isoladas. Os resultados
mostraram que ndo houve mudancas significativas entre os grupos TCE e SHAM nos seguintes
parametros: capacidade de reserva OxPhos, fluxo N/NS, capacidade de reserva, eficiéncia
fosforilativa, controle de extravasamento e eficiéncia de acoplamento. No entanto, o potencial
de membrana mitocondrial foi comprometido nos animais com TCE, indicando disfuncéo na
formagdo e dissipagdo do potencial de membrana. Concluimos preliminarmente que a
respiracdo mitocondrial ndo é afetada pelo TCE ap6s 24 horas.

Palavras-chave: trauma cranioencefalico; microglia; respirometria.



ABSTRACT

Traumatic brain injury (TBI) is an injury to the brain tissue caused by external
biomechanical forces, such as direct impacts to the skull, sudden rotational accelerations of the
head, or shock waves. In the United States, the Center for Disease Control and Prevention
(CDC) estimated 190 daily deaths related to TBI in 2021, while in Brazil, there was an annual
average of about 131 thousand hospitalizations associated with TBI between 2009 and 20109.
The pathophysiological mechanisms of TBI include axonal injury, caspase activation,
mitochondrial dysfunction, and neuroinflammation. These events trigger secondary damage,
such as ionic imbalances, bioenergetic dysfunction, and accumulation of neurotoxic proteins,
contributing to the progression of neurodegeneration. Microglia, a glial cell in the central
nervous system, plays a central role in the immune response and maintenance of cerebral
homeostasis. It has two main phenotypes: M1, associated with pro-inflammatory response and
predominantly glycolytic metabolism, and M2, related to inflammation resolution and tissue
remodeling. Respirometry is a technique that allows the measurement of cellular respiration
through a Clark electrode, being crucial for investigating the metabolic processes of microglia
and other cells in response to TBI. In this study, male CF1 mice were used to investigate the
effects of TBI on the bioenergetic activity of microglia. A respirometry protocol was developed
to analyze the mitochondrial respiration of microglia ex vivo. Mice were divided into two
groups: SHAM animals, subjected to anesthesia, and TBI animals, subjected to a severe closed-
head injury protocol. Biomechanical parameters were depth (5 mm), velocity (5.7 m/s), and
dwell time (0.1s). Twenty hours after the TBI, mice were perfused, and microglial cells were
isolated. The results showed no significant changes between the TBI and SHAM groups in the
following parameters: OxPhos reserve capacity, N/NS flux, reserve capacity, phosphorylative
efficiency, leak control, and coupling efficiency. Nevertheless, mitochondrial membrane
potential was compromised in TBI animals, indicating dysfunction in the formation and
dissipation of the membrane potential. Thus, we conclude that mitochondrial respiration is not
affected by TBI after 24 hours.

Keywords: traumatic brain injury; microglia; respirometry.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Principais causas d0 TCE ........ccccciiiiiieii et 12
Figura 2 — Danos secundarios ocasionados pelo TCE ... 13
Figura 3 — FenoOtipos MICIOGIIAIS ........cccoviirieiiiiiieise e 14

Figura 4 — Metabolismo das células imunes ativadas ...........c.cccocvevviieiienesiesecse e 16



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Argl - Arginase 1

ATP - Trifosfato de adenosina

BDNF — Fator neurotrofico derivado do cérebro
CDC - Centers for Disease Control and Prevention
CD11b - Integrina alfa M

CDA40 - Cluster de diferenciacao 40

ECG - Escala de Coma de Glasgow

EROs - Espécies Reativas de Oxigénio

FADH: - Dinucleotideo de flavina e adenina
FGF — Fibroblast growth factor

Hif-1a - Fator induzido por hipoxia la

IGF-1 — Insulin growth factor 1

IL-1a - Interleucina la

IL-1P - Interleucina 13

IL-4 - Interleucina 4

IL-10 - Interleucina 10

IL-12 - Interleucina 12

IL-13 - Interleucina 13

IL-23 - Interleucina 23

iNOS - Oxido nitrico sintase

mTOR - Proteina alvo da rapamicina

NADH - Dinucleotideo de nicotinamida e adenina
NADPH - Fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina
NGF — Nerve-derived growth factor

NOX2 - NADPH oxidase 2

Omy - Oligomicina

OxPhos - Fosforilagdo Oxidativa

PKM2 - Piruvato quinase M2

PMG - Piruvato, malato e glutamato

Suc - Succinato

SNC - Sistema Nervoso Central

TNFa - Fator de necrose tumoral o



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...ttt ettt 11
1.1 JUSTIFICATIVA .o 18
1.2 OBJIETIVOS ...t nsn s 19
1.2.1 ODJEUIVO GEIAL ... 19
1.2.2 ODjetiVOS ESPECITICOS ... .cuviviierieiirieieise e 19
2 ARTIGO CIENTIFICO ..ottt 20
3 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS .....c.oviveierereeeeeieriesessssessessssessesnsnsensens 35

REFERENCIAS ...ttt 36

ANEXO A — NORMAS DE PUBLICACAO DA REVISTA JOURNAL OF
NEUROCHEMISTRY ..ot 41



11

1 INTRODUCAO

O trauma cranioencefalico (TCE) representa uma leséo ao tecido cerebral, originada por
forcas biomecénicas externas, tais como impactos diretos ao cranio, aceleracdes e
desaceleracgdes rotacionais bruscas da cabeca, ou ondas de choque resultantes de deslocamentos
do ar. De acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (CDC), maior parte dos
traumas cranioencefalicos sdo ocasionados por quedas (47.9%), seguido de batidas, acidentes
automobilisticos, e motivos desconhecidos (Surveillance Report of Traumatic Brain Injury-
related Emergency Department Visits, Hospitalizations, and Deaths, 2019) (figura 1). O TCE
pode ser classificado como aberto ou fechado, dependendo da presenca ou auséncia de objetos
penetrantes. Clinicamente, a gravidade do TCE é avaliada pela escala de coma de Glasgow
(ECG), que caracteriza as lesdes como leves, moderadas ou severas, considerando fatores
clinicos como a duracgdo, intensidade, natureza e a dire¢do da lesdo, além da presenca de
amnésia ou sintomas neuroldgicos (Blennow et al., 2016).

A prevaléncia do TCE é alarmante. Nos Estados Unidos, dados do CDC apontam para
uma estimativa de 190 o6bitos diérios relacionados a lesbes por TCE em 2021 (Get the Facts
About TBI, 2023). Segundo dados do DATASUS, foram relatados 1.142 casos de TCE
moderado em dezembro de 2023 nas capitais brasileiras. Dentre os desfechos mais comuns
associados ao TCE estdo alteragbes cognitivas e psiquiatricas, morte prematura e sequelas
fisicas que impactam a qualidade de vida dos sobreviventes (Blennow et al., 2016). Além disso,
estudos indicam uma associacdo entre TCE e aumento do risco de deméncia (Nordstrom;
Nordstrém, 2018; Nordstrom et al., 2014).
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Figura 1 — Principais causas do TCE

Quedas -
47.9%

Ataques - 8.3%

Batidas-17.1% Desconhecido / outros -
13.2%

Acidentes
automobilisticos -
14.3%

Fonte: elaborada pela autora. Dados do Centers for Disease Control and Prevention.

O cisalhamento do tecido cerebral apés o TCE desencadeia uma série de eventos
fisiopatoldgicos, incluindo injuria axonal, microporacdo de membranas, extravasamento de
ions, edema celular, ativacéo de caspases e protedlise do citoesqueleto (Blennow et al., 2016;
Blennow; Hardy; Zetterberg, 2012; Johnson; Stewart; Smith, 2013a). Esses eventos
desencadeiam mecanismos bioguimicos secundarios, como disfuncdo mitocondrial,
desequilibrio i6nico, formacdo de agregados proteicos e de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e neuroinflamacdo, levando a neurodegeneracao a longo prazo (Fischer et al., 2016;
Johnson et al., 2017) (figura 2).

No cenario da patologia do TCE, as mitocondrias desempenham um papel central na
regulacdo da sobrevivéncia ou morte celular. Trés vias principais — extrinseca, mitocondrial e
apoptotica mediada por caspase-12 — participam do processo de morte celular. Além disso,
disfuncdo mitocondrial induzida pelo TCE manifesta-se por comprometimentos bioenergéticos,
indicando uma desregulacdo ou ineficiéncia nos componentes da maquinaria bioenergética.
Dessa forma, as investigacdes concentram-se na andlise da capacidade de transferéncia de

elétrons entre os complexos respiratérios, no potencial eletroquimico e na influéncia de cada
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um dos referidos complexos no processo global de sintese de trifosfato de adenosina (ATP)
(Cheng et al., 2012).

Figura 2 — Danos secundarios ocasionados pelo TCE
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Fonte: elaborada pela autora.

A microglia, célula glial com propriedades imunes no sistema nervoso central (SNC),
desempenha um papel crucial na manutencdo da homeostase cerebral, realizando atividades
essenciais, tais como a eliminacdo de residuos celulares, agregados proteicos e outras
substancias tdxicas por meio do processo de fagocitose, além de modular a resposta inflamatoria
frente ao dano neuronal (Colonna; Butovsky, 2017). Em condig@es fisiologicas, a microglia
adota um fenoétipo de monitoramento quiescente, notavel pela expressdo de microRNA-124 e
integrina alfa M (CD11b), com uma menor expressdo de CD46 (Nimmerjahn; Kirchhoff;
Helmchen, 2005). No entanto, em resposta a diversos estimulos, a microglia passa por uma
alteracdo em seu fendtipo, primordialmente categorizada em dois estados distintos: M1 e M2
(Guo; Wang; Yin, 2022) (figura 3). A microglia M1 é responsavel pela producgéo de citocinas
pro-inflamatorias, incluindo interleucinas como IL-1p, IL-1a, IL-12 e I1L-23, fator de necrose

tumoral o (TNF-a), bem como pela expressdo de dinucleotideo de nicotinamida e adenina
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oxidase (NOX2), oOxido nitrico sintase induzida (iNOS) e cluster de diferenciacdo 40
(CD40)(Boche; Perry; Nicoll, 2013; Colton; Wilcock, 2010; Hanisch; Kettenmann, 2007;
Kumar et al., 2016). Por outro lado, a microglia M2 desempenha func@es vitais em diversas
respostas imunologicas, abrangendo reacfes alérgicas, resposta a parasitas, resolucdo de
processos inflamatdrios, remodelamento tecidual, angiogénese, imunorregulacdo e promocéo
tumoral (Sica; Mantovani, 2012), mediadas por fatores como IL-4, IL-13, IL-10 e arginase-1
(Argl) (Cherry; Olschowka; O’Banion, 2015; Gordon, 2003; Sica; Mantovani, 2012).

Figura 3 -Fendtipos Microgliais
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Fonte: elaborada pela autora.

Ap6s o TCE, a microglia atinge seu pico de ativagdo apos sete dias, podendo permanecer
ativada por meses e até anos (Loane; Byrnes, 2010; Turtzo et al., 2014). A exposi¢do continua
a estimulos inflamatérios pode resultar em toleréncia imune, um fenémeno no qual as células
imunes, incluindo as microgliais, tornam-se menos responsivas a estimulos subsequentes.
Embora a tolerancia imune reduza o dano tecidual causado pela resposta inflamatoria excessiva,
estd associada a disfuncdo das células imunes e & neurodegeneracdo a longo prazo (Biswas;
Lopez-Collazo, 2009; Dams-O’Connor et al., 2016; Julien et al., 2017).



15

O dano tecidual resultante do TCE, juntamente com processos celulares subsequentes,
conduz a um aumento da captacdo de glicose pelos neurdnios e células gliais para sintese de
ATP e outros intermediarios necessarios para as reacOes biossintéticas envolvidas na
recuperacdo celular (Xu et al., 2021). A captacdo de glicose do meio extracelular e seu
subsequente processamento no citosol sdo fundamentais para a sintese de piruvato e
intermediarios biossintéticos, além da concomitante reducdo de NAD" a NADH, um cofator
essencial para diversas enzimas. O ciclo do acido tricarboxilico, conhecido como ciclo de
Krebs, ocorre na matriz mitocondrial e tem como objetivo gerar NADH e FADH para a cadeia
de transporte de elétrons, culminando na sintese de ATP, além de outros intermediarios.
Enquanto a glicdlise tem a vantagem de produzir rapidamente 2 ATPs e fornecer intermediarios
biossintéticos para o crescimento celular acelerado, a fosforilagdo oxidativa (OxPhos) produz

36 ATPs através de uma maquinaria metabdlica eficiente, mas muito mais complexa.

Em contextos imunoldgicos, as células T e os macrdfagos ativados exibem um aumento
na atividade glicolitica, essencial para a sintese de intermediarios biossintéticos necessarios ao
crescimento e a proliferacdo das células de defesa (Michalek et al., 2011; Newsholme et al.,
1986; O’Neill; Kishton; Rathmell, 2016; Rodriguez-Prados et al., 2010) (Figura 4). Em um
estudo conduzido por Tannahill et al. (2013), a inibicdo da via glicolitica utilizando 2-
desoxiglicose, um analogo da glicose que inibe a via glicolitica, demonstrou a capacidade de
inibir a ativacdo de macrofagos in vitro e reduzir a inflamacéo in vivo. Em outro estudo, o
estimulo com lipopolissacarideo resultou no aumento da expressao do fator induzivel por
hipéxia (Hif-1a) e da piruvato quinase M2 (PKM2) (Palsson-Mcdermott et al., 2015). No
cenario inflamatdrio, a PKM2 regula e atenua o fluxo glicolitico, desviando intermediarios para
vias biossintéticas e interagindo com Hif-1a quando translocada para o nucleo, promovendo a
expressdo de genes correlatos. A indugdo do estado tetramérico da PKM2, que impede sua
entrada no nucleo, revelou eficicia na reprogramacdo de macrdéfagos para o estado M2
(Palsson-Mcdermott et al., 2015), sendo a inibigdo de Hif-1a também uma abordagem efetiva.
O ciclo de Krebs nos macréfagos M2 permanece integro e associado a fosforilagdo oxidativa,
enguanto nos macréfagos M1, ocorrem interrupcdes apos o citrato e o succinato (Jha et al.,
2015; Tannahill et al., 2013). Nessas circunstancias, o citrato é exportado da mitocéndria para
a sintese de cidos graxos, utilizados na biogénese de membranas, ou desviado para a producao
de dxido nitrico e prostaglandinas (Infantino et al., 2011). O succinato inibe prolil-hidroxilases,
estabilizando o Hif-1a no nicleo e aumentando a produgdo de Il-1B, representando um

mecanismo de ativagdo de Hif-1a em condigdes aerdbias (Tannahill et al., 2013). Dessa forma,
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em condi¢des de estresse celular, o metabolismo celular tende a se reprogramar para
proporcionar um ambiente celular majoritariamente glicolitico. Além disso, o aumento da
atividade glicolitica (hiper glicolise) estad associado ao aumento da sinalizacdo da via alvo
mamifero da rapamicina (mTOR)-Hif-1a (Sun et al., 2024).

Figura 4 — Metabolismo das células imunes ativadas
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Fonte: elaborada pela autora.

A percepcao dos imunologistas de que a reprogramacdo metabdlica exerce influéncia
ndo apenas na provisdo de energia na forma de ATP, mas também na diferenciacao, funcéo e
destino celular, tem suscitado um interesse crescente em abordagens diversificadas para a

investigacdo do imunometabolismo. Nesse contexto, a abordagem do imunometabolismo segue
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um processo sistematico composto por trés fases distintas: a etapa de descoberta, que faz uso
de técnicas como cultura celular, expressdo génica, metabolémica e single-cell RNA-seq; a fase
de caracterizacdo fenotipica, que envolve técnicas como citometria de fluxo, microscopia
eletrnica e respirometria; e, por ultimo, a etapa de confirmacéo, que engloba a validacéo génica
em modelos animais (Voss et al., 2021). A técnica de respirometria possibilita a avaliagdo da
atividade de cada complexo do sistema de transporte de elétrons e é conduzida por meio de
equipamentos especificos, como 0 Oroboros O2k Fluorespirometer e Agilent Seahorse. Embora
muitos estudos facam uso de modelos de cultura celular, a opc¢éo pelo isolamento ex vivo de
microglia é preferivel devido a sua maior fidelidade as condices fisioldgicas. Contudo, a
variabilidade nos procedimentos experimentais pode comprometer a precisdo das conclusoes
obtidas. Para aprimorar a técnica, torna-se necessario adotar protocolos de controle de
qualidade, otimizar as condi¢Ges experimentais e seguir as diretrizes estabelecidas, garantindo,

assim, uma analise metabdlica microglial mais robusta e precisa (Strogulski et al., 2023).

Em suma, os mecanismos de resposta inflamatoria séo intrinsecamente dependentes de
processos neurobioquimicos e vias de sinalizacdo celular que envolvem a disponibilidade de
intermediarios metabdlicos e adenosina trifosfato. Nesse contexto, as mitocondrias das células
imunes sdo reconhecidas como a "usina de for¢a da imunidade™, coordenando as demandas
energéticas associadas aos desafios imunolédgicos por meio do balango entre a fosforilagdo
oxidativa e a glicolise. Dessa forma, essas adaptacdes metabdlicas desempenham um papel
significativo na regulacdo da resposta neuroimune, destacando a mitocondria como um

regulador chave da neuroinflamac&o apds o traumatismo cranioencefalico.
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1.1 JUSTIFICATIVA

O trauma cranioencefalico € uma condi¢do complexa associada a uma série de desafios
mecanisticos e clinicos, incluindo alteracfes cognitivas, sequelas fisicas e aumento do risco de
deméncia. Em resposta ao TCE, a microglia desencadeia uma série de eventos imunolégicos
acoplados ao metabolismo, influenciando diretamente a resposta inflamatdria, os processos de
reparo neuronal e os desfechos neurofuncionais. A transicdo entre fendtipos M1 e M2, suas
respostas imunolodgicas distintas, a disfuncdo mitocondrial e a ativacdo prolongada séo
elementos marcantes da resposta pds-TCE. Além disso, a influéncia da reprogramacéo
metabolica nas funcdes da microglia representa um campo emergente de pesquisa, uma vez que
a intersecdo entre o metabolismo celular e a resposta imunoldgica pode oferecer insights

valiosos para potenciais alvos terapéuticos.

Considerando o impacto significativo do TCE na saude publica, a investigacdo do
imunometabolismo microglial proporciona ndo apenas uma compreensdo mais profunda dos
mecanismos patofisioldgicos, mas também abre portas para intervengdes terapéuticas
direcionadas. Dessa forma, este trabalho contribui para a construgdo de uma base cientifica para

a abordagem clinica e o desenvolvimento de terapias para pacientes afetados pelo TCE.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Desenvolver um protocolo para anélise respirométrica da microglia ex vivo e investigar

0 impacto do trauma cranioencefalico moderado no metabolismo microglial de camundongos.

1.2.2 Objetivos especificos

a) Investigar a expressdo de marcadores de atividade glicolitica;

b) investigar a atividade dos complexos I, I, IV e V da cadeia respiratoria
mitocondrial, analisando o consumo de oxigénio em resposta a substratos e inibidores
especificos dos complexos;

C) avaliar a formacéo e dissipacdo do potencial de membrana mitocondrial

na microglia.
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1. INTRODUCAO

O trauma cranioencefalico (TCE) e caracterizado por uma lesdo ao tecido cerebral
resultante de forcas biomecéanicas externas, como impactos diretos ao cranio, aceleragdes
rotacionais bruscas da cabeca, ou ondas de choque. Nos Estados Unidos, dados do Center for
Disease Control and Prevention (CDC) revelam uma estimativa alarmante de 190 6bitos diéarios
relacionados a lesGes por TCE em 2021 Get the Facts About TBI 2023. No Brasil, entre 2009
e 2019, a média anual foi de aproximadamente 131 mil internac6es associadas ao TCE (Carteri;
Silva, 2021). A incidéncia do trauma revela uma realidade preocupante, com consequéncias
ndo apenas imediatas, mas também a longo prazo, incluindo altera¢Bes cognitivas, psiquiatricas
e um aumento associado ao risco de deméncia (Nordstrom; Nordstrom, 2018; Nordstrom et al.,
2014).

Os eventos fisiopatoldgicos desencadeados pelo TCE, como injdria axonal, ativacao de
caspases, disfuncdo mitocondrial e neuroinflamacdo, contribuem para a progressdo da
neurodegeneragéo (Blennow et al., 2016; Blennow; Hardy; Zetterberg, 2012; Johnson; Stewart;
Smith, 2013b). Dentre as células envolvidas nesse processo, a microglia, célula glial no sistema
nervoso central, assume um papel central na resposta imune e na manutencdo da homeostase
cerebral (Kumar et al., 2016; Loane; Kumar, 2016).

A transicdo de estados na microglia é essencial para entender a resposta apds um TCE.
Em condigdes fisioldgicas, ela mantém um estado vigilante, desempenhando fung@es cruciais
na defesa celular, fagocitose, suporte a diferenciacdo neuronal, mielinizacdo e nas funcdes
cognitivas. Entretanto, diante de diferentes estimulos, a microglia pode adotar dois estados: M1
e M2 (Guo; Wang; Yin, 2022). O fendtipo M1 esta associado a citocinas pro-inflamatdrias, tais
como interleucina 1B, IL-6, IL-12, TNF-a, e expressdo de NOX2, iNOS ¢ CD40 (Colonna;
Butovsky, 2017). Por outro lado, a microglia M2 desempenha papel vital em processos como
resolucdo de inflamacéo, remodelamento tecidual e angiogénese, mediados pelas interleucinas
IL-4, IL-13, IL-10, arginase-1, bem fatores de crescimento (insulin growth factor 1, IGF-1;
fibroblast growth factor, FGF) e neurotroficos (nerve-derived growth factor, NGF; fator
neurotrofico derivado do cérebro, BDNF) (Colonna; Butovsky, 2017; Sica; Mantovani, 2012).

Além disso, um aspecto crucial na transicdo de fendtipos microglial € o remodelamento
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metabdlico, no qual a analise da microglia revela adaptacdes celulares essenciais para a

sobrevivéncia e fungdo frente a injdrias.

Estudos indicam que, em condig¢des inflamatdrias, células como macréfagos ativados
aumentam sua atividade glicolitica para fornecer energia necessaria ao crescimento e a
proliferacdo celular (Hemonnot-Girard et al., 2022; Newsholme et al., 1986; O’Neill; Kishton;
Rathmell, 2016; Xu et al., 2021). A transicdo para um estado glicolitico é mediada por vias
metabdlicas especificas, como a ativacao de fatores como o fator induzivel por hipéxia 1 o (Hif-
la) e a regulacdo pela enzima piruvato quinase M2 (PKM2) (Palsson-Mcdermott et al., 2015).
Entender como essa transicdo ocorre nas células microgliais é crucial para desvendar os

mecanismos subjacentes ao impacto metabédlico do TCE.

A respirometria de alta resolucdo (high resolution respirometry, HRR) é uma
abordagem de pesquisa mitocondrial e celular que, através do equipamento Oroboros O2K,
possibilita a medicdo da respiracdo em diferentes preparacdes mitocondriais e células vivas
(Gnaiger, 2014). Ao adotar uma analise respirométrica, buscamos nao apenas compreender as
alteracdes bioenergéticas nas mitocéndrias da microglia pds-TCE, mas também estabelecer um
protocolo que assegure a fidelidade aos contextos fisiologicos. Esta abordagem se alinha com
as tendéncias recentes em imunometabolismo, destacando a interconexao entre 0S processos

metabolicos e a resposta inflamatoria (Strogulski et al., 2023; Voss et al., 2021).

Sendo assim, neste estudo objetivamos preencher as lacunas do entendimento dos
mecanismos metabdlicos especificos que ocorrem na microglia pés-TCE, desenvolvendo um
protocolo para a analise respirométrica da microglia ex vivo, além de investigar os efeitos de
um trauma cranioencefalico severo na microglia de camundongos. Ao compreender a resposta
da microglia e dos processos metabdélicos envolvidos, almejamos contribuir para a compreensao

da patogénese do TCE e abrir novas perspectivas terapéuticas para essa condi¢ao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 ANIMAIS

Camundongos CF1 de 90 dias de idade, totalizando 8 animais, foram distribuidos em 2
grupos: SHAM e TCE. Os animais foram fornecidos pelo Centro de Reproducdo e
Experimentagdo de Animais de Laboratorio (CREAL) da UFRGS e ficaram em ambiente com
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temperatura controlada (22°C + 1), ciclo claro e escuro de 12 horas, com livre acesso a comida
e 4gua. Todas as etapas experimentais deste estudo seguiram as diretrizes estabelecidas pela

Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFRGS, sob o nimero 40077.

2.2 INDUCAO DO TCE

Para inducdo do TCE, utilizou-se o equipamento myNeuroLab®, Leica, St. Louis, MO,
USA. Os animais foram previamente anestesiados com isoflurano 3% para garantir sedacédo
durante o procedimento. Em seguida, foram posicionados em um estereotaxico para assegurar
que suas cabecas estivessem alinhadas para receber o impacto, com parametros especificos de
velocidade, profundidade anteroposterior e tempo de permanéncia no local do dano (adaptado
de Smith et al., 1995). Foi administrado um Gnico trauma. Os animais do grupo SHAM foram
submetidos a0 mesmo procedimento de anestesia e aloca¢ao no estereotaxico, mas nao sofreram
0 trauma. Posteriormente, 0s animais repousaram em um colchdo aquecido até a recuperacao

da consciéncia, antes de serem retornados as suas caixas.

2.3 PERFUSAO

Apos 24 horas do TCE, os camundongos foram perfundidos transcardialmente com 20
mL de HBSS gelado para que os macrofagos da corrente sanguinea ndo interfiram no
isolamento. O cérebro foi dissecado e mantido em HBSS gelado até o momento da

homogeneizacdo (Herron et al. 2022).

2.4 FRACIONAMENTO CELULAR

O isolamento da microglia ex vivo foi realizado conforme Herron et al. (2022).
Brevemente, o cérebro foi removido e cuidadosamente homogeneizado em HBSS com 30
strokes. Apos centrifugacdo a 350g a 4°C por 5 minutos, a amostra foi ressuspendida em Percoll
37% e cuidadosamente adicionada sobre Percoll 70%. Em seguida, a amostra foi centrifugada
a 800 g a 23°C por 25 minutos. Apds essa etapa, a interface rica em microglia foi coletada,

centrifugada a 350 g a 4°C por 5 minutos, e ressuspendida em tampédo HBSS.

2.5 PAINEL MITOCONDRIAL
Para avaliacdo do perfil bioenergético da microglia, foi realizada a respirometria de alta
resolugcdo em tempo real, utilizando o Oroboros O2k-oxygraph. Foram adicionados 500uL de
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amostra a cada cuba. Um protocolo envolvendo com substratos, desacopladores e inibidores
(SDI) do sistema de transporte de elétrons (STE) foi empregado (Gnaiger, 2014). As analises
foram realizadas em uma solucdo tampdo contendo EDTA 0.73mM, MgCl; 4mM, KH2PO4
5mM, HEPES 20mM e Manitol 320mM (pH 7.4), com resultados normalizados pelo conteudo
de proteinas. Todas as analises foram realizadas em cubas de 2mL vedadas, a uma temperatura
constante de 37°C.

O procedimento consistiu na estabilizacdo da amostra por 10 minutos, seguida pela
adicdo de Piruvato, Malato e Glutamato (PMG) a 4mM. Apos estabilizacdo, foi introduzido
ADP a 2,5mM, seguido pela adi¢do de Succinato a 2mM e novamente 2,5mM de ADP. A
Oligomicina (2ug) foi entdo adicionada para obter a respiracdo ndo fosforilativa (Lomy),
seguida pela adicdo do iono6foro CCCP (0,1mM) para avaliar a capacidade maxima do STE
(E)(Fig 1). Inibidores especificos dos complexos (Rotenona, Malonato, Antimicina-A e Azida
Sédica) foram adicionados para avaliar o consumo de O extra-mitocondrial. O fluxo de
consumo de oxigénio por complexo, a eficiéncia bioquimica mitocondrial, a capacidade de
reserva OxPhos, a capacidade do STE, a eficiéncia de acoplamento e o extravasamento de
prétons H+ foram calculados com base nos resultados obtidos (Carteri et al., 2019a; Gnaiger,
2014).

O ensaio de potencial de membrana A¥Wm (Safranina- O) foi realizado na microglia
isolada, seguindo o mesmo protocolo sequencial de SDI da respirometria. A variacdo dos
pontos subsequentes foi calculada para mensurar o fluxo de formacéo e dissipacao do potencial
de membrana mitocondrial utilizando um espectrofotbmetro (Spectra Max M5, Molecular
Devices) com comprimentos de onda de excitagdo de 495nm e emissdo de 586nm. As amostras
foram incubadas na mesma solucdo tampédo da respirometria com a adicdo de 10uM de
Safranina-O. Numeros positivos indicam uma diminuigdo na A¥Wm, enquanto numeros
negativos indicam um aumento na A¥Ym. O branco foi realizado apenas com adi¢ao de solugao
tampéo e safranina-O. As amostras foram normalizadas pela concentragdo de proteinas (Carteri
et al., 2019a).

2.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos por média *+ desvio padrdo. Foi realizado o teste de
Shapiro-Wilk, seguido do teste T de Student para comparacao entre 0os grupos. As analises
foram realizadas no software GraphPad Prism 10.1.2. As diferengas foram consideradas

estatisticamente significantes quando p < 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 Protocolo de respirometria microglial ex vivo de camundongos

Os resultados indicaram a eficacia do protocolo de respirometria, evidenciada pelo
aumento do consumo de oxigénio apos o estimulo com substratos (PMG, ADP, Succinato e
ADP), pela reducdo do consumo de oxigénio ap0s a adi¢do de oligomicina um inibidor da ATP-
sintase, e pelo subsequente aumento no consumo de oxigénio apds a administracdo do
desacoplador FCCP (Fig 1).

3.2 N&o houve mudancas significativas na anélise respirométrica microglial 24 horas

apos o trauma cranioencefalico

A capacidade de reserva da fosforilacao oxidativa (OxPhos) é definida como a diferenca
entre a respiracdo OxPhos maxima (P) e a respiracdo basal (R), representando a capacidade
disponivel para um aumento na OxPhos, além da taxa da respiracdo basal. Ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos TCE e SHAM (P=0.2829, t=1.179, df=6,
Fig 2a).

A eficiéncia de controle da via NS-N quantifica a alteracdo fracionaria no fluxo quando
0 succinato é adicionado a respiracdo associada a via N. N e NS referem-se, respectivamente, a
respiracdo N (com Piruvato, Malato, Glutamato ou outros substratos ligados ao Cl) e NS (N em
combinagio com succinato). E dado por N/NS. N&o houve diferenca significativa entre os
grupos SHAM e TCE (P=0.0532, t=2.401, df=6, Fig 2b).

A capacidade de reserva expressa a diferenca entre capacidade maxima de respiracao
(E), obtida pela titulacdo com um desacoplador, e a respiracdo basal (R), dividida por E. Quando
ndo ha capacidade sobressalente, E-R € igual a 0, enquanto é igual a 1 quando o limite maximo
é atingido. Considerando que a capacidade E é significativamente maior que a capacidade
OxPhos, a capacidade de reserva ndo tem a finalidade de aumentar a fosforilagdo oxidativa,
mas sim indica uma reserva para a respiragdo desacoplada. Nao houve diferenca significativa
entre os grupos SHAM e TCE (P=0.9963, t=0.004792, df=6, Fig 2c, com ambos 0s grupos com

médias proximas a 0.6, indicando uma grande capacidade sobressalente.

A eficiéncia fosforilativa é calculada como a diferenga entre capacidade méxima de

OxPhos (P) e a respiragdo LEAK, na qual a ATP-sintase esta inibida, dividida pela capacidade
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maxima P. Representa a capacidade respiratoria mitocondrial relacionada diretamente com a
fosforilagdo de ADP. N&o houve diferenga significativa entre a eficiéncia fosforilativa dos
grupos SHAM e TCE (P=0.0876, t=1.084, df=6, Fig 2d).

O controle de extravasamento (E-L)/P mede a proporc¢do de consumo de oxigénio que
ndo é utilizado para fosforilagdo, denotado como (E-L), em relacdo a taxa maxima de consumo
de oxigénio (P), e fornece dados sobre a eficiéncia do sistema de fosforilacdo em utilizar o
oxigénio disponivel para a sintese de ATP. N&o houve diferenga no controle de extravasamento
entre os grupos SHAM e TCE (P=0.0774, t=2.128, df=6, Fig 2d).

A respiracdo LEAK (L), observada na auséncia de estimulo por ADP, representa a
respiracdo ndo-fosforilativa das mitocondrias. A eficiéncia de acoplamento, por outro lado,
mede a eficiéncia do acoplamento entre a respiracdo e a sintese de ATP. E calculada como a
diferenca entre a taxa maxima de respiracdo (E) e a taxa de respiragdo LEAK (L), dividida pela
taxa maxima de respiracdo (E). Quando ndo ha acoplamento (L=E), a eficiéncia de acoplamento
é 0. Quando o sistema esta totalmente acoplado (L=0), a eficiéncia de acoplamento é 1. N&do
houve diferenca significativa entre a capacidade de acoplamento entre os grupos SHAM e TCE
(P=0.8052, t=0.2578, df=6, Fig 2f).

3.3 O trauma cranioencefalico compromete a formacao e a dissipacao do potencial

de membrana mitocondrial

No ensaio de potencial de membrana mitocondrial utilizando Safranin-O, o grupo
SHAM foi capaz de formar Aym apds a adi¢cdo de substratos, assim como dissipar apos a adi¢ao
de desacoplador. No entanto, nos animais TCE, observamos formacado e dissipagdo do Aym

prejudicados em relacdo ao grupo SHAM (Fig 3).
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3. DISCUSSAO

O TCE é um evento neuroldgico com estatisticas e consequéncias alarmantes, afetando
pessoas em todo o mundo (Langlois; Rutland-Brown; Wald, 2006). Alem do dano primeiro ao
tecido cerebral, o dano secundario apos o TCE estd associado a desequilibrios idnicos,
disfuncéo bioenergética e acimulo de proteinas neurotdxicas, sendo a neuroinflamacdo uma
caracteristica marcante que influencia os desfechos neuroldgicos (Blennow et al., 2016; Loane
& Byrnes, 2010). Portanto, é crucial entender fatores multidimensionais que podem influenciar
a resposta neuroinflamatérias microglial apds o TCE. Nesse contexto, o presente estudo buscou
investigar os efeitos do TCE na atividade bioenergética da microglia de camundongos. Com
base nesse conceito, adaptamos um método de isolamento de microglia para estudo do

metabolismo mitocondrial.

Embora haja relatos de estudos da respirometria de linhagem celular microglial na
literatura (Chausse et al., 2020; Nagy et al., 2018), o presente trabalho inovou ao apresentar um
protocolo para respirometria mitocondrial de microglia ex vivo em camundongos. O protocolo
adotado nos permitiu investigar o consumo de O2 ligado aos complexos | e I, bem como
analisar a capacidade fosforilativa maxima, reserva e eficiéncia mitocondrial. Futuros
experimentos serdo realizadas para investigar a resposta microglial a diferentes substratos,

assim como validar os resultados obtidos.

Uma das respostas centrais ao trauma cranioencefalico é a ativacao da microglia (Kumar
et al., 2016; Loane; Byrnes, 2010). Na fase aguda, a microglia parece reagir migrando até o
local da leséo em resposta ao ATP extracelular liberado pelo tecido danificado (Davalos et al.,
2005). Em humanos, a ativacdo microglial foi relatada 72 horas apds o trauma, persistindo
ativacdo por meses e até anos ap0os o TCE (Engel et al., 2000), o que é corroborado por modelos
animais. Além disso, um dos desfechos do dano secundario apés o TCE é a disfuncéo
bioenergeética cerebral (Carteri et al., 2019b; Kopczynski et al., 2023). No entanto, ha poucos
estudos em relagédo ao efeito do TCE na bioenergética microglial de camundongos.

Nossos resultados indicam que, 24 horas apds o TCE, ndo foram observadas mudancas
significativas na analise respirométrica da microglia quando comparadas ao grupo controle
SHAM. As principais métricas avaliadas, incluindo a capacidade de reserva OxPhos, eficiéncia

de controle da via N-NS, capacidade de reserva e eficiéncia fosforilativa, ndo apresentaram
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diferengas estatisticamente significativas entre os grupos. Visto que, 24 horas apds o TCE, o
fendtipo microglial predominante € o M2 (Simon et al., 2017), é esperado que 0s parametros
respirométricos ndo sejam significativamente diferentes entre os grupos. No entanto, é
importante ressaltar que a amostra analisada ndo foi do hemisfério ipsilateral, proximo a lesao,
mas sim do cérebro inteiro. Dessa maneira, ainda é necessario otimizar o protocolo de

isolamento para trabalhar com regiBes cerebrais ou um nico hemisfério.

Outro dano secundario bem estabelecido ap6s o TCE é o dano oxidativo causado pela
formacdo de espécies reativas de oxigénio (Carteri et al., 2019b), que através de um loop pode
levar ao desequilibrio do potencial de membrana mitocondrial. Nesse sentido, observamos que
a microglia do grupo TCE, diferente dos animais SHAM, ¢é incapaz de formar e dissipar o
potencial de membrana mitocondrial apds o estimulo com substratos ou um desacoplador. Dado
0 prejuizo na forca proton-motriz, mais testes serdo necessarios para confirmar a hip6tese de
que as células estejam sintetizando menos ATP. Ademais, mais estudos serdo necessarios para
confirmar a hipdtese de que o causador desse desequilibrio seja 0 aumento da producao de
espécies reativas de oxigénio mitocondriais, um dano ja estabelecido ap6s o trauma

cranioencefalico (Carteri et al., 2019b; Kopczynski et al., 2023).

Nossos resultados contribuem para o entendimento dos mecanismos metabolicos
envolvidos na resposta da microglia ao TCE. Embora ndo tenhamos identificado alteractes
agudas na respirometria microglial, isso ndo exclui a possibilidade de que mudancas ocorram
em estagios subsequentes associados ao processo de recuperacdo ou, alternativamente,
progressao do dano tecidual. Portanto, sdo necessarios experimentos em diferentes janelas de

tempo para caracterizar completamente a resposta microglial apds o TCE.

Em suma, este estudo inovou ao apresentar um protocolo de respirometria mitocondrial
de microglia ex vivo em camundongos e mostrou que ndo ha evidéncias de mudancas nos
parametros respirométricos microgliais 24 horas ap6s o trauma cranioencefalico. A deficiéncia
na formacdo e dissipacdo do potencial de membrana mitocondrial microglial requer mais
estudos para elucidar seu mecanismo. Dessa forma, serdo realizados mais experimentos para
investigar a respirometria microglial em diferentes periodos, bem como em diferentes regides

do cérebro.
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4. FIGURAS E LEGENDAS
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Figura 1 - Analise respirométrica mitocondrial de microglia ex vivo de camundongos.
Foi empregado protocolo SUIT (A) utilizando substratos e inibidores do sistema de transporte
de elétrons. b) Consumo de oxigénio ap6s adicéo de substratos e inibidores. Abreviacbes: PMG,
piruvato, malato e glutamato; A, ADP; SUC, succinato; FCCP, carbonil cianida p-

trifluorometoxifenilhidrazona; Omy, oligomicina.
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Figura 2 - Analise respirométrica mitocondrial da microglia de camundongos SHAM e

TCE. Néo houve diferencgas significativas na capacidade de reserva OxPhos (A), fluxo N/NS

(B), capacidade de reserva (C), eficiéncia fosforilativa (D), controle de extravasamento (E) e

eficiéncia de acoplamento (F) entre os grupos SHAM e TCE.



31

Potencial de Membrana Mitocondrial

0.0275065 0.026437 0.026437 0.014381

250009 [ ] ] M

. + SHAM
© 20000+ ¢ TCE
o
g’ 15000 [
)
j,j 10000 |
= o
@ 5000 '

oLl L = 1= =

BASAL PMGSA oMy FCCP

Figura 3 - Analise do potencial de membrana mitocondrial da microglia de
camundongos SHAM e TCE. Apos adicdo de substratos e desacopladores, a mitocondria dos

animais do grupo TCE néo foi capaz de formar ou dissipar o potencial de membrana.
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3 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O presente estudo introduziu um novo protocolo de respirometria de microglia ex vivo
de camundongos, assim como avaliou os efeitos de um trauma cranioencefalico severo nesses
animais. Na janela de tempo observada (24 horas), ndo foram identificados efeitos significativos
do TCE nos parametros de capacidade de reserva, fluxo N/NS, eficiéncia fosforilativa, controle
de extravasamento e eficiéncia de acoplamento mitocondriais. Entretanto, as mitocondrias da
microglia dos animais submetidos ao TCE demonstraram incapacidade de formar e dissipar
potencial de membrana, ao contrario das dos animais SHAM. Dessa forma, este estudo conclui
que, em 24 horas, ndo héa efeito do TCE nos parametros respiromeétricos mitocondriais da
microglia de camundongos.

Em experimentos futuros, serdo analisados marcadores de inflamagdo, como
interleucinas pro- e anti-inflamatorias, além das proteinas-chave da via glicolitica, para
caracterizacdo do fenotipo microglial. Experimentos serdo conduzidos em diferentes periodos
de recuperacdo apos o trauma cranioencefalico, assim como em diferentes graus de severidade
do TCE. Experimentos de imuno-histoquimica serdo efetuados para caracterizar a morfologia
microglial em resposta ao TCE. Testes comportamentais e cognitivos serdo realizados para
avaliar a associagdo entre o comprometimento bioenergético da microglia e os danos cognitivos
resultantes do TCE. Por fim, o artigo sera reescrito para submissdo ao periédico Journal of
Neurochemistry.
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