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RESUMO

Disturbios neurolégicos sédo a segunda maior causa de mortes no mundo, tendo sua
origem e progresséao fortemente relacionadas com processos neuroinflamatérios. O
papel dos astrdcitos reativos na neuroinflamacao tem ganhado crescente relevancia,
visto que estas células podem influenciar o desfecho de inumeras condi¢cbes
patoldgicas de forma benéfica ou prejudicial. Esses astrécitos sdo capazes de liberar
mediadores inflamatérios e afetar a conectividade sinaptica, seja pela producédo de
moléculas sinaptogénicas ou pela eliminacdo de terminacfes sinpticas através da
fagocitose. Assim, estudar as vias que regulam a atividade dessas células € essencial.
O receptor metabotrépico de glutamato do tipo 5 (MGIuR5) pode modular a resposta
astrocitaria ao microambiente, exercendo efeitos opostos. Desse modo, 0 objetivo
deste trabalho foi investigar o papel do mGIluR5 na reatividade e na alterac&o funcional
de astrocitos derivados de células tronco de pluripoténcia induzida humanas (hiPSCs)
em resposta ao fator de necrose tumoral alfa recombinante (rTNF-a). A inibicdo do
MGIuR5 pelo 2-cloro-4-((2,5-dimetil-1-(4-(trifluorometoxi)fenil)- 1H-imidazol-4-
il)etinil)piridina (CTEP) reduziu a secrecédo de citocinas proé-inflamatorias (TNF-a e
interleucina-6) apos 4h de estimulacdo com rTNF-a, embora esse efeito diminua com
o tempo. O CTEP também aumentou a fagocitose de sinaptoneurossomos pelos
astrocitos, tanto na auséncia quanto na presenca de rTNF-a, indicando que o bloqueio
de mGIuR5 é suficiente para promover a fagocitose de material sinaptico. Além disso,
tanto a inibicdo de mGIuR5 quanto a estimulacdo com rTNF-a elevaram a expressao
do marcador de reatividade SERPINA3 e reduziram a expressdo de moléculas
sinaptogénicas. Esses dados sugerem que o mGIUR5 desempenha um papel
complexo nos astrécitos, ja que seu bloqueio tem efeitos potencialmente protetores

ou prejudiciais em contextos inflamatorios.

Palavras-chave: mGIuRb5; astrécitos reativos; neuroinflamacéo; TNF-a.



ABSTRACT

Neurological disorders are the second leading cause of death worldwide, with their
origin and progression strongly linked to neuroinflammatory processes. The role of
reactive astrocytes in neuroinflammation has gained increasing relevance, as these
cells can influence the outcome of numerous pathologies in either a beneficial or
detrimental manner. These astrocytes can release inflammatory mediators and affect
synaptic connectivity, either by producing synaptogenic molecules or by eliminating
synaptic terminals through phagocytosis. Thus, studying the pathways that regulate
the activity of these cells is essential. The metabotropic glutamate receptor type 5
(mGIuR5) can modulate the astrocytic response to the microenvironment, exerting
opposite effects. Therefore, the aim of this study was to investigate the role of mGIuR5
in the reactivity and functional alteration of human induced pluripotent stem cells
(hiPSCs)-derived astrocytes in response to recombinant tumour necrosis factor alpha
(rTNF-a). Inhibition of MGIuRS5 by 2-chloro-4-((2,5-dimethyl-1-(4-
(trifluoromethoxy)phenyl)-1H-imidazol-4-yl)ethynyl)pyridine (CTEP) reduced the
secretion of pro-inflammatory cytokines (TNF-a and interleukin-6) after 4 hours of
stimulation with rTNF-a, although this effect diminishes over time. CTEP also
increased the phagocytosis of synaptoneurosomes by astrocytes, both in the absence
and presence of rTNF-q, indicating that blocking mGIuR5 is sufficient to promote the
phagocytosis of synaptic material. Additionally, both inhibition of mGIuR5 and
stimulation with rTNF-a elevated the expression of the reactivity marker SERPINA3
and reduced the expression of synaptogenic molecules. These data suggest that
MGIuRS5 plays a complex role in astrocytes, as its blockade can have potentially

protective or harmful effects in inflammatory contexts.

Keywords: mGIuR5; reactive astrocytes; neuroinflammation; TNF-a.
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1. INTRODUCAO

Doencas neuroldgicas representam o principal grupo de disturbios causadores
de deficiéncias e sdo a segunda maior causa de 6bitos no mundo (Feigin et al., 2017,
Feigin et al., 2019). Nas Américas, apenas em 2019, mais de meio milhdo de pessoas
faleceram em decorréncia de algum distarbio neuroldgico (P.A.H.O, 2021). De acordo
com a Organizacdo Pan-americana de Saude, o Brasil é o pais com o somatério mais
alto de anos de convivéncia com deficiéncias resultantes dessas doencas, em toda a
Ameérica Latina (P.A.H.O, 2021).

O numero absoluto de pessoas com deficiéncia e de 6bitos ocasionados por
disturbios neurolégicos tem crescido acentuadamente ao longo dos anos (Feigin et
al., 2020). Com o envelhecimento populacional, um contingente crescente de
individuos alcancara idades em que doencas neuroldgicas sdo mais prevalentes,
aumentando o impacto econdmico e social desses disturbios (Feigin et al., 2019;
Feigin et al., 2020; Ding et al., 2022). Portanto, a busca por ferramentas de prevencéo,
alivio e tratamento dessas condi¢cdes patolégicas assume carater imperativo.

Dentre as acdes possiveis para mitigar o impacto dos disturbios neurolégicos,
um dos caminhos mais promissores reside no investimento em pesquisas para a
compreensdo dos mecanismos etiopatogénicos subjacentes a essas condicdes
(Feigin et al., 2020; Mishra et al., 2021; Owolabi et al., 2023). Nesse contexto, a
pesquisa com foco na neuroimunologia destaca-se, jA que um fator de grande
preponderancia na origem e desenvolvimento de virtualmente todos os distarbios
neuroldgicos é a neuroinflamacéo (Brambilla, 2019b; Gilhus; Deuschl, 2019; Nutma et
al., 2019).

1.1 Da inflamacdo a disfuncdo: neuroinflamacdo no epicentro dos disturbios
neurolégicos

A neuroinflamacédo é um mecanismo de defesa desencadeado em resposta a
mudancas anormais no microambiente do sistema nervoso central (SNC) (Disabato et
al., 2016; Brambilla, 2019b; Mishra et al., 2021). Deste processo participam diversos
tipos celulares que agem coordenadamente com o propésito fundamental de restaurar
a homeostase e preservar a integridade do SNC (Brambilla, 2019b; Mishra et al.,
2021). Contudo, dada a natureza intrincada desse fenbmeno, ndo é surpreendente

gue até mesmo um desequilibrio minimo possa ocasionar processos prejudiciais a
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recuperacdo do SNC, contrariando seu propésito original (Brambilla, 2019b). Neste
cenario, torna-se evidente o envolvimento de mecanismos neuroinflamatérios em uma
abrangente variedade de disturbios neurolégicos. Essa associacdo compreende
desde doengas canonicamente inflamatérias como a esclerose multipla (EM)
(Brambilla, 2019a), até distarbios que ndo séo tradicionalmente interpretados como
resultados diretos da neuroinflamacdo, a exemplo da doenga de Alzheimer (DA)
(Thakur et al., 2023), acidente vascular cerebral (AVC) (Lambertsen et al., 2019),
epilepsia (Li et al., 2023) e doenca de Parkinson (DP) (Gilhus; Deuschl, 2019; Tansey
et al., 2022).

Para compreender como um mecanismo de protecdo e promocdo da
homeostase pode se tornar um fator prejudicial, impulsionando uma variedade
significativa de doencas, € necessario conhecer algumas atividades intrinsecas que
Ihe conferem valor funcional. Um papel da neuroinflamacéo, mais classicamente
associado com o sistema imune, é a defesa contra patogenos (Klein; Hunter, 2017).
Embora crucial para evitar a persisténcia microbiana, a resposta contra patdogenos
pode ser danosa quando desregulada, levando a neurotoxicidade (Klein et al., 2017;
Klein; Hunter, 2017). Apesar de a neuroinflamacéo ter recebido uma conotacao
majoritariamente negativa ao longo do tempo, diversos estudos demonstram sua
participacdo em outros processos que promovem a recuperacdo do SNC, como a
neurogénese (Imitola et al., 2004; Ziv et al., 2006; Baron et al., 2008; Lei et al., 2016;
Yuan et al., 2017), a regeneracao axonal (Prewitt et al., 1997; Yin et al., 2006; Barrette
etal., 2008; Yin et al., 2009; Torres-Espin et al., 2018) e a remielinizacao (Kotter et al.,
2001; Lampron et al., 2015; Russo; Mcgavern, 2016; Yuan et al., 2017).

Um dos aspectos mais proeminentes da neuroinflamacdo € a elevacdo da
producdo de citocinas, que sdo mediadores essenciais para a coordenacdo da
resposta imune. Citocinas estédo no centro das disfuncdes neuroinflamatorias, estando
envolvidas tanto em processos de restauracdo da homeostase, quanto na
exacerbacéo dos danos em diversos disturbios (Liberto et al., 2004; Goverman, 2009;
Chamorro et al., 2012; Becher et al., 2017; Liddelow et al., 2017; Shinozaki et al.,
2017). Na EM, por exemplo, citocinas pro-inflamatdrias oriundas de células da
periferia alimentam a cascata inflamatéria no SNC, causando danos teciduais
(Goverman, 2009; Becher et al., 2017; Palle et al., 2017). Ja em doencas como a DA,
a elevacao na producao de citocinas, em resposta a alteragdes no microambiente do

SNC, pode ser importante para a promocao de reparo tecidual e para a eliminacao de
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agregados proteicos. Contudo, a producéo cronica de citocinas esté relacionada com
a perda da funcdo normal dos tecidos (He et al., 2007; Chakrabarty et al., 2010;
Chakrabarty et al., 2011; Wang et al., 2015; Becher et al., 2017; Leng; Edison, 2021).
Dessa forma, a variedade de efeitos desencadeados por esses mediadores pode ser
explicada pelo contexto em que sdo produzidos, bem como pela intensidade e
duracao de sua producdo. Ademais, a hatureza pleiotropica das citocinas permite que
uma mesma molécula gere efeitos distintos, e até mesmo opostos, em diferentes
células (Becher et al., 2017).

Uma das citocinas mais relevantes em contextos patolégicos é o fator de
necrose tumoral a (TNF-a), que esta envolvido em diversos distirbios neurologicos
(Barone et al., 1997; New et al., 1998; Janelsins et al., 2008; Cheng et al., 2010; Amin
et al., 2022; Gonzalez Caldito, 2023). Os efeitos do TNF-a sdo exercidos por meio dos
receptores do fator de necrose tumoral 1 e 2 (TNFR1 e TNFR2), cuja sinalizacéo pode
culminar em processos antagonicos ou complementares, dependendo do contexto
(Aggarwal, 2003). O TNFR1 é constitutivamente expresso na maioria dos tipos
celulares (Hsu et al., 1995; Gough; Myles, 2020) e sua ativagao inicia cascatas de
sinalizacao que podem promover morte ou sobrevivéncia celular, bem como respostas
pro-inflamatérias (Gough; Myles, 2020). Esses efeitos podem ser mediados por
diversas vias, como as das proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPKS),
incluindo as c-Jun N-terminal quinases (JNKs) e as quinases reguladas por sinais
extracelulares (ERKs), bem como pelo complexo de proteinas ativadoras-1 (AP-1) e
pelo fator nuclear-kB (NF-kB) (Wu; Zhou, 2010; Atretkhany et al., 2020; Gough; Myles,
2020). Por outro lado, o TNFR2 é expresso de forma mais restrita e ndo possui o
dominio de morte celular encontrado no TNFR1 (Medler; Wajant, 2019; Gough; Myles,
2020). A ativacdo de TNFR2 estd associada com efeitos proinflamatorios, anti-
inflamatorios e citoprotetores mediados pela ativacdo de vias como as das
fosfatidilinositol 3-quinase/proteina quinase B (PI3K/Akt) e NF-kB (Fontaine et al.,
2002; Mccoy; Tansey, 2008; Veroni et al., 2010; Medler; Wajant, 2019). E interessante
observar que tanto TNFR1 quanto TNFR2 podem ativar as mesmas vias, como a via
de NF-kB e as MAPKSs, incluindo JNK e ERK. Os efeitos gerados por TNF-a séo,
entdo, uma resultante da interacdo entre a complexa sinalizacao intracelular iniciada
por cada um de seus receptores (Gough; Myles, 2020). A sinalizacéo pleiotrépica do

TNF-a o torna um notavel representante da diversidade funcional das citocinas.
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Mediadores imunes, como o TNF-a, podem ser produzidos por diferentes tipos
celulares, destacando-se as microglias e os astrocitos (Yang; Zhou, 2019).

Microglias e astrdcitos sdo as principais células fagociticas do SNC, o que torna
estas células centrais no processo neuroinflamatério (Galloway et al., 2019; Kono et
al., 2021). A fagocitose € um evento frequentemente vinculado com a
neuroinflamacdo. Além de participar da eliminacdo de patdégenos, a fagocitose
também é crucial para a remoc¢do de debris celulares (Neumann et al., 2009),
agregados proteicos (Koistinaho et al., 2004) e para a remodelacdo sinaptica
(Paolicelli et al., 2011; Chung et al.,, 2013). A remocdo de debris celulares é
fundamental para processos reparadores como a remielinizagéo (Cantoni et al., 2015;
Lampron et al., 2015) e a regeneracao axonal (Barrette et al., 2008; Rajbhandari et al.,
2014). Ja a fagocitose de agregados proteicos € de especial relevancia em
proteopatias como a DA, onde estudos indicam que o desequilibrio entre a producao
e a eliminac&o do peptideo beta-amiloide (AB) resulta em sua acumulacao, gerando
toxicidade (Mawuenyega et al., 2010; Hampel et al., 2021). Em contrapartida, a
exacerbacdo da fagocitose pode acarretar prejuizos, como 0 excesso de poda
sinaptica, ocasionando um desbalan¢o no turnover de sinapses e perda sinaptica, o
gue, consequentemente, prejudica o funcionamento neuronal, culminando em déficit
cognitivo (Cardozo et al., 2019). Este fenbmeno pode ser observado em doencas
como a DA e a esquizofrenia (Cardozo et al., 2019).

Desse modo, nota-se que a neuroinflamacdo € um processo altamente
complexo que nao pode ser simplesmente categorizado como prejudicial. Suas
diversas atuacdes, tanto na etiopatogenia de disturbios neurolégicos, quanto como
potencial instrumento de mitigacdo desses mesmos disturbios, devem ser igualmente
consideradas. Espera-se, portanto, que as células que orquestram 0 processo
neuroinflamatoério, sendo as principais microglias e astrocitos, exibam uma
ambivaléncia funcional similar (Yang; Zhou, 2019). Em uma tentativa de distinguir e
elucidar essa ambivaléncia, fenétipos de micréglias com acdes opostas receberam
uma classificacao dicotbmica baseada em uma categorizacao ja utilizada no caso de
macrofagos (Mantovani et al., 2002). Dessa maneira, micréglias M1 com um fenétipo
pré-inflamatério, seriam neurotoxicas, enquanto micrdglias M2 com fendétipo anti-
inflamatorio gerariam neuroprotecdo (Henkel et al., 2009). De acordo com essa
classificacdo, a transicdo para estes fenoétipos polarizados € dependente do tipo de

estimulo recebido por estas células (Loane; Kumar, 2016). Apesar das microglias
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serem consideradas as principais células mediadoras do processo neuroinflamatorio,
0s astrécitos tém sido cada vez mais reconhecidos por seu papel no inicio,

sustentacao e propagacéao de respostas neuroinflamatérias (Lee et al., 2023).

1.1.1 Estrelas da neuroinflamacéo: a influéncia multifacetada dos astrécitos

Astrocitos sdo uma populacgédo celular altamente heterogénea, desempenhando
uma variedade de fungdes importantes para a manutencéo da homeostasia do SNC
(Verkhratsky; Nedergaard, 2018). Em condi¢cdes ndo patoldgicas os subtipos de
astrocitos manifestam diversos perfis genémicos e funcionais, que podem ser
determinados por sua localizacdo e interacdo com outras células do SNC (Rouach et
al., 2008; Ben Haim; Rowitch, 2017; Hasel et al., 2017; Saunders et al., 2018; Zeisel
et al., 2018; Batiuk et al., 2020; Bayraktar et al., 2020). Os astrocitos fornecem suporte
metabdlico aos neurdnios e interagem com vasos sanguineos, constituindo a barreira
hematoencefalica e regulando o fluxo sanguineo local (Rouach et al., 2008; Suzuki et
al., 2011; Verkhratsky; Nedergaard, 2018; Marina et al., 2020). Ademais, estas células
sdo capazes de modular a atividade sinaptica e a conectividade neuronal através de
processos como a liberacdo de gliotransmissores, a fagocitose de sinapses, a
producédo de moléculas sinaptogénicas e o tamponamento de glutamato (Anderson;
Swanson, 2000; Christopherson et al., 2005; Eroglu et al., 2009; Perea et al., 2009;
Allen et al., 2012; Chung et al., 2013; Singh et al., 2016; Lee et al., 2021). Nos
disturbios neuroldgicos, essas e outras funcdes podem ser alteradas (Merlini et al.,
2011; Xing et al., 2017; Polyzos et al., 2019; Sinha et al., 2021; Endo et al., 2022).

Uma das maneiras com que o0s astrocitos podem responder a estimulos
patolégicos, sejam eles agudos ou crénicos, consiste em um processo denominado
astrogliose reativa (Escartin et al., 2021; Verkhratsky et al., 2021; Lee et al., 2023).
Nesse processo, estas células passam por uma remodelacdo de sua morfologia,
expressdo, metabolismo e funcdo. Notavelmente, essa modulacdo da resposta
astrocitaria pode resultar em fenétipos celulares com efeitos por vezes opostos e que
podem contribuir para suprimir ou exacerbar processos neuroinflamatérios, afetando
o desfecho de diferentes condicdes patologicas de forma benéfica ou prejudicial
(figura 1) (Escartin et al., 2021; Lee et al., 2023). Astrocitos reativos podem, por
exemplo, facilitar a infiltracdo celular e promover a neuroinflamagdo na EM e no

modelo de encefalomielite autoimune experimental (Kim et al., 2014; Prins et al., 2014;
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Wheeler et al., 2020). Adicionalmente, estas células podem secretar substancias
neurotoxicas, causando morte neuronal em modelos de DA, AVC e lesdo axonal
aguda (Guttenplan et al., 2021; Liu et al., 2022; Mi et al., 2023). Em oposicao, 0s
astrocitos reativos podem restringir a inflamacéo ao formar barreiras ao redor de areas
lesionadas (Sofroniew, 2015). Ha ainda, indicios de que a astrogliose reativa &
importante para a neurogénese e sobrevivéncia neuronal em um modelo de DP
(L'episcopo et al., 2011) e para a producéo de moléculas que auxiliam a regeneracao
axonal (Anderson et al.,, 2016). Além disso, quase todos os astrocitos da matéria
cinzenta interagem com pelo menos um vaso sanguineo (Hosli et al., 2022), fazendo
com que estas células possam responder nao somente a alteracdes no microambiente
do SNC, mas também a moléculas oriundas da circulacdo (Rothhammer et al., 2016;
Lee et al.,, 2023). Astrécitos reativos também possuem a capacidade de afetar a
atividade de outras células relevantes para o processo neuroinflamatorio. A saber, 0s
astrocitos podem modular a resposta transcricional de microglias, suprimindo sua
ativacao ou induzindo a ado¢éo de um perfil inflamatério, promovendo ou limitando
alteracdes patologicas, a depender do contexto analisado (Kim et al., 2011; Mayo et
al., 2014; Jo et al., 2017; Wheeler et al., 2019; Mcalpine et al., 2021; Kiss et al., 2023;
Lee et al., 2023; Cameron et al., 2024).

A influéncia multifacetada dos astrécitos reativos em contextos patoldgicos
suscitou a tentativa de classificacdo de seus diferentes estados de reatividade. O
trabalho de Liddelow et al. (2017) propde a classificacdo dos padrdes de reatividade
astrocitaria em dois fenotipos distintos. Em consonancia com a abordagem de
categorizacao de microglias em M1 e M2 (HENKEL; BEERS; ZHAO; APPEL, 2009),
essa classificacdo denomina astrocitos com perfil neurotéxico e inflamatério como Al,
e astrocitos com perfil reparador e anti-inflamatdrio como A2. Esses dois subtipos
também diferem quanto ao estimulo capaz de origina-los. Astrdcitos do tipo Al séo
induzidos por estimulos inflamatérios tais como a administracdo sistémica de
lipopolissacarideo (LPS), ja astrocitos do tipo A2 sdo induzidos por isquemia (Liddelow
etal., 2017). Embora essa diferenciacao seja (til para ilustrar a ambivaléncia funcional
dos astrécitos reativos, outros autores contestam essa classificacdo. Analises de
sequenciamento de RNA em diferentes contextos patolégicos indicam a existéncia de
multiplos perfis transcricionais que ndo se encaixam nha caracterizacdo A1l/A2
(Escartin et al., 2021).
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Figura 1. Possiveis efeitos da reatividade astrocitaria induzida por estimulos
patolégicos. Alteracbes anormais no microambiente do sistema nervoso central (SNC)
podem desencadear a reatividade astrocitaria. Esta figura ilustra os efeitos potenciais da
reatividade: processos benéficos (em azul), como a promocdo do reparo tecidual, e a
fagocitose de agregados proteicos; e processos prejudiciais (em vermelho), como a secrecao
de substancias neurotoxicas e o excesso de poda sinaptica. Além disso, existem respostas
astrocitarias que, dependendo do contexto, podem contribuir tanto para a manutencéo quanto
para a perturbacdo da homeostase do SNC (em roxo). Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Considerando a relevancia dos astrOcitos reativos para 0 processo
neuroinflamatorio e sua influéncia no desfecho de multiplos disturbios, vias de
sinalizacdo envolvidas no controle da atividade dessas células podem ser alvos
terapéuticos promissores para prevenir ou mitigar a adocéo de perfis neurotédxicos.
Receptores expressos em astrocitos estdo envolvidos na deteccdo e resposta
astroglial as alterac6es no microambiente do SNC (D'ascenzo et al., 2007; Rivera et
al., 2016; Rothhammer et al., 2016; Shinozaki et al., 2017; Verkhratsky; Nedergaard,
2018). Neste contexto, o receptor metabotrépico de glutamato do tipo 5 (mMGIuRb5)
apresenta-se como um importante regulador de diversos fatores de transcri¢cao, sendo
um notavel candidato para a modulacdo da atividade astrocitaria (Kumar et al., 2012;
Wang; Zhuo, 2012; Abd-Elrahman; Ferguson, 2019; De Souza et al., 2020).
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1.1.2 Lendo o ambiente: o papel do mGIuR5 na resposta astrocitaria

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio do SNC de mamiferos
(Ribeiro et al., 2017). Os receptores de glutamato podem ser divididos em ionotrdpicos
e metabotropicos. Os receptores ionotrépicos incluem os receptores de N-metil-D-
aspartato (NMDARS), &cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiénico (AMPA)
e cainato, sendo canais ibnicos cuja ligacdo do glutamato permite o influxo de ions
para o interior das células (Dingledine et al., 1999). J& os receptores metabotropicos
de glutamato (MGIuRs) séo receptores acoplados a proteina G, sendo divididos em
trés grupos, de acordo com suas vias de sinalizagdo intracelular e similaridade de
sequéncia. No grupo 1 estdo os receptores mGIuR1 e mGIuR5, no grupo 2 encontram-
se os receptores mGIuR2 e mGIuR3, enquanto mGIuR4, 6, 7 e 8 fazem parte do grupo
3 (Nakanishi, 1994; Pin; Duvoisin, 1995; Conn; Pin, 1997; Gerber et al., 2007; Ribeiro
et al., 2017).

O mGIuR5 é amplamente expresso em diversas regides do SNC, tanto em
neurdnios, quanto em células da glia (Balazs et al., 1997; Kerner et al., 1997). Como
ilustrado na figura 2, a ativacdo do mGIuR5 faz com que a proteina Gagsi ative a
fosfolipase C (PLC) que, por sua vez, hidrolisa fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2),
gerando 1,2 diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5 trifosfato (IP3). A ligacao de IPzao seu
receptor presente no reticulo endoplasmatico provoca a liberacdo de Ca?*, o qual
coopera com DAG, levando a ativacdo da proteina quinase C (PKC) (revisado por
Ribeiro et al., 2017). Essa via culmina na ativacdo de proteinas essenciais para a
regulacdo dos mais diversos processos celulares, como a calcineurina, e na
modificacdo da atividade de receptores como o NMDAR (Lu et al., 1999; Benquet et
al., 2002; Lim et al.,, 2023). Em astrécitos, mGIuR5 também pode ativar vias néo
canodnicas, como a via das MAPKs e a fosfolipase D (PLD) (Peavy; Conn, 1998;
Servitja et al., 1999). Nessas células, a sinalizacdo via mGIuR5 também pode modular
outros processos essenciais para a neurotransmissao, como o ciclo glutamato/GABA-

glutamina (Dong et al., 2018).



24

L ]

® Glutamato ©

PLD
MAPKs

PLD
MAPKs

Figura 2: Vias de sinalizacdo do mGIuR5. A ilustracdo apresenta uma sintese dos principais
efeitos da ligacdo de glutamato no receptor metabotrépico de glutamato do tipo 5 (MGIuR5).
A ativacdo de mGIuR5 aciona a proteina Gaga1, que ativa a fosfolipase C (PLC). A PLC
hidrolisa o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), gerando 1,2-diacilglicerol (DAG) e inositol
1,4,5-trifosfato (IPs). O IP3 se liga a receptores no reticulo endoplasmatico (RE), induzindo a
liberacdo de Caz*, que em conjunto com DAG, ativa a proteina quinase C (PKC). O aumento
de Ca?" também leva a ativacdo de proteinas como a calcineurina que participa de varios
processos celulares. J4 a PKC medeia a regulacdo da atividade de receptores como o
NMDAR e provoca a ativacao de diversas proteinas como a fosfolipase D (PLD) e as proteinas
guinases ativadas por mitdgenos (MAPKSs). A PLD e as MAPKs também podem ser ativadas
por outras vias de sinalizacdo ndo canbnicas. Fonte: Elaborado pela autora, 2024.

Embora a expressao do mGIluR5 em astrdcitos decline apos o nascimento (Cai
et al., 2000; Sun et al., 2013), estudos tém demonstrado uma elevacao da expressao
desse receptor nessas células em varios distlrbios neurolégicos, como esclerose
lateral amiotrofica (ELA) (Aronica et al., 2001), EM (Geurts et al.,, 2003) e DA
(Shrivastava et al., 2013), sugerindo um papel relevante do mGIuR5 na resposta
astrocitaria a contextos patologicos. Em microglias, a ativacdo do mGIluR5 produz um
efeito anti-inflamatério, diminuindo a expressao do TNF-a e a geracao de espécies
reativas de oxigénio (Byrnes et al., 2009; Loane et al., 2009). No entanto, o papel do
MGIUR5 em astrocitos no contexto neuroinflamatdrio € controverso. Alguns estudos
indicam que a ativacdo do mGIuR5 astroglial apés uma lesdo protege células
préximas, desencadeando a liberacdo de fatores de crescimento e moléculas

sinaptogénicas (Fulmer et al., 2014, Saitta et al., 2021), enquanto outro sugere que a
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ativacdo do mGIuR5 é prejudicial, pois leva a produgcédo exacerbada de mediadores
inflamatérios (Shah et al., 2012). Especificamente, foi demonstrado que a inibicdo do
MGIuURS5 pelo 2-metil-6(feniletinil) piridina (MPEP) impede o aumento de interleucina-
6 (IL-6) e interleucina-8 (IL-8) induzido por metanfetamina em uma linhagem celular
de astrdcitos humanos (Shah et al., 2012). De forma contraria, em astrécitos murinos,
h& indicios de que a ativacdo do mGIuR5 pode suprimir a elevacdo na expressao da
interleucina-1 beta (IL-18) e da proteina quimioatraente de mondcitos (MCP-1)
induzida por um estimulo inflamatério (Kim, H. et al., 2016). Além disso, a ativacdo do
MGIuRS5 pela (S)-3,5-Dihidroxiphenilglicina (DHPG) ndo tem efeito na expressao de
IL-6 induzida por IL-1B em astrdcitos humanos (Aronica et al., 2005). Em virtude do
aumento da expressdo do mGIuR5 em astrécitos em diferentes condi¢cbes patolégicas
e, considerando as evidéncias de que o mGIuR5 é capaz de alterar a producéo de
citocinas inflamatorias por estas células, nossa hipdtese é de que o bloqueio do
MGIuR5 modula a astrogliose reativa, provocando alteracdes funcionais em resposta
a um ambiente proé-inflamatoério. Para testar essa hipotese, nos utilizamos astrocitos
derivados de células tronco de pluripoténcia induzida humanas (hiPSCs) estimulados

com TNF-a recombinante (rTNF-a).

1.2 Modelo experimental

Embora modelos murinos sejam Uteis por apresentar as interacées complexas
de um organismo, ausentes em modelos in vitro, existem diferencas significativas
entre astrocitos humanos e murinos. Astrocitos humanos apresentam uma morfologia
mais complexa, sendo maiores e mais ramificados (Oberheim et al., 2009; Han et al.,
2013). Estas células demonstram também consideraveis diferencas transcricionais e
funcionais (Han et al., 2013; Zhang et al., 2016; Li et al., 2021). Dentre essas
diferencas, foi demonstrado que astrocitos apresentam perfis de expressédo génica
espécie-especificos quando expostos ao TNF-a, sendo que astrocitos humanos
mostram uma resposta imune mais robusta em comparacdo aos astrécitos murinos
(Li et al., 2021). Desse modo, a utilizacdo de modelos constituidos por células
humanas, é essencial para ajudar a suplantar a frequente inabilidade de transpor
resultados obtidos em modelos animais para o contexto clinico (Li et al., 2021; Patani
et al., 2023). Embora astrocitos derivados de tecido post-mortem humano sejam

utilizados, eles apresentam viabilidade funcional prejudicada (Nolle et al., 2021; Patani
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et al., 2023). Neste cenario, astrocitos derivados de hiPSCs tém se mostrado uma
ferramenta util para preencher essa lacuna, apresentando caracteristicas moleculares
e funcionais tipicas desse tipo celular (Soubannier et al., 2020). Ademais, estas
células demonstram a habilidade de responder a estimulos inflamatérios com
alteracfes associadas a astrogliose reativa (Soubannier et al., 2020; Trindade et al.,
2020).

Neste trabalho, optamos por estimular astrécitos derivados de hiPSCs com
rTNF-a devido a relevancia dessa citocina nos mecanismos inflamatérios envolvidos
em diversos distUrbios neurolégicos (Barone et al., 1997; New et al., 1998; Janelsins
et al.,, 2008; Cheng et al., 2010; Amin et al., 2022; Gonzalez Caldito, 2023). Para
modificar a atividade do mGIuR5, utilizamos o modulador alostérico negativo (NAM)
2-cloro-4-((2,5-dimetil-1-(4-(trifluorometoxi)fenil)-1H-imidazol-4-il)etinil)piridina
(CTEP) e o agonista DHPG. CTEP é um farmaco potente e altamente especifico que
atua como agonista inverso do mGIuR5, bloqueando sua atividade constitutiva
(Lindemann et al., 2011). Ja o DHPG é um agonista seletivo para mGIuR 1/5 que, ao
contrario do agonista seletivo do mGIuR5, 2-Cloro-5-hidroxifenilglicina (CHPG),

apresenta alta poténcia (Ito et al., 1992; Balazs et al., 1997).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo desse trabalho foi investigar o papel do mGIuR5 na reatividade e na
alteracao funcional de astrécitos derivados de hiPSCs em resposta ao rTNF-a.

2.2 Objetivos especificos

- Analisar a produgéo de citocinas inflamatoérias em astrécitos derivados de hiPSCs
estimulados com rTNF-a ou veiculo e tratados com CTEP, DHPG ou veiculo;

- Investigar a expressao de marcadores de reatividade em astrocitos derivados de
hiPSCs estimulados com rTNF-a ou veiculo e tratados com CTEP, DHPG ou

veiculo;

- Investigar a existéncia de alteracbes no indice de fagocitose de
sinaptoneurossomos associadas a modulacado de mGIuR5 em astrocitos derivados
de hiPSCs estimulados com rTNF-a ou veiculo e tratados com CTEP, DHPG ou

veiculo.

- Investigar a existéncia de alteracGes na producdo de moléculas sinaptogénicas
associadas a modulacdo de mGIURS5 em astrécitos derivados de hiPSCs

estimulados com rTNF-a ou veiculo e tratados com CTEP, DHPG ou veiculo.
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3. METODOLOGIA

Fatores de
reprogramacao

Imunofluorescéncia
(GFAP, S1008, mGIuR5)

Fibroblastos da Células-tronco de Células-tronco Astrocitos
pele pluripoténcia induzida neurais (NSCs)
humanas (hiPSCs)

10 ng/mL
TNF-a

c Ci

b
-
[
S
-

PROTEINAS E GENES ANALISADOS:
CBA:
IL-8, IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-at e IL-12p70. RT-gPCR RT-gPCR
TTTTITITTIIITITT
RT-gPCR: ISR TITITIT IS
@ TITITTIITTIITIT T @ TITTITITTTITTITT
TITTTITTTITITIT AULT I TITTTTITTTITTTTIT e —
GRM1, GRMS5, CXCL8, IL6, TNF, C3, C4, AT T T T
FKBPS5, GBP2, NFATC3, NFATC4, — ——
S100A10, SERPINA3, SERPING 1, ALUBLMIH ooz dle aleosy
VCAM1, AXL, ITGAV, ITGB5, LRP1,
MEGF10, MERTK, BDNF, GPC4,
SPARCLT e THBST. Ensaio de fagocitose de
sinaptoneurossomos
Normalizadores: /PO8 e RPLPO.

Figura 3: Desenho experimental. A ilustracdo apresenta um desenho esquematico dos
experimentos realizados neste trabalho. Astrécitos diferenciados a partir de células tronco de
pluripoténcia induzida humanas (hiPSCs) foram caracterizados pela analise de marcadores
especificos de astrécitos. Em seguida, estas células foram tratadas com veiculo (NT), 10 uM
de CTEP ou 10 uM de DHPG e estimuladas com 10 ng/mL de rTNF-a por 4h ou 24h. Nos
tempos de 4h e 24h, foram analisados 0s niveis proteicos de diversos mediadores imunes,
além dos niveis de mRNA de citocinas, marcadores de reatividade, receptores astrociticos
envolvidos na fagocitose e moléculas sinaptogénicas. Adicionalmente, no tempo de 24h, foi
realizado um ensaio de fagocitose de sinaptoneurossomos. Fonte: Elaborado pela autora,
2024.
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3.1 Cultura de hiPSCs

A linhagem celular 7889SA foi obtida da New York Stem Cell Foundation
(NYSCF ID C0O0002-01-SV-003) e descrita anteriormente (Kwart et al., 2019). As
hiPSCs foram mantidas em placas de 6 pocos revestidas com Geltrex (Gibco, cat n.
A1413302) em meio StemFlex (Gibco, cat n. A3349301). Ao atingir 80-90% de
confluéncia, as células foram incubadas por 3-4 min. em 500 uM EDTA (Sigma, cat n.
EDS) em tampéo fosfato-salino (PBS), dissociadas, e colocadas em novas placas de
6 pocos revestidas com Geltrex para expansdo. O meio foi trocado a cada 48 h.

3.2 Diferenciagdo de astrécitos humanos

Astrocitos foram diferenciados a partir das hiPSCs como descrito previamente
(Trindade et al., 2020). As hiPSCs foram dissociadas em células unicas usando a
acutase StemPro (Gibco, cat n. A1110501) e foram passadas para placas de 6 pocos
revestidas com Geltrex a uma densidade de 3x10* células/cm? em meio StemFlex
suplementado com 10 pM de inibidor da quinase associada a Rho (ROCK) Thiazovivin
(Sigma Aldrich, cat n. SML1045). Para iniciar a diferenciacao (dia 0), o meio foi trocado
por meio de inducéo neural de células-tronco pluripotentes contendo meio neurobasal
(Gibco, cat n. 21103-049), suplemento de inducao neural (Gibco, cat n. A1647701) e
1% de solucao de penicilina-estreptomicina (Gibco, cat n. 15410-122). A troca de meio
foi realizada a cada 48 horas. No dia 7, as células-tronco neurais (NSCs) foram
dissociadas com Accutase e transferidas a uma densidade de 1x10° células/cm? para
placas de 60 mm revestidas com Geltrex em meio de expansdo de NSCs contendo
50% de DMEM/F12 Avancado (Gibco, cat n. 12634010), 50% de meio neurobasal,
suplemento de inducdo neural e 1% de solucdo de penicilina-estreptomicina
suplementada com 10 uM de inibidor de ROCK Thiazovivin. As trocas de meio foram
realizadas a cada 48 horas. Ao atingirem 90% de confluéncia, as NSCs foram
dissociadas com Accutase e plaqueadas a uma densidade de 5 x 104 células/cm?em
frascos de cultura de 25 cm? revestidos com Geltrex em meio de inducédo de astrécitos
contendo meio DMEM/F12 (Gibco, cat n. 12400024), suplemento N2 (Gibco, cat n.
17502048), 1% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco, cat n. 12657-029) e 1% de solucéo
de antibiético-antimicético (Gibco, cat n. 15240112). A troca de meio foi realizada a
cada 48 horas por 21 dias. Durante este periodo, ao atingir 100% de confluéncia, as
células foram expandidas na propor¢do de 1:3 usando Accutase para frascos de

cultura de 75 cm? revestidos com Geltrex. No final da diferenciacéo, o meio foi trocado
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para meio de maturagdo de astrécitos (MMA) - DMEM/F12, 10% de SFB e 1% de
solucdo de antibiético-antimicético - por um periodo adicional de pelo menos 5
semanas. Durante este periodo, o meio foi trocado duas vezes por semana e, ao
atingir 100% de confluéncia, as células foram dissociadas usando tripsina/EDTA
0,125% (Gibco, cat n. 25200072) e expandidas para frascos de cultura de 175 cm? na
proporcdo de 1:2 (sem revestimento de Geltrex). As células foram mantidas em
condi¢cbes de cultura padrdo (95% de umidade relativa e 5% de CO2 a 37°C) e
testadas rotineiramente quanto a contaminacdo por micoplasma, conforme descrito

anteriormente (Molla Kazemiha et al., 2009).

3.3 Tratamento das células

Apoés 9 semanas de maturacao, ao atingir 100% de confluéncia em frascos de
cultura de 175 cm?, os astrécitos derivados de hiPSCs foram dissociados com
Tripsina/EDTA 0,125% (Gibco, cat n. 25200072) e plaqueados a 1x10* células/cm?
em placas de 6 pogos. Apos 5 dias em cultura, as células foram lavadas trés vezes
com PBS e o meio foi substituido por DMEM/F12 sem SFB por 24 horas.
Posteriormente, as células foram tratadas com CTEP 10 uM (Axon Medchem, cat n.
Axon 1972), 10 uM DHPG (Tocris, cat no. 0805) ou veiculo (Dimetilsulfoxido (DMSO));
Sigma-Aldrich, cat n. 41639) e subsequentemente estimuladas com 10 ng/mL de
rTNF-a (BioLegend, cat no. 717904) por 4h ou 24h. Os farmacos foram mantidos no
meio durante todo o experimento. Apds o tratamento, o sobrenadante foi congelado
rapidamente e armazenado a -80°C até uso posterior. As células foram coletadas com
1 mL de Reagente TRIzol™ (Invitrogen, cat n. 15596018) e transferidas para tubos de

microcentrifuga de 1,5 mL sendo, entéo, congeladas a -80°C.

3.4 RT-PCR quantitativo

O RNA total foi isolado de acordo com as instrucbes do fabricante e
ressuspendido em 12 pL de agua livre de nucleases. A concentracdo e a qualidade
do RNA foram analisadas por espectrofotdémetro (Multiskan® GO, Thermo Scientific).
Os cDNAs foram preparados a partir de 800 ng de RNA total em uma reacéo final de
transcricdo reversa de 20 pL. A RT-PCR quantitativa (RT-gPCR) foi realizada com
cDNA diluido 10x usando o Power SYBR® Green PCR Master Mix na plataforma
QuantStudio™ 7 Flex real-time PCR system (Applied Biosystems®). Ensaios de RT-
gPCR foram realizado NM_001145775.3s para quantificar os niveis de mRNA dos
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seguintes genes: TNF (NM_000594.4); CXCL8 (NM_000584.4); IL6 (NM_000600.5)

C3 (NM_000064.3); C4 (NM_001352000.1) IPO8 (NM_006390.3); RPLPO
(NM_001002.3); MERTK (NM_006343.2); MEGF10 (NM_032446.3): AXL
(NM_001699.6); ITGB5 (NM_001354764.2); ITGAV (NM_001144999.3); LRP1

(NM_002332.3) SERPINA3 (NM_001085.5); VCAM1 (NM_001078.5); S100A10
(NM_002966.3): BDNF (NM_170735.6); GPC4 (NM_001448.3); SPARCL1
(NM_004684.6) THBS1 (NM_003246.4), FKBP5 (NM_001145775.3), SERPING1
(NM_000062.3), GBP2 (NM_004120.5), NFATC3 (NM_173163.3), NFATC4
(NM_001198967.3), GRM5 (NM_001384268.1) e GRM1 (NM_001278065.2). Os
iniciadores foram projetados utilizando o Programa Primer3Plus (Untergasser et al.,
2007). As sequéncias de primers estao listadas no Quadro 1.

A verificagé@o prévia de formagdes secundarias indesejadas ou dimeros entre
iniciadores foi realizada usando a ferramenta “OligoAnalyser 3.1” (Integrated DNA
Technologies©), disponivel em https://www.idtdna.com/calc/analyzer. Todos o0s
primers utilizados neste trabalho foram validados por ensaio de diluicdo seriada e a
eficiéncia da reacéo foi calculada, compreendendo 90-110% (dados ndo mostrados).
As alteracGes na expressdo génica foram calculadas pelo método 2-2¢, utilizando a

meédia dos genes housekeeping IPO8 e RPLPO para normalizacéo.

Quadro 1. Sequéncias dos iniciadores utilizados no qPCR.

Alvo Primer foward (5’-3’) Primer reverse (5-3°)
C3 CTGCCCAGTTTCGAGGTCAT CGAGCCATCCTCAATCGGAA
C4 TTCCGCAGTACCCAAGACAC TGGGACTTGAACCCATTCCG
TNF-a CTGCACTTTGGAGTGATCGG TGAGGGTTTGCTACAACATGGG
CXCL8 GAGAGTGATTGAGAGTGGAC GAATTCTCAGCCCTCTTCAAA
IL6 AGAGGCACTGGCAGAAAAC TGCAGGAACTGGATCAGGAC
IPO8 TCCGAACTATTATCGACAGGACC GTTCAAAGAGCCGAGCTACAA
RPLPO TTAAACCCTGCGTGGCAATC ATCTGCTTGGAGCCCACATT
MERTK TGGCGTAGAGCTATCACTG CTGGCGTGAGGAAGGGATAA
MEGF10 ACTGGATTGGGACAGCATCA GGATGTGGGTATGACTCTTGC
AXL GTGGGCAACCCAGGGAATATC GTACTGTCCCGTGTCGGAAAG
ITGAV AATCTTCCAATTGAGGATATCAC AAAACAGCCAGTAGCAACAAT
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LRP1 CTATCGACGCCCCTAAGACTT CATCGCTGGGCCTTACTCT
ITGB5 GGAGCCAGAGTGTGGAAACA GAAACTTTGCAAACTCCCTC
SERPINA3 CCTGAGGCAGAGTTGAGAATGG TCAAGTGGGCTGTTAGGGTG
VCAM1 CGAACCCAAACAAAGGCAGA ACAGGATTTTCGGAGCAGGA
S100A10 | AACAAAGGAGGACCTGAGAGTAC | CTTTGCCATCTCTACACTGGTCC
BDNF AGTTGGGAGCCTGAAATAGTGG AGGATGCTGGTCCAAGTGGT
GPC4 GTCAGCGAACAGTGCAATCAT ACATTTCCCACCACGTAGTAAC
THBS1 GCCAACAAACAGGTGTGCAA GCAGATGATGCCATTGCCAG
SPARCL1 A GACCAACAGGGAAAACCTCA TGCAGGCTCCAAAATAATCC
FKBPS AATGGTGAGGAAACGCCGAT GCCTTGATGACTTGGCCTTTG
SERPING1  AGCAAGAAGTACCCTGTGGC GCTGAGAGCCTGTTCCATGT
GBP2 AATTAGGGGCCCAGTTGGAAG AAGAGACGGTAACCTCCTGGT
NFATC3 GCGGCCTGCAGATCTTGAGC TGATGTGGTAAGCAAAGTGGTGTGGT
NFATC4 CCCCGAGTACAGCAACAAGA CCTCTTTGCAGATCACAGGC
GRM5 ATGCCGGGTGACATCATTATT TGAATGCCATACTGTTCACGG
GRM1 CCACAAGCATCGACCTGAGT TCCCCATAATTCCCTTCCGTG

3.5 Imunofluorescéncia

Apés 5 semanas de maturacdo, os astrécitos derivados de hiPSCs foram
plaqueados em laminulas de vidro limpas revestidas com 50 pg/mL de poli-D-lisina
(Sigma, cat n. P6407) em placas de 24 pocos a 1x102 células/cm? em MMA. Apés 5
dias em cultura, as células foram fixadas durante 15 min em paraformaldeido a 4%
(PFA) (Sigma, cat n. 158127) diluido em PBS. As amostras foram permeabilizadas
com 0,3% de Triton X-100 (Labsynth, cat n. T2502) diluido em PBS (PBST) por 10
min e bloqueadas com 2% de albumina de soro bovino (BSA) (Sigma, cat n. A7906)
diluida em PBST (solucdo de bloqueio) durante 1 h a temperatura ambiente. Em
seguida, as células foram lavadas trés vezes com PBS e incubadas durante a noite a
4°C com 0s seguintes anticorpos primarios diluidos em solucdo bloqueadora: anti-
MGIuRS5 (1:100, Millipore, cat no. AB5675), anti-S100 (1:200, Abcam, cat n. ab52642)
e anti-GFAP (1:200, Cell Signaling, cat n. 12389). Apds a incubacéo, as células foram
lavadas trés vezes com PBS e incubadas durante 1 h a temperatura ambiente com o

seguinte anticorpo secundario e reagentes de coloracdo diluidos em solugcédo de
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bloqueio: anti-Coelho IgG Alexa Fluor 488 (1:400, Invitrogen, cat n. A- 11008), Hoechst
(1:500, Invitrogen, cat n. H3570) e Alexa Fluor 633 Phalloidin (1:1000, Invitrogen, cat
n. A22284). As laminulas foram lavadas trés vezes como mencionado acima e
montadas em laminas de vidro limpas com DAKO Mounting Medium (Agilent
Technologies, cat n. S302380-2). Os astrécitos foram fotografados usando um

microscopio confocal a laser Nikon A1 (CGB, UFMG, Brasil).

3.6 Isolamento e marcagao de sinaptoneurossomos

Todos os procedimentos realizados neste estudo foram aprovados pelo Comité
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA n°
120/2017). Um camundongo C57BL/6 do tipo selvagem, macho, com 12 meses de
idade, foi obtido no Biotério Central da UFMG. O cérebro do camundongo foi
dissecado, pesado e cortado em secdes de aproximadamente 100 mg que foram
transferidas individualmente para um homogeneizador Dounce estéril resfriado com 1
mL de tamp&o de isolamento de sinaptoneurossomos (SIB) (HEPES 10 mM, EDTA 1
mM, EGTA 2 mM, DTT 0,5 mM e inibidores de protease, pH 7,0; filtrado estéril)
(Villasana et al., 2006). O tecido foi quebrado por 10 movimentos lentos de sobe e
desce e os homogeneizados foram transferidos para tubos cénicos de microcentrifuga
de 1,5 mL e centrifugados a 1200 g por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi transferido
para novos tubos de microcentrifuga de 1,5 mL e centrifugado a 15.000 g por 20 min
a 4°C. A fracdo de debris em pellet e uma pequena aliquota do sobrenadante
(homogeneizado sinaptoneurossdmico) foram coletados em SIB e armazenados a -
80°C para validacdo posterior. O sobrenadante (fracdo citosolica) foi coletado em
novos tubos de microcentrifuga de 1,5 mL e congelado a -80°C e o pellet de
sinaptoneurossomos foi ressuspenso em SIB + 5% DMSO (Sigma, cat n. D8418),
aliguotado e congelado a -80°C até uso posterior.

No dia do ensaio de fagocitose, as aliquotas de sinaptoneurossomos foram
descongeladas e a sua concentracdo proteica determinada através do Ensaio de
Proteina de Bradford (Bio-rad, cat n. 5000205). Os sinaptoneurossomos foram
centrifugados a 15.000 g durante 20 min a 4 °C, o sobrenadante foi descartado e o
pellet foi ressuspendido em solucdo Vybrant CM-Dil 2 uM (Invitrogen, cat n. V22888)
diluida em PBS estéril a temperatura ambiente. A marcacéo foi realizada de acordo
com as instruc¢des do fabricante. Os sinaptoneurossomos marcados com CM-Dil foram

centrifugados como descrito acima, lavados duas vezes com PBS gelado para
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remover o excesso de corante fluorescente e ressuspendidos em PBS gelado,
ajustando sua concentragdo para 0,25 pg/pL. Eles foram mantidos em gelo e
protegidos da luz até a sua utilizagdo no referido ensaio. Todos os procedimentos

foram realizados em condicdes estéreis.

3.7 Ensaio de fagocitose de sinaptoneurossomos

Astrocitos derivados de hiPSCs foram plaqueados em laminulas de vidro limpas
revestidas com 50 pg/mL de poli-D-lisina em placas de 24 pocos a 5,5x102 células/cm?
em MMA. Apoés 5 dias em cultura, as células foram lavadas trés vezes com PBS e
coradas com corante CellTracker Blue CMF2HC 10 pM (Invitrogen, cat n. C12881)
diluido em DMEM/F12 sem SFB e incubadas durante 45 min na incubadora de cultura
celular. A solugdo corante foi removida, foi acrescentado DMEM/F12 fresco e 0s
astrocitos foram carenciados por 22 h. No dia seguinte, as células foram pré-tratadas
durante 1 h com CTEP 10 pM, DHPG 10 uM ou veiculo (DMSO) e subsequentemente
estimuladas com 10 ng/mL de rTNF-a durante mais uma hora. Em seguida, 1,875 ug
(7,5 pL) de sinaptoneurossomos marcados com CM-Dil foram adicionados a cada
poco e incubados durante 24 h. ApoOs a incubacéao, as células foram lavadas duas
vezes com PBS a temperatura ambiente para remover o material ndo fagocitado e
fixadas durante 15 min com solucéo de paraformaldeido (PFA) a 4% diluida em PBS.
As laminulas foram lavadas trés vezes, como mencionado acima, e montadas em
laminas de vidro limpas com DAKO Mounting Medium. As imagens foram adquiridas
usando um microscopio confocal a laser Nikon Al. Todos os ensaios foram realizados
em duplicata e duas vezes de forma independente.

As imagens foram analisadas utilizando os programas FIJI (v. 1.53t) e
CellProfiler (v. 4.2.5). Resumidamente, 0s canais correspondentes aos astrocitos
marcados com CellTracker e dos sinaptoneurossomos marcados com CM-Dil foram
divididos e as imagens pré-processadas usando macros no FIJI, respectivamente,
salvas e exportadas no formato .tif. Arquivos .tif pré-processados foram importados
para o CellProfiler e analisados. O indice de Fagocitose (IF) foi calculado para cada

célula usando a férmula abaixo:

e Area de sinaptoneurossomos fagocitados (um?)
Area celular total (um?)
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ProjecOes ortogonais e renderizagéo 3D (Figura 11) de z-stacks foram geradas

usando FIJI e FluoRender (v. 2.29.2), respectivamente.

3.8 Immunoblotting

A concentracdo de proteinas nas fragdes da preparacdo sinaptoneurossomal
(residuos em pellet, homogeneizado sinaptoneurossémico, fracdo citosodlica e
sinaptoneurossomos isolados) foi medida utilizando o ensaio de Bradford. 25 ug de
cada fracdo foram diluidos em tampéo de amostra Laemmli, fervidos a 95°C por 5
minutos e separados em gel SDS-PAGE a 10%. As amostras foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose de 0,45 um (Bio-Rad, cat n. 1620115), bloqueadas
com 5% de BSA e 0,1% de Tween-20 (Labsynth, cat n. T1028) diluido em TBS (TBST)
por 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, a membrana foi incubada durante a
noite a 4°C com os seguintes anticorpos primarios em solucao de 3% de BSA diluida
em TBST: anti-sintaxinal (1:200, Santa Cruz, cat no. sc-12736), anti-Homer (1:500,
Santa Cruz, sc-8921) e anti-vinculina (1:10000, Abcam, ab129002). Apo6s a incubacéo,
0s anticorpos primarios foram removidos, as membranas foram lavadas trés vezes
com TBST e incubadas por 1 h a temperatura ambiente com 0s seguintes anticorpos
secundarios em 3% de leite desnatado diluido em TBST: IgG anti-rato conjugado com
HRP (1:2500, Millipore, cat n. AP308P), IgG anti-coelho conjugado com HRP (1:2500,
Bio-Rad, cat n. 1706515) e IgG anti-cabra conjugado com HRP (1:2500, Santa Cruz,
sc-2354). Posteriormente, as membranas foram lavadas trés vezes conforme descrito
anteriormente e incubadas por 5 min com o Reagente de Deteccdo ECL Prime
Western Blot (Cytiva, cat n. RPN2232) para deteccdo por quimioluminescéncia

utilizando a plataforma ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare).

3.9 Quantificacao de citocinas

As citocinas foram quantificadas nos sobrenadantes de cultura celular por
citometria de fluxo utilizando o Kit de Citocinas Inflamatorias Humanas BD Cytometric
Bead Array (CBA) (Becton, Dickinson and Company - BD Biosciences, cat n. 551811)
de acordo com as instrucdes do fabricante. Em resumo, quantidades iguais de cada
esfera de captura para IL-8, IL-18, IL-6, interleucina-10 (IL-10), TNF-a e interleucina-
12p70 (IL-12p70) foram misturadas em um unico tubo. 50 pL da mistura de esferas de
captura foram adicionados aos tubos de ensaio, seguidos pela adicdo de 50 pL dos

sobrenadantes de cultura celular ou diluicbes para montagem da curva padrao. Em
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seguida, 50 pL do reagente de deteccéo PE foram adicionados, e os tubos de ensaio
foram incubados protegidos da luz por 3 horas a temperatura ambiente. Ap6s a
incubacgéo, as amostras foram lavadas com 1 mL de tamp&o de lavagem e os tubos
foram centrifugados a 200 g por 5 minutos. Os sobrenadantes foram aspirados e
descartados, e os pellets de esferas foram ressuspendidos em 300 pL de tampéo de
lavagem. A aquisi¢édo de dados foi realizada no FACS Aria Fusion (BD Biosciences).
O software de analise de CBA (BD Biosciences) foi utilizado para analise de dados
com base em curvas de concentracao padréo, e os resultados foram expressos em

pg/mL.

3.10 Analise estatistica

A andlise estatistica e a montagem de graficos foram feitas com o auxilio do
software GraphPad Prism versédo 8.0.1. Foi assumida distribuicdo normal, e foram
utilizados em todos os experimentos (exceto os explicitados de outra forma) two-way
ANOVA, seguido pelo pos-teste de Tukey, com um nivel de confianga definido em
0,95 (a = 0,05) como o limite minimo aceitavel. Para o ensaio de fagocitose de
sinaptoneurossomos, o teste de Kolmogorov-Smirnov foi realizado, indicando que os
dados seguiam uma distribuicdo log-normal. Dessa forma, um modelo linear
generalizado ajustado a distribuicdo log-normal, seguido pelo pos-teste de Sidak, com
um nivel de confianga definido em 0,99 (a = 0,01) como o limite minimo aceitavel, foi

empregado. Esses dados foram analisados utilizando o software STATA (v. 14.0).
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4. RESULTADOS

4.1 A inibicdo do mGIuR5 é capaz de modular a resposta inflamatéria induzida por

rTNF-a em astrécitos humanos

Hoechst GFAP Faloidina  Sobreposicao

Faloidina Sobrep

Hoechst
C

Figura 4. Caracterizacdo de astréocitos derivados de células-tronco de pluripoténcia
induzida humanas (hiPSCs). (A) Micrografias confocais de varredura a laser representativas
de astrdcitos derivados de hiPSCs imunomarcados para Hoechst (azul), GFAP (verde) e
faloidina (magenta). (B) Micrografias confocais de varredura a laser representativas de
astrgcitos derivados de hiPSCs imunomarcados para Hoechst (azul), S1008 (verde) e
faloidina (magenta). (C) Micrografias confocais de varredura a laser representativas de
astrgcitos derivados de hiPSCs imunomarcados para Hoechst (azul), mGIuR5 (verde) e
faloidina (magenta). Escala = 200 pm.

A funcdo do mGIuR5 na modulacdo da resposta de astrécitos humanos a
inflamacédo ainda € muito pouco conhecida. Para elucidar a influéncia deste receptor
metabotropico em astrécitos sob condi¢cbes proé-inflamatérias, hiPSCs foram
diferenciadas em astrocitos por quatro semanas e passaram pelo processo de

maturacdo por pelo menos cinco semanas. Para avaliar a eficacia da diferenciacéo,

astrocitos com cinco semanas de maturacdo foram caracterizados, empregando
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marcadores especificos para essas células, nomeadamente GFAP e S100B.
Conforme observado na figura 4, as células foram positivas para ambos o0s
marcadores (em verde), confirmando a diferenciacdo bem-sucedida das hiPSCs em
astrocitos. Verificou-se, também, que estas células expressam mGIuR5 (figura 4 C e
figura 5 A e B). Adicionalmente, foram analisados os niveis de mMRNA do mGIuR5 em
astrocitos estimulados com 10 ng/mL de rTNF-a ou veiculo, e tratados com 10 uM de
CTEP, 10 uM de DHPG ou veiculo (DMSO). Os dados indicaram que nenhum dos
tratamentos alterou a expressdo do mGIuR5 nos astrécitos (figura 5 A e B). Visto que,
MGIuR1 é um dos alvos do agonista DHPG (Wisniewski; Car, 2002), os niveis de
MRNA desse receptor também foram analisados. Os dados mostraram que 0s
astrécitos expressam mGIluR1 em niveis reduzidos (figura 5 C-D). Também é possivel

notar que rTNF-a, CTEP e DHPG nao alteraram a expressao deste receptor.
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Figura 5. Astrécitos derivados de hiPSCs expressam mGIuR5 e mGIuR1. Os gréficos
mostram os niveis de mMRNA do mGIuR5 (GRM5 - A e B) e mGIuR1 (GRM1 - C e D) em
astrocitos derivados de hiPSCs néo estimulados (NS) ou estimulados com rTNF-a (10 ng/ml)
e tratados com veiculo (NT), CTEP (10 uM) ou DHPG (10 uM) pord h(AeC)ou 24 h (B e
D). Os niveis de mRNA foram avaliados por RT-gPCR, que foi realizado em triplicatas e
normalizado pela média dos niveis de mMRNA de RPLPO e IPO8. Os dados representam as
médias = SEM, n=4-6.
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Para verificar se a estimulacdo com rTNF-a foi capaz de induzir uma resposta
inflamatoria, analisou-se os niveis proteicos de IL-183, IL-10, IL-12p70, TNF-q, IL-6 e
IL-8 no sobrenadante dos astrocitos estimulados com rTNF-a ou veiculo, e tratados
com CTEP, DHPG ou veiculo. A producao de IL-183, IL-10, IL-12p70 nao foi detectada.
Por outro lado, como observado na figura 6 (A-F), o tratamento com rTNF-a induziu
um aumento nos niveis TNF-a, IL-6 e IL-8, tanto apds 4h quanto apos 24h. Os niveis
proteicos de IL-6 e IL-8 aumentaram ligeiramente no tempo de 4h, com uma elevacéo
expressiva no tempo de 24h. O tratamento com CTEP provocou uma redug&o nos
niveis de TNF-a e IL-6 ap6s 4h (figura 6 A e C). J& com 24h, a inibicdo do mGIuR5
ndo causou diminui¢do dos niveis dessas citocinas (figura 6 B e D). Em oposi¢éo, o
DHPG néo foi capaz de modular os niveis de TNF-a, IL-6 e IL-8 em nenhum dos

tempos analisados (figura 6 A-F).
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Figura 6. CTEP reduz a expressédo de fatores inflamatérios induzida por rTNF-a. Os
graficos mostram a quantificacdo dos niveis proteicos de TNF-a (A e B), IL-6 (C e D) e IL-8
(E e F) no sobrenadante de astricitos derivados de hiPSCs nédo estimulados (NS) ou
estimulados com rTNF-a (10 ng/mL) e tratados com veiculo (NT), CTEP (10 uM) ou DHPG
(10 uM) por 4 h (A, C e E) ou 24h (B, D e F). Os niveis proteicos foram avaliados por CBA,
realizado em duplicatas. Os dados representam as médias + SEM, n=4-6. * (p<0,05) indica
diferencas estatisticamente significativas.
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Os niveis de mRNA de TNF-q, IL-6 e IL-8 também foram analisados. A
estimulagédo com rTNF-a induziu um aumento do mRNA dessas citocinas inflamatdrias
tanto apos 4h quanto apés 24h (figura 7 A-F). A inibicdo do mGIuR5 com CTEP
resultou na reducéo dos niveis de TNF-a apos 24h em relagdo ao grupo ndo tratado
(NT) (figura 7 B). Além disso, CTEP levou a uma diminuig&o nos niveis de mRNA de
IL-6 apds 4h, em comparacdo com o grupo tratado com DHPG (figura 7 C). Observou-
se também uma reducéo nos niveis de mRNA de IL-8 apds 4h no grupo tratado com
CTEP (figura 7 E). De maneira interessante, apds 24h, houve um aumento de IL-6 e
IL-8 nos grupos tratados com CTEP, indicando que o efeito anti-inflamatério desse
tratamento pode ser transitorio (figura 7 D e F). Por sua vez, DHPG ndo alterou os
niveis dessas citocinas em nenhuma das condi¢des analisadas. Estes dados indicam
gue a inibicdo da sinalizacdo do mGIURS5 reduz transitoriamente a producédo de

citocinas proé-inflamatorias por astrocitos humanos estimulados com rTNF-a.
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Figura 7. CTEP modula os niveis de mRNA de mediadores inflamatérios em astrocitos
estimulados com rTNF-a. Os graficos mostram os niveis de mRNA de TNF-a (A e B), IL-6
(CeD)elL-8 (E e F) em astrdcitos derivados de hiPSCs néo estimulados (NS) ou estimulados
com rTNF-a (10 ng/mL) e tratados com veiculo (NT), CTEP (10 yM) ou DHPG (10 uM) por 4
h (A, C e E) ou 24h (B, D e F).Os niveis de mRNA foram avaliados por RT-qPCR, realizado
em triplicatas e normalizado pela média dos niveis de mRNA de RPLPO e IPO8. Os dados
representam as médias + SEM, n=3-6. * (p<0,05) indica diferencas estatisticamente
significativas.
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4.2 A inibicdo do mGIuR5 modula a expressdo do marcador de astrocitos reativos

SERPINA3 em astrécitos humanos

A fim de dar continuidade a avaliacdo da reatividade astrocitéria, os niveis de
MRNA de marcadores de astrocitos reativos foram quantificados. Considerando a
proposta de distingdo entre os perfis de reatividade astrocitaria A1 e A2 (Zamanian
et al.,, 2012; Liddelow et al., 2017), foram avaliados os niveis de mRNA dos
marcadores gerais de reatividade membro 3 da familia serpina A (SERPINAS3), fator
nuclear de células T ativadas 3 e 4 (NFATC3 e NFATC4); dos marcadores de
astrocitos reativos do tipo A1 complemento C3 (C3), complemento C4 (C4), molécula
1 de adeséo celular vascular (VCAM-1), proteina de ligacdo ao guanilato 2 (GBP2),
FKBP prolil isomerase 5 (FKBP5) e membro 1 da familia serpina G (SERPING1); e
do marcador do fendtipo A2 proteina A10 de ligacdo ao calcio S100 (S100A10)
(Zamanian et al., 2012; Liddelow et al., 2017; Clarke et al., 2018; Escartin et al., 2021,
Leng et al., 2022).

O estimulo inflamatorio rTNF-a causou um aumento nos niveis de mRNA de
SERPINA3, C3, VCAM-1 e GBP2, tanto apos 4h quanto apos 24h (figura 8 A-H),
enquanto os niveis de NFATC3, NFATC4, C4, FKBP5, SERPING1 E S100A10
permaneceram inalterados (figura 9 A-L). Interessantemente, CTEP promoveu um
aumento adicional na expressdo do marcador geral de reatividade SERPINA3 em
todos os tempos analisados (figura 8 A e B). Por outro lado, DHPG aumentou a
expressdo de SERPINA3 apenas no tempo de 4h (figura 8 A). Os dados indicam que
a inibicdo do mGIuRS5 resulta em um aumento persistente dos niveis de mRNA do
marcador de reatividade SERPINA3 em condicfes pro-inflamatorias, sem afetar a

expressdo dos marcadores associados aos fendtipos reativos Al e A2.
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Figura 8. mGIuR5 modula a expressdao do marcador geral de astrécitos reativos
SERPINA3. Os graficos mostram os niveis de mMRNA de SERPINA3 (A e B), C3 (C e D),
VCAM-1 (E e F) e GBP2 (G e H) em astrécitos derivados de hiPSCs nao estimulados (NS) ou
estimulados com rTNF-a (10 ng/mL) e tratados com veiculo (NT), CTEP (10 uM) ou DHPG
(10 uM) por4 h (A, C,Ee G) ou 24 h (B, D, F e H). Os niveis de mRNA foram avaliados por
RT-gPCR, realizado em triplicatas e normalizado pela média dos niveis de mRNA de RPLPO
e IPO8. Os dados representam as médias + SEM, n=4-6. * (p<0,05) indica diferencas
estatisticamente significativas.
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Figura 9. Expressédo de marcadores de reatividade por astrécitos derivados de hiPSCs.
Os graficos mostram os niveis de mMRNA de NFATC3 (A e B), NFATC4 (Ce D), C4 (E e F),
FKBPS5 (G e H), SERPINGL1 (I e J), e S100A10 (K e L) em astrocitos derivados de hiPSCs
nao estimulados (NS) ou estimulados com rTNF-a (10 ng/mL) e tratados com veiculo (NT),
CTEP 10 uM ou DHPG (10 uM) pord h (A, C,E, G, le K)ou 24h (B, D, F, H, J e L). Os niveis
de mRNA foram avaliados por RT-qPCR, realizado em triplicatas e normalizado pela média
dos niveis de mMRNA de RPLPO e IPO8. Os dados representam as médias + SEM, N=4-6. *
(p<0,05) indica diferencas estatisticamente significativas.
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4.3 A inibicdo do mGIuR5 aumenta a fagocitose de material sinaptico em astrécitos
humanos

Visto que a astrogliose reativa também se traduz em modificagfes funcionais,
incluindo alteragbes na habilidade de fagocitar material sinaptico (Liddelow et al.,
2017), os niveis de fagocitose de astrécitos derivados de hiPSCs submetidos aos
diferentes tratamentos foram examinados por meio de um ensaio de fagocitose de
sinaptoneurossomos. Para isso, sinaptoneurossomos foram isolados a partir do
cérebro de camundongos. Posteriormente, a eficacia do processo de isolamento foi
avaliada através da quantificacdo de proteinas pré e poés-sinapticas. Conforme
ilustrado na figura 10, a proteina pré-sinaptica sintaxina-1 e a proteina pos-sinaptica
Homer foram enriquecidas na fracdo de sinaptoneurossomos, enquanto a vinculina,
uma proteina do citoesqueleto, apresentou-se predominantemente no compartimento
citosélico. Em seguida, foi verificado se os astrocitos derivados de hiPSCs seriam
capazes de fagocitar sinaptoneurossomos com marcacao fluorescente. Os dados
mostraram que os astrocitos humanos foram capazes de engolfar material sinaptico,
conforme evidenciado pela presenca de varios pontos vermelhos, correspondentes
aos sinaptoneurossomos com marcacéao fluorescente, observados dentro do corpo
celular dos astrocitos (figura 11 A e B).

Como ilustrado na figura 12, a estimulacdo com rTNF-a aumentou a fagocitose
de sinaptoneurossomos em comparacdo com as células ndo estimuladas.
Curiosamente, astrocitos tratados com CTEP ou DHPG demonstraram um aumento
no indice de fagocitose em comparacdo com o grupo nhao tratado (figura 12 G).
Notavelmente, astrocitos tratados com CTEP e estimulados com rTNF-a
apresentaram indice de fagocitose mais alto do que aqueles tratados com veiculo ou
DHPG (figura 12 G). Ademais, astrocitos tratados com CTEP, tanto no grupo nao
estimulado quanto no grupo estimulado com rTNF-a, exibiram niveis semelhantes de
fagocitose de sinaptoneurossomos (figura 12 G). Esses resultados indicam que o
bloqueio do mGIuR5 é suficiente para aumentar a fagocitose de material sinaptico,

independentemente da presenca do estimulo pré-inflamatério.
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Figura 10. Sinaptoneurossomos isolados do cérebro de camundongos séo
enriquecidos em marcadores pré e poés-sinapticos. Sdo mostrados imunoblots para
vinculina (painel superior), Homer (painel intermediario) e sintaxina-1 (painel inferior) em
fracOes de preparacéo de sinaptoneurossomos, incluindo pellet, homogenato (Homo), fracéo
citosolica (Cit) e sinaptoneurossomos (SNS).

Figura 11. Astrocitos derivados de hiPSCs sdo capazes de fagocitar
sinaptoneurossomos. S&o mostradas projecdes ortogonais de séries Z (A) e a renderizacao
3D (B) do astrécito destacado em (A) de micrografias confocais de astrocitos derivados de
hiPSCs marcados com CellTracker blue (azul) e sinaptoneurossomos marcados com Vybrant
CM-Dil (vermelho). Escala= 200 um em (A) e 50 um em (B).
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Figura 12. CTEP e rTNF-a aumentam o indice de fagocitose de astrocitos derivados de
hiPSCs. As imagens mostram micrografias confocais de varredura a laser representativas de
astrgcitos derivados de hiPSCs marcados com CellTracker blue (azul) e sinaptoneurossomos
(SNS) marcados com Vybrant CM-Dil (vermelho). Os astrécitos derivados de hiPSCs foram
nao estimulados (NS) e tratados com veiculo (NT) (A), CTEP (10 uM) (B) ou DHPG (10 uM)
(C), ou estimulados com rTNF-a (10 ng/mL) e tratados com veiculo (NT) (D), CTEP (10 uM)
(E) ou DHPG (10 uM) (F) por 24 h. Escala = 200 uym. (G) O grafico apresenta o indice de
fagocitose de astrécitos derivados de hiPSCs ndo estimulados (NS) ou estimulados com
rTNF-a (10 ng/mL) e tratados com veiculo (NT), DHPG (10 uM) ou CTEP (10 uM) por 24 h. A
linha tracejada representa a mediana e as linhas pontilhadas representam o intervalo
interquartil, n=258-414. * (p<0,01) indica diferencas estatisticamente significativas.
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Visto que foi demonstrado que os receptores de fagocitose tirosina quinase,
proto onco-gene mer (MERTK) e mudltiplos dominios semelhantes a EGF 10

(MEGF10) medeiam a eliminagdo sinaptica realizada por astrocitos (Chung et al.,
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2013; Lee et al., 2021), foram analisados os niveis de mMRNA desses receptores para
verificar se alteragdes em sua expressao poderiam explicar as diferengas encontradas
na atividade fagocitica dos astrdcitos. A estimulagdo com rTNF-a reduziu os niveis de
MERTK ap0s 4 h e 24h (figura 13 A e B). Por outro lado, os tratamentos com CTEP e
DHPG néo influenciaram os niveis de mRNA desse receptor. Adicionalmente, os
dados demonstraram que nenhum dos tratamentos alterou os niveis de mRNA de
MEGF10 nos astrdcitos (figura 13 C e D).
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Figura 13. rTNF-a diminui a expressdo de MERTK em astrécitos derivados de hiPSCs.
Os graficos mostram os niveis de mMRNA de MERTK (A e B) e MEGF10 (C e D) em astrdcitos
derivados de hiPSCs que nao foram estimulados (NS) ou foram estimulados com rTNF-a (10
ng/mL) e tratados com veiculo (NT), CTEP (10 uM) ou DHPG (10 uM) por4 h (Ae C)ou 24 h
(B e D). Os niveis de mRNA foram avaliados por RT-gPCR, realizado em triplicatas e
normalizado pela média dos niveis de mRNA de RPLPO e IPO8. Os dados representam as
médias + SEM. * (p<0,05) indica diferencas estatisticamente significativas.

Uma vez que os niveis de mRNA de MERTK e MEGF10 nédo explicaram as
alteracdes no indice de fagocitose de sinaptoneurossomos induzidas pelos diferentes
tratamentos administrados, os niveis de mRNA de outros receptores astrocitarios
envolvidos na fagocitose de diferentes estruturas foram investigados, nomeadamente
o receptor tirosina quinase AXL (AXL), a subunidade aV (ITGAV) e a subunidade $ 5
(ITGB5) da integrina aVB3/5 e a proteina 1 relacionada ao receptor de lipoproteina de
baixa densidade (LRP1) (Konishi et al., 2022).
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Figura 14. CTEP e rTNF-a podem modular os niveis de mRNA de receptores de
fagocitose em astrocitos. Os graficos mostram os niveis de MRNA de AXL (A e B), ITGAV
(C e D), ITGB5 (E e F) e LPR1 (G e H) em astricitos derivados de hiPSCs que néo foram
estimulados (NS) ou foram estimulados com rTNF-a (10 ng/mL) e tratados com veiculo (NT),
CTEP (10 puM) ou DHPG (10 uM) por4 h (A, C,E e G) ou 24 h (B, D, F e H). Os niveis de
MRNA foram avaliados por RT-qPCR, realizado em triplicatas e normalizado pela média dos
niveis de mMRNA de RPLPO e IPO8. Os dados representam as médias + SEM. * (p<0,05) indica
diferencas estatisticamente significativas.

Os resultados indicaram que a estimulacdo com rTNF-a levou a diminui¢do dos
niveis de mRNA de AXL apenas ap6és 24h (figura 14 B). Embora as diferencas ndo
tenham sido estatisticamente significativas, observou-se uma tendéncia de reducdo

ao comparar o grupo ndo estimulado tratado com veiculo (NS/NT) com 0 grupo
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estimulado com rTNF-a tratado com veiculo (TNF-a/NT) (p=0,0610) (figura 14 B).
Além disso, o estimulo rTNF-a elevou os niveis de mRNA de ITGAV tanto apés 4h
quanto apos 24h (figura 14 C e D). Surpreendentemente, CTEP diminuiu os niveis de
MRNA de ITGB5, que também compde a integrina aV3/5, no grupo estimulado com
rITNF-a apés 4h (figura 14 E). J& ap0s 24h, somente o tratamento com rTNF-a
provocou essa reducao (figura 14 F). A expressao de LRP1 n&o foi afetada por
nenhum dos tratamentos nos tempos analisados (figura 14 G e H). Portanto, diferentes
receptores podem estar envolvidos na fagocitose induzida por rTNF-a e mGIuR5 em
astrécitos, com a integrina aVp3/5 possivelmente desempenhando um papel na

fagocitose induzida por rTNF-a.

4.4 O tratamento com rTNF-a e a inibicdo do mGIuR5 reduzem a expressédo de
moléculas sinaptogénicas em astrocitos humanos

A fim de prosseguir com a identificacéo de alteragcdes funcionais possivelmente
associadas a reatividade astrocitaria, foram quantificados os niveis de mRNA de
moléculas sinaptogénicas, uma vez que pesquisas anteriores demonstraram que o
MGIURS5 pode induzir a expressao dessas moléculas em astrocitos e promover a
remodelacao sinaptica (Kim, S. K. et al., 2016; Saitta et al., 2021; Danjo et al., 2022).
Constatou-se que rTNF-a reduziu os niveis de mRNA de BDNF e de glipican-4 (GPC4)
tanto apdés 4h quanto apos 24h (figura 15 A-D), enquanto os niveis de mRNA de
trombospondina-1 (TSP1) e da proteina 1 semelhante a SPARC (SPARCL1)
permaneceram inalterados diante deste estimulo inflamatorio (figura 15 E-H). Em
contrapartida, o tratamento com CTEP diminuiu os niveis de mRNA de BDNF apés 4h
apenas no grupo nao estimulado (figura 15 A). A administracdo de CTEP também
reduziu os niveis de TSP1 apds 24h no grupo que néo foi estimulado com rTNF-q,
com uma forte tendéncia de reducdo observada no grupo estimulado com rTNF-a
(p=0,0611) (figura 15 F). O tratamento com DHPG, por sua vez, ndo alterou os niveis
de mRNA das proteinas sinaptogénicas em nenhum dos tempos e condi¢des
analisadas (figura 15 A-H). Esses dados sugerem que tanto o estimulo pro-
inflamatoério administrado quando a inibicdo da sinalizacdo do mGIuR5 podem
comprometer a producao de moléculas sinaptogénicas, tendo o potencial de contribuir
para a perda sinaptica comumente observada em doencas neurodegenerativas
(Cardozo et al., 2019; De Souza et al., 2022).
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Figura 15. CTEP e rTNF-a diminuem a expressdao de moléculas sinaptogénicas. Os
graficos mostram os niveis de mMRNA de BDNF (A e B), glipican-4 (GPC4) (C e D),
trombospondina-1 (TSP1) (E e F) e proteina 1 semelhante a SPARC (SPARCL1) (G e H) em
astrgcitos derivados de hiPSCs que nao foram estimulados (NS) ou foram estimulados com
rTNF-a (10 ng/mL) e tratados com veiculo (NT), CTEP (10 uM) ou DHPG (10 uM) por 4 h (A,
C,EeG)ou 24 h (B, D, Fe H). Os niveis de mRNA foram avaliados por RT-qPCR, realizado
em triplicatas e normalizado pela média dos niveis de mRNA de RPLPO e IPO8. Os dados
representam as médias + SEM, n=4-6. * (p<0,05) indica diferencas estatisticamente
significativas.
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5. DISCUSSAO

Processos inflamatérios tém sido associados com a etiopatologia de diversos
disturbios neuroldgicos, sendo continuamente identificados como fatores
preponderantes inclusive em doengas que nao sao tradicionalmente consideradas de
origem neuroinflamatéria (Gilhus; Deuschl, 2019). O mGIuR5 esta envolvido em
processos neuroinflamatérios e neurodegenerativos, sendo considerado um alvo
farmacoldgico promissor para promoc¢ao da neuroprotecdo em distirbios neurolégicos
(Spampinato et al., 2018). Entretanto o papel do mGIuR5 em astrécitos em contextos
patolégicos ainda € pouco estudado, havendo dados conflitantes na literatura,
sugerindo que a ativacdo desse receptor pode resultar tanto em efeitos protetores
guanto toxicos, dependendo do contexto. Enquanto alguns estudos relataram efeitos
benéficos da ativacdo do mGIuR5 em astrocitos apos lesdes, atribuidos a liberagéao
de fatores de crescimento e moléculas sinaptogénicas (Fulmer et al., 2014; Saitta et
al., 2021), outros estudos indicam que a ativacao desse receptor pode ser prejudicial,
levando a producédo de mediadores inflamatérios e a degeneracao astrocitaria (Rossi
et al., 2008; Shah et al., 2012). De fato, a eficacia de agonistas ou antagonistas do
MGIuRS5 pode variar dependendo da condicéo patolégica subjacente. Por exemplo, a
estimulacdo do mGIuR5 em astrocitos pode promover a liberacdo de BDNF, que
promove a sintese de proteinas de mielina em um modelo de desmielinizacao induzido
por cuprizona (Saitta et al., 2021). Por outro lado, no caso da DA, a presenca de AR
leva ao aumento dos niveis intracelulares de Ca?* nos astrocitos, um efeito
exacerbado pela expressdo aumentada do mGIuUR5 nessas células (Casley et al.,
2009; Grolla; Fakhfouri; et al.,, 2013; Grolla; Sim; et al.,, 2013; Lim et al., 2013;
Shrivastava et al., 2013). Nesse cenario, o antagonismo do mGIluR5 mostrou-se eficaz
em reverter o aumento de Ca?*, prevenindo a disfuncédo dessa sinalizacdo induzida
pelo AB (Casley et al., 2009; Grolla; Fakhfouri; et al., 2013). Adicionalmente,
demonstrou-se que o bloqueio do mGIuR5 em astrdcitos previne a morte celular em
um modelo de ELA (Rossi et al., 2008). Essas evidéncias ressaltam o papel dual do
MGIuR5 em diferentes contextos patoldgicos.

Os resultados apresentados nesse trabalho podem contribuir para elucidar
essa ambivaléncia, jA que demonstramos que o bloqueio do mGIuR5 por CTEP
diminuiu os niveis de TNF-a e IL-6 ap0s estimulacdo curta por rTNF-a, observando-

se a perda da intensidade desse efeito em 24 horas. Estes achados corroboram
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estudos anteriores, mostrando que o antagonismo do mGIuR5 previne a secrec¢ao de
fatores inflamatorios em uma linhagem celular de astrécitos (Shah et al., 2012). O
MGIuR5 pode mediar a ativagcdo de vias envolvidas na producdo de fatores
inflamatérios, tais como NF-kB, JNKs e o fator de transcricdo dependente de
calcineurina NFAT (Wang; Zhuo, 2012; Furman; Norris, 2014; Abd-Elrahman;
Ferguson, 2022). Dessa forma, a modulacdo dessas vias pode estar envolvida na
reducédo da producao de citocinas observada diante da inibicdo de mGIuR5 por CTEP.
Experimentos envolvendo a avaliagdo da translocacdo nuclear de NF-kB, a
guantificacéo da fosforilacdo de proteinas envolvidas nessas vias e 0 uso de farmacos
para inibicdo da atividade dessas proteinas sdo essenciais para verificar essa
hipotese. Uma possivel limitacdo da analise conduzida € que a presenca de rTNF-a
residual poderia interferir na detec¢cdo do TNF-a secretado. No entanto, a avaliacédo
dos transcritos de mRNA de TNF-a demonstrou um aumento na expressao desse
gene apos a estimulacdo com rTNF-a, corroborando os achados da quantificacédo
proteica. E importante distinguir os componentes utilizados para as andlises proteicas
e de mRNA. Enquanto as analises proteicas foram feitas utilizando o sobrenadante
das células tratadas, as analises de gPCR foram feitas a partir da extracdo do RNA
total da monocamada celular, o que explica as diferencas encontradas entre os dados
obtidos nessas analises. Embora o CTEP tenha reduzido a secrecao de citocinas, é
interessante notar que ele aumentou a expressao génica de SERPINA3, que € um
marcador de astrocitos reativos.

A fagocitose desempenha um papel fundamental na remocéao de células mortas
tanto em condicdes fisioldgicas quanto patologicas no SNC. Esse processo também
€ crucial para a eliminacdo de sinapses, refinando as redes neurais durante o
desenvolvimento e na vida adulta (Trachtenberg et al., 2002; Paolicelli et al., 2011).
No entanto, a fagocitose aberrante de sinapses por micréglias tem sido implicada
como um mecanismo central na perda sinaptica observada na DA (Hong et al., 2016).
Embora as microglias sejam amplamente conhecidas por sua capacidade fagocitica,
0s astrocitos também podem fagocitar sinapses no cérebro em desenvolvimento e
remover agregados proteicos extracelulares, como o AB (Koistinaho et al., 2004;
Chung et al., 2013). Notavelmente, descobertas recentes indicam que as sinapses
hipocampais sdo preferencialmente fagocitadas por astrocitos (Lee et al., 2021).
Ademais, observou-se, em um modelo murino da DA, que astricitos associados ao

AB fagocitam sinapses disfuncionais, enquanto as micréglias ndo desempenham essa



53

funcdo (Gomez-Arboledas et al., 2018). Contudo, essa atividade benéfica é limitada,
ja que, a medida que o AB se acumula, a capacidade dos astricitos de fagocitar
sinapses distréficas é prejudicada e a expresséo dos receptores fagociticos MERTK
e MEGF10 diminui (Iram et al., 2016; Sanchez-Mico et al., 2021). Embora as sinapses
saudaveis devam ser preservadas, esse acumulo de sinapses defeituosas pode criar
um ambiente sinaptico disfuncional, levando ao agravamento da condi¢ao patologica
(Sanchez-Mico et al., 2021). Os resultados apresentados no presente estudo
demonstraram que rTNF-a aumentou o indice de fagocitose dos astrocitos. O
tratamento com esse estimulo inflamatério também aumentou a expressao da cadeia
aV, codificada por ITGAV e parte do receptor fagocitico integrina aVp3/5, enquanto a
expressao de MERTK foi reduzida. De modo interessante, a estimulagdo com rTNF-a
diminuiu a expressao da subunidade 35 da integrina aVp3/5, codificada por ITGBS5,
indicando que o0 aumento na fagocitose pode ser mediado pelo heterodimero formado
pela cadeia a e a cadeia 3. Em oposicéo, um trabalho anterior mostrou que astrocitos
Al murinos quando expostos a estimulos inflamatoérios (IL-1a, TNF-a e C1q) exibem
uma atividade fagocitica reduzida para sinapses e mielina e uma reducdo na
expressdo dos receptores fagociticos MERTK e MEGF10 (Liddelow et al., 2017).
Assim, esses resultados indicam que diferentes combinacdes de fatores inflamatérios
podem modular a atividade fagocitica dos astrocitos de maneiras distintas. Esses
dados evidenciam, portanto, que a classificacao simplificada de astrécitos em subtipos
Al e A2 pode nédo capturar plenamente a complexidade dos fendtipos astrocitarios
gue parecem ser tdo diversos quanto os estimulos capazes de induzir reatividade
(Escartin et al., 2021).

Poucos estudos tém explorado o papel do mGIuR5 na fagocitose mediada por
astrécitos. Um estudo recente demonstrou que um modulador alostérico silencioso do
MGIuR5 impede a localizacao sinaptica do componente 1q do complemento (C1q) e
a fagocitose dessas terminacdes por astrocitos em um modelo murino da DA (Spurrier
et al., 2022). Os resultados do presente trabalho demonstraram que o tratamento com
CTEP aumentou a fagocitose tanto na presenca quanto na auséncia de rTNF-a. E
intrigante que o DHPG tenha produzido um efeito semelhante ao CTEP na fagocitose
astrocitaria. De fato, tanto o DHPG quanto o CTEP aumentaram a expressao génica
de SERPINA3. E importante mencionar que DHPG ativa tanto o mGIuR5 quanto o
mMGIuR1, enquanto CTEP é um agonista inverso que bloqueia especificamente o

MGIuR5 (Lindemann et al., 2011). Embora a expressdo de mGIuR5 em astrocitos
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diminua apds o nascimento e 0 mGIuR1 normalmente ndo seja expresso por estas
células, ambos os receptores tém a expressdo aumentada em resposta a lesdes
(Aronica et al., 2001; Geurts et al., 2003; Gwak; Hulsebosch, 2005; Shrivastava et al.,
2013; lyer et al., 2014). Adicionalmente, nossos dados confirmaram que os astrocitos
derivados de hiPSCs expressam tanto mGIuR1 quanto mGIuR5. Assim, é possivel
gue o aumento na fagocitose e as alteracdes nos niveis de SERPINA3 induzidos pelo
DHPG se devam a ativacdo do mGIuR1 e que esses dois mGluRs do grupo | tenham
funcBes opostas nos astrocitos. Outra possibilidade é a de que o tratamento com o
DHPG tenha causado a dessensibilizagdo do mGIluR5, mediada por quinases, seja
por internalizacdo desse receptor ou pelo desacoplamento da ativacédo de proteinas
por sua porcao C-terminal. Isso explicaria porque os efeitos da ativacdo de mGIuR5
pelo DHPG seguiram a mesma direcdo de sua inibicdo por CTEP (Gereau;
Heinemann, 1998; Suh et al., 2018). O fato de o DHPG né&o apresentar esse mesmo
efeito no grupo estimulado com TNF-a poderia ser explicado por uma elevagao da
producéo de glutamato provocada por esse mediador imune (Olmos; Llado, 2014). A
presenca do glutamato pode causar a ativacao de receptores do tipo NMDAR nessas
células, revertendo a dessensibilizacdo de mGIuR5 (Alagarsamy et al., 1999). No
entanto, experimentos adicionais Sao cruciais para esclarecer esses mecanismos, tais
como a avaliacédo dos niveis de glutamato, a analise da atividade de transportadores
desse neurotransmissor e ensaios de biotinilagdo para verificar alteracdes no trafego
de mGIuR5 da membrana celular. Os dados atuais ilustram a complexidade da
sinalizacdo dos mGIuRs em contextos patologicos. Esses resultados indicam que
CTEP tem um efeito significativo na inducédo da fagocitose, independentemente da
presenca do estimulo inflamatoério. Considerando que a diminui¢cdo da fagocitose por
micréglias e astrocitos esta associada a doencas neurologicas, incluindo a DA (Iram
et al., 2016; Thomas et al., 2022), o CTEP poderia ser uma opc¢ao terapéutica para
compensar o prejuizo na remocéao fagocitica de AB e sinapses distréficas nessa e em
outras proteopatias.

Astrécitos desempenham papéis cruciais na sobrevivéncia neuronal e na
remodelacao sinaptica, secretando fatores troficos e sinaptogénicos, incluindo BDNF
(Gomez-Casati et al., 2010), GPC4 (Allen et al., 2012), SPARCL1 (Kucukdereli et al.,
2011) e TSP (Christopherson et al., 2005). Nossos dados mostraram que a
estimulagdo com rTNF-a diminuiu os niveis de BDNF e GPC4, sem modificar os niveis

de mRNA de TSP1. Um estudo anterior demonstrou que astrécitos A1 murinos, sob
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diferentes estimulos inflamatorios (IL-1a, TNF-a e C1q), apresentaram niveis elevados
de GPC4 e TSP1/2 (Liddelow et al., 2017). Embora esses resultados contrastantes
possam ser explicados por diferencas nos estimulos inflamatorios utilizados, também
€ possivel que astrécitos derivados de hiPSCs e astrocitos murinos respondam de
maneira diferente a inflamacdo, destacando a importancia do uso de modelos
celulares relevantes para humanos. Notavelmente, embora o CTEP tenha tido um
efeito anti-inflamatério, a inibicdo do mGIuUR5 n&o resultou em um aumento na
expressao dos fatores sinaptogénicos. Na verdade, o CTEP diminuiu os niveis de
expressdo de BDNF e TSP1. Esses resultados eram esperados, uma vez que foi
demonstrado que o mGIuRS5 astroglial esta envolvido na secrecdo de GPC4, BDNF e
TSP1 (Kim, S. K. et al., 2016; Saitta et al., 2021; Danjo et al., 2022). A ativacao do
MGIuR5 também promove a expressao de BDNF por meio do aumento da fosforilacao
de CREB (Mao; Wang, 2003; Wang; Zhuo, 2012; Doria et al., 2015; Doria et al., 2018).
Além disso, dados anteriores de nosso laboratério mostraram que a ablacdo genética
do mGIuRS5 resulta na reducdo do numero de espinhas dendriticas em um modelo
murino de doenca de Huntington (De Souza et al., 2022), enquanto a modulacéo
alostérica positiva do mGIuR5 é capaz de reverter esse fenoétipo (Doria et al., 2018),
indicando que a estimulacdo do mGIuR5 promove a sinaptogénese. Assim, tanto o
rTNF-a quanto a inibicdo do mGIuR5 podem prejudicar a sinaptogénese e estudos
futuros serdo cruciais para determinar se 0 meio condicionado de astrdcitos ou a co-
cultura desses astrécitos com neurbnios levariam a uma reducdo no numero de
sinapses em células humanas. Além da utilizacdo de modelos que contenham outros
tipos celulares, a quantificacdo da morte celular em cada grupo, bem como a medicéo
da liberacao de calcio, sdo experimentos essenciais para elucidar as vias moleculares
subjacentes as alteracGes observadas nesse trabalho em resposta aos tratamentos e

estimulos administrados.
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6. CONCLUSAO

Em concluséo, a inibicdo do mGIuR5 por CTEP atenua a secrecédo de fatores
inflamatérios induzida por rTNF-a, embora esse efeito diminua ao longo do tempo.
Paralelamente, o tratamento com CTEP nao altera a expressdo de marcadores de
reatividade caracteristicos dos fenétipos Al ou A2, enquanto a estimulacdo com rTNF-
a resulta em uma elevacdo da expressdo dos marcadores do fenétipo Al. Tanto o
tratamento com CTEP quanto com rTNF-a aumentam a expressao de SERPINA3 e a
fagocitose pelos astrocitos, enquanto a expressdo de fatores sinaptogénicos é
reduzida. Portanto, o tratamento com CTEP pode ser uma op¢ao quando se deseja 0
aumento da fagocitose, embora isso possa levar a um aumento na poda sinaptica e a
diminuic&o da sinaptogénese. Esses dados ilustram a complexidade da farmacologia
do mGIluR5 e mostram que a classificacao simplificada de astrécitos reativos em Al e
A2 nao é suficientemente abrangente para capturar sua diversidade fenotipica.
Portanto, € imperativa a investigacdo da reatividade astrocitaria em diferentes
condi¢cBes para identificar as propriedades das diversas populacdes de astrocitos

reativos e desenvolver terapias que considerem essa diversidade.

Efeito de CTEP em condigao nao inflamatoria Efeito de CTEP em condigao pré-inflamatoéria

% TNFa__
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Figura 16. Efeitos do CTEP em astrécitos derivados de hiPSCs sob condi¢cdo néo
inflamatoéria e pro-inflamatéria. A ilustracdo apresenta um resumo dos efeitos da inibigdo
da sinalizacdo de mGIuR5 por CTEP em astrocitos derivados de hiPSCs, estimulados ou ndo
com rTNF-a. Na auséncia deste estimulo inflamatorio a administragdo de CTEP diminui os
niveis de BDNF. J& na presenca de rTNF-a, CTEP provoca uma diminui¢do transitoria nos
niveis de IL-6 e TNF-a, enquanto aumenta os niveis do marcador de reatividade geral
SERPINA3. CTEP promove a diminui¢cdo dos niveis de TSP1 e o aumento da fagocitose,
independentemente da presenca de rTNF-a. Fonte: Elaborado pela autora, 2024.
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TNF-o is essential for induction and maintenance of inflammatory responses and
its dysregulation is associated with susceptibility to various pathogens that infect
the central nervous system. Activation of both microglia and astrocytes leads to
TNF-o production, which in turn triggers further activation of these cells.
Astrocytes have been implicated in the pathophysiology of a wide range of
neurodegenerative diseases with either harmful or protective roles, as these cells
are capable of secreting several inflammatory factors and also promote synapse
elimination and remodeling. These responses are possible because they sense
their surroundings via several receptors, including the metabotropic glutamate
receptor 5 (MGIUR5). Under neuroinflammatory conditions, mGIUR5 activation in
astrocytes can be neuroprotective or have the opposite effect. In the current study,
we investigated the role of mGIURS in hiPSC-derived astrocytes subjected to pro-
inflammatory stimulation by recombinant TNF-o. (FTNF-a). Our results show that
mGIuR5 blockade by CTEP decreases the secreted levels of pro-inflammatory
cytokines (IL-6 and IL-8) following short rTNF-a stimulation, although this effect
subsides with time. Additionally, CTEP enhances synaptoneurosome phagocytosis
by astrocytes in both non-stimulated and rTNF-o-stimulated conditions,
indicating that mGIluR5 blockade alone is enough to drive synaptic material
engulfment. Finally, mGIuR5 antagonism as well as rTNF-a stimulation augment
the expression of the reactivity marker SERPINA3 and reduces the expression of
synaptogenic molecules. Altogether, these data suggest a complex role for
mGIuR5 in human astrocytes, since its blockade may have beneficial and
detrimental effects under inflammatory conditions.
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1 Introduction

Astrocytes are the most abundant glial cells of the mammalian
central nervous system (CNS), playing important roles in CNS
physiology and being implicated in the pathology of a diverse array
of neurological diseases (I, 2). Astroglia is formed by a highly
heterogeneous population of astrocytes (3). These cells may assume
a reactive phenotype in pathological contexts, releasing
inflammatory factors that might impact disease outcomes either
in a detrimental or beneficial manner (4, 5). One important role
played by glial cells is the phagocytosis of dead cells, synapses and
myelin (6, 7). Although aberrant synapse pruning was shown to
contribute to dementia (8), elimination of dystrophic synapses and
dendrites, as well as phagocytosis of extracellular protein aggregates,
such as amyloid-B (AB) (9, 10), is essential for proper brain
function. Another important function of astrocytes is to promote
synapse remodelling by secreting synaptogenic molecules, including
brain derived neurotrophic factor (BDNF) (11), glypican-4 (GPC4)
(12), hevin (13), and thrombospondins (TSPs) (13, 14).

The metabotropic glutamate receptor type 5 (mGluR5) is a G-
protein-coupled receptor (GPCR) whose involvement in
neurodegenerative disorders has been widely studied (15). As in
neurons, mGluR5 stimulation in astrocytes activates the Gotg/11/
PLCR/IP; pathway, increasing intracellular Ca®*, which facilitates
glutamate release (16-19). Moreover, stimulation of this receptor
activates non-canonical cell signalling pathways, including
mitogen-activated protein kinase (MAPK) and phospholipase D
(PLD) (20, 21). Although mGluRS5 expression in astrocytes declines
postnatally (22, 23), previous works have shown an upregulation of
this receptor in astrocytes in neurological diseases that most
commonly affect adults or the elderly, such as amyotrophic lateral
sclerosis (ALS) (24), multiple sclerosis (MS) (25), and Alzheimer’s
disease (AD) (26), suggesting a relevant role of mGIuR5 in
gliopathology. In microglia, the activation of mGluR5 has an anti-
inflaimmatory effect, decreasing microglial expression of tumor
necrosis factor-o (TNF-o) and production of reactive oxygen
species (27, 28). However, the role of mGluR5 in astrocytes
remains controversial, as some studies indicate that activation of
astrocytic mGluR5 following injury is protective for neighbouring
cells as it triggers the release of growth factors and synaptogenic
molecules (29, 30), whereas others have shown that mGluR5
activation is harmful as it increases the production of
inflammatory mediators (31, 32). For instance, the inhibition of
mGluR5 by MPEP prevents methamphetamine-induced increase in
IL-6 and IL-8 in a human astroglia cell line (32). Conversely,
inhibition of mGluR5 in murine astrocytes can reduce the
expression of IL-1f and MCP-1 (33). Furthermore, it has been
shown that the activation of mGluR5 by DHPG has no effect on the
IL-1B-induced expression of IL-6 in human astrocytes (34). Despite
all these studies investigating the role of astrocytic mGluR5 in
neurological disorders, it has been challenging to successfully
replicate these findings in clinical trials. This discrepant results
can be partially explained by the molecular differences between
human and murine glial cells (35, 36). For instance, it has been

pointed that these cells display species-specific gene expression
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profiles upon poly-I:C or TNF-ct stimulation, with human
astrocytes showing stronger immune response compared to
their murine counterparts (35). Thus, more studies are needed
to investigate how mGluR5 can impact the activation of
human astrocytes and the production of inflammatory and
synaptogenic mediators.

Astrocytes derived from human induced pluripotent stem cells
(hiPSCs) are widely used to study cell physiology, as well as an in
vitro model of neurological diseases (37-40). In this study we used
cultured hiPSC-derived astrocytes to investigate the influence of
mGIuR5 on the astrocytic response to inflaimmatory stimulation
with recombinant TNF-o (rTNF-¢t). TNF-o is essential for
induction and maintenance of inflammatory responses and its
dysregulation is associated with susceptibility to various CNS
pathogens (41, 42). Moreover, reactive astrocytes lead to TNF-o
production, which in turn triggers further activation of these cells.
To modulate mGluR5 activity, we employed the mGluR5 negative
allosteric modulator (NAM) CTEP, which is a potent and highly
specific drug that acts as an inverse agonist of mGluRS5, effectively
blocking its constitutive activity (43). We show that, in the presence
of rTNF-c,, mGluR5 inhibition decreases the secreted levels of IL-6
and IL-8 and increases the expression of the reactive astrocyte
marker SERPINA3. Since reactive astrogliosis can display different
functional profiles (44) and given its role in synaptic turnover, a
process altered in many neurological diseases (45), we also assessed
the rate of phagocytosis of synaptoneurosomes by astrocytes and
the expression of synaptogenic proteins. We show that CTEP
enhanced phagocytosis regardless of rTNF-o, while both CTEP
and rTNF-o downregulated the expression of synaptogenic
molecules. Thereby, the current results reveal the multifaceted
role of mGIuR5 in astrocyte reactivity and function, highlighting
its potential for both detrimental and beneficial effects depending

on the specific context.

2 Materials and methods

2.1 Human-induced pluripotent stem cell
line and cell culture maintenance

The 7889SA cell line was obtained from the New York Stem Cell
Foundation (NYSCF ID CO0002-01-SV-003) and described
previously (46). hiPSCs were maintained on 6-well plates coated
with Geltrex (Gibco, cat no. A1413302) in StemFlex Medium
(Gibco, cat no. A3349301). Upon reaching 80-90% confluence,
cells were incubated for 3-4 min in 500 uM EDTA (Sigma, cat
no. EDS) in PBS, dissociated in clumps and seeded into new 6-well
Geltrex-coated plates for expansion. Media was changed every 48h.

2.2 Human astrocytes differentiation

Astrocytes were differentiated from hiPSCs as previously
described (38). hiPSCs were dissociated into single cells using
StemPro Accutase (Gibco, cat no. A1110501) and seeded into 6-
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well Geltrex-coated plates at 3x10* cells/cm?® in StemFlex Medium
supplemented with 10 uM Rho-associated protein kinase (ROCK)
inhibitor Thiazovivin (Sigma Aldrich, cat no. SML1045). In order to
start differentiation (day 0), medium was changed to PSC Neural
Induction Medium containing Neurobasal Medium (Gibco, cat no.
21103-049), Neural Induction Supplement (Gibco, cat no.
A1647701) and 1% penicillin-streptomycin solution (Gibco, cat
no. 15410-122). Media was changed every 48 h. On day 7, NSCs
were dissociated with Accutase and plated at 1x10” cells/cm” in 60
mm Geltrex-coated dishes in NSC Expansion Medium containing
50% Advanced DMEM/F12 (Gibco, cat no. 12634010), 50%
Neurobasal Medium, Neural Induction Supplement and 1%
penicillin-streptomycin solution supplemented with 10 uM ROCK
inhibitor Thiazovivin. Media changes were performed every 48h.
When NSCs reached 90% confluence, cells were dissociated with
Accutase and seeded at 5 x 10 cells/cm” in 25 cm” Geltrex-coated
culture flasks in Astrocyte Induction Medium containing DMEM/
F12 Medium (Gibco, cat n0.12400024), N2 supplement (Gibco, cat
no. 17502048), 1% fetal bovine serum (FBS) (Gibco, cat no. 12657-
029) and 1% antibiotic-antimycotic solution (Gibco, cat
no0.15240112). Media was changed every 48 h for 21 days. During
this period, upon reaching full confluence, cells were expanded at a
ratio of 1:3 using Accutase to 75 cm® Geltrex-coated culture flasks.
By the end of differentiation, media was switched to Astrocyte
Maturation Medium (DMEM/F12, 10% FBS and 1% antibiotic-
antimycotic solution) for an additional period of at least 5 weeks.
During this period, media was changed twice a week and when
reaching full confluence, cells were dissociated using Trypsin/EDTA
0,125% (Gibco, cat no. 25200072) and expanded to 175 cm? culture
flasks at a ratio of 1:2 (without Geltrex coating). Cells were
maintained under standard culture conditions (95% relative
humidity and 5% CO2 at 37°C) and tested routinely for

Mycoplasma contamination, as previously described (47).

2.3 Drug treatment

After nine weeks of maturation, upon reaching 100%
confluence in 175 ¢cm® culture flasks, hiPSC-derived astrocytes
were dissociated with Trypsin/EDTA 0.125% (Gibco, cat no.
25200072) and seeded at 1x10* cells/cm” in 6-well plates. After 5
days in culture, cells were washed three times with PBS, DMEM/F12
media was replenished, and astrocytes were serum starved for 24 h.
Then, cells were treated with either 10 pM CTEP (Axon Medchem,
cat no. Axon 1972) or vehicle (DMSO; Sigma-Aldrich, cat no.
41639) and subsequently stimulated with 10 ng/mL rTNF-o
(BioLegend, cat no. 717904) for either 4h or 24 h. In the case of
lipopolysaccharide (LPS) treatment, astrocytes were treated with
either 0.1 or 1 pg/mL LPS (Sigma, cat no. L6529) for 24 h. Drugs
were kept in the media throughout the whole experiment. After
treatment, the supernatant was flash frozen and stored at -80°C
until further use, and cells were collected with 1 mL of TRIzol™
reagent (Invitrogen, cat no. 15596018), transferred to 1.5 mL

microcentrifuge tubes and frozen at -80°C.
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2.4 Quantitative RT-PCR

Total RNA was isolated using TRIzol™ reagent as per
manufacturer’s instructions and resuspended in 12 pL of
nuclease-free water. RNA concentration and quality was analyzed
by spectrophotometer (Multiskan® GO, Thermo Scientific). cDNAs
were prepared from 800 ng of total RNA extracted in a 20 pL final
reverse transcription reaction. Quantitative RT-PCR (RT-qPCR)
was performed with 10x diluted cDNA using Power SYBR® Green
PCR Master Mix in the QuantStudio” ™ 7 Flex real-time PCR system
platform (Applied Biosystems®). RT-qPCR assays were performed
to quantify the mRNA levels of the following genes: C3
(NM_000064.3); TPO8 (NM_006390.3); RPLPO (NM_001002.3);
MERTK (NM_006343.2); ITGAV (NM_001144999.3); SERPINA3
(NM_001085.5); VCAMI (NM_001078.5); SI00AI10
(NM_002966.3); BDNF (NM_170735.6); GPC4 (NM_001448.3);
TSP1 (NM_003246.4), FKBP5 (NM_001145775.3), SERPINGI
(NM_000062.3), GBP2 (NM_004120.5), NFATC3
(NM_173163.3), NFATC4 (NM_001198967.3), and GRMS5
(NM_001384268.1). Primers were designed using the Primer3Plus
Program (48). Primer sequences are listed in Table 1.

Previous verification of undesired secondary formations or
dimers between primers were performed using “OligoAnalyser
3.1” tool (Integrated DNA Technologies®), available at https://
www.idtdna.com/calc/analyzer. All primers used in this work
were validated by serial dilution assay and the reaction efficiency
was calculated, comprising 90-110% (data not shown). Changes in

gene expression were calculated by the 27

method, using the
average of the housekeeping genes IPO8 and RPLP0O

for normalization.

2.5 Immunofluorescence staining

After 5 weeks of maturation, hiPSC-derived astrocytes were
plated onto acid-etched clean glass coverslips coated with 50 pg/mL
poly-D-lysine (Sigma, cat no. P6407) in 24-well plates at 1x10° cells/
cm” in Astrocytes Maturation Media. After 5 days in culture, cells
were fixed for 15 min in 4% paraformaldehyde (PFA) (Sigma, cat
no. 158127) diluted in PBS. Samples were permeabilized with 0.3%
Triton X-100 (Labsynth, cat no. T2502) diluted in PBS (PBST) for
10 min and blocked with 2% Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma,
cat no. A7906) diluted in PBST (blocking solution) for 1 h at room
temperature. Then, cells were washed three times with PBS and
incubated overnight at 4°C with the following primary antibodies
diluted in blocking solution: anti-mGluRS5 (1:100, Millipore, cat no.
AB5675), anti-S100B (1:200, Abcam, cat no. ab52642) and anti-
GFAP (1:200, Cell Signaling, cat no. 12389). After incubation, cells
were washed three times with PBS and incubated for 1 h at room
temperature with the following secondary antibody and staining
reagents diluted in blocking solution: anti-Rabbit IgG Alexa Fluor
488 (1:400, Invitrogen, cat no. A-11008), Hoechst (1:500,
Invitrogen, cat no. H3570) and Alexa Fluor 633 Phalloidin
(1:1000, Invitrogen, cat no. A22284). Coverslips were washed
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TABLE 1 qPCR primer sequences.

Forward primer (5'-3’)
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Reverse primer (5'-3)

Cc3 CTGCCCAGTTTCGAGGTCAT CGAGCCATCCTCAATCGGAA
1PO8 TCCGAACTATTATCGACAGGACC GTTCAAAGAGCCGAGCTACAA
RPLPO TTAAACCCTGCGTGGCAATC ATCTGCTTGGAGCCCACATT
MERTK TGGCGTAGAGCTATCACTG CTGGCGTGAGGAAGGGATAA
ITGAV AATCTTCCAATTGAGGATATCAC AAAACAGCCAGTAGCAACAAT
SERPINA3 CCTGAGGCAGAGTTGAGAATGG TCAAGTGGGCTGTTAGGGTG
VCAMI1 CGAACCCAAACAAAGGCAGA ACAGGATTTTCGGAGCAGGA
S100A10 AACAAAGGAGGACCTGAGAGTAC CTTTGCCATCTCTACACTGGTCC
BDNF AGTTGGGAGCCTGAAATAGTGG AGGATGCTGGTCCAAGTGGT
GPC4 GTCAGCGAACAGTGCAATCAT ACATTTCCCACCACGTAGTAAC
TSP1 GCCAACAAACAGGTGTGCAA GCAGATGATGCCATTGCCAG
IL-6 AGAGGCACTGGCAGAAAAC TGCAGGAACTGGATCAGGAC
IL-8 GAGAGTGATTGAGAGTGGAC GAATTCTCAGCCCTCTTCAAA
GBP2 AATTAGGGGCCCAGTTGGAAG AAGAGACGGTAACCTCCTGGT
NFATC3 GCGGCCTGCAGATCTTGAGC TGATGTGGTAAGCAAAGTGGTGTGGT
NFATC4 CCCCGAGTACAGCAACAAGA CCTCTTTGCAGATCACAGGC
GRM5 ATGCCGGGTGACATCATTATT TGAATGCCATACTGTTCACGG

three times as mentioned above and mounted on clean glass slides
with DAKO Mounting Medium (Agilent Technologies, cat no.
$302380-2). Astrocytes were imaged using a Nikon A1l Laser
Confocal Microscope (CGB, UFMG, Brazil).

2.6 Synaptoneurosomes isolation
and staining

Housing and all methods and experimentations were carried
out in compliance with the ARRIVE guidelines (49) and according
to the guidelines of the Brazilian National Council of Control of
Animal Experimentation (CONCEA) and approved by the Ethics
Committee on Animal Use (CEUA) of Federal University of Minas
Gerais, under the protocol number CEUA #120/2017. A 12-month-
old male wild-type C57BL/6 mouse was obtained from UFMG
Central Animal Facility. Mouse brain was dissected, weighed, and
cut into sections of approximately 100 mg that were individually
transferred to an ice-cold sterile Dounce homogenizer with 1 mL of
synaptoneurosomes isolation buffer (SIB) (10 mM HEPES, 1 mM
EDTA, 2 mM EGTA, 0.5 mM DTT and protease inhibitors, pH 7.0;
sterile-filtered) (50). Tissue was broken with 10 slow strokes,
homogenates were transferred to 1.5 mL microcentrifuge conical
tubes and centrifuged at 1200 g for 10 min at 4°C. The supernatant
was transferred to new 1.5 mL microcentrifuge tubes and
centrifuged at 15000 g for 20 min at 4°C. The pelleted debris
fraction and a small aliquot of the supernatant (synaptoneurosomal
homogenate) were collected in SIB and stored at -80°C for later

validation. The supernatant (cytosolic fraction) was collected into
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new 1.5 mL microcentrifuge tubes and frozen at -80°C and the
pelleted synaptoneurosomes resuspended in SIB + 5% DMSO
(Sigma, cat no. D8418), aliquoted and frozen at -80°C until later use.

On the day of synaptoneurosomal engulfment assay,
synaptoneurosome aliquots were thawed and their protein
concentration determined via the Bradford Protein Assay (Bio-
rad, cat no. 5000205). Synaptoneuromes were spun down by
centrifugation at 15000 g for 20 min at 4°C, supernatant was
discarded, and the pellet resuspended in 2 pM Vybrant CM-Dil
solution (Invitrogen, cat no. V22888) diluted in room temperature
sterile PBS. Staining was performed according to manufacturer
instructions. CM-Dil-labeled synaptoneurosomes were spun down
as described above, washed twice with ice-cold PBS to remove
fluorescent dye excess and resuspended in ice-cold PBS adjusting its
concentration to 0.25 pg/pL. Synaptoneurosomes were kept on ice
and protected from light until its use in the aforementioned assay.

All procedures were carried out under sterile conditions.

2.7 Synaptoneurosome engulfment assay
and analysis

hiPSC-derived astrocytes were plated onto acid-etched clean
glass coverslips coated with 50 pg/mL poly-D-lysine in 24-well
plates at 5.5x10° cells/cm® in Astrocytes Maturation Media. After 5
days in culture, cells were washed three times with PBS and stained
with 10 uM CellTracker Blue CMF,HC Dye (Invitrogen, cat no.
C12881) diluted in warm DMEM/F12 without FBS and incubated

for 45 min in the cell culture incubator. The staining solution was
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removed, fresh DMEM/F12 media was replenished, and astrocytes
serum starved for 22 h. On the following day, cells were pre-treated
for 1 h with either 10 uM CTEP or vehicle (DMSO) and
subsequently stimulated with 10 ng/mL rTNF-ct for an extra
hour. Then, 1.875 pg (7.5 puL) of CM-Dil-labeled
synaptoneurosomes were added into each well and incubated for
24 h. After incubation, cells were washed twice with room
temperature PBS to remove non-engulfed material and fixed for
15 min with 4% PFA solution diluted in PBS. Coverslips were
washed three times as mentioned above and mounted on clean glass
slides with DAKO Mounting Medium. Images were acquired using
a Nikon A1 Laser Confocal Microscope. All assays were carried out
in duplicates and twice independently.

Images were analyzed using FIJI (v. 1.53t) and CellProfiler (v.
4.2.5) software programs. Briefly, CellTracker-labeled astrocytes
and CM-Dil-labeled synaptoneurosomes corresponding channels
were split and images pre-processed using File S1 and File S2
macros in FIJI, respectively, saved and exported in.tif format. Pre-
processed.tif files were imported to CellProfiler and analyzed using
the File S3 pipeline. Phagocytic Index (PI) was calculated for each
cell using the formula below:

_ Engulfed  synaptoneurosomes area (Um?)

Pl Total cell (pm?)

area

Orthogonal projections and 3D rendering (Supplementary
Figure S5 and Movie S1) of z-stacks were generated using FIJI
and FluoRender (v. 2.29.2), respectively.

2.8 Immunoblotting

Protein concentration of synaptoneurosomal preparation
fractions (pelleted debris, synaptoneurosomal homogenate,
cytosolic fraction and isolated synaptoneurosomes) was measured
using the Bradford Protein Assay. Twenty-five pg of each fraction
was diluted in Laemmli Sample Buffer, boiled at 95°C for 5 min and
resolved in 10% SDS-PAGE. Proteins were transferred onto a 0.45
pm nitrocellulose membrane (Bio-Rad, cat no. 1620115), blocked
with 5% BSA and 0.1% Tween-20 (Labsynth, cat no. T1028) diluted
in TBS (TBST) for 1 h at room temperature, followed by overnight
incubation at 4°C with the following primary antibodies in 3% BSA
solution diluted in TBST: anti-syntaxinl (1:200, Santa Cruz, cat no.
sc-12736), anti-Homer (1:500, Santa Cruz, sc-8921) and anti-
vinculin (1:10000, Abcam, ab129002). After incubation, primary
antibodies were removed, membranes washed three times with
TBST and incubated for 1 h at room temperature with secondary
antibodies in 3% free-fat milk diluted in TBST: HRP-conjugated
anti-mouse IgG (1:2500, Millipore, cat no. AP308P), HRP-
conjugated anti-rabbit IgG (1:2500, Bio-Rad, cat no. 1706515)
and HRP-conjugated anti-goat IgG (1:2500, Santa Cruz, sc-2354).
Afterwards, membranes were washed three times as already
described and incubated for 5 min with ECL Prime Western Blot
Detection Reagent (Cytiva, cat no. RPN2232) for
chemiluminescence detection using the ImageQuant LAS 4000

(GE Healthcare) platform.
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2.9 Cytokine quantification

Cytokines were quantified in cell culture supernatants by flow
cytometry using the BD Cytometric Bead Array Human
Inflammatory Cytokines Kit (Becton, Dickinson and company -
BD Biosciences, cat no. 551811), according to manufacturer’s
instructions. Briefly, equal amounts of each capture bead for
human IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-ot and IL12-p70 were mixed
into a single tube. Fifty pL of the capture beads mix were added to
assay tubes followed by addition of 50 pL of cell culture
supernatants or cytokine standard dilutions. Then, 50 pL of PE
detection reagent were added and assay tubes were incubated
protected from light for 3 hours at room temperature. After
incubation, samples were washed with 1 mL of wash buffer and
tubes were centrifuged at 200 g for 5 minutes. Supernatants were
aspirated and discarded and the bead pellets were resuspended in
300 pL of wash buffer. Sample acquisition was performed on the
FACS Aria Fusion (BD Biosciences). The CBA Analysis Software
(BD Biosciences) was used for data analysis based on standard
concentration curves and the results were expressed as pg/mL.

2.10 Statistical analyses

Statistical analyses and data plots were performed using the
GraphPad Prism (v. 8.0.1) software. Two-way ANOVA, followed by
Tukey’s multiple comparison tests with confidence level set to 0.95
(o0 = 0.05) as the lowest accepted limit was carried out for all
experiments, unless otherwise stated. For the synaptoneurosomes
engulfment assay, the Kolmogorov-Smirnov test was executed,
indicating the data followed a lognormal distribution. A
generalized linear model fitted in the lognormal distribution,
followed by Sidak’s multiple comparison test with a confidence
level set to 0.99 (o0 = 0.01) as the lowest accepted limit was
employed. This latter analysis was performed with the STATA (v.
14.0) software.

3 Results

3.1 mGluR5 blockade modulates rTNF-o-
induced proinflammatory response in
human astrocytes

Little is known about mGluR5 function in human cells. In order
to investigate the role of mGluR5 in human astrocytes under
proinflammatory conditions, astrocytes were differentiated from
hiPSCs for four weeks and matured for an additional period of five
weeks until they displayed strong expression of the canonical
astrocytic markers GFAP (Figure 1A) and S100f (Figure 1B). In
addition, these hiPSC-derived astrocytes also showed mGluR5
mRNA (Supplementary Figure S1) and protein (Figure 1C)
expression. Stimulation of hiPSC-derived astrocytes with LPS 1
ug/mL led to only a marginal increase in IL-6 mRNA levels, whereas
IL-8 expression remained unmodified (Supplementary Figure S2A
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and S2B). However, following stimulation with rTNF-o. 10 ng/mL,
astrocytes increased the mRNA levels of both IL-6 and IL-8
(Supplementary Figure S2C and S2D). Thus, we decided to
employ rTNF-o in this study to induce an inflammatory
response. To further evaluate cell activation, we stimulated
astrocytes with rTNF-o. 10 ng/mL and measured the production
of inflammatory factors in the cell culture supernatant. Upon
stimulation with rTNF-o, astrocytes quickly responded by up-
regulating IL-6 and IL-8 levels (Figure 2), while IL-1p, IL-10 and
IL-12p70 secretion was not detected. Both IL-6 and IL-8 secreted
protein levels displayed a modest elevation at 4 h (Figures 2A, C),
followed by a marked increase at 24 h post-stimulation
(Figures 2B, D).

Blocking mGluR5 activity with CTEP (10 pM) led to a
reduction in IL-6 and IL-8 secretion only at 4 h post-stimulation
(Figures 2A, C), with this effect wearing off at 24h (Figures 2B, D).
Moreover, treatment with either rTNF-o. or CTEP did not alter
mGluR5 expression in hiPSC-derived astrocytes (Supplementary

Figure S1). These data indicate that mGluR5 antagonism can

tiers in Immunology

prevent pro-inflammatory cytokine production by astrocytes
during a short rTNF-o exposure.

3.2 mGLluR5 modulates the expression of
the reactive astrocyte marker SERPINA3 in
human astrocytes

It has been proposed that astrocytes can be polarized to either
an inflammatory and neurotoxic (Al astrocytes) or a
neuroprotective (A2 astrocytes) phenotype in response to external
stimulation (51-53). Accordingly, we analyzed the expression of the
general reactive astrocyte markers SERPINA3, NFATC3, and
NFATC4; the Al-reactive markers C3, vascular cell adhesion
molecule 1 (VCAM-1), GBP2, FKBP5, and SERPINGI; and the
A2-reactive marker SI00AI10 (40, 51-53) in human astrocytes.
rTNF-o stimulation promoted an augmentation in SERPINA3,
C3, VCAM-1, and GPB2 transcript levels at all tested timepoints
(Figure 3), while the transcriptional levels of NFATC3, NFATC4,
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FIGURE 2

CTEP treatment reduces rTNF-o-induced expression of inflammatory factors. Graphs show protein quantification of IL-6 (A) and IL-8 (C) in the
supernatant of hiPSC-derived astrocytes that were either unstimulated (NS) or stimulated with rTNF-o 10 ng/mL and treated with either vehicle (NT)
or CTEP 10 pM for 4 h. Graphs show protein quantification of IL-6 (B) and IL-8 (D) in the supernatant of hiPSC-derived astrocytes that were either
unstimulated (NS) or stimulated with rTNF-o 10 ng/mL and treated with either vehicle (NT) or CTEP 10 pM for 24 h. Protein levels were assessed by
CBA, which was performed in duplicates. Data represents the means + SEM, n=4-6. * (p<0.05) indicates significant differences.
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mGluR5 blockade promotes a sustained upregulation of the reactive
astrocyte marker SERPINA3 under pro-inflammatory conditions,
without changing the expression of Al- and A2-reactive markers.

3.3 CTEP treatment leads to enhanced
synaptic material engulfment by
human astrocytes

It has been shown that astrocyte reactivity affects its capacity to
uptake synaptic material (52). Then, we decided to develop an assay
to assess synaptic material phagocytosis by the hiPSC-derived
astrocytes. First, we isolated synaptoneurosomes from mouse
brain and evaluated if this procedure was effective in enriching
both pre- and post-synaptic proteins. As seen in Supplementary
Figure S4, both syntaxin-1 and Homer, respectively, pre- and
postsynaptic markers, were enriched in the synaptoneurosomes
fraction, while vinculin, a cytoskeleton protein, was mostly
confined to the cytosolic compartment. Afterwards, we

investigated whether the hiPSC-derived astrocytes could engulf

CeIITracker Blue Merge

TNF-a (24h)

FIGURE 4

1IERTK (G) or ITGAV (1)
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fluorescently-labeled synaptoneurosomes. Human astrocytes were
capable to engulf synaptic material, as several red puncta,
corresponding to fluorescently-labeled synaptoneurosomes, were
observed inside the astrocyte cell bodies (Supplementary Figure S5
and Movie S1).

rTNF-o stimulation significantly increased astrocytic
phagocytosis compared to non-stimulated cells (Figures 4A, C, E).
As both rTNF-o. and CTEP modified the expression of reactive
astrocyte markers, next we analyzed whether mGluR5 blockade
influences astrocytic phagocytosis. CTEP treatment led to enhanced
synaptoneurosomal phagocytosis in human astrocytes in basal (no
r'TNF-0) conditions (Figures 4A, B, E). Interestingly, CTEP-treated
astrocytes stimulated with rlNP—a showed even higher synaptic
material engulfment (Figures 4C-E). In addition, both non-
stimulated and rTNF-o-stimulated astrocytes that were pre-
treated with 10 uM CTEP displayed similar synaptoneurosomal
phagocytic level (Figures 4B, D, E). These data suggest that blocking
mGluR5 activity is enough to enhance synaptic material
engulfment by human astrocytes, even in the absence of

proinflammatory stimulation.
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Tyrosine-protein kinase mer (MERTK) and ovB3/5 integrin,
composed by the alpha chain V (ITGAV) and the beta 3/5
components, have been identified as important phagocytic
receptors responsible for promoting synapse and myelin
engulfment by astrocytes (10, 54, 55). Thus, we analyzed the
expression of these receptors in human astrocytes upon rTNF-o
stimulation and mGluR5 pharmacological inhibition. CTEP
treatment increased MERTK gene expression in human astrocytes
in basal conditions and this difference was statistically significant at
the 4 h timepoint (Figures 4F, G). Conversely, rTNF-o stimulation
reduced MERTK mRNA levels (Figures 4F, G), at the same time it
enhanced ITGAV expression (Figures 4H, I) in all treatment groups
at both 4 h and 24 h post-stimulation. CTEP treatment did not
modify ITGAV expression (Figures 4H, I). Therefore, different
phagocytic receptors might be involved in TNF-¢t- and mGluR5-
induced phagocytosis by astrocytes.

3.4 rTNF-o stimulation and mGIuRS5
blockade decrease the expression of
synaptogenic molecules in

human astrocytes

The activation of mGluR5 can induce the expression of
synaptogenic factors by astrocytes and promote synapse
remodeling (30, 56, 57). To investigate whether mGIluR5 could
modulate the expression of synaptogenic molecules in an
inflammatory context, hiPSC-derived astrocytes were subjected to
rTNF-o stimulation for 4 h and 24 h followed by the analysis of
gene expression of the synaptogenic factors BDNF, GPC4 and TSP1.
r'TNF-o-stimulated astrocytes displayed reduced BDNF and GPC4
mRNA levels at both timepoints (Figures 5A-D). TSP1 expression,
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on the other hand, was not affected by rTNF-o stimulation
(Figures 5E, F). Furthermore, CTEP treatment had no impact in
BDNF and GPC4 expression when human astrocytes were subjected
to rTNF-o stimulation (Figures 5A-D). However, CTEP treatment
led to a reduction in BDNF expression under basal conditions (no
rTNF-or) and this difference was significant in the case of the 4 h
timepoint (Figures 5A, B). In addition, CTEP drove a reduction in
TSP1 gene expression, which was significantly different in the case
of the 24 h timepoint (Figures 5E, F). Interestingly, this effect was
observed regardless of rTNF-co-stimulation, indicating that
mGluR5 antagonism alone is responsible for decreasing TSP1I
expression (Figure 5F). Altogether, these data indicate that both
pro-inflammatory stimulation and mGluR5 negative allosteric
modulation can dampen the production of synaptogenic
molecules, which may contribute to the synaptic deficits often

seen in neurodegenerative disorders (58, 59).

4 Discussion

It is well known that mGIuRS5 is involved in neuroinflammation
and neurodegeneration processes and has hence been pointed as a
potential pharmacological target for neuroprotection in a variety of
neurodegenerative diseases (60). However, the literature has
provided conflicting information concerning whether activation
of neuronal mGluR5 is either neuroprotective or neurotoxic and
whether mGluR5 stimulation in astrocytes would elicit protective or
toxic effects on neighbouring cells. While some studies have
reported positive effects of astrocytic mGIuR5 activation following
injury through the actions of growth factors and synaptogenic
molecules (29, 30), others have shown that activation of this
receptor may elicit harmful effects through the production of
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FIGURE 5

Both CTEP and rTNF-a decrease the expression of synaptogenic molecules. Graphs show mRNA levels of BDNF (A), glypican-4 (GPC4) (C), and
trombospoindin-1 (TSP1) (E) in hiPSC-derived astrocytes that were either unstimulated (NS) or stimulated with rTNF-o. 10 ng/mL and treated with
either vehicle (NT) or CTEP 10 pM for 4 h. Graphs show mRNA levels of BDNF (B), GPC4 (D), and TSP1 (F) in hiPSC-derived astrocytes that were

either unstimulated (NS) or stimulated with rTNF-c 10 ng/mL and treated with either vehicle

(NT) or CTEP 10 pM for 24 h. mRNA levels were

assessed by quantitative RT-PCR, which was performed in triplicates and normalized to the average of RPLPO and IPO8 mRNA levels. Data
represents the means + SEM, n=4-6. * (p<0.05) indicates significant differences
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cytokines and inflammatory mediators (31, 32). Actually, it is
possible that the utility of agonists or antagonists of the receptor
may vary based on the underlying condition. For instance,
stimulation of mGluR5 in astrocytes can lead to BDNF release,
which supports myelin protein synthesis in the cuprizone-induced
demyelination mouse model (30). On the other hand, in the case of
AD, it was demonstrated that AP induces an increase in
intracellular Ca®* levels, which can be explained, at least in part,
by an increase in mGluR5 expression in astrocytes (26, 61-65).
Thus, in this case, mGIuR5 antagonism is efficient to reverse Ca**
rise, preventing AfB-induced astrocytic Ca®* signalling dysfunction
(61, 63, 65). Moreover, mGIuR5 blockade in cultured astrocytes
derived from hSOD1%7*4, a transgenic mouse model of ALS, was
shown to prevent cell death (31). Our results may shed some light
on this dichotomy, as we showed that mGluR5 blockade by CTEP
decreased the levels of inflammatory factors following short rTNE-
o stimulation, with this effect wearing off at 24 h. This is in line with
previous reports showing that mGIuR5 antagonism prevents the
secretion of IL-8 and IL-6 in an astrocytic cell line (32). However, it
is surprising that CTEP augmented the gene expression of
SERPINA3, which is a marker of reactive astrocytes. In addition,
CTEP reduced the expression of trophic and synaptogenic
molecules, such as BDNF and TSPI, and did not modify the
expression of Al and A2 reactive astrocyte markers.

Astrocytes play pivotal roles in neuronal survival and synapse
remodelling by secreting trophic and synaptogenic factors,
including BDNF (11), GPC4 (12), hevin (13), and TSP (14). We
showed that rTNF-o: stimulation decreased the levels of BDNF and
GPC4, without modifying TSP1 mRNA levels. A previous study has
shown that murine Al astrocytes, under distinct inflammatory
stimuli (IL-10¢ 3 ng/mL, TNF-o. 30 ng/mL, and Clq 400 ng/mL),
exhibit increased levels of GPC4 and TSP1/2 (52). While these
contrasting results could be explained by differences in
inflammatory stimuli, it is also possible that murine and human
iPSC-derived astrocytes respond differently to inflammation,
highlighting the importance of employing cell models relevant to
humans. Interestingly, Although CTEP had an anti-inflammatory
effect, mGIluR5 blockade did not result in an increase in the
expression of the aforementioned synaptogenic factors. In fact,
CTEP decreased BDNF and TSP-1 expression levels, which could
contribute to further attenuation of synaptogenesis. These results
were anticipated, as it has been shown that astrocytic mGIuR5 is
necessary for glypican-4, BDNF and TSPI secretion (30, 56, 57). In
the case of BDNF, it has been shown that mGluR5 activation
enhances the expression of this trophic factor by increasing the
phosphorylation of CREB (66-69). In addition, previous data from
our laboratory showed that mGIluR5 genetic ablation leads to
reduced dendritic spine numbers in a Huntington’s disease mouse
model (58), while mGluR5 positive allosteric modulation is capable
of rescuing this phenotype (69), indicating that mGIuR5 stimulation
is synaptogenic. Thus, both rTNF-ot and mGluR5 blockade may
impair synaptogenesis and future studies will be important to
determine whether either astrocyte conditioned media or co-
culture of these astrocytes with neurons would lead to decreased

number of synapses in human cells.
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Phagocytosis is important to eliminate dead cells in both
physiological and pathological conditions of the CNS. Synapses
and myelin are also eliminated by phagocytosis to maintain or
refine neural networks during development and adulthood (6, 7).
However, aberrant synapse pruning by microglia is suggested to
cause undesired synapse loss in AD (8). Although microglia play a
major role in phagocytosis, astrocytes also prune synapses by
phagocytosis in the developing brain and take up extracellular
protein aggregates, such as AP (9, 10). In fact, recent findings
indicate that hippocampal synapses are preferentially phagocytosed
by astrocytes (70). In a mouse model of AD (APP/PS1 mice),
dysfunctional synapses are engulfed by Af-associated astrocytes,
but not microglia (71). However, this beneficial effect is limited, as
progressive accumulation of AP impairs the phagocytosis of
dystrophic synapses by astrocytes and decreases the expression of
the phagocytic receptors MERTK and MEGF10 (72, 73). Even
though healthy synapses should be preserved, accumulation of
faulty synapses can result in an unhealthy synaptic environment,
causing alterations in circuit connectivity consequent cognitive
impairment and memory loss. The results shown here
demonstrate that rTNF-o enhanced phagocytosis by astrocytes
and increased the expression of the integrin alpha chain V,
encoded by ITGAV, which is part of the phagocytic receptor
ovfP3/5 integrin (54), whereas MERTK expression was decreased.
In contrast, murine Al astrocytes under inflammatory stimuli (IL-
1o, TNF-o, and Clq) exhibit suppressed phagocytic activity for
synapses and myelin, concomitantly with downregulation of the
phagocytic receptors MERTK and MEGF10 (52). These data
suggest that the combination of different inflammatory factors
might produce contrasting results on the phagocytic activity of
astrocytes, adding to the debate of whether this simplified
dichotomic classification of astrocytes into Al and A2 is enough
to fully describe the myriad of phenotypes astrocytes can
display (44).

Not many studies have addressed the role of mGluR5 on
astrocytic phagocytosis. A recent study shows that a silent
allosteric modulator (SAM) of mGluR5 prevents synaptic
localization of the complement component Clq and synaptic
engulfment by astrocytes in an AD mouse model (59). Here we
show that CTEP treatment enhanced phagocytosis in the presence
and in the absence of rTNF-o. However, although CTEP increased
the expression of MERTK in the absence of rTNF-o, MERTK
expression remained reduced in the presence of this inflammatory
factor. This increase in MERTK expression by CTEP is in line with
the enhanced phagocytosis observed in astrocytes treated with
CTEP. Thus, CTEP seems to have a prominent effect to induce
phagocytosis, regardless of the presence of rTNF-o. Considering
that phagocytosis by microglia (74) and astrocytes (72) decline in
certain diseases, including AD, CTEP could be an option to
compensate impaired phagocytic clearance of AB and dystrophic
synapses in AD and in other brain disorders caused by
protein aggregates.

In conclusion, mGluRS5 blockade by CTEP attenuates the rTNE-
o-induced secretion of inflammatory factors, including IL-6 and IL-
8 in the short-term, although this effect subsides with time. At the
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same time, CTEP treatment did not modify either Al or A2
astrocytic markers, while r'TNF-o led to an increase in the Al
markers, C3, VCAM-1 and GBP2. SERPINA3 expression and
astrocyte phagocytosis were enhanced by both CTEP and rTNEF-
o, whereas the expression of synaptogenic factors were decreased.
Thus, CTEP treatment could be an option when augmented
phagocytosis is desired, although it might lead to increased
synaptic pruning and diminished synaptogenesis. These data
illustrate the complexity of mGluR5 pharmacology and show that
the simplified classification of reactive astrocytes into Al and A2
falls short of capturing their phenotypic diversity.
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