AMANDA GALVAO DA PAIXAO

EFEITOS DA INIBICAO DA PROTEINA PTEN SOBRE A
NEUROINFLAMACAO EM CELULAS GLIAIS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Farmacologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo, para
obtencédo do Titulo de Mestre em Ciéncias.

Area de Concentracéo: Farmacologia

Orientadora: Profa. Dra. Elisa Mitiko Kawamoto Iwashe

Versédo Corrigida.

Sao Paulo
2018



RESUMO
Paixdo, AG. Efeitos da inibicdo da proteina PTEN sobre a neuroinflamacéo em
células gliais. 2018. 87 f. Dissertacdo (Mestrado em Farmacologia) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2018.

Outrora proposta exclusivamente como fosfatase citoplasmaética, hoje sabe-se
que as funcdes da PTEN vao além de sua atividade de fosfatase e podem depender
de sua localizac@o na célula. Evidéncias crescentes apontam para o potencial papel
da PTEN sobre a inflamacdo. Este trabalho objetivou investigar os efeitos
modulatérios da PTEN sobre a neuroinflamacdo em células gliais. Células gliais
primérias de rato foram co-tratadas com BpV(pic) e LPS por periodos de 4h e 24h.
Células U87MG foram desafiadas com LPS e transfectadas com os plasmideos para
localizac&o subcelular da PTEN. Os efeitos foram avaliados por ensaios de viabilidade
celular, Western Blotting, imunofluorescéncia, gRT-PCR, ELISA e Multiplex. A
eficiéncia de inibicdo da PTEN pelo BpV(pic) foi confirmada pela maior fosforilagdo da
AKT. Em 24h de co-tratamento com BpV(pic), houve reducédo da resposta ao LPS para
as citocinas IL-1B e TNF-a tanto a nivel de RNAm quanto proteico, bem como inducéo
da enzima Arginase-1 e atenuacao da expressao do receptor CD206. Ainda em 24h,
houve inducdo da expressdo das enzimas antioxidantes Sod2 e Gsr nas células co-
tratadas com BpV(pic) e LPS. Em 4h de co-tratamento, a inibicdo da PTEN por si s6
induziu a secrecao da citocina IL-6. Tanto o BpV(pic) exclusivamente quanto o co-
tratamento com LPS nédo interferiu com a sinalizacao de IL-10 nem com os niveis de
NO. Interessantemente, o desafio com LPS em células U87MG néo induziu resposta
via translocacdo de p65, mas reduziu a viabilidade celular em altas concentragdes
(100 pg/mL). A transfeccéo das células com plasmideos para localizagdo subcelular
da PTEN sugere que a linhagem U87MG parece nado ser facilmente transfectavel
pelos métodos avaliados. A inibicdo farmacolégica da PTEN mostrou-se um
interessante alvo a reversdo da resposta glial ao LPS. A continuidade deste estudo
com outros esquemas de tratamento com BpV(pic) e utilizando-se um modelo de
células PTEN™" mais facilmente transfectavel pode levar a uma melhor interpretacéo

dos dados obtidos até o momento.
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ABSTRACT

Paixdo, AG. Effects of PTEN inhibition over neuroinflammation in glial cells.
2018. 87 f. Master’'s thesis (Pharmacology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2018.

Formerly exclusively proposed as cytoplasmic phosphatase, it is now clear that
PTEN function is beyond its phosphatase activity and it may be cell compartment-
dependent. Growing evidences point to the modulatory potential of PTEN over
inflammation. This study aimed to investigate the modulatory effects of PTEN over
neuroinflammation in glial cells. Primary rat glial cells received BpV(pic) and LPS co-
treatment for periods of 4h and 24h. U87MG cells were challenged with LPS and
transfected with plasmids for PTEN subcellular localization. The effects were analyzed
by cellular viability, Western Blotting, immunofluorescence, qPCR, ELISA and
Multiplex assays. The inhibition eficiency of PTEN by BpV(pic) was confirmed by
increased AKT phosphorylation. Twenty-four hours post co-treatment, a reduced glial
response to LPS was observed to IL-18 and TNF-a cytokines both at mRNA and
protein levels as well as induction of enzyme Arginase-1 and attenuated expression of
CD206 receptor. In addition, at the time of 24h, an induction of the antioxidant enzymes
SOD2 e GSR was observed in co-treated cells. At 4h of co-treatment, PTEN inhibition
alone induces IL-6 secretion. Both BpV(pic) alone and LPS co-treatment did not
interfere on IL-10 signalization and in NO levels neither. Interestingly, LPS challenged
U87MG cells did not respond by p65 translocation, but it reduced cellular viability in
high concentrations (100 pg/mL). Cell transfection with plasmids for PTEN subcellular
localization suggests that U87MG lineage are not easily transfectable by protocols
tested in this study. Pharmacologic PTEN inhibition proved to be an interesting target
to LPS glial response attenuation. Complementary analysis by other BpV(pic)-
treatment regimens and using a model of PTEN™! cells more easily transfectable may

take to a better understading of the data we got so far.
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1. INTRODUCAO

1.1. Neuroinflamacao

Outrora tido como imunologicamente isolado, hoje se sabe que o sistema
nervoso central (SNC) possui competéncia imune para responder contra potenciais
invasores e danos em seu microambiente, 0os quais podem suscitar uma resposta
inflamatoria (revisado em CARSON et al., 2006). A resposta inflamatéria do SNC —
nomeadamente, a neuroinflamacao — requer a mobilizacédo de células gliais, neurdnios
e células ndo-neurais para incitar complexas vias de sinalizacdo a nivel celular e
molecular em resposta as perturbacdes no sistema. As células da glia (micréglias,
astrocitos, oligodendrdcitos e células precursoras de oligodendrdcitos), especialmente
as microglias e os astricitos, sao as células melhor equipadas para responder a essas
perturbacdes (revisado em JAKEL; DIMOU, 2017; revisado em SOFRONIEW, 2015a).

Apesar da importancia das células gliais na neuroinflamacao, a participacéo de
cada tipo celular e sua respectiva acdo regulatéria sobre esta resposta pode ser
dispar. Os oligodendrécitos, por exemplo, sdo descritos, primariamente, como as
células gliais produtoras e mantenedoras da bainha de mielina presente nos axénios
dos neurbnios. Embora a desregulacdo de funcdes dos oligodendrocitos também
esteja associada a doencas inflamatérias crénicas (MICHALSKI; KOTHARY, 2015;
WATZLAWIK; WARRINGTON; RODRIGUEZ, 2010), os astrécitos e as micréglias sdo
as células-chave da resposta inflamatéria cerebral. E importante ressaltar, contudo,
gue a plasticidade funcional dessas células vai muito além da inflamacao (revisado
em SOFRONIEW; VINTERS, 2010).

Astrécitos e microglias inspecionam e sdo altamente sensiveis a perturbacdes
em seu microambiente, onde atuam no controle da resposta imune no SNC, na
remocao de restos celulares e na homeostase tecidual, desempenhando um papel
crucial a defesa e ao reparo tecidual frente a neuroinflamacdo (revisado em
SOFRONIEW, 2015b; revisado em KIELIAN, 2014). Tanto astrécitos quanto
microglias podem se tornar reativos para responder a essas perturbacdes e, em
conjunto com neurdnios e células ndo-neurais, ativam mecanismos celulares e
moleculares com potencial pré- ou anti-inflamatério dependendo do estimulo de
ativacao (revisado em FARINA; ALOISI; MEINL, 2007).

No caso da microglia, em condi¢cdes saudaveis, esta célula permanece em
estado de repouso, assumindo uma morfologia ramificada. A micréglia pode ser

ativada por estimulos pro-inflamatérios como padr6es moleculares associados ao



patogeno (PAMPSs) e padrdes moleculares associados ao dano tecidual (DAMPS) e,
em resposta a estes estimulos, assume uma morfologia do tipo ameboide, a qual
facilita seu deslocamento através do tecido (TORRES-PLATAS et al., 2014)

Uma vez ativada, a microglia pode responder diferencialmente dependendo de
seu espectro de ativacdo. Ao se ligarem a receptores de reconhecimento padréo
(PRRs), como os receptores do tipo Toll (TLRs), diversos PAMPs e DAMPs podem
levar a ativacéo microglial (revisado em LEHNARDT, 2010). Como parte integrante da
parede celular de bactérias Gram-negativas, o lipopolissacarideo (LPS) é um PAMP
crucial a sobrevivéncia deste patdgeno e um potente estimulo a ativacdo do espectro
microglial do tipo M1, suscitando um padrdo de expressao génica para elementos,
cuja desregulacdo torna-os toxicos as células, como sintese e liberacdo de niveis
elevados de citocinas pré-inflamatérias - fator de necrose tumoral (TNF)-a e
interleucina (IL)-1B, por exemplo -, inducdo de enzimas, como 6xido nitrico sintase
(NOSI) e ciclooxigenase (COX)-2, além de producao de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e oxido nitrico (NO) (revisado em CARNIGLIA et al., 2017; CHEN et al., 2012;
revisado em ROJO et al., 2014), tais eventos sédo consideravelmente modulados pela
estimulacdo do fator de transcricdo nuclear (NF)-kB (revisado em SHABAB et al.,
2017). O NF-kB é composto pelas subunidades p65 (ou RelA), RelB, c-Rel, p50 e p52,
as quais podem interagir formando homodimeros e heterodimeros aptos a estimular
a expressdo génica diferencialmente dependendo da associagdo entre as
subunidades. A ativacao deste fator de transcricdo pode decorrer da interacao entre
os dimeros p50/p65, por exemplo (revisado em GILMORE, 2006; revisado em
GLEZER et al., 2000; SCHMITZ; BAEUERLE, 1991).

Enquanto a ativacdo microglial prolongada e a consequente liberacao
excessiva de elementos pro-inflamatérios podem ser téxicas aos neurbnios, a
atividade microglial, por outro lado, também pode levar a resolucdo da resposta
inflamatoria via espectro de ativacao do tipo M2 (revisado em HENEKA; KUMMER,;
LATZ, 2014). Este fenoétipo de ativacdo microglial pode estimular a expresséo génica
para codificar a secrecdo de citocinas anti-inflamatorias - IL-4 e IL-10 -, receptores de
superficie, como o cluster de diferenciacédo (CD)206, enzimas como a arginase (arg)-
1 e proteinas de defesa antioxidante, como superéxido dismutase (SOD) e glutationa
redutase (GSR) (revisado em CARNIGLIA et al., 2017; CHHOR et al., 2013; revisado
em ROJO et al., 2014).



1.2. PTEN: sinalizacéo, funcao e localizacdo subcelular

A ampla associacdo da perda de funcédo e mutacao no gene PTEN (Fosfatase
e tensina homologa deletada no cromossomo dez) a tumorigénese confirma sua
relevancia para a manutencdo da condicdo celular sadia (revisado em SONG;
SALMENA; PANDOLFI, 2012). Como fosfatase bi-funcional, a PTEN é apta a remocéao
de fosfatos tanto de substratos protéicos quanto lipidicos - polipeptideos e
fosfoinositideos, respectivamente. Ao desfosforilar o fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato
(PIP3) em fosfatidilinotisol-4,5-bisfosfato (PIP2), a PTEN antagoniza a ag¢ao de vias
posteriores a ela, as quais incluem a proteina quinase B (AKT), o alvo da rapamicina
em mamiferos (MTOR) e a quinase da proteina ribossomal S6 (S6K)
(AKT/mTOR/S6K) e, assim, regula um vasto conjunto de processos vitais, ao qual
estdo incluidos processos como metabolismo energético, sobrevivéncia, proliferacao,
sintese proteica, ciclo e crescimento celular, cuja ruptura esta intimamente associada
ao desenvolvimento de tumores (Figura 1) (revisado em CHEN; GUO, 2017; revisado
em HOPKINS et al., 2014)

Outrora proposta exclusivamente como fosfatase citoplasmaética, hoje se sabe
que o conjunto de funcdes da PTEN vai além de sua atividade de fosfatase, e,
eventualmente, dependente de sua localizacdo entre os diferentes compartimentos
celulares. Evidéncias crescentes sustentam a ideia de que a PTEN seja capaz de se
distribuir através da célula e de translocar de um compartimento celular a outro
(revisado em BASSI; STAMBOLIC, 2013). De fato, a PTEN pode se localizar no
ndcleo, no citoplasma, na membrana plasméatica, em organelas citoplasmaticas e
pode ser secretada pelas células em sua forma alongada — PTEN-Long (PTEN-L), a
qual, devido a sua permeabilidade membranar, pode inserir-se na célula e interagir
com outras células, nas quais modula a ativacdo da PI3K (revisado em BONONI;
PINTON, 2015; HOPKINS et al., 2013)

Durante a apoptose regulada por Ca?*, um aumento da localizacéo da PTEN
no reticulo endoplasmatico (RE) é observavel, sugerindo que a PTEN modula a
liberag&o do ion nesta organela celular (BONONI et al., 2013). Na mitocdndria, a
PTEN-L mostrou-se essencial a preservacdo da funcdo e estrutura mitocondriais
(revisado em BONONI; PINTON, 2015; LIANG et al., 2014).

Interessantemente, um estudo conduzido em células U7MG (PTEN™) revelou
que a PTEN pode se comportar diferentemente no citosol e no nucleo. A insercao de

PTEN em células PTEN" removeu os niveis de PIPz da membrana plasmatica,



contudo, o mesmo efeito ndo foi observado quanto aos niveis nucleares, mesmo apos
transfeccdo exclusivamente nuclear da PTEN na célula (LINDSAY et al., 2006).
Ademais, a PTEN nuclear desempenha um importante papel em processos
associados a estabilidade do genoma, atuando no reparo de DNA, na integridade
cromossomal, senescéncia e ciclo celular, bem como é capaz de regular diversos
outros processos via interacdo proteina-proteina, como, por exemplo, o crescimento
celular e a transcricdo génica via interagdo com o fator de transcricdo proteina de
ligacdo ao elemento de resposta AMP (CREB) (revisado em CHEN; GUO, 2017,
BASSI et al., 2013; GU et al., 2011).

Figura 1 — Via de sinalizagdo PI3K/AKT/PTEN com seus principais elementos.
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Receptores do tipo tirosina quinase, como o receptor de insulina, uma vez ativados levam a
fosforilagéo do substrato do receptor de insulina (IRS) e consequentemente da PI3K, ativando-
a. Como quinase, a PI3K converte o PIP, em PIPs, propiciando o acoplamento da quinase
dependente de fosfoinositideo (PDK) a AKT, a qual é fosforilada, ativando elementos
posteriores da via, como o complexo mMTORCL1 e a S6 quinase (S6K). Esta, por sua vez, leva
a fosforilacdo de seu substrato, a S6. Além disso, a S6K participa de um mecanismo de

retroalimentacao negativo a fosforilacdo do IRS e consequentemente reduz a sinalizacao da



via PI3K/AKT. A PTEN, como fosfatase, converte o substrato PIP; em PIP, inibindo a via da
AKT. Fonte: Adaptado de COSTA, 2017.

1.3. PTEN e inflamacéo

Sabe-se que as fun¢des da PTEN estdo além da supressao tumoral e protecédo
do genoma, sendo ainda mais amplas. Nos ultimos anos, tém crescido o conjunto de
evidéncias que apontam para um potencial papel modulatério da PTEN sobre a
inflamacé&o.

Evidéncias sugerem que citocinas inflamatorias, como o fator de transformacéo
do crescimento (TGF)-B e o TNF-a, regulam a expressao desta fosfatase (revisado
em CHEN; GUO, 2017). Enquanto a delecdo do TNF-a é capaz de induzir a expressao
da PTEN (DA COSTA et al., 2016), niveis mais elevados de TGF-$ podem reprimir
sua atividade de fosfatase ao estimular a fosforilagdo da PTEN — o que leva a
inativacéo da proteina (AOYAMA et al., 2013; YANG et al., 2015)

Quanto a neuroinflamacao, HUANG et al. 2015 exploraram o potencial papel
modulatério da PTEN sobre a dor neuropética, a qual esta intrinsecamente associada
a neuroinflamacgdo. Ratos com lesdo induzida por constricdo crénica (LCC), cujo
aumento de expressdo da PTEN foi induzido por injecdo adenoviral, apresentaram
reducao da inflamacéo intra-articular e central, com reduc¢éo da fosforilacdo de mTOR
(p-mTOR), da liberacdo de TNF-a e, consequentemente, da sensibilizagdo nociceptiva
(HUANG et al., 2015). Em contrapartida, em estudo conduzido por WANG et al. 2014
observou-se que camundongos com delecdo da PTEN modulada pelo promotor de
insulina-2 de rato (Rip-Cre) exibem polarizacdo macrofagica predominantemente M2
(WANG et al., 2014).

Desta forma, embora o conjunto de descobertas relacionadas a PTEN esteja
distribuido em vasta literatura cientifica ao longo das ultimas décadas, as descobertas
atuais ainda sao limitadas e apontam para um papel dual da PTEN frente ao processo
inflamatorio. Assim, o presente estudo buscou responder a seguinte pergunta: quais
0s possiveis efeitos da PTEN sobre a neuroinflamacdo em células gliais? Este
trabalho se baseou na hipotese de que a resposta ao LPS e a localizagéao subcelular
da PTEN possam estar modificadas em células gliais cuja PTEN esteja inibida, de
modo que a célula deficiente em PTEN seja capaz de expressar um padréo génico e
proteico diferencial comparado as células com a PTEN funcional, com consequente

desregulacéo de citocinas inflamatorias, enzimas antioxidantes, genes associados a



inflamacédo e translocacdo citoplasma-nucleo da PTEN, assim, a sinalizacdo e a
compartimentalizacdo da PTEN seriam essenciais a resposta inflamatoria no SNC.
Por fim, este trabalho encaminha respostas que podem aprofundar a compreenséo
dos efeitos da PTEN sobre a neuroinflamacado, as doencas associadas a delecéo e
mutacdo da PTEN, as doencas neurodegenerativas e, agregado a estudos futuros,
pode contribuir ao desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para as

condi¢bes supracitadas.



2. CONCLUSAO

Nesta investigacdo, evidenciou-se que a inibicdo da PTEN reduz a resposta de
células gliais primarias ao LPS para as citocinas IL-1B e TNF-a, bem como induz a
expressdo da enzima Arginase-1, das enzimas Sod2 e glutationa redutase.
Interessantemente, a inibicdo da PTEN induz a secrec¢ao da citocina IL-6.

O conjunto de descobertas deste estudo elucida o potencial papel modulatorio
da PTEN sobre a neuroinflamacédo e a defesa antioxidante em células gliais e, em
conjunto com trabalhos da literatura, reforgam a ideia de que a PTEN exerce um papel
dual e tecido-especifico frente a inflamacéo. A inibicdo farmacoldgica da PTEN —
BpV(pic) — mostrou-se um interessante alvo a reversdo das respostas induzidas pelo
LPS em células gliais.

Interessantemente, células U87MG parecem ndo responder ao LPS via
translocacdo de p65 e secrecdo de TNF-a, mas respondem com reducdo da
viabilidade celular e citotoxicidade em altas concentracdes de LPS, indicando que as
células, aparentemente, respondem por vias de morte celular. A transfeccdo das
células com plasmideos para localizacdo subcelular da PTEN revelou que a linhagem
U87MG nédo constitui um modelo facilmente transfectavel com os plasmideos e
protocolos utilizados.

Por fim, pelo modelo aqui explorado, pode-se inferir que a PTEN tem um papel
modulatério sobre o processo inflamatério no SNC e que, possivelmente, essa
modulacdo se deva aos diferentes efeitos promovidos por sua compartimentalizacéo
subcelular. Assim, a continuidade dos estudos sobre a compartimentalizacdo da
PTEN pela avaliacdo por outros métodos, de outras vias de sinalizagdo e outros
esquemas de inibicdo da PTEN, bem como a utilizacdo de um modelo de células
PTEN™! mais satisfatério pode ser de grande validade para melhor interpretar os
resultados obtidos até o momento e revelar possiveis efeitos da localizagdo subcelular

da PTEN frente a neuroinflamacéo.
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