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RESUMO

Saade, M. Efeitos da proteína GPNMB na modulação de processos inflamatórios
causados pelo LPS em células da microglia e astrócitos de ratos. [dissertação
(Mestrado em Farmacologia)] - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São
Paulo, São Paulo; 2021.

A GPNMB é uma glicoproteína endógena transmembrana que pode ser clivada pela

ADAM10 e seu fragmento extracelular interage com uma proteína transmembrana

chamada Na+/K+-ATPase (NKA). A NKA, que é conhecida pelo seu papel essencial no

controle eletrolítico e na sobrevivência celular, também possui papel sinalizador em

vias que influenciam os processos inflamatórios. A inflamação aguda é um processo de

defesa celular. Porém, quando a inflamação não é controlada, pode desencadear

diversos processos celulares que podem ser nocivos ao organismo. A maioria dos

estudos apontam que a GPNMB possui um papel anti-inflamatório, tanto em células do

sistema periférico quanto em células do sistema nervoso central (SNC). No SNC, os

processos inflamatórios são mediados majoritariamente por células da glia,

principalmente pela microglia. Desta forma, este projeto teve como objetivo avaliar o

papel da GPNMB na neuroinflamação causada pelo lipopolissacarídeo (LPS) em

culturas de células primárias de glia e em células de linhagem de microglia. Esse

estudo ajuda a elucidar os efeitos da GPNMB como um possível novo alvo terapêutico

para as doenças neurodegenerativas, visto que a neuroinflamação é uma característica

destas doenças. Por não modular a viabilidade celular, foi escolhida a concentração de

25ng/mL de GPNMB para células de cultura primária, e de 2,5µg/mL para as células de

linhagem, enquanto a concentração escolhida de LPS foi de 1µg/mL para todos os

tipos celulares. O tratamento com GPNMB por 30 minutos não foi capaz de ativar as

vias da ERK e Akt. A administração de GPNMB juntamente com o LPS por 30 minutos

parece não afetar o nível de RNAm das citocinas TNF-α e IL-10, porém afeta a

transcrição de IL-1β. Entretanto, o pré-tratamento de GPNMB seguido por um desafio

com LPS não modula a transcrição de nenhuma das citocinas estudadas nas

concentrações escolhidas. Esses dados corroboram estudos anteriores que apontam

um papel anti-inflamatório para a GPNMB, sugerindo que esse papel se estenda

também a células de cultivo primário.
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ABSTRACT

Saade, M. Effects of GPNMB in the modulation of neuroinflammation induced by LPS
in microglia and astrocytes. [dissertation (Master thesis in Pharmacology)] - Instituto de
Ciências Biomédicas , Universidade de São Paulo, São Paulo; 2021.

GPNMB is an endogenous transmembrane glycoprotein that can be cleaved by

ADAM10, and its extracellular fragment can interact with a transmembrane protein

called Na+/K+-ATPase (NKA). NKA, which is known for its essential role in electrolytic

control and cell survival, also has a signaling role in several pathways that influence

inflammatory processes. Acute inflammation is a cellular defense process. However,

when inflammation is not controlled, several other cellular processes are triggered,

which can be harmful to the organism. Most studies indicate that GPNMB has an

anti-inflammatory role, both in the periphery and in the central nervous system (CNS). In

the CNS inflammatory processes are mainly mediated by glial cells, predominantly by

microglia. Thus, this project aimed to evaluate the role of GPNMB in neuroinflammation

triggered by lipopolysaccharide (LPS) in primary cultures of glial cells and in a microglia

cell line. This study contributes to elucidate the effects of GPNMB as a possible new

therapeutic target for neurodegenerative diseases, since neuroinflammation is a pattern

found in these diseases. Since GPNMB did not modulate cell viability, the concentration

of 25ng/mL of GPNMB was chosen for primary culture cells, and 2.5µg/mL for line cells,

while the chosen LPS concentration was 1µg/mL for all cell types. Treatment of GPNMB

for 30 minutes was unable to activate the ERK and Akt pathways. The administration of

GPNMB with LPS for 30 minutes does not seem to affect the mRNA levels of the

cytokines TNF-α and IL-10, but it does affect the transcription of IL-1β. However, the

pretreatment of GPNMB followed by a LPS challenge does not modulate the

transcription of any of the cytokines studied in the chosen concentrations. These data

corroborate previous studies that point to an anti-inflammatory role for GPNMB,

suggesting that this role also extends to primary cultured cells.

Key-words: GPNMB. Neuroinflammation. Glia. LPS.



1 INTRODUÇÃO

1.1 GPNMB

A GPNMB, traduzida do inglês “glycoprotein nonmetastatic melanoma protein B”,

é uma proteína transmembrana unipasso do tipo 1, também conhecida como

osteoactivina (OA), ligante de integrina célula dendrítica-heparina (DC-HIL) e fator de

crescimento hematopoiético induzível tipo-neuroquinina 1 (HGFIN). A GPNMB é

amplamente expressa de forma constitutiva em diversos tecidos no corpo humano,

como na pele, no tecido adiposo e no sistema nervoso central (SNC), sendo que no

SNC ela é majoritariamente encontrada nas células da microglia (Huang et al., 2012).

Além de ser amplamente expressa em seres humanos, a GPNMB também é

encontrada constitutivamente com grande homologia em outros seres vivos, incluindo

murinos (Huang et al., 2012).

A GPNMB possui várias funções conhecidas, o que justifica os diversos nomes

que são atribuídos a ela. Esta proteína atua na diferenciação e funcionamento de

osteoclastos e osteoblastos (Abdelmagrid et al., 2008; Ripoll et al., 2008), ativação dos

fibroblastos, regulação da degeneração e regeneração da matriz extracelular muscular

do músculo esquelético (Furochi et al., 2007), maturação das células do sistema

linfático e hematopoiético (Bandari et al., 2003) e diminuição da ativação dos linfócitos

T (Chung et al., 2007). Pesquisas indicam que os níveis de GPNMB são alterados em

diversos tipos de cânceres, como câncer de mama (Rose & Siegel, 2007), glioblastoma

multiforme (Kuan et al., 2006), melanoma (Okamoto et al., 2005), câncer hepático

(Onaga et al., 2003), entre outros. Apesar de amplamente estudado, o papel da

GPNMB no câncer é controverso. Esta proteína foi isolada pela primeira vez em 1995

por Weterman e colaboradores, que a descreveram como presente em tumores com

baixo poder metastático e que a transferência de cDNA parcial da GPNMB para

tumores de alto poder metastático resultou na diminuição do crescimento tumoral e

poder de metástase (Weterman et al., 1995). Pesquisas seguintes apontam que a

GPNMB está associada à invasão e metástase de células tumorais (Rich et al., 2003),

progressão de células tumorais (Ono et al., 2016a), possui ação angiogênica (Rose et



al., 2010), consequentemente relacionando a GPNMB com o aumento da

agressividade e letalidade da doença.

A GPNMB é codificada pelo gene localizado no locus 7p15 e pode ser

encontrada em duas isoformas, resultantes de splicing alternativo: uma de 572 e outra

com 560 aminoácidos (van der Lienden et al., 2018). Após sua síntese, a GPNMB é

direcionada à membrana celular, sendo uma proteína transmembrana. A parte

extracelular da GPNMB pode ser clivada pela metaloproteinase ADAM10, liberando

seu domínio extracelular ativo e solúvel (Rose et al., 2010) que interage com diversas

moléculas, como a Na+, K+-ATPase (NKA), CD44, Receptor de Fator de Crescimento

Epidermal (EGFR), e Receptor de Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGFR)

(Taya & Hammes, 2018), integrinas, heparina e Syndecan-4 (Shikano et al., 2001;

Maric et al., 2013). O domínio extracelular da GPNMB possui 12 sítios de glicosilação e

é composto por um domínio PKD, que está envolvido em interações proteína-proteína

ou proteína-carboidrato, um domínio de repetição rico em prolina (PRD), cuja interação

com certos domínios está envolvido com má formação celular e formação de tumores,

e um domínio RGD que está associado com adesão celular e motilidade (Abdelmagrid

et al., 2008) (Figura 1). A interação entre GPNMB e a NKA ativa as vias

fosfoinositídeo3-quinase (PI3K) e proteína quinase B (Akt) e a via das

proteíno-quinases ativadas por mitógenos MEK/ERK (Ono et al, 2016b).



Figura 1. Representação da glicoproteína GPNMB. Figura mostrando os sítios de glicosilação, domínios,
motifs e terminais da glicoproteína GPNMB. Traduzido de Maric et al, 2013.

O fragmento extracelular da GPNMB aumenta a fosforilação da ERK, que,

quando ativada, migra para o núcleo e é responsável por regular diversos fatores de

transcrição relacionados com o metabolismo, proliferação, diferenciação e apoptose

(Guo et al., 2020). Uma das consequências da ativação da ERK pela GPNMB é o

aumento da expressão da metaloproteinase de matriz 3 (MMP-3) (Furochi et al., 2007).

A MMP-3 regula o equilíbrio entre degeneração e regeneração da matriz extracelular e

também está envolvida com a inflamação. Há indícios de que os efeitos

pró-inflamatórios do lipopolissacarídeo (LPS) é dependente de MMP-3, estando

presente na microglia ativada (Woo et al., 2008). Também foi mostrado que o aumento

de MMP-3 mediado por LPS é dependente de GPNMB em linhagem celular de

microglia BV-2 (Shi et al., 2014). Nesse estudo, os níveis de GPNMB são aumentados

com a administração de LPS in vitro e a supressão de MMP-3 ou GPNMB levou a uma

diminuição dos níveis do Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-α), Interleucina 1 beta

(IL-1β), Óxido Nítrico-Sintase induzida (iNOS) e Óxido Nítrico (NO) (Shi et al., 2014).



Esse artigo mostra que a GPNMB está envolvida em mecanismos de neuroinflamação

induzidos por LPS, sugerindo que esta glicoproteína está envolvida na resposta

inflamatória mediada por microglia, porém são necessários mais estudos para

comprovar se esse efeito é visto em outros modelos, visto que os experimentos foram

feitos apenas em linhagem celular.

Outros estudos também verificaram os efeitos da administração in vitro e in vivo

de LPS e a expressão de GPNMB. Dentre os estudos in vitro, a relação entre a

administração de LPS e os níveis de GPNMB parecem ser controversos. No estudo

mencionado no parágrafo anterior, houve um aumento dos níveis de RNA mensageiro

(RNAm) de Gpnmb após o tratamento de 6 horas com LPS nas concentrações de

10ng/mL ou 100ng/mL, que continuou elevado após 12 e 24 horas no grupo tratado

com 100ng/mL de LPS (Shi et al., 2014). Além dos níveis de RNAm, os níveis proteicos

de GPNMB também aumentaram após 12 horas do tratamento com LPS nas

concentrações de 10ng/mL ou 100ng/mL (Shi et al., 2014). Entretanto, outro estudo

não observou uma alteração significativa nos níveis de RNAm de Gpnmb após 24

horas de tratamento com LPS na concentração de 100ng/mL (Hüttenrauch et al., 2018).

Em estudos in vivo, a injeção intraperitoneal (i.p.) de LPS em ratos levou a um

aumento dos níveis de GPNMB no SNC, principalmente em células da microglia e

macrófagos infiltrados na área postrema (Huang et al., 2012). A área postrema é

importante na interface entre o sistema imune e o SNC (Goehler et al, 2006). O

aumento dos níveis de GPNMB na microglia após injeção sistêmica de LPS também

ocorre em camundongos (Cho et al., 2019). Esses estudos sugerem uma interação in

vitro e in vivo entre a processos inflamatórios e a presença da GPNMB no SNC.

Além das evidências que apontam um aumento da GPNMB após um estímulo

pró-inflamatório, a GPNMB também parece estar aumentada em doenças

neurodegenerativas. Estudos mostraram um aumento nos níveis de GPNMB in vitro,

em modelos murinos associados a processos degenerativos e em pacientes. A

GPNMB parece estar mais expressa na doença de Alzheimer (Hüttenrauch et al.,

2018), Esclerose Lateral Amiotrófica (ELA) (Tanaka et al., 2012; Ono et al., 2016b) e

Doença de Parkinson (Moloney et al., 2018). Além disso, o tratamento in vitro com



β-Amilóide (Aβ), um peptídeo que se agrega e acumula na doença de Alzheimer, levou

ao aumento dos níveis de RNAm de Gpnmb, sendo que o aumento dos níveis de

GPNMB ocorre principalmente nas células da microglia próximas aos agregados de Aβ

(Hüttenrauch et al., 2018). Em pacientes, existe evidência de que há um aumento nos

níveis de GPNMB na doença de Alzheimer (Hüttenrauch et al., 2018) e na forma

esporádica da ELA (Tanaka et al., 2012) tanto em tecido post-mortem quanto no líquido

cefalorraquidiano (LCR). Pacientes acometidos pela doença de Parkinson apresentam

o aumento da expressão de GPNMB na substância negra, que é a estrutura cerebral

mais afetada por esta doença (Neal et al., 2018). Pelo aparente aumento dos níveis de

GPNMB nas doenças neurodegenerativas em geral, foi proposto que o aumento da

expressão de GPNMB, juntamente com outros genes, pode ser considerado um

marcador de microglia associada à doença (DAM) (Hüttenrauch et al., 2018,

Krasemann et al., 2017).

Apesar da relação entre o aumento dos níveis de GPNMB e doenças

neurodegenerativas, existem poucos estudos procurando entender a influência da

GPNMB nestas doenças. Há um polimorfismo de nucleotídeo único (SNP) conhecido

por aumentar os riscos do desenvolvimento da doença de Parkinson que está

localizado no gene da GPNMB. Esse SNP é chamado rs199347 e resulta no aumento

da expressão de GPNMB (Murthy et al., 2017). Entretanto, foi visto que a GPNMB tem

potencial neuroprotetor ao diminuir a resposta inflamatória em astrócitos via receptor

CD44 em um modelo murino de doença de Parkinson, no qual a substância negra dos

animais foi lesada com 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP) (Neal et al.,

2018). Portanto, ainda são necessários mais estudos na área para entender se a

GPNMB possui um papel de risco ou protetor na doença de Parkinson e em outras

doenças neurodegenerativas.

Existem estudos que verificaram que a GPNMB possui uma influência na ELA,

doença caracterizada pela progressiva paralisia muscular (Tanaka et al, 2012) e por

mutações no gene da SOD1. Mutações no gene da SOD1 estão diretamente ligadas ao

surgimento de ELA familiar, e há indícios de que mutações na SOD1 também estão

relacionadas à ELA esporádica (Rotunno & Bosco, 2013). Tanaka e colaboradores

identificaram que os níveis de RNAm da Gpnmb estão aumentados em um modelo



animal de ELA induzido pela mutação na SOD1 e que a diminuição dos níveis de

RNAm de Gpnmb por RNA de interferência (siRNA) levou ao aumento da

vulnerabilidade de neurônios motores à morte celular (Tanaka et al, 2012). Além disso,

o fragmento extracelular da GPNMB apresentou papel antioxidante ao reverter a ação

neurotóxica da SOD1G93A (Tanaka et al., 2012). Em outro estudo, foi mostrado que

camundongos transgênicos superexpressando SOD1G93A e GPNMB tiveram um

fenótipo de ELA menos severo comparado aos animais SOD1G93A (Nagahara et al.,

2015). Esses dados sugerem um papel neuroprotetor da GPNMB.

No mesmo modelo murino de ELA por mutação da SOD1 foi observado que a

GPNMB pode ativar sinais de sobrevivência via PI3K/Akt e MEK/ERK, impedindo a

morte celular neuronal causada por apoptose (Ono et al., 2016b). Há indícios de que a

via PI3K/Akt pode ativar o fator de transcrição nuclear kappa B (NF-κB) via Policistina 1

(PDK1). O NF-κB é responsável por regular a transcrição de diversos genes envolvidos

na inflamação e sobrevivência celular, como citocinas, quimiocinas, moléculas de

adesão e de regulação do ciclo celular, sendo que a sua ativação é dependente da

translocação de suas subunidades para o núcleo (Liu et al., 2017). A PDK1 é uma

enzima que está envolvida na via PI3K/Akt que fosforila diretamente o Inibidor do Fator

Nuclear kappa B Quinase Subunidade beta (IKKβ), liberando o NF-κB, o que permite a

translocação do mesmo para o núcleo e consequentemente ligação com o DNA. Essas

interações entre o sistema PI3K/Akt e IKK/NF-κB são importantes no mecanismo

inflamatório e na defesa do organismo.

O papel protetor da GPNMB também foi mostrado no caso de

isquemia-reperfusão (IRI) cerebral, no a extensão de dano isquêmico foi menor em

modelos animais que superexpressam GPNMB ou tratados com GPNMB recombinante

(fração extracelular livre da GPNMB) (Noda et al., 2017). Além disso, a IRI parece ser

uma condição que aumenta os níveis de GPNMB (Noda et al., 2017; Michalinos et al.,

2020). É importante ressaltar que há o componente neuroinflamatório tanto em

doenças neurodegenerativas quanto na IRI (Wu et al., 2020). Por fim, também foi visto

que a GPNMB é altamente expressa em macrófagos do tipo M2 (Yu et al., 2016; Zhou

et al., 2017), que são macrófagos em um estado anti-inflamatório e resolutivo (Hu et al.,

2015). Além disso, a GPNMB promove a polarização do tipo M2 em macrófagos (Zhou



et al., 2017). A partir desses estudos, a importância da GPNMB na neuroinflamação

começa a ser explorada, abrindo caminhos para novos experimentos na área.

1.2 Na+, K+-ATPase

A proteína transmembrana NKA é responsável pela troca 3 íons de sódio (Na+)

intracelular por 2 íons de potássio (K+) extracelular com o uso da energia proveniente

da hidrólise de adenosina 5’-trifosfato (ATP) em adenosina 5’-difosfato (ADP). Devido a

essa troca de íons, a NKA é essencial para a manutenção do potencial de membrana e

restabelecer o equilíbrio iônico da célula após um potencial de ação.

A NKA é composta por um heterodímero de subunidades α, β e FXYD. A

subunidade α é caracterizada pela sua função catalítica e contém os sítios de ligação

para ATP, Na+, K+ e outros reguladores de função da NKA, como a ouabaína (Morth et

al., 2007). A subunidade α é responsável pela hidrólise de ATP e translocação dos íons

sódio e potássio. Existem quatro tipos de subunidade α da NKA que são

diferentemente distribuídas nos tecidos: a subunidade α1 é expressa constitutivamente

em todas as células do corpo; a subunidade α2 está presente em astrócitos, adipócitos

e no tecido muscular; a subunidade α3 é encontrada em neurônios; a subunidade α4 é

encontrada nos espermatozoides (Kinoshita et al., 2016). A subunidade β possui

função chaperona e possui influência na afinidade por íons Na+ nos diferentes subtipos

de NKA (Geering, 2008). A FXYD compreende uma família de proteínas de membrana

que atuam como subunidades auxiliares e regulam a atividade da NKA de uma forma

tecido e isoforma-específica (Geering, 2006).

Além do potencial eletrolítico desta proteína, também há indícios de que a NKA

tenha potencial sinalizador (Xie, 2003). Estudos mostram que a NKA é capaz de ativar

vias de quinases e fatores de crescimento, produzir espécies reativas de oxigênio,

entre outros (Xie & Askari, 2002). Além disso, foi mostrado que a ouabaína, um

glicosídeo cardiotônico, interage com a NKA, bloqueando o transporte ativo de Na+ (em

altas concentrações) e ativando outras vias de sinalização (em baixas concentrações).

O nosso laboratório mostrou que a ouabaína possui um efeito anti-inflamatório à ação

do LPS no hipocampo de ratos (Kinoshita et al., 2014) e nossos colaboradores



observaram que a ouabaína atenua a ação antioxidativa do LPS no cerebelo de ratos

(Garcia et al., 2018). Além da ação anti-inflamatória, a ouabaína na concentração de

10nM também parece favorecer a plasticidade sináptica e formação de memórias em

ratos adultos (Orellana et al., 2018).

Ao se ligar a NKA, a ouabaína leva à ativação do fator de transcrição NF-κB nos

rins (Aizman & Aperia, 2003), em cultura celular de cerebelo (de Sá Lima et al., 2013),

e no hipocampo de ratos in vivo (Orellana et al., 2018), mas reduz sua ativação em

macrófagos em estudos in vivo (Mascarenhas et al., 2014). A relação entre a ouabaína

a inflamação parece ser dose-dependente, sendo que baixas concentrações parecem

promover uma resposta anti-inflamatória e anti-apoptótica (Kinoshita et al., 2017; de

Vasconcelos et al., 2011) e altas concentrações promovem a inibição da NKA, o que

resulta em uma resposta pró-inflamatória descontrolada e morte celular (Kobayashi et

al., 2017). Em células da glia, a interação entre a NKA e a ouabaína (na concentração

de 10µM) levou à diminuição da ativação do NF-κB induzida pelo LPS (Kinoshita et al.,

2017). Apesar do efeito protetor da ouabaína ter sido demonstrado, ainda não há um

consenso se ouabaína é uma molécula encontrada de forma endógena (Hamlyn &

Blaustein, 2016), o que levanta questões sobre sua forma de utilização, se a própria

ouabaína precisa ser administrada ou se outros fatores podem modular sua expressão.

Há evidências de que fatores associados à inflamação e envelhecimento

diminuem a atividade da NKA (Arnaiz & Ordieres, 2014; Orellana et al., 2016;

Kawamoto et al., 2008a; Maurya & Prakash, 2013; Scavone et al., 2005), que parece

ter relação com o aumento de radicais livres e estresse oxidativo durante o

envelhecimento. Como esperado, os níveis de atividade da NKA no cérebro de

pacientes que sofrem da doença de Alzheimer são reduzidos em comparação com

indivíduos da mesma idade (Hattori et al., 1998). A diminuição da atividade da NKA

leva ao acúmulo de Na+ intracelular, aumentando o influxo de Ca+2 (Mark et al., 1995),

causando distúrbios no controle iônico dos neurônios, levando à neurotoxicidade e

apoptose. Uma possibilidade de mecanismo para a diminuição da atividade da NKA é a

interação entre os esferóides do peptídeo Aβ e a subunidade α3 da NKA, sendo que

essa interação leva a níveis elevados de Ca+2 no neurônio pré-sináptico, causando

hiper ativação neuronal e consequente morte neuronal (Ohnishi et al., 2015). Esses



dados indicam que há uma relação entre a NKA e morte neuronal encontrada nas

doenças neurodegenerativas (Kinoshita et al., 2016; Orellana et al., 2015, 2016).

Como mencionado anteriormente, um estudo mostrou a interação entre GPNMB

e NKA, e essa interação se dá pelas subunidades α1 e α3 (Ono et al, 2016b). A maioria

dos estudos que mostram a interação entre a GPNMB e doenças neurodegenerativas

ou inflamação ainda não exploraram o mecanismo envolvido. Como há diversas

evidências que sugerem uma provável relação entre NKA, neuroinflamação e

envelhecimento, assim como uma relação da GPNMB com a NKA, neuroinflamação e

doenças neurodegenerativas, é possível que o mecanismo de ação da GPNMB,

poderia estar associado, em parte, à via de sinalização pela NKA, que atuaria na

modulação dos genes associados a estes processos (Figura 2).



Figura 2. Esquema da sinalização intracelular desencadeada pela GPNMB em condições fisiológicas e
inflamatórias. Após a clivagem pela ADAM10, a fração extracelular solúvel da GPNMB pode interagir
com diversos receptores e outras moléculas, algumas ainda não conhecidas, e ativar uma resposta que
leva a mudanças na expressão de outras moléculas. Traduzido de Saade et al., 2021.



1.3 Neuroinflamação e o LPS

A neuroinflamação é um processo associado à perda de estrutura e função

neuronal e está também associada à incidência dos níveis de neurodegeneração e ao

envelhecimento (Hof & Mobbs, 2000). A inflamação no SNC é mediada por células da

glia, em especial por células da microglia. Células da microglia e astrócitos são

chamadas de células de imunidade inata do SNC e interagem entre si para a proteção

dos neurônios (Ransohoff & Brown, 2012). Os astrócitos possuem funções

relacionadas à barreira hemato-encefálica, auxiliando na defesa e na homeostase do

SNC (Verkhratsky & Nedergaard, 2018), enquanto a microglia é chamada de

macrófago residente do SNC, é sensível a pequenas mudanças no ambiente e realiza

funções relacionadas à fagocitose, liberação de citocinas e reparo tecidual (Graeber et

al., 2011). Existem evidências de que há um aumento de um fenótipo morfologicamente

ativo da microglia em pacientes de doenças neurodegenerativas (Perry et al., 2010;

Krasemann et al., 2017), porém, a função da microglia e como sua ativação ocorre

ainda não é completamente elucidada neste contexto. Uma hipótese estudada é a de

que a microglia e a inflamação contribuem para a progressão e resolução da

patogênese, porém quando a ativação da microglia se torna crônica e descontrolada,

ela se torna disfuncional e reflete o quadro de degeneração neuronal.

Existem diversos fatores que podem desencadear uma resposta inflamatória,

sendo que a administração de LPS é um modelo muito utilizado para estudar a

inflamação aguda. O LPS é um componente da parede celular de bactérias

gram-negativas que induz um quadro pró-inflamatório nos organismos. Uma vez dentro

do organismo, o LPS se liga a uma proteína de fase aguda do hospedeiro, o LBP

(proteína ligadora de LPS), que é produzida no fígado. A partir desta interação, é

formado um complexo LPS:LBP, promovendo a transferência do LPS para a proteína

de membrana periférica CD14, presente na superfície de monócitos, macrófagos,

células dendríticas e neutrófilos (Płóciennikowska et al., 2015). O novo complexo

formado, chamado de LPS:CD14, ativa a sinalização do receptor semelhante ao Toll-4

(TLR-4), o qual é complexado à proteína mielóide de diferenciação-2 (MD-2). No meio

intracelular ocorre uma série de reações em cascata, iniciando-se pelo recrutamento de

dois pares de proteínas adaptativas TIRAP/MyD88 e TRAM/TRIF. Essa cascata de



sinalização resulta na ativação do fator de transcrição NF-κB (Figura 3). A via da Akt

também parece estar envolvida na ativação do NF-κB por ativar a translocação da

subunidade p65 (Tanaka et al., 2005).

Figura 3. Mecanismo de ação do LPS via sinalização do TLR. A ligação do LPS no TLR ativa as
proteínas MyD88 e TRIF, que resultam na ativação do NF-κB. O NF-κB, por sua vez, favorece a
transcrição de genes envolvidos com o processo inflamatório e adaptativo. Esta figura foi adaptada e
traduzida de BioRender.com.

O NF-κB é um dímero (homo ou heterodímero) formado pelas subunidades da

família Rel, sendo as mais conhecidas a p65 e p50. Diferentes combinações destas

subunidades podem resultar em um NF-κB transcricionalmente ativo (p50/p65,

p65/p65) ou inativo (p50/p50) (Ghosh et al., 1998). O NF-κB transcricionalmente ativo

faz aumentar a produção de diversas citocinas, incluindo a IL-1β, TNF-α e interleucina

6 (IL-6), além de quimiocinas, moléculas de adesão endotelial e o Fator Neurotrófico

Derivado do Cérebro (BNDF). É importante ressaltar que a relação entre doenças

neurodegenerativas e neuroinflamação também é evidenciada pelo aumento de

citocinas inflamatórias, como TNF-α, IL-6 e IL-1β em ambos cenários (Smith et al.,

2012).



Essa ativação de citocinas promovida pelo NF-κB leva à polarização de

macrófagos e microglia para o fenotipo M1 (Liu et al., 2017). A polarização do tipo M1 é

caracterizada pelo caráter pró-inflamatório, com a transcrição de citocinas como IL-1β e

TNF-α. Em contraste, a polarização M2 de macrófagos/microglia está relacionada com

a resolução da inflamação e com a produção de citocinas anti-inflamatórias, como a

IL-10 (Martinez & Gordon, 2014). No SNC, há evidências que sugerem uma função

dual para o NF-κB nas doenças neurodegenerativas que depende do tipo celular: a

ativação do NF-κB nos neurônios promove a sobrevivência, enquanto a ativação na glia

e nas células imunes medeiam processos inflamatórios patológicos (Camandola &

Mattson, 2007).

A administração intracerebral de LPS é capaz de ativar microglia in vivo e in vitro

e induzir neurodegeneração (Gao et al., 2002). Nosso grupo realizou estudos para

avaliar a influência da injeção sistêmica de LPS e seus efeitos na neuroinflamação

aguda. O grupo mostrou que a injeção i.p. de LPS em ratos causa o aumento do NF-κB

ativo (subunidades p50/p65 e p65/p65) no hipocampo e córtex frontal de maneira

aguda: após 1-2 horas ocorre os maiores níveis, e após 4-6 horas, o NF-κB ativo volta

aos níveis basais (Glezer et al., 2003; Munhoz et al., 2010). Em cultura celular, nosso

grupo observou que o tratamento com LPS na concentração de 1μg/mL é capaz de

translocar a unidade p65 do NF-κB para o núcleo e ativar o NF-κB tanto 1 hora ou 6

horas após o tratamento (Kinoshita et al., 2017). Outro fator que ativa o NF-κB no

cérebro é o estímulo com Aβ (Kawamoto et al., 2008b), o que evidencia a relação entre

moléculas presentes em doenças neurodegenerativas e fatores inflamatórios.

A ação do LPS em desencadear a neuroinflamação se dá tanto de forma direta

(via intraventricular ou in vitro) quanto sistêmica (i.p.) (Rivest et al., 2000). Como

mencionado anteriormente, a injeção i.p. de LPS foi capaz de induzir o aumento dos

níveis de GPNMB na microglia de camundongos (Cho et al., 2019) e ratos (Huang et

al., 2012), o que sugere um aumento dos níveis de GPNMB na neuroinflamação.

Mesmo após relatada a interação entre a administração do LPS e a indução dos níveis

da GPNMB, os mecanismos celulares que favorecem esse fenômeno ainda não foram

estudados.



Apesar da relação entre doenças neurodegenerativas e a neuroinflamação, a

administração de fármacos estritamente anti-inflamatórios não são capazes de reverter

os danos que essas doenças causam previamente, mas podem desacelerar a sua

progressão (Glass et al., 2010). Além disso, a administração crônica de fármacos

anti-inflamatórios, causa outras sérias consequências ao organismo. A GPNMB, por ser

uma proteína endógena com potencial anti-inflamatório, surge como uma alternativa

para reduzir agentes inflamatórios que contribuem para a neurotoxicidade, podendo

assim ter relevância clínica em todas as doenças neurodegenerativas e outros

distúrbios que possuem o fator neuroinflamatório.



6 CONCLUSÃO

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a GPNMB não possui uma

influência clara na viabilidade e no metabolismo celular nos tempos e concentrações

estudados. Enquanto o LPS é capaz de modular o metabolismo celular, principalmente

em células isoladas de microglia e astrócitos de cultura primária. Foi observado que as

células de linhagem e a glia mista primária parecem ser mais resistentes aos estímulos

nocivos do LPS, o que pode ser explicado pelo processo de imortalização de linhagem

celular e pelas interações celulares presentes nas células de cultura mista. Além disso,

o tratamento de GPNMB nas condições estudadas não ativou as vias da ERK e da Akt

na cultura primária de glia mista ou em células da linhagem BV-2. No contexto

inflamatório, a GPNMB parece não ter efeito na translocação do NF-κB, porém foi

observado que a administração de GPNMB juntamente com um estímulo

pró-inflamatório parece levar à diminuição expressão do RNAm de IL-1β co-tratado

com LPS. Vale salientar que esta é a primeira evidência experimental que relata este

efeito em cultura primária de glia. Esse dado corrobora estudos anteriores que mostram

um papel anti-inflamatório da GPNMB, o que sugere que este efeito também se aplica

às células de cultura primária. Contudo, mais experimentos nesta área seriam

importantes para melhor entendermos o papel da GPNMB no contexto

neuroinflamatório.
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