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RESUMO

Saade, M. Efeitos da proteina GPNMB na modulagdo de processos inflamatérios
causados pelo LPS em células da microglia e astrocitos de ratos. [dissertagao
(Mestrado em Farmacologia)] - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo; 2021.

A GPNMB é uma glicoproteina endégena transmembrana que pode ser clivada pela
ADAM10 e seu fragmento extracelular interage com uma proteina transmembrana
chamada Na*/K*-ATPase (NKA). A NKA, que é conhecida pelo seu papel essencial no
controle eletrolitico e na sobrevivéncia celular, também possui papel sinalizador em
vias que influenciam os processos inflamatérios. A inflamag&o aguda € um processo de
defesa celular. Porém, quando a inflamagcdo ndo 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-inflamatério, tanto em células do
sistema periférico quanto em células do sistema nervoso central (SNC). No SNC, os
processos inflamatorios s&o mediados majoritariamente por células da glia,
principalmente pela microglia. Desta forma, este projeto teve como objetivo avaliar o
papel da GPNMB na neuroinflamagdo causada pelo lipopolissacarideo (LPS) em
culturas de células primarias de glia e em células de linhagem de microglia. Esse
estudo ajuda a elucidar os efeitos da GPNMB como um possivel novo alvo terapéutico
para as doengas neurodegenerativas, visto que a neuroinflamagao € uma caracteristica
destas doencas. Por ndo modular a viabilidade celular, foi escolhida a concentragao de
25ng/mL de GPNMB para células de cultura primaria, e de 2,5ug/mL para as células de
linhagem, enquanto a concentragdo escolhida de LPS foi de 1ug/mL para todos os
tipos celulares. O tratamento com GPNMB por 30 minutos nao foi capaz de ativar as
vias da ERK e Akt. A administracdo de GPNMB juntamente com o LPS por 30 minutos
parece nao afetar o nivel de RNAm das citocinas TNF-a e IL-10, porém afeta a
transcricdo de /L-18. Entretanto, o pré-tratamento de GPNMB seguido por um desafio
com LPS ndo modula a transcricdo de nenhuma das citocinas estudadas nas
concentragcdes escolhidas. Esses dados corroboram estudos anteriores que apontam
um papel anti-inflamatério para a GPNMB, sugerindo que esse papel se estenda

também a células de cultivo primario.



Palavras-chave: GPNMB. Neuroinflamacéo. Glia. LPS.



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
Ciéncias Biomédicas , Universidade de S&o Paulo, Sao 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 2.5ug/mL for line cells,
while the chosen LPS concentration was 1ug/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-a and IL-10, but it does affect the transcription of /IL-13. 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.
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1 INTRODUGAO

1.1 GPNMB

A GPNMB, traduzida do inglés “glycoprotein nonmetastatic melanoma protein B”,
€ uma proteina transmembrana unipasso do tipo 1, também conhecida como
osteoactivina (OA), ligante de integrina célula dendritica-heparina (DC-HIL) e fator de
crescimento hematopoiético induzivel 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 varias fungdes conhecidas, o que justifica os diversos nomes
que sao atribuidos a ela. Esta proteina atua na diferenciacdo e funcionamento de
osteoclastos e osteoblastos (Abdelmagrid et al., 2008; Ripoll et al., 2008), ativagdo dos
fibroblastos, regulagdo da degeneracao e regeneragao da matriz extracelular muscular
do musculo esquelético (Furochi et al., 2007), maturagdo das células do sistema
linfatico e hematopoiético (Bandari et al., 2003) e diminuicdo da ativacao dos linfécitos
T (Chung et al., 2007). Pesquisas indicam que os niveis de GPNMB s&o alterados em
diversos tipos de canceres, como cancer de mama (Rose & Siegel, 2007), glioblastoma
multiforme (Kuan et al., 2006), melanoma (Okamoto et al., 2005), cancer hepatico
(Onaga et al., 2003), entre outros. Apesar de amplamente estudado, o papel da
GPNMB no cancer € controverso. Esta proteina foi isolada pela primeira vez em 1995
por Weterman e colaboradores, que a descreveram como presente em tumores com
baixo poder metastatico e que a transferéncia de cDNA parcial da GPNMB para
tumores de alto poder metastatico resultou na diminuigdo do crescimento tumoral e
poder de metastase (Weterman et al.,, 1995). Pesquisas seguintes apontam que a
GPNMB esta associada a invasao e metastase de células tumorais (Rich et al., 2003),

progressao de células tumorais (Ono et al., 2016a), possui agdo angiogénica (Rose et



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

agressividade e letalidade da doenca.

A GPNMB ¢ 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 aminoacidos (van der Lienden et al., 2018). Apos sua sintese, a GPNMB é
direcionada a membrana celular, sendo uma proteina transmembrana. A parte
extracelular da GPNMB pode ser clivada pela metaloproteinase ADAM10, liberando
seu dominio extracelular ativo e soluvel (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 dominio extracelular da GPNMB possui 12 sitios de glicosilagéo e
€ composto por um dominio PKD, que esta envolvido em interagdes proteina-proteina
ou proteina-carboidrato, um dominio de repeti¢ao rico em prolina (PRD), cuja interagao
com certos dominios esta envolvido com ma formacao celular e formagao de tumores,
e um dominio RGD que esta associado com adeséo celular e motilidade (Abdelmagrid
et al, 2008) (Figura 1). A interacdo entre GPNMB e a NKA ativa as vias
fosfoinositideo3-quinase (PI3K) e proteina quinase B (Akt) e a via das

proteino-quinases ativadas por mitdégenos MEK/ERK (Ono et al, 2016b).
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Figura 1. Representagéo da glicoproteina GPNMB. Figura mostrando os sitios de glicosilagdo, dominios,
motifs e terminais da glicoproteina GPNMB. Traduzido de Maric et al, 2013.

O fragmento extracelular da GPNMB aumenta a fosforilagdo da ERK, que,
quando ativada, migra para o nucleo e é responsavel por regular diversos fatores de
transcricdo relacionados com o metabolismo, proliferacdo, diferenciacao e apoptose
(Guo et al.,, 2020). Uma das consequéncias da ativacdo da ERK pela GPNMB ¢é o
aumento da expressao da metaloproteinase de matriz 3 (MMP-3) (Furochi et al., 2007).

A MMP-3 regula o equilibrio entre degeneracéo e regeneragao da matriz extracelular e

também estd envolvida com a inflamacdo. Ha indicios de que os efeitos

pré-inflamatérios do lipopolissacarideo (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 niveis de GPNMB sdo aumentados
com a administracdo de LPS in vitro e a supressdo de MMP-3 ou GPNMB levou a uma
diminuicdo dos niveis do Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a), Interleucina 1 beta

(IL-1B), Oxido Nitrico-Sintase induzida (iNOS) e Oxido Nitrico (NO) (Shi et al., 2014).



Esse artigo mostra que a GPNMB esta envolvida em mecanismos de neuroinflamacéo
induzidos por LPS, sugerindo que esta glicoproteina esta envolvida na resposta
inflamatéria mediada por microglia, porém s&o necessarios 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 administracao in vitro e in vivo
de LPS e a expressdao de GPNMB. Dentre os estudos in vitro, a relacdo entre a
administragcdo de LPS e os niveis de GPNMB parecem ser controversos. No estudo
mencionado no paragrafo anterior, houve um aumento dos niveis de RNA mensageiro
(RNAm) de Gpnmb apds o tratamento de 6 horas com LPS nas concentracbes de
10ng/mL ou 100ng/mL, que continuou elevado apés 12 e 24 horas no grupo tratado
com 100ng/mL de LPS (Shi et al., 2014). Além dos niveis de RNAm, os niveis proteicos
de GPNMB também aumentaram apds 12 horas do tratamento com LPS nas
concentragbes de 10ng/mL ou 100ng/mL (Shi et al., 2014). Entretanto, outro estudo
nao observou uma alteragcdo significativa nos niveis de RNAm de Gpnmb apés 24

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

Em estudos in vivo, a injegao intraperitoneal (i.p.) de LPS em ratos levou a um
aumento dos niveis de GPNMB no SNC, principalmente em células da microglia e
macrofagos infiltrados na area postrema (Huang et al., 2012). A area postrema é
importante na interface entre o sistema imune e o SNC (Goehler et al, 2006). O
aumento dos niveis de GPNMB na microglia apds injegao sistémica de LPS também
ocorre em camundongos (Cho et al., 2019). Esses estudos sugerem uma interagao in

vitro e in vivo entre a processos inflamatorios e a presenga da GPNMB no SNC.

Além das evidéncias que apontam um aumento da GPNMB apés um estimulo
pré-inflamatério, a GPNMB também parece estar aumentada em doencgas
neurodegenerativas. Estudos mostraram um aumento nos niveis de GPNMB in vitro,
em modelos murinos associados a processos degenerativos e em pacientes. A
GPNMB parece estar mais expressa na doenca de Alzheimer (Huttenrauch et al.,
2018), Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) (Tanaka et al., 2012; Ono et al., 2016b) e

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



B-Amiloide (AB), um peptideo que se agrega e acumula na doenga de Alzheimer, levou
ao aumento dos niveis de RNAmM de Gpnmb, sendo que o aumento dos niveis de
GPNMB ocorre principalmente nas células da microglia proximas aos agregados de Ap
(Hattenrauch et al., 2018). Em pacientes, existe evidéncia de que ha um aumento nos
niveis de GPNMB na doenca de Alzheimer (Huttenrauch et al., 2018) e na forma
esporadica da ELA (Tanaka et al., 2012) tanto em tecido post-mortem quanto no liquido
cefalorraquidiano (LCR). Pacientes acometidos pela doenga de Parkinson apresentam
o aumento da expressao de GPNMB na substancia negra, que € a estrutura cerebral
mais afetada por esta doenca (Neal et al., 2018). Pelo aparente aumento dos niveis de
GPNMB nas doengas neurodegenerativas em geral, foi proposto que o aumento da
expressdo de GPNMB, juntamente com outros genes, pode ser considerado um
marcador de microglia associada a doenga (DAM) (Huttenrauch et al., 2018,

Krasemann et al., 2017).

Apesar da relacdo entre o aumento dos niveis de GPNMB e doencas
neurodegenerativas, existem poucos estudos procurando entender a influéncia da
GPNMB nestas doencas. Ha um polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) conhecido
por aumentar os riscos do desenvolvimento da doenca de Parkinson que esta
localizado no gene da GPNMB. Esse SNP é chamado rs199347 e resulta no aumento
da expressao de GPNMB (Murthy et al., 2017). Entretanto, foi visto que a GPNMB tem
potencial neuroprotetor ao diminuir a resposta inflamatéria em astrécitos via receptor
CD44 em um modelo murino de doenga de Parkinson, no qual a substancia negra dos
animais foi lesada com 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP) (Neal et al.,
2018). Portanto, ainda sdo necessarios mais estudos na area para entender se a
GPNMB possui um papel de risco ou protetor na doenga de Parkinson e em outras

doengas neurodegenerativas.

Existem estudos que verificaram que a GPNMB possui uma influéncia na ELA,
doenga caracterizada pela progressiva paralisia muscular (Tanaka et al, 2012) e por
mutacdes no gene da SOD1. Mutagdes no gene da SOD1 estédo diretamente ligadas ao
surgimento de ELA familiar, e ha indicios de que mutagdes na SOD1 também estéao
relacionadas a ELA esporadica (Rotunno & Bosco, 2013). Tanaka e colaboradores

identificaram que os niveis de RNAmM da Gpnmb estdo aumentados em um modelo



animal de ELA induzido pela mutacdo na SOD1 e que a diminuigcdo dos niveis de
RNAmMm de Gpnmb por RNA de interferéncia (siRNA) levou ao aumento da
vulnerabilidade de neurdnios motores a morte celular (Tanaka et al, 2012). Além disso,
o fragmento extracelular da GPNMB apresentou papel antioxidante ao reverter a agao
neurotdxica da SOD1°%* (Tanaka et al., 2012). Em outro estudo, foi mostrado que
camundongos transgénicos superexpressando SOD1¢%* e GPNMB tiveram um
fendtipo de ELA menos severo comparado aos animais SOD1°%** (Nagahara et al.,

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

No mesmo modelo murino de ELA por mutacdo da SOD1 foi observado que a
GPNMB pode ativar sinais de sobrevivéncia via PI3K/Akt e MEK/ERK, impedindo a
morte celular neuronal causada por apoptose (Ono et al., 2016b). Ha indicios de que a
via PI3K/Akt pode ativar o fator de transcrigdo nuclear kappa B (NF-kB) via Policistina 1
(PDK1). O NF-kB é responsavel por regular a transcrigao de diversos genes envolvidos
na inflamagdo e sobrevivéncia celular, como citocinas, quimiocinas, moléculas de
adesdo e de regulagdo do ciclo celular, sendo que a sua ativagdo é dependente da
translocacdo de suas subunidades para o nucleo (Liu et al., 2017). A PDK1 é uma
enzima que esta envolvida na via PI3K/Akt que fosforila diretamente o Inibidor do Fator
Nuclear kappa B Quinase Subunidade beta (IKKB), liberando o NF-kB, o que permite a
translocagdo do mesmo para o nucleo e consequentemente ligagcdo com o DNA. Essas
interacdes entre o sistema PI3K/Akt e IKK/NF-kB s&o importantes no mecanismo

inflamatorio e na defesa do organismo.

O papel protetor da GPNMB também foi mostrado no caso de
isquemia-reperfusado (IRI) cerebral, no a extensdo de dano isquémico foi menor em
modelos animais que superexpressam GPNMB ou tratados com GPNMB recombinante
(fracdo extracelular livre da GPNMB) (Noda et al., 2017). Além disso, a IRI parece ser
uma condicdo que aumenta os niveis de GPNMB (Noda et al., 2017; Michalinos et al.,
2020). E importante ressaltar que ha o componente neuroinflamatério tanto em
doengas neurodegenerativas quanto na IRl (Wu et al., 2020). Por fim, também foi visto
que a GPNMB é altamente expressa em macrofagos do tipo M2 (Yu et al., 2016; Zhou
et al., 2017), que sdo macréfagos em um estado anti-inflamataério e resolutivo (Hu et al.,

2015). Além disso, a GPNMB promove a polarizagéo do tipo M2 em macréfagos (Zhou



et al., 2017). A partir desses estudos, a importancia da GPNMB na neuroinflamacéo

comega a ser explorada, abrindo caminhos para novos experimentos na area.

1.2 Na*, K*-ATPase

A proteina transmembrana NKA ¢é responsavel pela troca 3 ions de sodio (Na*)
intracelular por 2 ions de potassio (K*) extracelular com o uso da energia proveniente
da hidrdlise de adenosina 5'-trifosfato (ATP) em adenosina 5’-difosfato (ADP). Devido a
essa troca de ions, a NKA é essencial para a manutenc¢ao do potencial de membrana e

restabelecer o equilibrio idbnico da célula apds um potencial de agao.

A NKA é composta por um heterodimero de subunidades a, 8 e FXYD. A
subunidade a é caracterizada pela sua fungao catalitica e contém os sitios de ligagao
para ATP, Na*, K* e outros reguladores de fungao da NKA, como a ouabaina (Morth et
al., 2007). A subunidade a é responsavel pela hidrolise de ATP e translocag¢ao dos ions
sédio e potassio. Existem quatro tipos de subunidade a da NKA que sao
diferentemente distribuidas nos tecidos: a subunidade a1 é expressa constitutivamente
em todas as células do corpo; a subunidade a2 esta presente em astrocitos, adipocitos
e no tecido muscular; a subunidade a3 € encontrada em neurénios; a subunidade a4 é
encontrada nos espermatozoides (Kinoshita et al., 2016). A subunidade [ possui
funcao chaperona e possui influéncia na afinidade por ions Na* nos diferentes subtipos
de NKA (Geering, 2008). A FXYD compreende uma familia de proteinas de membrana
que atuam como subunidades auxiliares e regulam a atividade da NKA de uma forma

tecido e isoforma-especifica (Geering, 2006).

Além do potencial eletrolitico desta proteina, também ha indicios 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 oxigénio,
entre outros (Xie & Askari, 2002). Além disso, foi mostrado que a ouabaina, um
glicosideo cardiotdnico, interage com a NKA, bloqueando o transporte ativo de Na* (em
altas concentragdes) e ativando outras vias de sinalizagdo (em baixas concentragdes).
O nosso laboratério mostrou que a ouabaina possui um efeito anti-inflamatério a agao

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



observaram que a ouabaina atenua a acao antioxidativa do LPS no cerebelo de ratos
(Garcia et al., 2018). Além da acado anti-inflamatdria, a ouabaina na concentragao de
10nM também parece favorecer a plasticidade sinaptica e formagédo de memodrias em

ratos adultos (Orellana et al., 2018).

Ao se ligar a NKA, a ouabaina leva a ativacao do fator de transcricdo NF-kB nos
rins (Aizman & Aperia, 2003), em cultura celular de cerebelo (de Sa Lima et al., 2013),
e no hipocampo de ratos in vivo (Orellana et al., 2018), mas reduz sua ativagdo em
macrofagos em estudos in vivo (Mascarenhas et al., 2014). A relagao entre a ouabaina
a inflamacao parece ser dose-dependente, sendo que baixas concentragcbes parecem
promover uma resposta anti-inflamatéria e anti-apoptética (Kinoshita et al., 2017; de
Vasconcelos et al., 2011) e altas concentragdes promovem a inibicdo da NKA, o que
resulta em uma resposta pro-inflamatéria descontrolada e morte celular (Kobayashi et
al., 2017). Em células da glia, a interagao entre a NKA e a ouabaina (na concentragao
de 10uM) levou a diminuicdo da ativagdo do NF-kB induzida pelo LPS (Kinoshita et al.,
2017). Apesar do efeito protetor da ouabaina ter sido demonstrado, ainda n&do ha um
consenso se ouabaina € uma molécula encontrada de forma enddégena (Hamlyn &
Blaustein, 2016), o que levanta questbes sobre sua forma de utilizagao, se a prépria

ouabaina precisa ser administrada ou se outros fatores podem modular sua expressao.

Ha evidéncias de que fatores associados a inflamacdo 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 relacdo com o aumento de radicais livres e estresse oxidativo durante o
envelhecimento. Como esperado, os niveis de atividade da NKA no cérebro de
pacientes que sofrem da doenca de Alzheimer sdo reduzidos em comparagao com
individuos da mesma idade (Hattori et al., 1998). A diminuigdo da atividade da NKA
leva ao acumulo de Na* intracelular, aumentando o influxo de Ca* (Mark et al., 1995),
causando disturbios no controle idbnico dos neurdnios, levando a neurotoxicidade e
apoptose. Uma possibilidade de mecanismo para a diminui¢ao da atividade da NKA ¢é a
interacao entre os esferdides do peptideo AB e a subunidade a3 da NKA, sendo que
essa interagdo leva a niveis elevados de Ca*™ no neur6nio pré-sinaptico, causando

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



dados indicam que ha uma relagao entre a NKA e morte neuronal encontrada nas

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

Como mencionado anteriormente, um estudo mostrou a interagdo entre GPNMB
e NKA, e essa interacéo se da pelas subunidades a1 e a3 (Ono et al, 2016b). A maioria
dos estudos que mostram a interagcao entre a GPNMB e doencas neurodegenerativas
ou inflamagdo ainda nao exploraram o mecanismo envolvido. Como ha diversas
evidéncias que sugerem uma provavel relacdo entre NKA, neuroinflamagédo e
envelhecimento, assim como uma relacdo da GPNMB com a NKA, neuroinflamacéao e
doengas neurodegenerativas, € possivel que o mecanismo de acdao da GPNMB,
poderia estar associado, em parte, a via de sinalizagdo pela NKA, que atuaria na

modulac&o dos genes associados a estes processos (Figura 2).
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Figura 2. Esquema da sinalizag&o intracelular desencadeada pela GPNMB em condi¢des fisioldgicas e
inflamatorias. Apds a clivagem pela ADAM10, a fracdo extracelular soluvel da GPNMB pode interagir
com diversos receptores e outras moléculas, algumas ainda ndo conhecidas, e ativar uma resposta que
leva a mudancas na expressao de outras moléculas. Traduzido de Saade et al., 2021.



1.3 Neuroinflamagao e o LPS

A neuroinflamagdo € um processo associado a perda de estrutura e fungao
neuronal e esta também associada a incidéncia dos niveis de neurodegeneracao e ao
envelhecimento (Hof & Mobbs, 2000). A inflamag¢do no SNC é mediada por células da
glia, em especial por células da microglia. Células da microglia e astrécitos sao
chamadas de células de imunidade inata do SNC e interagem entre si para a protecao
dos neurdnios (Ransohoff & Brown, 2012). Os astrécitos possuem funcgdes
relacionadas a barreira hemato-encefalica, auxiliando na defesa e na homeostase do
SNC (Verkhratsky & Nedergaard, 2018), enquanto a microglia é chamada de
macrofago residente do SNC, é sensivel a pequenas mudangas no ambiente e realiza
funcdes relacionadas a fagocitose, liberacado de citocinas e reparo tecidual (Graeber et
al., 2011). Existem evidéncias de que ha um aumento de um fenétipo morfologicamente
ativo da microglia em pacientes de doengas neurodegenerativas (Perry et al., 2010;
Krasemann et al.,, 2017), porém, a fungcao da microglia € como sua ativagdo ocorre
ainda nao é completamente elucidada neste contexto. Uma hipdtese estudada € a de
que a microglia e a inflamagdo contribuem para a progressao e resolugdo da
patogénese, porém quando a ativagdo da microglia se torna cronica e descontrolada,

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

Existem diversos fatores que podem desencadear uma resposta inflamatéria,
sendo que a administracdo de LPS é um modelo muito utilizado para estudar a
inflamagdo aguda. O LPS é um componente da parede celular de bactérias
gram-negativas que induz um quadro pro-inflamatério nos organismos. Uma vez dentro
do organismo, o LPS se liga a uma proteina de fase aguda do hospedeiro, o LBP
(proteina ligadora de LPS), que é produzida no figado. A partir desta interagao, é
formado um complexo LPS:LBP, promovendo a transferéncia do LPS para a proteina
de membrana periférica CD14, presente na superficie de mondcitos, macrofagos,
células dendriticas e neutréfilos (Ptociennikowska et al., 2015). O novo complexo
formado, chamado de LPS:CD14, ativa a sinalizagdo do receptor semelhante ao Toll-4
(TLR-4), o qual é complexado a proteina mieldide de diferenciagdo-2 (MD-2). No meio
intracelular ocorre uma série de reagcdes em cascata, iniciando-se pelo recrutamento de
dois pares de proteinas adaptativas TIRAP/MyD88 e TRAM/TRIF. Essa cascata de



sinalizagao resulta na ativagdo do fator de transcrigdo NF-kB (Figura 3). A via da Akt
também parece estar envolvida na ativacdo do NF-kB por ativar a translocacdo da
subunidade p65 (Tanaka et al., 2005).
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« Citocinas (TNF, IL-1, IL-6)
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Figura 3. Mecanismo de agédo do LPS via sinalizagdo do TLR. A ligagdo do LPS no TLR ativa as
proteinas MyD88 e TRIF, que resultam na ativagdo do NF-kB. O NF-kB, por sua vez, favorece a
transcricdo de genes envolvidos com o processo inflamatério e adaptativo. Esta figura foi adaptada e
traduzida de BioRender.com.

O NF-kB é um dimero (homo ou heterodimero) formado pelas subunidades da
familia Rel, sendo as mais conhecidas a p65 e p50. Diferentes combinacdes destas
subunidades podem resultar em um NF-kB transcricionalmente ativo (p50/p65,
p65/p65) ou inativo (p50/p50) (Ghosh et al., 1998). O NF-kB transcricionalmente ativo
faz aumentar a produgao de diversas citocinas, incluindo a IL-13, TNF-a e interleucina
6 (IL-6), além de quimiocinas, moléculas de adesdo endotelial e o Fator Neurotrofico
Derivado do Cérebro (BNDF). E importante ressaltar que a relacdo entre doencas
neurodegenerativas e neuroinflamacdo também €& evidenciada pelo aumento de
citocinas inflamatérias, como TNF-a, IL-6 e IL-18 em ambos cenarios (Smith et al.,
2012).



Essa ativacdo de citocinas promovida pelo NF-kB leva a polarizacdo de
macrofagos e microglia para o fenotipo M1 (Liu et al., 2017). A polarizagao do tipo M1 é
caracterizada pelo carater pré-inflamatério, com a transcrigdo de citocinas como IL-1p e
TNF-a. Em contraste, a polarizagdo M2 de macr6fagos/microglia esta relacionada com
a resolucado da inflamacdo e com a producgao de citocinas anti-inflamatdrias, como a
IL-10 (Martinez & Gordon, 2014). No SNC, ha evidéncias que sugerem uma funcéo
dual para o NF-kB nas doencgas neurodegenerativas que depende do tipo celular: a
ativacao do NF-kB nos neurdnios promove a sobrevivéncia, enquanto a ativagao na glia
e nas células imunes medeiam processos inflamatoérios patolégicos (Camandola &
Mattson, 2007).

A administracdo intracerebral de LPS é capaz de ativar microglia in vivo e in vitro
e induzir neurodegeneracado (Gao et al., 2002). Nosso grupo realizou estudos para
avaliar a influéncia da injecao sistémica de LPS e seus efeitos na neuroinflamagao
aguda. O grupo mostrou que a injegéo i.p. de LPS em ratos causa o aumento do NF-kB
ativo (subunidades p50/p65 e p65/p65) no hipocampo e cértex frontal de maneira
aguda: ap6s 1-2 horas ocorre os maiores niveis, e apés 4-6 horas, o NF-kB ativo volta
aos niveis basais (Glezer et al., 2003; Munhoz et al., 2010). Em cultura celular, nosso
grupo observou que o tratamento com LPS na concentragdo de 1ug/mL é capaz de
translocar a unidade p65 do NF-kB para o nucleo e ativar o NF-kB tanto 1 hora ou 6
horas apds o tratamento (Kinoshita et al., 2017). Outro fator que ativa o NF-kB no
cérebro é o estimulo com AB (Kawamoto et al., 2008b), o que evidencia a relagao entre

moléculas presentes em doengas neurodegenerativas e fatores inflamatorios.

A acado do LPS em desencadear a neuroinflamagao se da tanto de forma direta
(via intraventricular ou in vitro) quanto sistémica (i.p.) (Rivest et al., 2000). Como
mencionado anteriormente, a injecéo i.p. de LPS foi capaz de induzir o aumento dos
niveis de GPNMB na microglia de camundongos (Cho et al., 2019) e ratos (Huang et
al.,, 2012), o que sugere um aumento dos niveis de GPNMB na neuroinflamacgao.
Mesmo apos relatada a interagao entre a administragdo do LPS e a indug¢ao dos niveis
da GPNMB, os mecanismos celulares que favorecem esse fenbmeno ainda nao foram

estudados.



Apesar da relagdo entre doengas neurodegenerativas e a neuroinflamacéo, a
administragao de farmacos estritamente anti-inflamatoérios ndo séo capazes de reverter
os danos que essas doengas causam previamente, mas podem desacelerar a sua
progressao (Glass et al., 2010). Além disso, a administragdo crbnica de farmacos
anti-inflamatdrios, causa outras sérias consequéncias ao organismo. A GPNMB, por ser
uma proteina endégena com potencial anti-inflamatério, surge como uma alternativa
para reduzir agentes inflamatérios que contribuem para a neurotoxicidade, podendo
assim ter relevancia clinica em todas as doencas neurodegenerativas e outros

disturbios que possuem o fator neuroinflamatério.



6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a GPNMB nao possui uma
influéncia clara na viabilidade e no metabolismo celular nos tempos e concentracdes
estudados. Enquanto o LPS é capaz de modular o metabolismo celular, principalmente
em células isoladas de microglia e astrécitos de cultura primaria. Foi observado que as
células de linhagem e a glia mista primaria parecem ser mais resistentes aos estimulos
nocivos do LPS, o que pode ser explicado pelo processo de imortalizacdo de linhagem
celular e pelas interacdes celulares presentes nas células de cultura mista. Além disso,
o tratamento de GPNMB nas condi¢cbdes estudadas néo ativou as vias da ERK e da Akt
na cultura primaria de glia mista ou em células da linhagem BV-2. No contexto
inflamatoério, a GPNMB parece nao ter efeito na translocacdo do NF-kB, porém foi
observado que a administrago de GPNMB juntamente com um estimulo
pro-inflamatério parece levar a diminuicido expressao do RNAm de /L-13 co-tratado
com LPS. Vale salientar que esta é a primeira evidéncia experimental que relata este
efeito em cultura primaria de glia. Esse dado corrobora estudos anteriores que mostram
um papel anti-inflamatério da GPNMB, o que sugere que este efeito também se aplica
as células de cultura primaria. Contudo, mais experimentos nesta area seriam
importantes para melhor entendermos o papel da GPNMB no contexto

neuroinflamatério.
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