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RESUMO

A Doenga de Parkinson (DP) ¢ uma doenca neurodegenerativa progressiva, e sua incidéncia
aumenta proporcionalmente em relacdo ao aumento da expectativa de vida populacional.
Disfun¢do mitocondrial, estresse oxidativo, excitotoxicidade e neuroinflamagdo cronica sao
alguns dos mecanismos que levam a degeneragdo progressiva dos neurdnios dopaminérgicos
da substancia nigra pars compacta, uma das caracteristicas fisiopatologicas da DP. O RAGE ¢
um receptor transmembrana, com capacidade de reconhecimento multiligante e a indugdo da
sua expressao nas células, ativa importantes vias de sinalizagao associadas ao estresse oxidativo
e neuroinflamag¢@o. O TLR4, um receptor de membrana, possui um desempenho crucial durante
processos inflamatorios. Sua estimulacio excessiva esta associada a produ¢do mediadores pro-
inflamatorios estando implicado em diversos estudos sobre progressdo da neurodegeneragao. A
cooperacdo RAGE e TLR4 resulta na perpetuagdo de suas expressdes, aumentando a sua
atividade e promovendo uma sustentacdo da inflamagdo, devido a ativagdo sinérgica de suas
vias de sinalizagdo. Até o momento, a cooperagdo entre RAGE e TLR4 no neurénio ¢ menos
explorada, criando uma importante lacuna sobre o potencial terapéutico do bloqueio dos
receptores para abordagens na DP. Portanto, o objetivo desse estudo foi verificar o papel do
RAGE e de TLR4 em um modelo in vitro da DP, bloqueando os receptores através da
administracdo dos inibidores FPS-ZM1 e TAK-242, respectivamente, na linhagem celular SH-
SYSY diferenciada por acido retindico exposta a 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Os resultados
mostram que houve uma interdependéncia entre RAGE e TLR4 em um contexto neuronal.
Ainda, a 6-OHDA induziu o aumento da expressio do RAGE e de TLR4, bem como das
citocinas TNFa e IL6. Além disso, a inibi¢do do RAGE e TLR4 atenuou a neuroinflamagao no
modelo e foi capaz de suprimir a disfun¢do da atividade mitocondrial induzida pela 6-OHDA.
Tais resultados sugerem que o crosstalk da sinalizacdo de RAGE e de TLR4 controla eventos
criticos para a manutencdo da viabilidade neuronal em um contexto de toxicidade
dopaminérgica, através do controle da expressdo de citocinas pro-inflamatdrias que acontece

provavelmente em respostas as disfungdes mitocondriais.

Palavras-chave: RAGE; TLR4; Doenca de Parkinson; Neuroinflamag¢ao; Neurodegeneragio;

6-OHDA;



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a progressive neurodegenerative disease, and its incidence increases
proportionally with the increase in population life expectancy. Mitochondrial dysfunction,
oxidative stress, excitotoxicity and chronic neuroinflammation are some of the mechanisms that
lead to the progressive degeneration of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars
compacta, one of the pathophysiological characteristics of PD. RAGE is a transmembrane receptor,
capable of multiligand recognition and the induction of its expression in cells, activates important
signaling pathways associated with oxidative stress and neuroinflammation. TLR4, a membrane
receptor, plays a crucial role during inflammatory processes. Its excessive stimulation is associated
with the production of pro-inflammatory mediators, being implicated in several studies on the
progression of neurodegeneration. The cooperation of RAGE and TLR4 results in the perpetuation
of their expressions, increasing their activity and promoting inflammation sustenance due to the
synergistic activation of their signaling pathways. To date, the cooperation between RAGE and
TLR4 in the neuron is less explored, creating an important gap on the therapeutic potential of
receptor blockade for approaches in PD. Therefore, the aim of this study was to verify the role of
RAGE and TLR4 in an in vitro model of PD, blocking the receptors through the administration of
FPS-ZM1 and TAK-242 inhibitors, respectively, in the retinoic acid differentiated SH-SYS5Y cell
line exposed to 6-hydroxydopamine (6-OHDA). The results show that there was an
interdependence between RAGE and TLR4 in a neuronal context. Furthermore, 6-OHDA induced
an increase in the expression of RAGE and TLR4, as well as the cytokines TNFa and IL6.
Moreover, inhibition of RAGE and TLR4 attenuated neuroinflammation in the model and was able
to suppress the dysfunction of mitochondrial activity induced by 6-OHDA. These results suggest
that the crosstalk of RAGE and TLR4 signaling controls critical events for the maintenance of
neuronal viability in a context of dopaminergic toxicity, through the control of the expression of

pro-inflammatory cytokines, which probably occurs in response to mitochondrial dysfunction.

Keywords: RAGE; TLR4 Parkinson's disease; Neuroinflammation; Neurodegeneration; 6-

OHDA.



LISTA DE ABREVIATURAS

6-OHDA 6-Hidroxidopamina

AP peptideo B-amildide

AR Acido Retindico

AGER gene humano do RAGE

AGEs Produtos Finais de Glicagdo Avancgada

BHE Barreira Hematoencefalica

DA Doenga de Alzheimer

DAMPs Padrao Molecular Associado a Dano

DAT Transportador de Dopamina (Dopamine Transporter)
DBS Estimulacao Cerebral Profunda (Deep Brain Stimulation)
DMSO Dimetilsulféxido

DP Doenca de Parkinson

ERK1/2 Extracellular signal-regulated kinases 1/2
FPS-ZM1 N-benzil-4-cloro-N-cyclohexylbenzamide
HMGBI1 High mobility group box 1 protein

HSP70 Proteina de choque térmico 70kDa

IL1B Interleucina 1 beta

IL6 Interleucina 6

IL8 Interleucina 8

IL10 Interleucina 10

JNK c-Jun N-terminal kinases

LCR Liquido Cefalorraquidiano

LDH Lactato Desidrogenase

LPS Lipopolissacarideo de parede celular bacteriana
MAPK Mitogen-activated protein kinase

MPTP 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide
NADPH Fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina
NF-xB Fator Nuclear kappa B

PAMPs Padrao Molecular Associado a Patdgenos
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PI3K Phosphoinositide 3-kinase

RAGE Receptor para Produtos Finais de Glicagao Avangada
EROs Espécies Reativas de Oxigénio

RRP Receptor de Reconhecimento de Padrdes

S100B S100/calgranulina tipo B

SFB Soro Fetal Bovino

SNC Sistema Nervoso Central

SNpc Susbstancia Nigra pars compacta

SRB Sulforhodamine B

TAK-242 ethyl (6R)-6-[N-(2-chloro-4-fluorophenyl)sulfamoyl]cyclohex-1-ene-1-carboxylate
TH Tirosina Hidroxilase

TLR Receptor do Tipo Toll (Toll Like Receptor)

TLR4 Receptor do Tipo Toll 4 (Toll Like Receptor 4)

TNFa Fator de Necrose Tumoral alpha
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1. INTRODUCAO

1.1 DOENCA DE PARKINSON

A Doenga de Parkinson (DP) ¢ uma doenga neurodegenerativa de carater progressivo,
caracterizada por quatro principais sintomas motores: tremores de repouso, rigidez muscular,
bradicinesia e instabilidade postural. O surgimento dos disturbios motores na DP resulta da morte
seletiva de neurdnios dopaminérgicos na substancia nigra pars compacta (SNpc), bem como da
reducdo acentuada dos niveis de dopamina no estriado. Em muitos casos, a morte neuronal ¢
precedida pela presenca dos corpos de Lewy - inclusdes citoplasmaticas compostas por a-
sinucleina fibrilar, ubiquitina, proteina tau associada a mielina e outras proteinas (Hirsch et al.,
2021). E possivel que essas inclusdes possam se formar nos estagios iniciais do processo
patoldgico, em diversas areas do sistema nervoso, expandindo gradualmente para outras regides
cerebrais, contribuindo para a evolugdo continua da doenca. Em seus estdgios iniciais, esse
processo ndo afeta o sistema dopaminérgico da SNpc e do estriado, nem compromete o
comportamento motor (Del Tredici et al., 2016).

Quanto a frequéncia em relagdo a outras doencas neurodegenerativas, a DP ocupa a
segunda posicdo, ficando atras apenas da Doenca de Alzheimer (DA). A incidéncia da DP, bem
como de outras doengas neurodegenerativas, aumenta proporcionalmente em relacdo ao aumento
da expectativa de vida populacional; e sua faixa etaria de prevaléncia situa-se acima dos 60 anos
(Tysnes e Storstein, 2017). Em individuos com mais de 80 anos, os sintomas sdo observados em
cerca de 4% da populacao global (Bandres-Ciga et al., 2019). As terapias atuais permanecem
predominantemente sintomaticas, focando em atenuar a disfun¢do nigroestriatal, por meio de
intervengdes farmacoldgicas - que aumentam a disponibilidade de dopamina; ou intervengdes
cirargicas - como a estimulagdo cerebral profunda (DBS) (Mahlknecht et al., 2020; Poewe e
Espay, 2020). E importante ressaltar que estas medidas nio abordam as causas subjacentes da
neurodegeneracao.

Através dos anos, tém sido amplamente explorados varios mecanismos celulares e
moleculares que possam contribuir para o desencadeamento da morte neuronal. Estes incluem nao
apenas a disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo, excitotoxicidade, perda de proteostase, mas
também, perturbacdes no processo autofagico e neuroinflamacao (Michel et al., 2016; Portz et al.,
2021; Hirsch et al., 2021). Contudo, apesar dos esfor¢os em investigagdo, questdes relacionadas

a raiz da morte neuronal continuam sem solugdo definitiva.
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1.1.1 Neuroinflamacao e Neurodegeneraciao

A neuroinflamacdo, refere-se a um processo complexo de resposta imunoldgica e
inflamatoria que ocorre no sistema nervoso central (SNC), em virtude de lesdes, infecgdes,
disfun¢des neurodegenerativas e outros estimulos patoldgicos. Essa resposta ¢ gerada via ativagao
de vérias células do sistema imunoldgico inato, como microglia, astrdcitos, monocitos e
neurdnios, ¢ induz a producdo de mediadores inflamatorios, incluindo citocinas, quimiocinas e
fatores de crescimento (Kempuraj et al, 2016).

Em condigdes de homeostase celular, essas respostas inflamatdrias sdo neuroprotetoras e
buscam atenuar os efeitos prejudiciais das condigdes patologicas no SNC, como a remocgao de
células mortas ou danificadas e reparacdo de tecidos. No entanto, em cendarios cronicos, essa
resposta pode se tornar exacerbada e contribuir para a progressao de doengas neurodegenerativas,
incluindo a DP (Hunter et al., 2007; Pajares et al., 2020). O efeito da inflamag¢ao na sobrevivéncia
de neur6nios da via nigroestriatal tem sido investigado através da utilizagdo de lipopolissacarideo
de parede celular bacteriana (LPS), bem como de toxinas indutoras de degeneragdo
dopaminérgica, como a 6-hidroxidopamina (6-OHDA) e MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetraidropiridina), utilizadas tanto em modelos animais da DP, quanto em modelos in vitro (Chia
et al., 2020).

Juntamente a outros transtornos neurodegenerativos, a neuroinflamagdo tem sido
fortemente vinculada a patogénese da DP. No entanto, seriam os eventos neuroinflamatorios,
causa ou consequéncia, da degenera¢do neuronal progressiva na DP? Esta e varias outras
questoes-chave relacionadas a complexa ligacdo entre os processos neuroinflamatdrios e a
degeneracdo neuronal, ainda precisam ser abordadas (Gelders et al., 2018). Entretanto, alguns

processos chave tem sido amplamente estudados:

Agregacido de a-sinucleina: A agregacdo anormal da proteina a-sinucleina constitui uma das
premissas centrais para elucidar os mecanismos subjacentes a degeneracdo dos neurdnios
nigroestriatais na DP (Kazantsev et al., 2008). Pode tornar-se neurotoxica, quando seus
mondmeros soluveis sdo levados a oligomerizagdo e fibrilagao (insoluveis). Além disso, a queda
da proteostase, possivelmente devido a idade, exerce uma fun¢do proeminente no acimulo da a-
sinucleina. Esse quadro pode ativar respostas inflamatdrias e contribuir para a morte neuronal

(Paleologou et al., 2009).
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Liberacio de citocinas pro-inflamatdrias: Células em senescéncia ou danificadas podem liberar
DAMPs (Padrdes Moleculares Associados a Danos), interleucinas e/ou EROs (espécies reativas
de oxigénio) mitocondriais que desencadeiam uma resposta imune inata apds a interagdo com
receptores de reconhecimento de padrdes (RRPs) (Hirsch et al., 2009). A ativacdo sustentada de
NLRP3, e fatores de transcricdo - NF-kB e AP-1 por exemplo; eleva a sintese de citocinas, como
IL1B, IL6, IL10 e TNFa (King e Thomas, 2017), perpetuando as respostas inflamatoérias,

corroborando para a degeneragdo neuronal.

Estresse oxidativo: Sob condic¢des fisiologicas, EROs sdo importantes para a defesa do
hospedeiro e diversos processos celulares (Shukla et al., 2011). Entretanto, quando ha um
acumulo, a atividade antioxidante celular ¢ sobrecarregada e a neuroinflamacao pode ser um fator
chave para o desencadeamento do estresse oxidativo. Compostos citotoxicos se acumulam e
causam colapso proteico, degradacao lipidica e morte celular. Essas disfungdes podem contribuir

para a patogénese da DP (Miller et al., 2009; Jenner P., 2007; Tsang e Chung, 2007).

Disfuncao mitocondrial: Na DP, a disfun¢gdo mitocondrial abrange anormalidades nos processos
metabodlicos e energéticos mitocondriais. Acredita-se que as mitocondrias contribuam para o
envelhecimento e neurodegeneracdo, através do acumulo de mutagdes no DNA mitocondrial
(mtDNA) e da producao de EROs (Biieler H., 2009; Lin e Beal, 2006). Além disso, a disfun¢ao
mitocondrial pode perturbar a homeostase do calcio intracelular, influenciando na sobrevivéncia
dos neuronios. Também, a interacdo entre agregados de a-sinucleina e mitocondrias mostrou ter

o um impacto adverso na fun¢do mitocondrial (Picca et al., 2021).

1.2 RECEPTOR PARA PRODUTOS FINAIS DE GLICACAO AVANCADA (RAGE)

O RAGE foi descrito, inicialmente, como um receptor da sinalizagdo para produtos finais
de glicacdo avangada (AGEs) (Neeper et al., 1992). Atualmente, o RAGE estd associado ao
reconhecimento de DAMPs e padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs) e, portanto,
pode ser considerado um RRP. Além disso, ¢ membro da superfamilia das imunoglobulinas,
possui caracteristica multiligante, bem como expressdo de multiplas isoformas oriundas de
splicing alternativo ou clivagem proteolitica (Kierdorf e Fritz, 2013). A expressdo do receptor
depende do tipo de célula e do estigio de desenvolvimento. Em geral, o RAGE ¢
constitutivamente expresso durante o desenvolvimento embriondrio e diminuido na vida adulta,

exceto na pele e nos pulmdes, onde o RAGE ¢ altamente expresso ao longo da vida. Por outro
14



lado, RAGE apresenta uma expressdo baixa em células endoteliais, cardiomidcitos, neutrofilos,
macrofagos, linfocitos e células dendriticas, fisiologicamente (Gasparotto et al., 2023). No SNC,
a presenca do RAGE também ¢ registrada, na glia e nos neurdnios (Huttunnen et al., 2000;
Schmidt et al., 2007; Ott et al., 2014).

Em condigdes patoldgicas cronicas, como doengas cardiovasculares, diabetes, cancer,
doengas neurodegenerativas (Litwinoff et al., 2015; Malik et al., 2015; Derk et al., 2018) ou até
mesmo devido ao avango da idade, a expressio do RAGE ¢ aumentada e, em certos casos, de
maneira exacerbada (Simm A et al, 2004). Portanto, seu papel pode convergir com doengas
neurodegenerativas ou relacionadas a idade, assim como a DP. Além disso, 0o RAGE desempenha
papéis como transportador através da barreira hematoencefalica (BHE) (Deane et al., 2003;
Yamamoto e Higashida, 2020) e possui fungdo de adesdo celular (Sessa et al., 2014). A interacao
com ligantes, perpetua sua expressao na célula, através do desencadeamento de diferentes vias de
sinalizacdo intracelular - dependendo da célula ou tecido, ligantes e concentracao destes ligantes
envolvidos (Xie et al., 2013; Kierdorf e Fritz, 2013).

Sobre sua estrutura, a isoforma fIRAGE (comprimento total) possui trés dominios: um
dominio extracelular (peptideo de sinal N-terminal, dominio do tipo V e dominio do tipo Cl1,
interconectados no dominio do tipo C2), um dominio transmembrana e uma cauda citoplasmatica
curta. A atividade multiligante de RAGE, se da através da sua capacidade de reconhecer multiplos
padrdes em seus dominios extracelulares. Produtos finais de glicagdo avancada (AGEs), proteina
box-1 do grupo de alta mobilidade (HMGBI1), peptideo S-amiloide (Af), proteina de choque
térmico 70kDa (HSP70), S100/calgranulina tipo B (S100B) e Lipopolissacarideo bacteriano
(LPS), sdo alguns de seus ligantes mais conhecidos (Gasparotto et al., 2023). Na sua forma N-
truncada (sem o peptideo N-terminal e o dominio do tipo V), NRAGE perde a capacidade de
reconhecer alguns ligantes (Yonekura et al., 2003).

Tanto a isoforma soluvel extracelular (esRAGE) quanto a isoforma clivada (cCRAGE),
possuem o dominio C-terminal truncado, podendo ser secretados extracelularmente, mas
resultando na perda da sinalizacdo mediada por RAGE (Zong et al., 2010). Entretanto, as
isoformas ainda podem reconhecer seus ligantes na por¢ao extracelular (Ding e Keller, 2005) e
atuarem como bloqueadores, impedindo a ligacdo de fIRAGE a ligantes. Nesse contexto, as
isoformas atuam como chamarizes para esses ligantes (Bierhaus et al., 2005). Além disso, o
RAGE soluvel (sRAGE) também pode interferir na funcdo da isoforma completa e,

consequentemente, na transdu¢do do sinal, bloqueando diretamente sua dimerizagdo (Figura 1).
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Figura 1. RAGE: Estrutura molecular. Reproduzido de (Gasparotto et al., 2023).

1.2.1 RAGE - Neuroinflamacio e DP

A presenca de neuroinflamacdo ¢ uma caracteristica intrinseca as patologias
neurodegenerativas, € um conjunto significativo de estudos tem estabelecido a associacdo do
RAGE na conexdo entre a neuroinflama¢do e a neurodegeneracdo. Dentre os elementos que
podem contribuir para a instauragdo da inflamagao cronica, observa-se que 0 RAGE desempenha
um papel relevante na inducdo da resposta inflamatoria em células do SNC, sob condig¢des
diversas (Ray et al., 2016; Gasparotto et al., 2017; Gasparotto et al., 2018; Shen et al., 2021). A
relevancia do RAGE na regulacdo de cascatas inflamatorias parece estar conectada com dois
importantes fatores: a hiperativagdo de vias especificas e a indu¢do da sua expressao nas células.

E sabido que, em contextos fisiologicos e em baixas concentragdes, a presenca do RAGE
nos neurdnios pode estar associada a prote¢do, reparacdo e regeneracdo de neuritos. Um dos
principais mecanismos de sobrevivéncia induzida pelo RAGE ¢, possivelmente, mediado por
baixos niveis de EROs, que sdo gerados pela ativagdo da enzima NADPH oxidase (Piras et al.,
2016). Evidéncias experimentais delineiam a influéncia das vias HMGB1/S100-RAGE-NF-«B,
as quais demonstram plasticidade funcional condicionada pelo tipo celular e pela intensidade da
ativacdo (Hori et al., 1995; Huttunen et al., 2000; Leclerc et al., 2007; Sorci et al., 2013). Todavia,

em cenarios caracterizados por concentragdes elevadas de ligantes (como na lesdo tecidual ou no
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inicio do processo inflamatorio), observa-se um expressivo aumento da expressao de RAGE no
tecido cerebral e elevando niveis de EROs intracelulares, promovendo o desequilibrio do estado
redox (Piras et al., 2016). Essas descobertas corroboram a perspectiva de que a hiperativagdo das
vias de sinalizagdo governadas pelo RAGE e sua expressao acentuada podem estar ligadas a
eventos deletérios, tais como a amplificagdo da sinalizagdo inflamatoria e a consequente
degeneracao neuronal (Taguchi et al., 2000; Takuma et al., 2009; Chuah et al., 2013; Piras et al.,
2016).

Portanto, além do tipo celular ter importancia no desfecho da sinalizagdo, a concentragdo
de ligantes também ¢ um fator chave na predicdo do efeito do RAGE na homeostase celular. Esses
efeitos contraditdrios parecem ndo estar relacionados aos tipos de ligantes do RAGE, visto que
diferentes ligantes sdo capazes de induzir ambos os tipos de resposta celular. Provavelmente, o
que diferencia de um caso para outro, ¢ a intensidade e a duracdo do estimulo, e
fundamentalmente, as caracteristicas especificas das células (Huttunen et al., 2000; Piras et al.,
2016). Como dito anteriormente, altos niveis do RAGE, estdo correlacionados com o
envelhecimento, onde hd o aumento da sua expressdo em diversos tecidos (Simm et al., 2004).
Este aumento durante o envelhecimento, pode ser devido ao acimulo de ligantes em células
senescentes, que por sua vez elevam a expressao do receptor através da retroalimentacao positiva
de sua expressdo (Li e Schmidt, 1997).

Reconhecendo alguns ligantes e sendo capaz de transduzir sinalizagdo, o RAGE
desencadeia importantes vias de sinaliza¢do. Ao ativar a proteina NADPH oxidase, que gera
rapidamente EROs, a expressao de citocinas pro-inflamatorias ¢ aumentada, bem como o aumento
da formagdo de ligantes de RAGE (visto que o acimulo de EROs propicia esse quadro),
potencializando ainda mais sua ativagdo (Rouhiainen et al., 2013). Essas respostas sao seguidas
pela ativacdo de fatores de transcri¢do conhecidos, como NF-kB por exemplo. Um fato
importante, ¢ que o gene do RAGE (4GER) possui um elemento responsivo ao NF-kB, e a
ativagdo do receptor ¢ capaz de aumentar sua propria expressdo, induzindo a transcricdo de
diversos genes pro-inflamatorios - citocinas e quimiocinas por exemplo (Li e Schmidt, 1997;
Bopp et al., 2008). Esse looping de feedback positivo (Figura 2), tem sido associado a manutencao
de estados cronicos pro-inflamatérios (Lukic et al., 2008).

Em muitos casos, ¢ dificil prever o caminho - autofagia, inflamagdo, crescimento de
neurite, proliferacdo ou apoptose (Huttunen et al., 2000; Schmidt et al., 2001; Hou et al. 2014) a
ser impulsionado pela ativagdo de RAGE. Essas cascatas de sinalizacdo podem ser ativadas tanto

sozinhas, quanto simultaneamente, como resultado da estimulacdo do receptor. Em suma, RAGE
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desencadeia uma complexa cascata de sinalizacdo, cujos novos esclarecimentos sobre seus

mecanismos ainda estdo em constante estudo.
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Figura 2. A ativacdo do RAGE favorece respostas inflamatdrias, além de estimular sua propria expressio

por meio de um looping de feedback positivo. Reproduzido de (Gelain et al., 2023)

Estudos recentes sugerem um potencial papel do RAGE e seus ligantes, para a progressao
da patogénese da DP. Um estudo in vitro, utilizou o modelo de dano celular por Paraquat, e pode
observar que o knockdown de um conhecido ligante de RAGE, HMGBJI, inibiu a ativacdo da via
de sinalizagdo RAGE-P38-NF-kB e a expressdao de TNFa e IL6. Esse resultado sugere que o
HMGBI esta envolvido na morte neuronal induzida pela neurotoxina, através da ativagdo das vias
de sinalizacdo de RAGE - que promoveram respostas neuroinflamatdrias nas células (Min Huang
et al., 2020). De mesmo modo, em um modelo in vivo utilizando MPTP, o aumento da expressao
de RAGE em neurdnios dopaminérgicos e células gliais ativou a sinaliza¢gdo NF-«B (Teismann et
al., 2012). Adicionalmente neste estudo, em camundongos RAGE knockout, observou-se uma
mitigacdo na neurodegeneragdo induzida por MPTP. Esses animais exibiram uma diminui¢ao na
ativagdo da microglia, juntamente com um aumento na contagem de neur6nios dopaminérgicos.

Em nosso grupo de pesquisa, o papel do RAGE vem sendo explorado durante os anos. A

inibicao farmacoldgica do receptor - através do seu antagonista, FPS-ZM1, foi utilizada em dois
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modelos animais: um modelo de dano via 6-OHDA (Gasparotto et al., 2017) e um modelo de
dano via LPS (Peixoto et al., 2023). Gasparotto e colegas, conseguiram observar que a inibi¢ao
do RAGE, reduziu a ativagdo de astrocitos e microglia, diminuiu a perda de neurdnios
dopaminérgicos e a atenuou os déficits locomotores em ratos. De mesmo modo, Peixoto e colegas,
puderam observar que a ablagdo do RAGE protegeu contra a gliose, reduziu a carga de a-
sinucleina na SNpc, diminuiu o aumento dos niveis de S100B no LCR e aliviou os déficits
cognitivo-comportamentais. Portanto, independente da estratégia utilizada, a ablagdo do RAGE
anula uma variedade de mecanismos prejudiciais, observados em modelos semelhantes a DP.
Embora véarios desses achados tenham sido de natureza parcial, ¢ provavel que investigagdes
futuras, apoiadas na compreensao da fun¢do do RAGE na DP, especificamente em um contexto
neuronal, possam abrir vias significativas para a utilizagdo do receptor como abordagem

terapéutica.

1.2.2 Inibicdo do RAGE - FPS-ZM1

O FPS-ZM1, é um bloqueador de alta afinidade para o RAGE, que se liga ao dominio do
tipo V do receptor, impedindo a interagdo do RAGE com seus ligantes (Deane et al, 2012).
Diferente dos anticorpos anti-RAGE, bem como de sRAGE (Yan et al, 2010), que apenas
bloqueiam fIRAGE, porém nio cruzam a BHE, o FPS- ZM1 ¢ capaz de atravessar a barreira. E
importante ressaltar também, que mesmo em altas doses, o inibidor ndo exibiu toxicidade em
camundongos (Deane et al., 2012). Uma pesquisa recente, demonstrou que o tratamento com FPS-
ZM1 atenuou os déficits neuroldgicos induzidos pela oclusdo da artéria cerebral média distal
(MCAO), inibiu a ativagdo astrocitica e a microgliose induzida por isquemia, bem como diminuiu
os niveis elevados de citocinas pro-inflamatérias. Além disso, niveis diminuidos de RAGE,
inibiram a sinalizacdo de NF-kB, indicando que o FPS-ZM1 foi capaz de produzir um efeito
neuroprotetor em um modelo in vivo, bem como a reversdo da morte neuronal (Shen et al, 2021).

Como citado anteriormente, em nosso laboratorio os papeis da inibicdo do RAGE, através
da utilizagdo do FPS-ZM1, vem sendo estudado durante os anos. A reversdao da morte neuronal
dopaminérgica e a supressao da ativagdo de vias de sinalizagdo inflamatdrias apds a utiliza¢do do
FPS-ZM1, puderam ser observadas, sugerindo que a inibicdo do RAGE atenuou a
neuroinflamag¢do no modelo animal utilizando 6-OHDA como dano (Gasparotto et al., 2017). De
mesmo modo, agora com a utilizagdo do FPS-ZM1 via intranasal em ratos, a inibi¢do atenuou a
neuroinflamagdo cronica induzida por LPS em diferentes regides cerebrais (Peixoto et al., 2023).

Em resumo, possiveis abordagens terapéuticas baseadas na inibicdo do RAGE e seus mecanismos,
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podem ser a chave para tratar condi¢cdes nas quais a neuroinflamagdo e consequente morte

neuronal desempenham um papel importante.

1.3 TOLL-LIKE RECEPTOR (TLR4)

Os Receptores do Tipo Toll (TLR) sdo uma familia de proteinas localizadas na membrana
celular com estruturas divididas em trés partes: o dominio extracelular com repeti¢cdes ricas em
leucina - que € responsavel por reconhecer PAMPs e DAMPs; o dominio transmembrana e o
dominio intracelular - chamado de dominio Toll-interleucina 1 (TIR), que desempenha um papel
crucial na transmissdo de sinais para o interior da célula (Takeda e Akira, 2004). Esses sinais sao
importantes para iniciar respostas imunologicas e de defesa, contra infec¢cdes ou danos. Nas
células, uma variedade de TLRs esta presente, ocupando localizac¢des distintas intracelulares.

O TLR4, um receptor de membrana celular, vem sendo amplamente estudado pelo
desempenho crucial durante processos inflamatdrios. Além de possuir a capacidade de reconhecer
endotoxinas, como o LPS, TLR4 também reconhece proteinas como HMGBI e familia HSPs
(Lucas e Maes, 2013). Importante notar, que essas proteinas podem estar presentes no ambiente
extracelular, ndo apenas em situagdes de lesdo, mas também em circunstincias de estresse celular
e tecidual, sem associacdo direta com microrganismos invasores. Portanto, sugerindo a
possibilidade de ativar respostas inflamatdrias e imunoldgicas mesmo na auséncia de infec¢des
microbianas.

O papel funcional do TLR4 estd vinculado a sua capacidade de formar dimeros,
permitindo um reconhecimento especifico de ligantes. Ao ocorrer a ligacdo, a ativagao do TLR4
desencadeia uma série de eventos de sinalizacdo, recrutando adaptadores intracelulares contendo
o dominio TIR, como MyD88, TIRAP, TRIF e TRAM, por exemplo (Arroyo et al., 2011). Esses
adaptadores, por sua vez, iniciam vias de sinaliza¢do no citoplasma, ativando NF-kB e AP1, que
orquestram a expressdo de genes ligados a imunidade e inflamagdo. Dentre esses genes, hd uma
variedade de citocinas pro-inflamatoérias, incluindo TNFa e varias interleucinas, como IL1J, IL6,
IL10 por exemplo (Takeda e Akira, 2004; Arroyo et al., 2011). O processo de ativacdo do NF-
kB, dependente do adaptador TRIF, é conhecido como a "fase tardia" de ativagdo, contrastando
com a ativacdo mais rapida do TLR4 através do adaptador MyD88, denominada "fase inicial".
Esta coordenagdo entre a sinalizagdo "precoce" e "tardia" ¢ uma caracteristica essencial do TLR4,
e pode explicar o desdobramento dos processos inflamatdrios cronicos na neurodegeneragao

(Buchanan et al., 2010).
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1.3.1 TLR4 - Neuroinflamac¢ao e DP

Em doencas neurodegenerativas, o TLR4 parece desempenhar um papel tanto
neuroinflamatorio, quanto neuroprotetor. Em condi¢des saudaveis, a presenca de TLR4 foi
identificada em neurdnios e células da glia (Tang et al., 2007; Tang et al., 2008) embora sua
expressdo seja mais proeminente na micréglia, em comparagdo com outros tipos de células no
SNC (Lehnardt et al., 2003). Neurdnios expressam diversas variantes de TLR, incluindo os TLRs
de 1 a 9, os quais desempenham papéis na regulacdo da homeostase neuronal (van Noort et al.,
2009). Entretanto, diversas pesquisas estdo sendo conduzidas, visando elucidar especificamente,
a expressdo e a ativagdo do TLR4 em neurdnios em condigdes patologicas do SNC. Amostras
cerebrais humanas post mortem de pacientes com DP, demonstraram um aumento na expressao
de TLR4 e MyD88 em varias regides, com destaque para a SNpc e o putdmen (Shin et al., 2015;
Kouli et al., 2019; Hughes et al., 2019). De mesmo modo, em outra analise de amostras de
cérebros post mortem de pacientes com DP, os pesquisadores observaram um aumento simultaneo
na expressao da IL1P e do TLR4 em regides como o cortex frontal e a SNpc (Kouli et al., 2020).

Além das investigagdes em amostras humanas, estudos utilizando modelos animais,
também tem contribuido para a compreensdo do papel do TLR4 na DP. No entanto, o papel do
TLR4 na DP ¢ conflitante quando estes modelos foram usados. Por exemplo, um estudo
demonstrou que camundongos TLR4 knockout apds exposi¢ao a MPTP, mostraram um acumulo
macico da proteina a-sinucleina no mesencéfalo, em comparacdo com camundongos controle,
também expostos a neurotoxina; um possivel papel que o TLR4 pode ter na depuragdo da a-
sinucleina (Mariucci et al., 2018). Os resultados de um estudo onde o dano em camundongos
TLR4 knockout e camundongos controle, foi através da neurotoxina Rotenona, indicaram que a
ablagdo de TLR4 melhorou a perda neuronal na SNpc e os déficits motores gerados pela
neurotoxina (Perez-Pardo et al., 2019). Em consonancia, outro modelo animal utilizando MPTP,
também demonstrou que a auséncia de TLR4 esté associada a uma menor depleg¢do de dopamina,
menos neurdnios contendo a-sinucleina, e reducdo das alteragdes de neuroinflamacao tipicas da
DP (Campolo et al., 2019). Entretanto, camundongos TLR4 knockout quando comparados aos
camundongos controle também expostos ao MPTP, exibiram maior propensdo a
neurodegeneragdo dopaminérgica induzida pela neurotoxina, indicando que o TLR4 pode exercer
um papel protetor quando ativo (Conte et al., 2017).

Em uma andlise de dados transcriptdmicos do cérebro humano, de todas as regides do
cérebro analisadas, a SNpc mostrou os mais altos niveis de expressdo de TLR4. Neste mesmo
estudo, concentragdes fisioldgicas de oligdmeros de a-sinucleina sensibilizaram a produgdo de
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citocinas pro-inflamatorias, EROs, morte celular em culturas neuronais primarias, que foram
significativamente reduzidos por antagonistas do TLR4 (Hughes et al., 2019). Além disso, em
nosso grupo de pesquisa, os pesquisadores conseguiram demonstrar que a ablacdo de TLR4 (via
knockout) impediu a denervacdo dopaminérgica induzida por 6-OHDA e a microgliose na SNpc,
seletivamente em camundongos fémeas (Somensi et al., 2021). Em conjunto, esses resultados
mostram o TLR4 como um alvo terapéutico promissor para os sintomas motores € ndo motores
da doenga, neutralizando os processos neuroinflamatdrios e neurodegenerativos.

Em resumo, propde-se que o TLR4 tenha efeitos tanto neuroprotetores, quanto prejudiciais
na patogénese da DP, dependendo do momento investigado da doenca. Nas fases agudas da DP,
pode contribuir para o reconhecimento da a-sinucleina, levando a depuragdo da proteina e atraso
da progressao da doenga. Por outro lado, nas fases cronicas da DP, a estimulagdo excessiva da
producdo de citocinas pro-inflamatorias mediadas por TLR4, pode resultar em neuroinflamagao,
resultando na progressdo da neurodegeneragdo. Portanto, os estudos com amostras humanas,
modelos animais e in vitro, t€m langado luz sobre a complexa relagdo entre 0 TLR4 e a DP, porém
estes resultados contrastantes destacam a importancia de novos estudos, visando estabelecer o

papel desempenhado pelo TLR4 na DP.

1.3.2 Inibiciao do TLR4 — TAK-242

TAK-242, foi originalmente descoberto como um inibidor da producdo de mediadores
inflamatorios na sepse, como 6xido nitrico, IL6, IL1 e TNFa (Yamada et al., 2005). Em 2008,
um grupo de pesquisadores descobriu que o agente era um inibidor seletivo da sinaliza¢do do
TLR4, ligando-se ao dominio intracelular do receptor e inibindo a produgdo de varios mediadores
inflamatorios, bem como a ativacao de NF-kB mediada por TLR4 (Kawamoto et al., 2008). TAK-
242 se liga seletivamente ao TLR4 e, posteriormente, interrompe a interacdo do TLR4 com as
moléculas adaptadoras, inibindo assim a transducdo do sinal do TLR4 e seus eventos de
sinalizacdo a jusante (Matsunaga et al., 2011). Devido a sua alta lipossolubilidade e baixo peso
molecular, o TAK-242 tem a capacidade de passar pela BHE (Hua et al., 2015) e verificou-se que
o inibidor ¢ seguro em humanos no tratamento da sepse (Yang et al., 2018).

Pesquisas recentes vém demonstrando os beneficios do bloqueio da sinalizagdo de TLR4
a partir da utilizacdo de TAK-242. Em um modelo com camundongos expostos ao LPS, TAK-
242 foi capaz de suprimir a expressao de citocinas inflamatdrias, como TNFa, IL1J3, IL6 e ILS,
que estavam aumentadas apds o dano por P.gingivalis-LPS no cortex dos animais. Além disso, a

via de sinalizacdo TLR4/CD14/IRAK1/p-p65-NF-kB foi ativada e efetivamente suprimida pelo
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TAK-242, aliviando o quadro de neuroinflamacao instaurado no modelo (Zhang et al., 2018). Em
um modelo para DA, os camundongos transgénicos APP/PS1 possuiam alta expressdo de TLR4,
bem como maior expressdo de microglia M1 em comparagdo com camundongos controle. Além
disso, a inibicdo do TLR4 melhorou a fun¢do neuroldgica, diminuiu o nivel de Bax e citocinas
inflamatorias, e causou uma redugdo nos niveis de marcadores M1 - iNOS e TNFa (Cui et al.,
2020). Em conjunto, esses achados demonstram que a inibi¢do do TLR4 pode fornecer
neuroprote¢do para os modelos estudados. No entanto, mais pesquisas se tornam necessarias a

fim de elucidar melhor os papeis da inibigdo de TLR4 com TAK-242, no cérebro, na DP.

1.4 CROSS-TALK DE RECEPTORES: RAGE E TLR4

RAGE e TLRs sdo conhecidos como RRPs, desempenhando papeis cruciais no
reconhecimento de PAMPs e DAMPs. Pesquisas sugerem um compartilhamento de ligantes entre
os receptores, incluindo: HMGBJ1, a familia de proteinas S100, LPS, AP (Ibrahim et al., 2013) e
recentemente, a o-sinucleina (Hughes et al., 2019; Long et al., 2022). RAGE e TLR4 sao
conhecidos por desencadear diversas vias de sinalizacdo intracelular quando se ligam aos seus
ligantes. Notavelmente, muitas dessas vias compartilham componentes downstream, o que sugere
que uma cooperacdo entre esses receptores poderia resultar na amplificagdo das respostas
inflamatorias mediadas por essas vias em comum (Ibrahim et al., 2013). Evidéncias recentes tém
sugerido a existéncia de sinergismo e interdependéncia entre RAGE e TLR4 (Gasiorowski et al.,
2018). Até o momento, a literatura concentra-se, principalmente, nas vias de sinalizagao
downstream, resultante da cooperagdo entre RAGE e TLRs.

A sinalizagdo de TLRs envolve dois pontos chaves para uma transdu¢do de sinal mais
eficiente: a necessidade de adaptadores intracelulares e de homodimerizagdo ou
heterodimerizacao, formando agregados proteicos do receptor (Vogel et al., 2003). De maneira
similar, 0 RAGE demonstrou ter uma atividade aumentada quando ocorre a interacdo com outras
moléculas, resultando na formacdo de homodimeros (Zong et al., 2010). Essa oligomerizacao
pode expandir para mais de duas moléculas, criando uma ampla area de interagdo, favoravel ao
engajamento com proteinas de maior tamanho, como a HSP70 (Grunwald et al., 2016), que
desempenha um papel vital na transdu¢@o de sinal intracelular (Somensi et al., 2017). Descobriu-
se que os principais adaptadores de sinalizagdo de TLR4, as proteinas MyD88 e TIRAP, interagem
com um conhecido adaptador de RAGE, a proteina mDial (Lee e Kim, 2007; Sakaguchi et al.,
2011). Essa estimulagdo conjunta dos receptores, ¢ capaz de ativar AP-1 e NF-kB, que

desempenham um papel fundamental na propagacdo da inflamac¢ao (Karin et al, 2001). Ainda,
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considera-se que importantes estimuladores desses fatores de transcricdo sdo: EROs
mitocondriais, bem como os produzidos pela atividade da NADPH oxidase, sendo capazes de
ativar inimeras proteinas nestas vias convergentes (West et al., 2011; Piras et al., 2016).

Nesse cenario, torna-se evidente que tanto a estimulacdo do TLR4, quanto do RAGE,
regula vias de sinalizacdo compartilhadas. No caso dos TLRs, a sinalizagdo pode ocorrer via
MyD8S8, IRAK, TRAF e TIRAP para ativar o NF-«B, via Racl e PI3K, e via ERK1/2 e p38
MAPK. O RAGE, por sua vez, tem a capacidade de ativar Racl e CDC42, além do Ras, ERK1/2
e p38 MAPK; além disso, quando fosforilado, 0o RAGE também se liga as proteinas adaptadoras
TIRAP e MyDS8S8, iniciando cascatas de sinalizagdo (Lee e Kim, 2007; Sakaguchi et al., 2011).
Consequentemente, além do ciclo de feedback positivo que surge através da expressao do RAGE,
a ativagdo do TLR4 também influencia sua prépria expressdo (Zhong et al., 2020). Esse
mecanismo desencadeia uma resposta inflamatoria intensa e duradoura, capaz de causar danos em
células e tecidos, contribuindo para o desenvolvimento de doengas (Schmidt et al., 2001).

Crosstalk ¢ uma direcdo importante para estudar a correlagdo entre diferentes vias de
sinalizagdo. Estudos recentes relataram que, quando RAGE e TLR4 foram ativados, ocorreu um
fendomeno de interdependéncia entre os receptores, amplificando respostas inflamatérias. Quando
os macrofagos derivados de medula 6ssea murina (BMDMs) foram estimulados com HMGBI, a
ativacdo da sinalizagdo MAPK levou ao aumento da expressdo do RAGE na superficie celular.
Ademais, a interrupcao da ativagdo da MAPK induzida por HMGB1/RAGE inibiu a expressao
do TLR4 na superficie celular. Além disso, o knockout do TLR4 nos BMDMs resultou na redugao
da expressdo do RAGE, bem como, o knockout do RAGE resultou em uma diminui¢do na
presenga do TLR4 na membrana (Zhong et al., 2020). Porém, ainda ndo est4 claro o que medeia
essa interdependéncia de expressdo entre TLR4 e RAGE, e os mecanismos precisos dessa
interacdo requerem uma explora¢do mais aprofundada.

Outro relevante estudo, mostrou que RAGE e TLR4 afetaram a expressdao um do outro,
durante o uso de LPS, e ativaram sinergicamente a via de sinalizacdo MyD88/NF-«B,
promovendo a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias em macrofagos alveolares bovinos
(BAMs), quando ativados simultaneamente. Outro ponto importante, ¢ que a inibicdo do RAGE
regulou os niveis de expressdo de TLR4, e a inibicdo da TLR4 também regulou os niveis de
expressao de RAGE. Além disso, TAK-242 e FPS-ZM1 reverteram a liberagdo de IL1J, IL6 e
TNFa em BAMs. Indicando que o crosstalk RAGE e TLR4 desempenha um papel importante na
ativagdo da via de sinalizagdo inflamatoria dos receptores (Longfei et al., 2023). De mesmo modo,
estudos anteriores, também demonstraram que diferentes ligantes, como S100A8/A9 e LPS,

ativaram RAGE e TLR4 juntos, regulando ainda mais a expressdo de NF-kB, bem como a
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liberagdo de citocinas pré-inflamatorias, podendo gerar um quadro de cronicidade (Paudel et al.,
2020; Prantner et al., 2020).

Coletivamente, as pesquisas demonstram a capacidade da cooperagdo RAGE e TLR4 em
perpetuar sua expressdo, aumentando a possibilidade de ligacdo a seus ligantes na superficie
celular (apds trafico extracelular) e consequente propagacdo da inflamagdo, devido a ativagao
sinérgica das vias de sinalizag@o inflamatdria a jusante. Contudo, vérias lacunas persistem acerca
deste tema, demandando investigacdes mais aprofundadas, especialmente em um contexto
neuronal. At¢ o momento, a maioria das pesquisas se concentrou em macrofagos, deixando a
cooperacdo entre RAGE e TLR4 no neuronio, relativamente menos explorado. No entanto, essa
interacdo assume relevancia significativa, considerando seu potencial como alvo terapéutico para

abordagens na DP.

1.5 MODELOS EXPERIMENTAIS IN VITRO — DOENCA DE PARKINSON

O avango no desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes para a DP requer
uma compreensdo mais aprofundada dos mecanismos moleculares subjacentes a patologia. No
contexto de estudos clinicos envolvendo pacientes, inimeras limitagdes complicam a elucidagao
dessas questdes. A heterogeneidade das amostras clinicas e a natureza gradual da progressao da
doenca in vivo representam desafios significativos. Além disso, questdes éticas também surgem
nesse contexto de pesquisa clinica.

Por outro lado, os modelos in vitro apresentam uma série de vantagens, principalmente
devido ao ambiente altamente controlado em que podem ser manipulados. Esses modelos
oferecem um meio mais rapido e eficaz de investigagdo em comparagdo com os modelos
tradicionais in vivo. Portanto, tornando os resultados mais consistentes e replicaveis, sendo
amplamente empregados para a pesquisa na area. Por exemplo, o modelo in vitro de
neurotoxicidade que envolve a linhagem celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y desafiada
com a neurotoxina 6-OHDA tem sido frequentemente utilizado em estudos relacionados a DP

(Simola et al., 2007; Xie et al., 2010).

1.5.1 Linhagem celular — SH-SYS5Y

A linhagem celular SH-SYS5Y deriva do neuroblastoma humano e representa um subclone
da linhagem SK-N-SH (Kovalevich e Langford, 2013). Essa linhagem tem sido amplamente

utilizada em pesquisas de neurociéncia devido a varias vantagens intrinsecas. Isso inclui sua
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notavel capacidade de expansdo celular, que ocorre de maneira simples e rapida, bem como o
baixo custo associado a sua manutenc¢ao. Além disso, a linhagem SH-SYS5Y tem a capacidade de
se diferenciar em células semelhantes a neuronais quando exposta a agentes adequados (Forster
et al., 2016).

Em sua fase proliferativa em cultura, as células SH-SYS5Y exibem uma morfologia
semelhante a de células epiteliais. No entanto, quando induzidas a diferenciagdo, essas células
assumem uma forma estrelada, caracterizada por longas projecdes neuriticas. A diferenciagao das
células SH-SYSY ¢ frequentemente induzida pelo AR, que atua suprimindo a divisdo celular e
promovendo a diferencia¢do catecolaminérgica. Esse processo de diferenciacdo resulta em um
aumento do conteudo de marcadores dopaminérgicos, como a tirosina hidroxilase (TH) e o
transportador de dopamina (DAT) (Eds;jo et al., 2007).

A diferenciagdo celular da linhagem SH-SYS5Y ¢ um passo crucial, pois permite a
transicao das células de um fenotipo semelhante ao de células epiteliais para um fendtipo com
caracteristicas neuronais. Essa capacidade de diferenciacdo, combinada com sua origem em
células humanas, confere a essa linhagem uma relevancia notavel como modelo de estudo,

aproximando-se das caracteristicas de células neuronais humanas.

1.5.2 Neurotoxina — 6-OHDA

A neurotoxina 6-OHDA ¢ extensamente empregada em modelos tanto in vivo quanto in
vitro para o estudo da DP (Simola et al., 2007). E uma analoga da dopamina, que causa
degeneracdo especifica dos neurdnios da SNpc. A toxicidade da 6-OHDA esta intrinsecamente
ligada a modulagdo do estado redox celular (Ferger et al., 2001). Ao sofrer rapida oxidacdo no
citoplasma, seus metabdlitos auto-oxidativos se acumulam nas mitocondrias, determinando a
perda de permeabilidade da membrana mitocondrial, levando assim a geracdo de estresse
oxidativo (Guo et al., 2018).

Adicionalmente, as EROs geradas pela a¢do da 6-OHDA podem interagir com proteinas
de membrana, incluindo o RAGE e o TLR4, exacerbando suas func¢des biologicas prejudiciais as
células (Blum et al., 2000; Simola et al., 2007; Elfawy et al., 2019). Além disso, niveis elevados
de EROs tém a capacidade de induzir neuroinflamagdo e apoptose celular. Visto que o
comprometimento mitocondrial provoca a liberagdo do citocromo ¢ e outras proteinas pro-
apoptdticas que ativam efetores a jusante, como a caspase-3, que causa morte celular neuronal

(Redza-Dutordoir et al., 2016).
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2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

Considerando: (i) a progressdo de doencas neurodegenerativas, especificamente a DP, estar
associada com modulagdes pro-inflamatorias resultando na perda progressiva de neurdnios
dopaminérgicos; (ii) a crescente associagdo do RAGE e de TLR4 com processos
neuroinflamatdrios e neurodegeneracao; (iii) o potencial terapéutico do bloqueio dos receptores
através de seus inibidores farmacologicos frente a modelos neuroinflamatdrios in vivo; e (iv) a
falta de estudos que abordem os mecanismos pelos quais estes receptores atuam em um contexto
neuronal, na DP; este trabalho tem como objetivo investigar a associa¢do de RAGE e TLR4 com
o dano neuronal dopaminérgico, em um modelo celular da DP, auxiliando na compreensdo do

papel dos receptores em processos neurodegenerativos.
Como objetivos especificos, este trabalho visa:

1. Caracterizar a diferenciacdo neuronal dopaminérgica das células, a partir da anélise
de marcadores neuronais e estabelecer o0 modelo de toxicidade induzida por 6-
OHDA em uma curva de concentra¢cdo da neurotoxina.

ii.  Investigar o perfil de resposta celular ao dano dopaminérgico causado pela 6-
OHDA, através da andlise da expressdo dos receptores RAGE e TLR4, de
parametros neuroinflamatorios, dos danos mitocondriais e da produgdo de
superoxidos mitocondriais.

iii.  Avaliar se o bloqueio do RAGE, com FPS-ZM1, e o bloqueio do TLR4, com TAK-

242, atenuam os danos causados pela 6-OHDA no modelo celular.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 CULTURA DE CELULAS

A linhagem celular de neuroblastoma humano SH-SYSY obtida da European Collection
of Authenticated Cell Cultures (ECACC) foi utilizada em todos os experimentos. As células foram
cultivadas em meio DMEM/F12 (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) inativado, juntamente com a adi¢do de Penicilina 100 Unidades/ml e Estreptomicina 100
pg/ml e, mantidas em incubadora com temperatura a 37°C e CO2 a 5%. As passagens celulares
foram realizadas quando atingida cerca de 90% de confluéncia, e as trocas de meio foram
realizadas a cada dois dias. Células entre 17 e 25 passagens foram utilizadas para todos os

experimentos.

3.2 DIFERENCIACAO NEURONAL E TRATAMENTOS

Preparo e administracdo do AR: a solugdo de estoque de AR foi preparada a uma
concentragdo de 20nM. Para isso, o composto foi dissolvido no solvente organico
dimetilsulféxido (DMSO) e posteriormente diluido no meio de cultura celular, a fim de se obter
a concentracao final desejada de 20puM. Para o protocolo de diferenciagdo neuronal, as etapas
foram seguidas conforme previamente detalhado na literatura (Lopes et al, 2010; Kunzler et al,
2017), com modificagdes pontuais a fim de caracterizar a diferenciagdo rapida das células. As
células foram semeadas em DMEM/F12 10% SFB, em placas de 12, 24 ou 48 pog¢os, com uma
densidade celular de 20 a 30 mil células/cm?. Ap6s um periodo de 24 horas, ocorreu a substitui¢ao
do meio de cultura pelo DMEM/F12 1% de SFB, juntamente com a adi¢cdo de AR 20uM, com a

finalidade de induzir a diferenciacdo rapida ao longo de 3 dias consecutivos.

Preparo e administragdo do FPS-ZM1 e de TAK-242: foram preparadas solugdes estoque
de FPS-ZM1 (Sigma-Aldrich) e TAK-242 (Sigma-Aldrich) nas concentracdes de 1ng/mL
dissolvendo os compostos em DMSO. No dia 4, os compostos foram diluidos no meio de cultura,
a fim de se atingir a concentracdo final desejada de 1pug/mL. Os tratamentos seguiram os tempos
de incubacdo prévia (para ambos os inibidores) por 1 hora, seguido da adi¢do da 6-OHDA por 2,

6 € 24 horas.
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Preparo e administragdo da 6-OHDA: 6-OHDA (Sigma-Aldrich) foi pesada e preparada
no momento de sua utilizacdo, devido a grande instabilidade e auto-oxidacao rapida do composto.
O preparo da solucdo de trabalho consiste na dissolu¢do de 10mg de 6-OHDA em uma solugdo
salina (NaCl 0,9%) contendo 0,01% de acido ascorbico. Apds, a neurotoxina foi diluida no meio
de cultura celular, nas concentragdes finais de 50 e 100uM, nos tempos especificos para cada
experimento. A solucgdo salina contendo acido ascérbico 0,01%, foi utilizada como veiculo em

todos os procedimentos, sendo diluida ao meio de cultura no momento dos experimentos.

Todos os reagentes utilizados foram filtrados antes da administra¢cdo na cultura celular, a
fim de evitar possiveis contaminagdes. Além disso, foram administrados em meio DMEM/F12

1% SFB.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL MimeCkH/ﬂ !ﬂ

RT-qPCR ﬁ
23 —

Viabilidade
Celular
Plaqueamento Diferenciagio Neuronal 2hrs 6hrs P
20 a 30 mil células/cm? AR 20uM Imunofluorescéncia
/"’/ — /"/ ;\ / = \'*\ e "\
> 7 ) ‘ & G, SV
N~ /7‘/

Cultura, Tratamentos e Testes MitoSOX
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Dia 0 Dia1 Dia 4 Dia 5

Figura 3. Protocolo experimental para os tratamentos com 6-OHDA, FPS-ZM1, TAK-242 e diferenciacio neuronal
induzida por acido retinéico na linhagem celular SH-SYSY. No dia 0, as células proliferativas foram plaqueadas em
DMEM/F12 10% SFB por 24 horas. No dia 1, o protocolo de diferenciagdo ocorreu com a substituicdo do meio 10% por
DMEM/F12 1% SFB + adi¢ao de 20uM de AR, por 72 horas consecutivas. No dia 4, o meio foi substituido por DMEM/F12
1% SFB novo + adi¢ao de 1pg/mL dos inibidores, FPS-ZM1 e TAK-242, em um pré-tratamento de 1 hora, seguido da adigdo
de 100 e/ou 50uM de 60HDA, pelo tempo de 2, 6 ou 24 horas a depender do teste. Apds respectivos tempos de tratamentos,
as c¢lulas foram preparadas para os experimentos.

3.3 TESTES DE VIABILIDADE CELULAR

Para a analise de viabilidade e citotoxicidade celular foram utilizados os métodos de
incorporagdo de sulforrodamina B (SRB), a redu¢do do brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) e o ensaio da atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) no meio
de incubacdo. As analises foram realizadas ap6s 24 horas de tratamento.

O ensaio da incorporacdo de SRB consiste na ligacdo de grande afinidade da SRB a

componentes proteicos de células aderentes quando em meio acido. Para isso, as células foram
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fixadas com uma solucdo de 10% de acido tricloroacético (TCA), secas a temperatura ambiente e
incubadas com uma solugdo de SRB 0,4% em acido acético por 30 minutos a temperatura
ambiente. O excesso foi removido por 3 lavagens de acido acético e o corante aderido as células
foi ressolubilizado em uma solucdo de 10 mM de Tris base. O resultado foi observado por
espectrofotometria no comprimento de onda de 515 nm e expressos em porcentagem (%) do
controle (Vichai e Kirtikara, 2006).

O ensaio da quantificagdo da enzima LDH - responséavel pela conversdo de piruvato a
lactato com a oxidagdo de NADH, quando liberada no meio extracelular por lise da membrana
celular (Korzeniewski e Callewaert, 1983; Decker ¢ Lohmann-Matthes, 1988); foi realizado
através da remocao do sobrenadante das placas de cultura, que foi misturado aos reagentes do kit
comercial LDH Liquiform (Labtest SA) conforme indica¢des do fabricante. A atividade cinética
do decaimento de NADH foi mensurada por espectrofotometria no comprimento de onda de
340nm e o resultado expresso em porcentagem (%) do controle.

Para o ensaio da redugdo do brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio
(MTT), um sal amarelo solivel em agua, o efeito da atividade metabolica celular pelo efeito de
redutases mitocondriais, forma cristais de formazan de coloragdo azul ou roxa que sdo insoluveis
em agua, a partir dessa coloragdo a quantificacdo da viabilidade das células ¢ feita (Kumar P,
2018). Para isso, as células foram incubadas com MTT a uma concentragdo final de 0,5 mg/mL
por 1 hora a 37 °C, sendo a reagdo encerrada pela adicado de 200uL. de DMSO a cada pogo. A
quantidade de produto MTT formazan foi determinada medindo a absorbancia a 560 nm usando

um leitor de microplaca e o resultado expresso em porcentagem (%) do controle.

3.4 IMUNOFLUORESCENCIA

Ap0s 24 horas de tratamentos, as cé¢lulas foram fixadas com solugdo de paraformaldeido
4% durante 20 min, lavadas com PBS ¢ incubadas com 0,2% Triton-PBS contendo 5% de
albumina, durante 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida foi realizada incubagdo do
anticorpo primdrio contra BIlI-tubulina (480011, Invitrogen), preparado em 0,2% Triton-PBS 1%
albumina durante 15 horas a 4°C de acordo com as instru¢des do fabricante. Apos trés lavagens
com tampao, as cé¢lulas foram incubadas com o anticorpo secundario conjugado a Alexa Fluor®
durante 1 hora a temperatura ambiente. Apos trés lavagens foi realizada incubagdo com solugao
de DAPI durante 5 minutos, para marcacao nuclear. As imagens foram obtidas com microscopio
de fluorescéncia EVOS® FLoid® Cell Imaging Station (Life Technologies) e analisadas

utilizando o software ImagelJ, para posterior medi¢do quantitativa da intensidade de fluorescéncia.
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3.5 RT-qPCR

Apos 6 horas de tratamentos, as células foram lavadas com PBS e o RNA total foi isolado
seguindo o protocolo conforme instru¢des do reagente TRIzol® (Invitrogen). A sintese de cDNA
foi realizada com kit comercial High-Capacity cDNA Reverse Transcription (ThermoFisher
Scientific) e apds, as reacdes de PCR em tempo real foram feitas no termociclador
StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Applied Biosystems), utilizando 150ng de cDNA,
100nM, 200nM e 500nM a depender do primer e kit comercial Power SYBR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems). Para a amplificacdo do cDNA de AGER foram utilizados os primers
direto S’ GTGAAGGAACAGACCAGGAG3’ e reverso 5>’GAAGGTACAGGAGAAGGTGG3’;
para TLR4 foram utilizados os primers direto S>’TCTACAAAATCCCCGAAACC3’ e reverso
5’GCTCTGATATGCCCCATCTTC3’; para TNFo foram utilizados os primers direto
5’GATCCCTGACATCTGGAATCTG3? e reverso
5’GAAACATCTGGAGAGAGAGGAAGG3’; para IL6 foram utilizados os primers direto
5’AATGAGGAGACTTGCCTGGTG3’ e reverso 5S’GCAGGAACTGGATCAGGACTTT3’;
para TH foram utilizados os primers direto S’CACCCAGTATATCCGCCAC3’ e reverso
5’CCACCGTGAACCAGTACAC3’. O gene enddgeno utilizado foi o GNB2L, amplificado com
0s primers direto 5 GCTTGCAGTTAGCCAGGTTC e reverso 5
GAGTGTGGCCTTCTCCTCTG. Os resultados foram expressos em relagdo ao gene constitutivo
normalizador (ACt) e ao grupo controle (AACt).

3.6 MitoSOX Red e MitoTracker Red FM

De acordo com as informagdes do fabricante, MitoSOX ¢ capaz de rastrear
niveis intracelulares de superdxido mitocondrial e produzir fluorescéncia vermelha em células
vivas (ndo fixadas). Em resumo, no dia 4 ap6s 2 horas de tratamentos, as células foram incubadas
com MitoSOX Red (500nM) por 15 minutos, a 37°C, administrado em tampao HBSS aquecido.
Ap0s, 2 lavagens foram realizadas e as imagens foram obtidas com microscopio de fluorescéncia
EVOS® FLoid® Cell Imaging Station (Life Technologies) e analisadas utilizando o software
Imagel, para posterior medicdo quantitativa da intensidade de fluorescéncia.

A marcagdo do Mitotracker Red FM depende do potencial da membrana e segundo o
fabricante, a série FM ¢ baseada em carbocianeto, podendo atravessar pela membrana celular e,
portanto, podendo ser usada para marcacao de mitocondrias vidveis. Idem ao MitoSOX, no dia 4

apos 2 horas de tratamentos, as células foram incubadas com MitoTracker Red (200 nM) por 15
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minutos, a 37°C, administrado em tampao HBSS aquecido. Apods, 2 lavagens foram realizadas e
as imagens foram obtidas com microscopio de fluorescéncia EVOS® FLoid® Cell Imaging
Station (Life Technologies) e analisadas utilizando o software Imagel, para posterior medi¢ao

quantitativa da intensidade de fluorescéncia.

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 8§, e os
testes estatisticos foram determinados por ANOVA de uma via seguido pelo teste post-hoc de
Tukey para comparagdo de grupos multiplos ou teste post-hoc de Bonferroni para comparar
grupos selecionados quando aplicavel. Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente

significativo. Os resultados foram expressos como valores médios + desvio padrao (DP).
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4. RESULTADOS

4.1 MODELO IN VITRO PARA DOENCA DE PARKINSON
4.1.1 Diferenciacio neuronal dopaminérgica

Para demonstrar que as células SH-SYS5Y podem ser diferenciadas para um
fenotipo semelhante ao neuronal com a combinagdo da reducdo do soro bovino fetal (SFB) e
tratamento com 20uM de AR, em um protocolo de diferenciacdo rdpida de 3 dias, analisamos:
alteracdes na morfologia celular, expressio do mRNA de TH — considerada um marcador da
diferenciagdo celular SH-SYS5Y em um fendtipo dopaminérgico, bem como a analise
imunocitoquimica para a proteina BIII-Tubulina — considerada um marcador neuronal especifico.

Ap6s a inducdo da diferenciagdo rapida das células, os neuritos se alongaram visivelmente,
e houve um aumento da expansdo celular, em comparacdo com as células proliferativas, que pode
ser observado por meio de microscopia de contraste de fase (Figura 4A direita). As células
proliferativas apresentaram morfologia tipica da linhagem SH-SYS5Y, que se assemelha a de
células epiteliais (Figura 4A esquerda).

Além disso, as células mostraram aumento na expressdo de marcadores neuronais. A
marca¢do de BIII-Tubulina, mostrou um aumento visivel no citoplasma e nos neuritos apos a
diferenciagdo (Figura 4B), obtendo significativamente mais intensidade de fluorescéncia nas
células diferenciadas em comparagdo com as cé€lulas proliferativas (Figura 4D). Por fim, a
expressdao de TH mostrou um aumento significativo nas células diferenciadas em comparagao com
as células proliferativas (Figura 4C), confirmando um feno6tipo dopaminérgico adquirido apos o

protocolo de diferenciagdo rapida.
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Figura 4. Diferenciacio neuronal mediada por acido retinéico na linhagem SH-SYSY. A Morfologia das células
no seu estado proliferativo (esquerda) e diferenciado (direita), apds o protocolo de diferencia¢do rapida com AR
20uM, registrada por meio do uso de microscopia de contraste de fase. B Microscopia de imunofluorescéncia das
células no dia 3 da diferenciagdo com AR, comparadas com as células proliferativas do dia 1, marcadas contra BIII-
tubulina (em vermelho) e com o nticleo corado com DAPI (em azul). C Expressdo de mRNA (2-AACt) do gene TH,
nas células no estado proliferativo (em cinza) e diferenciado (em preto). O gene GNB2L foi utilizado como controle
interno e os resultados sdo relativos @ média da expressao nas células proliferativas. D Intensidade de fluorescéncia
da proteina BIII-Tubulina, nas células no estado proliferativo (em cinza) e diferenciado (em preto). As células
proliferativas foram fotografadas e colhidas no Dia 1 do Protocolo Experimental, ou seja, 24 horas apds o
plaqueamento com DMEM/F12 10% SFB mantendo seu estado proliferativo. Barras indicam a média +DP de trés
experimentos independentes analisados por ANOVA de uma via com post-hoc de Tukey. **** indica p<0,0001.

4.1.2 Curva de sensibilidade a neurotoxina — 6-OHDA

A curva de dano da 6-OHDA foi realizada utilizando as concentragdes de 6,25 a 200uM por
24 horas, nas células SH-SY5Y sob o protocolo de diferenciacdo rapida previamente caracterizado
(Figura 5). Dessa forma, foi possivel observar a sensibilidade e a relacdo dose-dependente do
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modelo exposto a neurotoxina por meio do ensaio da incorporacdo de SRB (Figuras 5A), e da
atividade da enzima LDH (Figuras 5B). Em 24 horas, em ambos os testes, as doses de 50, 100 e
200uM mostraram niveis altos de toxicidade celular, enquanto as concentragdes mais baixas de
6,25, 12,5 e 25uM nio obtiveram diferenca estatistica no modelo. Diante desses resultados, as

doses escolhidas para todos os tratamentos seguintes foram 100uM e 50uM de 6-OHDA.
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Figura 5. Curva de toxicidade da 6-OHDA nas células SH-SYSY diferenciadas. A curva de dano da 6-OHDA
foi realizada com concentra¢des de 6,25 a 200 uM por 24 horas (A e B) nas células SH-SYS5Y diferenciadas. A
viabilidade celular foi verificada pelos ensaios da incorporagdo de SRB (A) e atividade da enzima LDH (B). Os dados
sdo apresentados pela média + DP. O grupo veiculo ndo apresentou significancia estatistica com o grupo controle.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em comparagdo ao grupo controle.

4.2 O PAPEL DA INIBICAO DO RAGE NA VIABILIDADE NEURONAL IN VITRO

Visando compreender se a inibicdo do RAGE possui um papel protetor em um contexto
neuronal, um tratamento com FPS-ZM1 foi realizado previamente a adi¢cdo de 50 e 100uM de 6-
OHDA, por 24 horas. A viabilidade das células, nos diferentes grupos, foi determinada pelo ensaio
da redug¢do da MTT e da incorporagdo da SRB, e foi representada através da porcentagem de
viabilidade do grupo controle. Os dados sdo baseados em 3 experimentos independentes.

Apobs 24 horas, em ambos os ensaios, a viabilidade das células foi significativamente
reduzida, tanto com a adi¢ao de 100uM, quanto com 50uM de 6-OHDA. O pré-tratamento por 1
hora com o antagonista, demonstrou efeitos positivos na viabilidade celular, tanto no ensaio da
SRB, quanto da MTT (Figura 9A e B), sendo capaz de atenuar significativamente o dano realizado
pela 6-OHDA, mostrando um possivel papel neuroprotetor do FPS-ZM1, no modelo in vitro aqui

empregado.
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Figura 9. Reducdo da citotoxicidade da 6-OHDA frente a inibicdo do RAGE: pré-tratamento com o
antagonista, FPS-ZM1. As células diferenciadas foram pré-tratadas com o FPS-ZM1* na concentragdo de 1pg/pL
por 1 hora, previamente ao dano realizado pela 6-OHDA nas concentragdes de S0uM e 100 uM por 24 horas (A ¢
B). (A) Ensaio da redugdo da MTT. (B) Ensaio da incorporagdo de SRB. Os dados sdo apresentados pela média +
DP. O grupo veiculo nio apresentou significancia estatistica com o grupo controle. ####p < 0,0001 em comparagio
ao grupo controle; ****p < 0,0001 em comparagao ao respectivo grupo 6-OHDA.

4.3 MODULACAO DA EXPRESSAO GENICA DOS RECEPTORES: AGER E TLR4

A fim de compreender se a 6-OHDA poderia modular a expressdo do RAGE e do TLR4, a
indugdo da expressdo dos receptores foi avaliada apos o tratamento com 6-OHDA, bem como
apos o tratamento com FPS-ZM1 e TAK-242, previamente a adi¢do da 6-OHDA (Figura 6).

AGER e TLR4 demonstraram aumento de expressdo diante do dano causado pelo tratamento
com 50uM de 6-OHDA; AGER (Figura 6A) foi expresso cerca de aproximadamente 3,5 vezes
mais diante do tratamento quando comparado ao grupo controle, ja a expressao de 7LR4 (Figura
6B) sofreu um aumento de aproximadamente 4,2 vezes diante do dano. Ainda, de acordo com a
Figura 6A e 6B, no grupo FPS-ZM1 + 6-OHDA, nao apenas o nivel de expressdo de RAGE
reduziu drasticamente, mas o nivel de expressdo de 7LR4 também diminuiu significativamente.
Da mesma forma, no grupo TAK-242 + 6-OHDA, os niveis de expressdo de 7LR4 ¢ RAGE
diminuiram significativamente.

Em suma, os niveis de mRNA de RAGE diminuiram quando a expressdao de TLR4 foi
inibida com TAK-242, e os niveis de mRNA de TLR4 diminuiram quando a expressdo de RAGE
foi inibida com FPS-ZM1, sugerindo uma possivel interdependéncia entre os receptores, em um

contexto neuronal.
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Figura 6. AGER e TLR4 tem expressdo aumentada em resposta a 6-OHDA, e seus inibidores, FPS-ZM1 e
TAK-242 previnem esse aumento de maneira interdependente. RT-PCR quantitativo de AGER (A), e de TLR4
(B), expresso em termos de 2-AACt. Valores de expressdao normalizados por GNB2L, relativos ao grupo controle do
respectivo tempo de tratamento. O grupo veiculo ndo apresentou significancia estatistica com o grupo controle. ##p
< 0,01; ###p < 0,001; em comparagdo ao grupo controle. ****p<0,0001 em comparagdo ao respectivo grupo 6-
OHDA.

4.4 MODULACAO DA EXPRESSAO DE PARAMETROS PRO-INFLAMATORIOS

Sobre o perfil de resposta causado pelo dano dopaminérgico as células, a modulacdao da
expressao dos genes que codificam para as citocinas pro-inflamatorias /L6 e TNF ¢, foi avaliada
apos a administragdo da 6-OHDA. Além disso, os mesmos genes foram avaliados apds o
tratamento com FPS-ZM1 e TAK-242, previamente a adi¢do da 6-OHDA, visando elucidar o
perfil de resposta dos receptores frente ao dano dopaminérgico.

Os dados mostram que a exposi¢do das células a 50uM de 6-OHDA, aumentou
significativamente a expressao de TNFa (Figura 7A) quanto de /L6 (Figura 7B) em comparagao
ao grupo controle. O pré-tratamento com os inibidores, foi capaz de diminuir significativamente
os niveis de mRNA de TNFa, nos grupos FPS-ZM1 + 6-OHDA e TAK-242 + 6-OHDA. Porem,
no caso dos niveis de mRNA de /L6, apenas o grupo FPS-ZM1 + 6-OHDA apresentou
diminui¢do em relagdo ao grupo 6-OHDA.

Os resultados indicam que a modulagao da expressdo de TNFa, nas células expostas a 6-
OHDA, foi afetada tanto pela inibicdo do RAGE, quanto pela inibi¢do do TLR4. Entretanto, a
modulagdo da expressdo de /L6, nas células expostas a 6-OHDA, foi afetada apenas pela inibicao

do RAGE.
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Figura 7. Indugfo da expressdo de parametros inflamatérios frente ao dano com 6-OHDA, e reversio através
da administracio de FPS- ZM1 e TAK-242. RT-PCR quantitativo dos parametros inflamatérios TNFao. (A) e IL6
(B), expresso em termos de 2-AACt. Valores de expressao normalizados por GNB2L, relativos ao grupo controle do
respectivo tempo de tratamento. O grupo veiculo ndo apresentou significancia estatistica com o grupo controle.; ##p
<0,01; ####p < 0,0001 em comparagdo ao grupo controle. *p<0,05; ****p < 0,0001 em comparagdo ao respectivo
grupo 6-OHDA.

4.5 PAPEL DOS RECEPTORES FRENTE A ALTERACOES MITOCONDRIAIS

Em seguida, investigamos o papel dos receptores RAGE e TLR4, nos principais
mecanismos de toxicidade da 6-OHDA: dano mitocondrial e a producdo excessiva de
superoxidos nas mitocondrias. Na figura 8 (A — H), a exposicao das células a 50uM de 6-OHDA,
por 2 horas, induziu um acumulo intracelular de superoxidos mitocondriais 15 vezes maior
quando comparado ao controle, que pode ser evidenciado pela andlise da intensidade de
fluorescéncia do corante MitoSOX Red, um corante indicador de superdxidos que pode
reconhecer, especificamente, superéxidos mitocondriais e produzir fluorescéncia vermelha em
células vivas. Além disso, o pré-tratamento com FPS-ZM1 e TAK-242, neutralizou
significativamente a gerag¢do de superoxidos mitocondriais que foi induzida por 6-OHDA.

Na figura 8 (I — P), visando avaliar o efeito da 6-OHDA sobre o conteiddo mitocondrial
funcional das células, foi utilizada a sonda MitoTracker Red FM, que se acumula nas
mitocondrias com potencial de membrana viavel. As células que foram expostas a S0uM de 6-
OHDA, por 2 horas, apresentaram uma pequena reducdo significativa da intensidade do sinal do
MitoTracker em comparacdo com o controle. Ainda, os grupos que receberam o pré-tratamento
com FPS-ZM1 e TAK-242, em conjunto a 50uM de 6-OHDA, também mostraram uma pequena
reducdo na viabilidade mitocondrial em comparacdo ao controle.

Além disso, a razao entre MitoSOX e MitoTracker (Figura 8Q), que reflete a producgdo de
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superdxidos por mitocOndrias vidveis nas células, confirmou o aumento expressivo de
superoxidos mitocondriais no grupo 50uM de 6-OHDA, que pode ser prevenido pelo pré-
tratamento com FPS-ZM1 e TAK-242. Esses resultados indicam que a 6-OHDA prejudica a
funcdo mitocondrial das células neuronais, produzindo altas taxas de superoxidos nas
mitocondrias. Entretanto, esse mecanismo de toxicidade clédssico, pode ser prevenido pela
inibi¢do dos receptores no modelo estudado, sugerindo que RAGE e TLR4 ativam vias de

sinalizagdo que colaboram para o comprometimento do funcionamento mitocondrial.
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Figura 8. O bloqueio do RAGE e do TLR4, atuam sobre mecanismos classicos de toxicidade da 6-OHDA.
Imagens de microscopia de células SH-SYSY marcadas com MitoSOX Red apos exposi¢do a 6-OHDA e aos
inibidores FPS-ZM1 e TAK-242 (A-G). Imagens de microscopia de células SH-SY5Y marcadas com MitoTracker
Red apos exposigdo a 6-OHDA e aos inibidores FPS-ZM1 e TAK-242 (I-O). Quantificacdo da intensidade de
fluorescéncia do MitoSOX, utilizando o software ImageJ (H). Quantificagdo da intensidade de fluorescéncia do
MitoTracker, utilizando o software ImageJ (P). Razio entre as fluorescéncias do MitoSOX e MitoTracker (Q). O
grupo veiculo ndo apresentou significancia estatistica com o grupo controle. #p < 0,05; ###p < 0,0001 em relagdo
ao grupo controle. ****p < 0,0001 em relacdo ao respectivo grupo 6-OHDA.
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5. DISCUSSAO

A DP ¢ uma doenga neurodegenerativa, tipicamente caracterizada pela perda progressiva
de neurdnios nigroestriatais dopaminérgicos (Hirsch et al., 2021). Evidéncias crescentes na
pesquisa do RAGE e do TLR4, fornecem insights sobre o envolvimento desses receptores, em
inumeros processos moleculares que afetam a sobrevivéncia neuronal. Entretanto, até o momento,
os mecanismos detalhados da contribuicdo do RAGE e TLR4 nesses processos, permanecem
indefinidos. Relevantes investigacdes (Piras et al., 2016; Gasparotto et al., 2017; Gasparotto et
al., 2018; Peixoto et al., 2023) tém indicado que a ativacdo do RAGE apos a interagdo com seus
ligantes contribui para o aumento da neuroinflamacao, estresse oxidativo, degeneracdo neuronal
e apoptose. Além disso, propde-se que o TLR4 tenha efeitos tanto neuroprotetores, quanto
prejudiciais na patogénese da DP (Conte et al., 2017; Hughes et al., 2019; Somensi et al., 2021).
Aprofundar a compreensdo dos papéis desempenhados pelo RAGE e TLR4 na neuroinflamagao
e neurodegeneragdo, estabelecendo conexdes entre os mecanismos moleculares e as disfungdes
neuronais, representara um avango significativo nos estudos sobre a DP. Assim, por meio dos
dados obtidos nessa dissertagdo, podera ser inicialmente compreendida a associagdo entre a
ativagdo dos receptores € o dano neuronal induzido pela 6-OHDA, bem como a fun¢do de RAGE
e TLR4 nos neurdnios, em nos processos associados a neurodegeneragao.

Para caracterizar o modelo celular empregado neste estudo, as células SH-SYS5Y foram
submetidas a um processo de diferenciacdo utilizando 20uM de AR durante um periodo de 3 dias.
Durante esse processo, observou-se um notavel alongamento dos neuritos € um aumento no
tamanho das células em comparagao com as células que estavam em estado de proliferagcdo. Além
disso, a marcacdo com BIII-Tubulina, em conjunto com o aumento na expressao de TH, confirmou
que as células adquiriram um fenétipo catecolaminérgico semelhante ao de neurdnios adultos.
Portanto, o protocolo de diferenciacdo rapida a partir do AR pode ser considerado,
satisfatoriamente, um modelo para investigacdes de neurotoxicidade, de baixo custo e maior
facilidade, em comparagdo a outros modelos de diferenciacdo de estudos anteriores (Xie et al.,
2010; Simdes et al., 2021). Uma forma amplamente utilizada para induzir a degeneragao neuronal
que ocorre na DP, ¢ através da utilizacdo da 6-OHDA, uma substancia neurotoxica que afeta a
sobrevivéncia dos neuronios dopaminérgicos (Simola et al., 2007; Gonzalez et al., 2019). Neste
estudo, apds a diferenciacdo das células, as expusemos a diferentes concentragdes de 6-OHDA
por 24 horas. Em seguida, medimos a viabilidade celular para determinar o grau de dano neuronal
causado pela 6-OHDA e com base nos resultados, selecionamos duas doses para os experimentos

subsequentes: 100uM e 5S0uM.
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FPS-ZM1 ¢ um bloqueador multimodal do RAGE, sua acdo se baseia no impedimento da
interagcdo entre o dominio extracelular do receptor com seus ligantes (Deane et al. em 2012).
Pesquisas in vivo, tém ilustrado que a inibi¢do do receptor pelo FPS-ZM1 (Shen et al., 2021;
Peixoto et al., 2023), exerceu efeitos benéficos ao reverter processos de neuroinflamagao e ao
contribuir para a sobrevivéncia neuronal. Em 2017, os resultados do estudo de Gasparotto e
colegas, indicaram que o FPS-ZM1 foi eficaz na prevencdo da morte de neurdnios
dopaminérgicos que foi induzida pela acdo da 6-OHDA, resultando na restauragdo dos niveis da
proteina TH no cérebro dos animais. Em um esfor¢co para aprofundar a compreensdo das
implica¢des do bloqueio do RAGE no modelo neuronal, em nosso trabalho, células neuronais
foram expostas ao estresse induzido pela 6-OHDA, em combinagdo com pré-tratamento
utilizando o antagonista FPS-ZM1, seguido por avalia¢des de viabilidade celular. Notavelmente,
nossos resultados revelaram que o FPS-ZM1 foi capaz de proteger as células em duas
concentragdes distintas de 6-OHDA. Consequentemente, a inibicdo do RAGE se mostra um fator
crucial na preserva¢ao da viabilidade neuronal, alinhando-se consistentemente com as evidéncias
da literatura em modelos in vivo.

A neurotoxina 6-OHDA ¢ um anéalogo da dopamina, altamente oxidavel, que ao gerar uma
alta quantidade de EROs, compromete o funcionamento mitocondrial, levando a danos ao DNA
e apoptose celular. De forma consistente, estudos sugerem que além da neuroinflamagao, o
aumento de EROs e o comprometimento mitocondrial atuam na patogénese da DP (Guo et al.,
2018). Além disso, em cenarios caracterizados por concentragdes elevadas de ligantes do RAGE
(como no inicio do processo inflamatorio), observa-se um expressivo aumento da expressao de
RAGE no tecido cerebral, que acaba por elevar os niveis de EROs intracelulares, promovendo o
desequilibrio do estado redox celular (Piras et al., 2016). A partir disso, uma compreensdao mais
aprofundada sobre a modulagdo da express@ao do RAGE e do TLR4 apos a exposi¢ao a 6-OHDA
em nosso modelo, foi analisada. Os genes AGER e TLR4 demonstraram aumento de expressao
diante do tratamento, mostrando que a neurotoxina ¢ capaz de regular a expressao dos receptores.
Portanto, nossos resultados corroboram com dados da literatura, onde o aumento da expressao
dos receptores pode estar relacionado a natureza oxidativa da 6-OHDA.

Ao sofrer rapida oxidag@o no citoplasma e geragdo de espécies reativas, 0 mecanismo de
dano da 6-OHDA pode induzir um aumento na formagao de ligantes de RAGE e TLR4, ativando
cascatas de sinalizagdo intracelular, desencadeando um clico de feedback positivo do RAGE,
perpetuando a expressdo do receptor nas células (Rouhiainen et al., 2013; Gasparotto et al., 2017).
Além disso, a ativagdo dessas vias pode induzir a expressdo do TLR4 (Ibrahim et al., 2013;

Gasiorowski et al., 2018) que assim como RAGE, também consegue influenciar sua propria
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expressdao (Zhong et al., 2020). Ainda, a hiperativacdo das vias de sinalizagdo do RAGE e do
TLR4, e suas expressoes elevadas, podem convergir com eventos deletérios, tais como a
amplificacdo da sinalizacdo inflamatéria e influenciar na degeneracdo neuronal (Taguchi et al.,
2000; Takuma et al., 2009; Chuah et al., 2013; Piras et al., 2016).

Com a finalidade de investigar o perfil de resposta das células ao dano dopaminérgico
causado pela 6-OHDA, bem como a resposta diante do bloqueio dos receptores, a indugdo das
citocinas pro-inflamatoérias IL6 e TNFa foi avaliada. Em estudos onde camundongos foram
expostos ao LPS, os animais apresentaram uma elevada expressdo de citocinas inflamatorias
diante do dano, como TNFa, IL1B, IL6 e IL8, que foi prevenida pela administracdo de TAK-242
(Zhang et al., 2018). E, de mesmo modo, em ratos que foram injetados intracranialmente com 6-
OHDA, o FPS-ZM1 também foi capaz de atenuar o aumento de TNFa e IL1p no LCR e no soro
dos animais (Gasparotto et al., 2017). Portanto, em concordancia com a literatura, o dano
dopaminérgico causado pela 6-OHDA nas células, aumentou a expressdo dos parametros
inflamatorios, TNFa e de IL6, em comparagdo ao grupo controle. Satisfatoriamente, o pré-
tratamento com os inibidores, FPS-ZM1 e TAK-242, atenuou o aumento das citocinas, indicando
que a inibicdo do RAGE e do TLR4 pode exercer efeitos benéficos no neurdnio, através da
reversao do quadro neuroinflamatodrio instaurado pelo dano dopaminérgico.

O papel dos receptores RAGE e TLR4, também foi investigado nos principais mecanismos
de toxicidade da 6-OHDA: dano mitocondrial e a producgdo excessiva de superoxido nas
mitocondrias. Nas células que foram expostas a 6-OHDA, foi possivel verificar uma redugdo na
quantidade de mitocondrias marcadas com MitoTracker. Ainda, os grupos que receberam o pré-
tratamento com os inibidores, também mostraram uma pequena redug¢do na viabilidade
mitocondrial em comparacdo com o controle. Esse marcador ¢ sensivel ao potencial
transmembrana e reflete o funcionamento correto dos processos de transporte de elétrons e
fosforilagdo oxidativa, essenciais para a fungdo mitocondrial. Portanto, igualmente a literatura,
este resultado mostra que a 6-OHDA causa danos a atividade mitocondrial que afetam o
potencial de membrana celular (Guo et al., 2018). Em seguida, expusemos as células novamente
a 6-OHDA, porém agora com a utilizagdo da sonda MitoSOX Red, um corante indicador de
superoxido mitocondrial. Foi possivel verificar um aumento expressivo nos niveis de
superdxidos mitocondriais através acdo da 6-OHDA, que foi diminuido de maneira satisfatoria
pela a¢do do FPS-ZMI1 e do TAK-242, sugerindo que RAGE e TLR4 podem ativar vias de
sinalizagdo que colaboram com o comprometimento do funcionamento mitocondrial neuronal.

Nesse sentido, nossos resultados sugerem que a expressdo do RAGE e do TLR4, pode exercer
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efeitos diretos sobre a atividade mitocondrial de células neuronais, constituindo um mecanismo
que pode contribuir para a progressao da DP. Estudos adicionais sobre o papel dos receptores e
suas vias de sinalizagdo na fun¢do mitocondrial devem ser realizados a fim de responder esta
questao.

Estudos recentes relataram que quando RAGE e TLR4 foram ativados, ocorreu um
fenomeno de interdependéncia entre os receptores, amplificando suas expressdes e consequentes
respostas inflamatérias. O knockout do TLR4 em BMDMs estimulados com HMGBI, resultou na
reducdo da expressdao do RAGE, bem como, o knockout do RAGE resultou em uma diminuicao
na presenca do TLR4 na membrana (Zhong et al., 2020). De mesmo modo, a inibi¢do do RAGE
regulou os niveis de expressdo de TLR4, e a inibicdo da TLR4 também regulou os niveis de
expressao de RAGE em BAMs estimulados com LPS (Longfei et al., 2023). Porém, até o
momento, a maioria das pesquisas se concentrou em macréfagos, deixando a cooperacdo entre
RAGE e TLR4 no neur6nio, relativamente menos explorado. No entanto, essa interacdo assume
relevancia significativa, considerando o potencial do bloqueio dos receptores como alvo
terapéutico para abordagens na DP. Em conjunto com os dados encontrados na literatura, porém
agora em um contexto neuronal, nossos resultados mostraram que o FPS-ZM1 diminuiu os niveis
de mRNA do RAGE e do TLR4. De mesmo modo, TAK-242 diminuiu os niveis de mRNA do
TLR4 e do RAGE. Assim, sugerimos uma possivel interdependéncia entre RAGE e TLR4, visto
que o bloqueio isolado de cada uma das vias dos receptores, leva ao cessamento do sinal de ambos.
Porém, ainda precisamos elucidar o que medeia essa interdependéncia de expressao entre RAGE
e TLR4, e os mecanismos precisos dessa interacdo requerem uma exploragdo mais aprofundada.
Ainda, ¢ de suma importancia confirmar a especificidade dos inibidores no modelo estudado,
apesar de que nao existam trabalhos publicados, até o momento, que indiquem uma especificidade
cruzada destes inibidores por RAGE e TLR4.

Por fim, como possivel limitagdo, esse trabalho investiga o papel dos receptores em um
contexto neuronal, in vitro. Sabe-se que modelos in vitro viabilizam uma investigagao preliminar
rapida em comparagdo com os modelos in vivo, e que tais modelos sdo caracterizados por sua
facilidade de manipulacdo e alto controle experimental. Entretanto, modelos in vitro ndo podem
reproduzir integralmente a complexidade intrinseca das interacdes celulares, particularmente
aquelas subjacentes as células do SNC. Nao obstante, permanecem como 6timas alternativas para

a exploracdo dos mecanismos moleculares e analises de neurotoxicidade.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que a inibicdo do RAGE através do seu antagonista FPS-
ZM1, foi capaz de reverter os danos neuronais dopaminérgicos causados pela 6-OHDA. Ainda,
os resultados indicam uma interdependéncia entre RAGE e TLR4 em um contexto neuronal, onde
a inibicdo do TLR4 diminuiu a expressao do RAGE, e a inibicdo do RAGE diminuiu a expressao
do TLR4. A 6-OHDA induziu um aumento de expressdo do RAGE e TLR4, bem como dos
parametros pro-inflamatdrios TNFa e IL6 nas células. Além disso, o dano dopaminérgico causado
pela 6-OHDA, causou danos nas mitocondrias e aumento nos niveis de superdxidos
mitocondriais. Notavelmente, a inibicdo do RAGE e do TLR4 foi capaz de atenuar o dano
neuroinflamatorio causado pela 6-OHDA, bem como suprimir a disfuncdo da atividade
mitocondrial nas células. Juntos, nossos resultados sugerem que o crosstalk da sinalizagdo de
RAGE e de TLR4 controlou eventos criticos para a manutengdo da viabilidade neuronal em um
contexto de toxicidade dopaminérgica, através do controle da expressdo de citocinas pro-
inflamatorias, que ocorreu provavelmente em respostas as disfun¢des mitocondriais. Aqui, células
SH-SYS5Y submetidas a um processo de diferenciacdo rapida utilizando AR, demostraram
alongamento dos neuritos, aumento na marcagao de BIII-Tubulina e aumento da expressdao de TH,

confirmando um fenétipo catecolaminérgico semelhante ao de neurdnios adultos no modelo.
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7. PERSPECTIVAS

Tendo em vista os resultados obtidos até 0 momento com esta pesquisa, € possivel delinear
algumas perspectivas para o aperfeicoamento das evidéncias levantadas. Logo, ainda precisamos
elucidar novos mecanismos moleculares sobre o bloqueio do RAGE e a prote¢ao conferida as
células. Para esse fim, novas andlises envolvendo a ativacdo do fator de transcricio NF-kB no
modelo de estudo serdo realizadas. Além disso, as vias de sinalizagdo do RAGE e as vias de
cooperagdo entre RAGE e TLR4 deverdo ser avaliadas, através da imunodeteccdo de ERK1/2,
INK/SAPK, MAPK, p38, Myd88, TIRAP, TRIF e TRAM. Ainda, novas analises com a adi¢ao
do grupo 6-OHDA+FPS-ZM1+TAK-242 serdo exploradas em diferentes testes no modelo
celular, a fim de verificar sinergia entre os receptores. Por fim, uma questdo interessante que resta
investigar ¢ o detalhamento da relagdo entre a expressdo de RAGE e TLR4 com a disfungao
mitocondrial causada pela 6-OHDA. Este resultado abre uma nova frente de questdes sobre

potenciais novas fun¢des celulares para estes receptores.
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