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RESUMO

A Doenca de Parkinson (DP) € uma doenca neurodegenerativa progressiva, e sua
incidéncia tende ao aumento conforme a expectativa de vida da populacdo cresce. Disfungéo
mitocondrial, estresse oxidativo, excitotoxicidade, desregulacdo autofagica e neuroinflamacao
cronica sdo alguns dos mecanismos que levam a degeneracdo progressiva dos neurdnios
dopaminérgicos da substancia nigra pars compacta (SNpc), uma caracteristica fisiopatoldgica
tipica da DP. O receptor para produtos finais de glicacdo avancada (RAGE), é um receptor
transmembrana, com capacidade de reconhecimento multiligante. RAGE desencadeia
importantes vias de sinalizacdo associadas ao estresse oxidativo e neuroinflamacdo, atuando
inclusive na inducdo da sua propria expressdo. Esses mecanismos levam o receptor a ser
vinculado com diversos processos patoldgicos, incluindo a neurodegeneracdo. Portanto, o
objetivo desse estudo foi verificar o papel do RAGE emum modelo in vitro da DP, blogueando
o receptor através daadministracdo do FPS-ZM1, na linhagem celular SH-SY5Y diferenciada
por &cido retindico (AR), exposta ao dano por 6-hidroxidopamina (6-OHDA). Os resultados
mostram que a 6-OHDA induziu o aumento da expressdo de AGER. Diante do bloqueio do
receptor através do tratamento com FPS-ZM1, houve a protecdo das células contra o dano
conferido pela 6-OHDA. Ainda, nossos resultados sugerem que a modulacdo da expressdo de
AGER néo depende daativacdo do RAGE. O aumento da expressédo de TLR4 induzido pela 6-
OHDA foi prevenido com a administracdo do FPS-ZM1. Por fim, a regulacdo positiva da

expressdao de IL1B e TNFo ndo é dependente de nenhum receptor aqui estudado, sendo

possivelmente, reflexos da manutencdo da viabilidade celular conferida pelo FPS-ZM1.

Palavras-chave: RAGE;Doenca deParkinson; Neuroinflamacdo; Neurodegeneragéo; Estresse

Oxidativo;



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a progressive neurodegenerative disease, and its incidence tendsto
increase as the population's life expectancy grows. Mitochondrial dysfunction, oxidative stress,
excitotoxicity, autophagic dysregulation, and chronic neuroinflammation are some of the
components that lead to the progressive degeneration of dopaminergic neurons in the substantia
nigra pars compacta (SNpc), a typical pathophysiological characteristic of PD. The receptor for
advanced glycation end products (RAGE) is a transmembrane receptor with multi-ligand
recognition capability. RAGE triggers critical signaling pathways associated with oxidative
stress and neuroinflammation and also acts to induce expression itself. These mechanisms lead
the receptor to be linked to several pathological processes, including neurodegeneration.
Therefore, the study's objective was to verify the role of RAGE in an in vitro model of PD,
blocking the receptor through the administration of FPS-ZM1 in the SH-SY5Y cell line
differentiated by retinoic acid (RA) exposed to damage by 6-hydroxydopamine (6-OHDA). The
results show that 6-OHDA induced an increase in AGER expression. Given the receptor
blockade through treatment with FPS-ZM1, the cells were protected against the damage caused
by 6-OHDA. Furthermore, our results suggest that the modulation of AGER expression does
not depend on the activation of the RAGE. The increase in TLR4 expression induced by 6-
OHDA was prevented with the administration of FPS-ZML1. Finally, the positive regulation of
IL1p and TNFa expression is not dependent on any receptor studied here, possibly reflecting

the maintenance of cell viability conferred by FPS-ZML1.

Keywords: RAGE; Parkinson's disease; Neuroinflammation; Neurodegeneration; Oxidative

stress;



LISTADE ABREVIATURASE SIGLAS
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AGER gene humano do RAGE

BBB Barreira Hematoencefalica

COX2 Ciclo-oxigenase 2

DAMPs Padréo Molecular Associado a Dano

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

DP Doenga de Parkinson

ERKZ1/2 Extracellular signal-regulated kinases 1/2
FPS-ZM1 N-benzil-4-cloro-N-cyclohexylbenzamide
HMGB1 High mobility group box 1 protein

IL1p Interleucina 1 beta

JNK c-Jun N-terminal kinases

LCR Liquido Cefalorraquidiano

LDH Lactato Desidrogenase

LPS Lipopolissacarideo

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

NADPH Fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina
NF-kB Fator Nuclear kappa B

PAMPs Padrdo Molecular Associado a Patdgenos

P13K Phosphoinositide 3-kinase

RAGE Receptor para Produtos Finais de Glicacdo Avancada
ROS Espécies Reativas de Oxigénio (Reactive Oxygen Species)
RRP Receptor de Reconhecimento de Padroes

SFB Soro Fetal Bovino

SNC Sistema Nervoso Central

SNpc Susbstancia Nigra pars compacta

SRB Sulforrodamina B

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 Doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa progressiva. Suas principais
marcas neuropatoldgicas sdo: a deposicdo de agregados proteicos mal dobradosem diferentes
regidbes do cérebro, compostos predominantemente por a-sinucleina; e a degeneragdo
progressiva de neurbnios dopaminérgicos na Substancia Nigra pars compacta (SNpc),
ocasionando a deplecdo de dopamina estriatal, sendo responséveis pelos sintomas motores
classicos da DP (Spillantini etal, 1997).

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 sdo pessoas acima de 60 anos (Tysnes OB e Storstein A, 2017). Entretanto,
seus tratamentos ndo mudaram na mesma propor¢do nos Gltimos 30 anos. Terapias de reposicdo
de dopamina empregando L-dopa e agonistas de dopamina como base, bem como o uso de uma
série de inibidores enzimaticos, sdo os tratamentos mais utilizados atualmente. Esses
medicamentos sdo disponibilizados em uma variedade de formas: orais, intraduodenais,
intravenosas, subcutaneas e transdérmicas; proporcionando diferentes graus de administracdo
medicamentosa, conforme a necessidade do paciente. Ha ainda, a supressdo das oscilacdes
neuronais patologicas por meio da estimulacdo cerebral profunda (DBS). Porém, todas essas
abordagens tratam apenas os déficits motores da DP, com pouco efeito nos sintomas nédo
motores. Até o momento, nenhum efeito sobre a progressdo da doencafoi comprovado (Antony
PM et al, 2013).

Ao longo dos anos, varios mecanismos celulares e moleculares que podem contribuir para
a morte neuronal tém sido amplamente descritos, incluindo disfungdo mitocondrial, estresse
oxidativo, excitotoxicidade e desregulacdo autofagica (Michel et al, 2016). No entanto,
questdes sobre a causa da morte de células neuronais permanecem sem resposta. A
neuroinflamacdo tem sido fortemente associada a patogénese da DP, assim como de outros
disturbios neurodegenerativos. Porém, de que forma os processos neuroinflamatorios sdo causa

ou consequéncia da degeneracdo neuronal ainda é uma questdo em aberto (Gelderset al, 2018).
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1.2 RECEPTOR PARA PRODUTOS FINAIS DE GLICACAO AVANCADA (RAGE)

O receptor para produtosfinais de glicacdo avancada (RAGE) é um receptor transmembrana
do tipo imunoglobulina, possuindo multiplas isoformas oriundas de splicing alternativo, e
atualmente é considerado um Receptor de Reconhecimento de Padrdes (RRP) (Kierdorf K e
Fritz G, 2013). A expressdao do RAGE é constitutiva durante o desenvolvimento embrionério;
ja navidaadulta, essa expressao tende a ocorrer em niveis mais baixos, exceto no pulmao onde
RAGE ¢ altamente expresso ao longo davida (Brett J et al, 1993). Nessas condi¢cdes, RAGE é
expresso em uma ampla variedade de células (endoteliais, cardiomidcitos, neutréfilos,
mondcitos/macrdfagos, linfocitos, dendriticas), e também no sistema nervoso central (SNC):
na glia e nos neurdnios (Huttunen HJ et al, 2000; Qin J et al, 2008). Entretanto, foi relatado que
a expressao de RAGE é regulada positivamente com o aumento daidade (Simm A et al, 2004),
em parte, a interagdo com seus ligantes, que tendem a se acumular, devido a um turnover
proteico reduzido em células senescentes (Friguet B et al, 2000). Seu papel pode, portanto,
convergir com doencas relacionadas a idade, assim como a DP.

Sobre sua estrutura, RAGE possui trés dominios imunoglobulina compondo sua parte
extracelular positivamente carregada (um dominio do tipo V, seguido por um dominio do tipo
C1, interconectado com um dominio do tipo C2), um dominio transmembrana, € uma parte
intracelular negativamente carregada transdutora de sinal (cauda citoplasmatica curta) (Figura
1). A partir de sua capacidade de reconhecimento multiligante na porgédo extracelular e de
transducdo de sinal na porcdo citoplasmatica, o RAGE desencadeia importantes vias de
sinalizacdo intracelular (Figura 2) (Kierdorf K e Fritz G, 2013). Para a interagdo do dominio
citoplasmatico com possiveis adaptadores intracelulares que irdo desencadear a sinalizacdo,
esta cauda citoplasmatica curta na regido C-terminal é essencial. Na auséncia da cauda, RAGE
ndo ativa cascatas de sinalizacdo, embora ainda possa reconhecer seus ligantes, na porcéo

extracelular (Ding e Keller, 2005).

Transmembrana

Dominio Citoplasmatico

Figura 1. Estrutura do RAGE. Adaptado de (Hudson e Lippman, 2018)
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Figura 2. Representa¢cdo esquematica das vias de sinalizacdo do RAGE. RAGE controla uma variedade de
processos celulares atravésde diversasvias de sinalizagdo. Na imagem algumasdessasvias que ja foram relatadas
sdo mostradas, bem como seus processos celulares resultantes; Glo1-AGEs (aumenta aexpressao de RAGE); p53-
Bax (apoptose); IL-8-Caspases(apoptose); JAK-STAT3 (proliferacdo); Cdc42/Racl- AP-1(migragdo celular);
Cdc42/Rac-1-p38 (inflamagdo); ERK-Beclinl (autofagia); PI3K-IKK (a, B € v)-NFkB-TNFa-iINOS (inflamacao)
ou Bcl-2 (apoptose); TGFBII (migragao celular); CaMKKB-AMPK (autofagia); PKCBII-IJNK-Egr-1 (inflamacdao)
e GSK3p-tau (estabilizacdo de microtubulos); mDial é mostrado como adaptador para sinaliza¢do a jusante.
Retirado de (Jianling Xie etal, 2013).

1.3 RAGE E NEUROINFLAMAGCAO

O processo de neuroinflamacéo refere-se a respostas inflamatorias geradas por células do
sistema nervoso central (SNC), como neur6nios e micréglia, por exemplo. Dependendo do
nivel, ela pode ser neuroprotetora, atuando no reparo, regeneracdo e remoc¢do de tecidos ou
celulas danificadas. Entretanto, em condicBes de estresse crénico, como o estresse oxidativo,
essa resposta anteriormente neuroprotetora, converte-se em uma resposta neurotoxica,
desempenhando um papel critico na progressao de doencas neurodegenerativas, incluindo a DP
(Kempuraj et al, 2016).

Em um contexto neuronal, RAGE apresenta funcbes dependentes do estado de equilibrio
redox da célula, onde a presenca do receptor em baixos niveis ja é conhecida por promover a
sobrevivéncia e favorecer a diferenciacdo neuronal. Porém, em situacbes de acumulo de

ligantes, um desbalanco no equilibrio celular ocorre e a presenca do RAGE passa a cooperar
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em processos nocivos para a célula (Huttunen HJ et al, 2000). Apos a interacdo com o ligante,
ocorre a ativacdo de fatores de transcricdo, como o NF-kB por exemplo; geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e a ativacao de cascatas de fosforilacdo de cinases (Rouhiainen et
al, 2013). Sabe-se que o NF-xB tem papel chave no controle da expressdo de uma variedade de
parametros pro-inflamatérios, como Interleucinas (ILs), Ciclooxigenase 2 (COX2) e Fator de
Necrose Tumoral a (TNFa), todosenvolvidos na neuroinflamacgédo (Tobon-Velasco et al, 2014).

A sinalizacdo do RAGE envolve um importante processo de retroalimentagdo positiva.
Iniciada a partir da interacdo com ligantes, estimula a ativacdo da NADPH oxidase gerando
ROS (0o acumulo de ROS propicia 0 aumento da formacdo de ligantes de RAGE,
potencializando sua ativacdo) (Kierdorf K e Fritz G, 2013). Ainda, a ativacdo do NF-xB € de
suma importancia na retroalimentacdo desse sistema: ativado por RAGE, NF-xB transloca-se
para o nucleo da célula, gerando a expressao de uma ampla gama de genes. Devido a presenca
de locais de ligacdo no promotor do RAGE para NF-kB, o0 gene humano do RAGE (AGER) é
transcrito, perpetuando sua expressdo na superficie celular, onde podera interagir com seus
ligantes (Gasiorowski et al, 2018). Essa perpetuacdo de sinal aumenta as respostas
inflamatodrias, e sabidamente tem como consequéncia a aceleragdo de processos de

neurodegenerativos (Gelders G et al, 2018).

1.4 RAGE E A DOENCA DE PARKINSON

Estudosrecentes sugerem um potencial papel do RAGE e seus ligantes, para a progressao
da patogénese da DP. Foi demonstrado que, quando comparados a pacientes saudaveis,
pacientes com DP, possuem concentragcbes mais altas de ligantes de RAGE, como S100B,
presente na SNpc e no Liquido Cefalorraquidiano (LCR) (Sathe K et al, 2012). Igualmente com
HMGBL, onde a expressao do ligante foi maior no sangue periférico de pacientes com DP do
que em pacientes saudaveis (Yang Y et al, 2018). Em um modelo utilizando MPTP (um
precursor da neurotoxina MPP+, que provoca sintomas permanentes da DP ao destruir os
neurbnios dopaminérgicos), camundongos transgénicos livres da expressdo de RAGE,
apresentaram um numero reduzidode microglia ativada quando tratadoscom MPTP. Indicando
que o processo inflamatério foi atenuado devido a ablacdo do RAGE (Teismann P et al, 2012).

Independente da estratégia utilizada, a inibicdo do RAGE anula uma variedade de
mecanismos observados em varios modelos semelhantes a DP, como: morte neuronal

dopaminérgica, defeitos locomotores, ativacdo de NF-kB e neuroinflamacdo (Gasparotto J et
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al, 2017). Ainda que muitos desses resultados tenham sido parciais, é possivel que novos
estudos baseados no entendimento da fungdo do RAGE na DP, fornegam caminhos

significativos para o uso do receptor como intervencao terapéutica.

1.5 INIBICAO DO RAGE - FPS-ZM1

O FPS-ZM1, é um bloqueador de alta afinidade para RAGE, que se liga ao dominio V do
receptor, impedindo a interacdo do RAGE com seus ligantes (Deane et al, 2012). Diferente dos
anticorpos anti-RAGE, assim como o RAGE solivel (SRAGE) (Yan SF et al, 2010), que apenas
blogueiam o RAGE periférico, porém ndo cruzam a Barreira Hematoencefalica (BBB), o FPS-
ZM1 é capaz deatravessar a BBB. Uma pesquisa recente demonstrou que o FPS-ZM1 foi capaz
de produzir um efeito neuroprotetor em um modelo in vivo, revertendo um quadro de
neuroinflamacdo instaurado no modelo; bem como a reversdo da morte neuronal e déficits
neuroldgicos (Shen, L et al, 2021). De mesmo modo, pesquisadores demonstraram o efeito da
inibicdlo do RAGE através do FPS-ZM1 em neur6nios dopaminérgicos (Gasparotto J et al,
2017). Seus resultados demonstraram a reversdao da morte neuronal dopaminérgica, bem como
a supressao da ativacdo de vias de sinalizacdo ligadas ao RAGE, sugerindo que a inibicdo do

RAGE bloqueou a neuroinflamagédo no modelo estudado.

1.6 CROSSTALK RAGEE TLR4

Os TLRs (Toll Like Receptor), sdo uma familia de receptores transmembrana tipo |I.
Assim como o RAGE, séo considerados Receptores de Reconhecimento de Padrdes (RRP),
pois medeiam o reconhecimento de PAMPs (Padrbes Moleculares Associados a Patdgenos) e
DAMPs (Padrdes Moleculares Associados a Danos). TLR4, um membro da familia TLR, foi o
primeiro homdlogo de mamifero identificado (Akira S, 2003), e pesquisas recentes sugerem
qgue RAGE e TLR4 compartilhnam ligantes comuns: HMGBJ1, familia de proteinas S100, e
também LPS (Ibrahim ZA et al, 2013).

A cooperacdo RAGE/TLRs resulta naamplificacdo das respostas inflamatorias celulares.
A partir da ligacdo com seus ligantes, RAGE e TLR4 desencadeiam suas principais vias; e ha
evidéncias crescentes para apoiar seu potencial sinergismo (Gasiorowski K et al, 2018). Até o

momento, dadosda literatura onde a cooperagdo RAGE/TLRsé estudada, as vias desinalizacao
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a jusante desses receptores, sdo principal foco de estudo. Foi descoberto que os principais
adaptadores de sinalizacdo, tanto de TLR2, quanto de TLR4, as proteinas MyD88 e TIRAP,
interagem com um conhecido adaptadorde RAGE, a proteina mDial (Lee MS e Kim YJ, 2007;
Sakaguchi M et al, 2011). Toda essa estimulagdo dos receptores, é capaz de ativar inUmeras
proteinas em vias convergentes de sinalizacdo (como ERK1/2, p38, JNK, por exemplo) (van
Beijnum JR et al, 2008), ativando AP-1 e NF-«kB, fatores chaves na propagagédo da inflamagéo
(Karin M et al, 2001).

Além dos estudossobre o sinergismo entre os receptores e suas vias desinalizacdo, TLR4
vem se destacando em estudos sobre neurodegeneracdo. Sabendo que neuroinflamacéo leva ao
progresso da neurodegeneracdo, uma pesquisa recente (Qian-hang S et al, 2019), demonstrou
gue TLR4 foi fator chave na morte de neurdnios dopaminérgicos. Ainda, sua deficiéncia em
camundongos transgénicos, atenuou os déficits motores nos animais, exerceu um efeito protetor
nas anormalidades daa-sinucleina induzidas por MPTP, e reverteu quadros de neuroinflamagédo

no modelo.

1.7 MODELOS EXPERIMENTAIS DA DP

O desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para a DP requer a melhor
compreensdo dos mecanismos moleculares relacionados a doenca. Em pacientes, os estudos
possuem inimeras limitacfes, o que torna dificil esclarecer tais questBes. A heterogeneidade
amostral e a lenta progressdo da doenca in vivo sdo grandes obstéaculos, além das consideracoes
éticas a cerca desses estudos. Os modelos in vitro séo facilmente manipulaveis, possuindo um
ambiente altamente controlado. S8 modelos mais rapidos em comparacdo aos modelos
tradicionais in vivo, possuindo resultados consistentes, sendo frequentemente utilizados para
esse fim. O modelo de neurotoxicidade in vitro da linhagem celular de neuroblastoma humano
SH-SY5Y desafiada com a neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA), por exemplo, tem sido
amplamente utilizado em estudos da DP (Simola et al, 2007; Xie et al, 2010).

A linhagem SH-SY5Y € uma linhagem derivada de neuroblastoma humano, subclone da
linhagem SK-N-SH (Kovalevich J. e Langford D, 2013). As vantagens acerca da utilizacdo
dessa linhagem em pesquisas de neurociéncia se dao pela alta capacidade de expansdo (de forma
simples e rapida), baixo custo de manutencdo da linhagem, e a capacidade de sofrer
diferenciacdo neuronal a partir do uso de agentes (Forster JI et al, 2016). Em seu estado

proliferativo mantido em cultura, as células SH-SY5Y apresentam morfologia semelhante a



19

células epiteliais. Ja as células diferenciadas apresentam um formato estrelado, com longas
projecdes neuriticas. O acido retindico (AR) é o agente de diferenciagdo mais comumente usado
nessa linhagem (Malik MA et al, 2000). Invitro, 0 AR promove a diferenciacéo e inibe a divisdo
celular. Esse processo de diferenciacdo confere as células o aumento do imunocontetdo de
marcadores dopaminérgicos, como a tirosina hidroxilase (TH) e o transportador de dopamina
(DAT) (Edsjo A et al, 2007). Assim, a diferenciacdo celular da linhagem, permite que as células
de neuroblastoma passem de um fendtipo semelhante a células epiteliais, para um fenotipo com
caracteristicas neuronais. Portanto, a partir de sua diferenciagdo, e por ser um modelo derivado
de células humanas, torna-se um modelo de estudo mais proximo de uma célula neuronal
humana.

A neurotoxina 6-OHDA é amplamente utilizada tanto em modelos in vivo quanto em
modelos in vitro da DP (Simola et al, 2007). A toxicidade da 6-OHDA depende diretamente da
modulacdo redox celular. Sofrendo rapida oxidac&o no citoplasma, a 6-OHDA se acumula na
mitocéndria, promovendo a inibicdo da cadeiatransportadora de elétrons (Guo JD et al, 2018).
Além disso, as espécies reativas de oxigénio geradas pela acdo da6-OHDA, podem reagir com
proteinas de membrana, assim como 0 RAGE, exacerbando funcdes bioldgicas prejudiciais as
células (Blum et al, 2000; Simola et al, 2007; Elfawy HA et al, 2019). Ainda, niveis elevados
de ROS causam neuroinflamacdo e apoptose celular, que sdo desencadeadas por alteracdes
mitocondriais e liberagdo de fatores pro-inflamatoérios e pro-apoptoticos (Redza-Dutordoir M
et al, 2016; C. Henze et al, 2005).
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2 OBJETIVOS EJUSTIFICATIVA

Considerando: (i) a progressdo de doencas neurodegenerativas, especificamente a DP, estar
associada com modulagdes pré-inflamatdrias resultando na perda progressiva de neurdnios
dopaminérgicos; (ii) a crescente associacdo do RAGE com processos neuroinflamatorios,
neurodegerenacdo e a DP; (iii) o potencial terapéutico do bloqueio do RAGE através de seu
antagonista FPS-ZM1 frente a modelos neuroinflamatorios in vivo; e (iv) a falta de estudos que
abordem os mecanismos pelos quais o receptor atua em um contexto neuronal; este trabalho
tem como objetivo investigar a associacdo da sinalizagdo do RAGE com o dano neuronal
dopaminérgico induzido pela 6-OHDA em um modelo celular da DP utilizando a linhagem SH-
SY5Y, auxiliando na compreensdo da funcdo do RAGE neuronal nos processos

neurodegenerativos.

Como objetivos especificos, este trabalho visa:

I.  Estabelecer o modelo de neurotoxicidade induzida por 6-OHDA na linhagem
SH-SY5Y diferenciada por &cido retindico, com analises de viabilidade celular,
em uma curva de tempo e concentragdo da neurotoxina 6-OHDA.

ii.  Investigar se a neurotoxicidade por 6-OHDA esta associada a modulacdo da
expressdao de AGER e de TLR4.

iii. Avaliar a inducdo de pardmetros neuroinflamatérios em resposta a
neurotoxicidade, com a andlise da expressdo dos seguintes mediadores pro-
inflamatorios: TNFae IL1b.

iv.  Verificar a funcdo da ativacdo do RAGE, avaliando se o pré-tratamento com o
antagonista do RAGE, FPS-ZML, é capaz de proteger as células contra os danos

neurotoxicos causados pela 6-OHDA no modelo celular.
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3METODOLOGIA
3.1 CULTURA CELULAR

A linhagem celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y obtida da European Collection
of Authenticated Cell Cultures (ECACC) foi utilizada em todos os experimentos. As células
foram cultivadas em meio DMEM/F12 (1:1) da marca Sigma-Aldrich suplementado com
antibiotico-antimicotico (Penicilina 100 Unidades/ml; estreptomicina 100 pg/ml) e 10% de soro
fetal bovino (SFB) inativado. Foram mantidas em incubadora com temperatura a 37°c e CO2
5%. As passagens foram realizadas quando atingida cerca de 90% de confluéncia celular, e as
trocas de meio foram realizadas a cada dois dias. Para os experimentos foram utilizadas células

entre 20 e 26 passagens.
3.2 TRATAMENTOS E DIFERENCIACAO NEURONAL

Preparo e administracdo da 6-OHDA: devido a grande instabilidade e auto oxidacédo
rapida do composto, a 6-OHDA (Sigma-Aldrich) foi pesada e preparada no momento de sua
utilizacdo. Dessa forma, o preparo da solucdo de trabalho consiste na dissolucéo de 12,5 mg de
6-OHDA em uma solucdo salina (NaCl 0,9%) contendo &cido ascorbico 0,01%. Apos isso, a
drogafoi diluida no meio de cultura, nas concentraces desejadas para cada procedimento e 0s
tratamentos foram realizados pelo tempo total de 12, 24 e 48 horas. A solucdo contendo &cido
ascérbico 0,01% foi utilizada como veiculo em todos os procedimentos. A solucdo com 6-
OHDA foi filtrada antes da administracdo na cultura celular a fim de evitar possiveis

contaminacdes e administrada em meio DMEM/F12 com 1% SFB.

Preparo e administragdo do FPS-ZM1.: foi preparada uma solucdo estoque de FPS-ZM1
(Sigma-Aldrich) na concentragdo de 1ng dissolvendo o composto no solvente orgéanico
dimetilsulfoxido (DMSQO) e entdo diluido no meio de cultura celular a fim de se atingir a
concentragdo final desejada de 1ug/mL e/ou 2pg/mL. Os tratamentos seguiram 0s tempos de
incubacdo prévia do composto FPS-ZM1 no meio de cultivo celular, por 15 ou 60 minutos,
seguido da adicdo da 6-OHDA por 12, 24 e 48 horas. Os reagentes utilizados foram filtrados
antes da administracdo na cultura celular a fim de evitar possiveis contaminacfes e foram
administrados em meio DMEM/F12 com 1% SFB.
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Preparo e administragdo do Acido Retindico: foi preparada uma solucdo de estoque de
acido retingico na concentracdo de 20nM dissolvendo o composto no solvente orgénico
dimetilsulfoxido (DMSQ) e entdo diluido no meio de cultura celular a fim de se atingir a
concentragdo final desejada de 20uM. Para execugdo do protocolo de diferenciagcdo neuronal,
seguiu-se a metodologia ja descrita na literatura (Lopes et al, 2010; Kunzler et al, 2017) com
alteracdes pontuais. As células foram semeadas em placas de 12, 24 ou 48 pogos com densidade
celular de 30mil células/cm? e 60 mil células/cm? para placas de 6 pogos, em meio de cultura
DMEM/F12 com 10% de SFB. Apds 24 horas, 0 meio de cultura foi trocado por DMEM/F12
com 1% de SFB e a adi¢cdo de 20 uM de acido retindico (AR) para a diferenciagdo rapida de

trés dias.

6-OHDA (uM)
30.000 cel/em? AR 20pM +0,01% &c. ascorbico
DMEM/F12 10% SFB DMEM/F12 1% SFB DMEM/F12 1% SFB

Viabilidade Celular (24hrs) Viabilidade Celular (48hrs)
RTGPCR (12 e 24hrs) RTqPCR (48hrs)

{/L +Fps-Zm1 1ug/mL
ou 2pg/mL

Figura 3 — Protocolo de tratamentos com 6-OHDA, FPS-ZML1 e diferenciacdo neuronal induzida por acido

retindico na linhagem celular SH-SY5Y. Fonte: autoria propria (2021).

3.3 TESTES DE VIABILIDADE CELULAR

Para a analise de viabilidade e citotoxicidade celular foram utilizados os métodos de
incorporagé@o de sulforrodamina B (SRB), ensaio da atividade da enzima lactato desidrogenase
(LDH) no meio de incubacdo e a reducdo do brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-
difeniltetrazolio (MTT). O ensaio da incorporagdo de SRB consiste na ligacdo de grande
afinidade da SRB a componentes proteicos de células aderentes quando em meio &cido. Para
isso, as células foram fixadas com uma solucdo de 10% de &cido tricloroacético (TCA), secas
a temperatura ambiente e incubadas com uma solucdo de SRB 0,4% em &cido acético por 30
minutos a temperatura ambiente. O excesso foi removido por 3 lavagens de acido acético e 0
corante aderido as células foi ressolubilizado em uma solucdo de 10 mM de Tris base. O
resultado foi observado por espectrofotometria no comprimento de ondade 515 nm e expressos
em porcentagem (%) do controle (Vichai e Kirtikara, 2006). J& o ensaio da quantificacdo da
enzima LDH, consiste em mensurar a LDH, responsavel pela conversao de piruvato a lactato

com a oxidagdo de NADH, quando liberada no meio extracelular por lise da membrana celular
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(Korzeniewski e Callewaert, 1983; Decker e Lohmann-Matthes, 1988). Para isso, 0
sobrenadante removido das placas de cultura foi misturado aos reagentes do kit comercial LDH
Liquiform (Labtest SA) conforme indicacdes 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 dareducdo do brometo de
3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetraz6lio (MTT), um sal amarelo sollvel em &gua, o efeito
da atividade metabdlica celular pelo efeito de redutases mitocondriais, forma cristais de
formazan de coloracdo azul ou roxa que sdo insolGveis em &gua, e a partir dessa coloragdo a
quantificacdo da viabilidade das células é feita (Kumar P, 2018). Para isso, as células foram
incubadas com MTT auma concentragéo final de 0,5 mg/mL por 1 hora a 37 °C, sendo a reacao
encerrada pela adicdo 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

0 resultado expresso em porcentagem (%) do controle.

3.4 RT-PCR

O RNA total das células SH-SY5Y foi isolado com reagente TRIzol® (Invitrogen) e
quantificado por meio de biofotémetro. Apds sintese de cDNA pelo kit comercial SuperScript
11 (Invitrogen), as reacdes de PCR em tempo real foram realizadas no termociclador
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems) com a utilizacdo do Kkit
comercial Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Para a amplificacdo do
cDNA de AGER foram utilizados os primers direto 5> GTGAAGGAACAGACCAGGAG e
reverso 5> GAAGGTACAGGAGAAGGTGG; para TLR4 os primers direto 5’
TCTACAAAATCCCCGAAACC ereverso 5° GCTCTGATATGCCCCATCTTC; para TNF«
0S primers direto 5’ GATCCCTGACATCTGGAATCTG e  reverso 5
GAAACATCTGGAGAGAGAGGAAGG; para IL1p os  primers  direto 5’
GCATCCAGCTACGAATCTC e reverso 5° ATTCTCCTGGAAGGTCTGT; O gene
endogeno utilizado foi o GNB2L, amplificado com os primers direto 5’
GCTTGCAGTTAGCCAGGTTC e reverso 5> GAGTGTGGCCTTCTCCTCTG.

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 8.0.1, e 0s

testes estatisticos foram determinados por ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de
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Tukey para comparacao grupos multiplos ou teste post hoc de Bonferroni para comparar grupos
selecionados quando aplicavel. A ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de Tukey
foi aplicada para comparar grupos multiplos. Um valor de p<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. Os resultados sdo expressos como valores médios *+ desvio
padrao (DP).
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4 RESULTADOS
4.1 DIFERENCIACAO CELULAR

As células da linhagem celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y foram induzidas a
diferencia¢do por meio da administragdo de AR 20 uM seguindo o protocolo ja descrito na
literatura (Lopes et al., 2010; Kunzler et al., 2017). Adaptac6es pontuais foram feitas, a fim de
utilizar o protocolo de diferenciacdo rapida (3 dias), ja empregado em nosso laboratério. Apos
a inducdo da diferenciagdo celular, as celulas apresentaram aumento de proje¢des neuriticas,
que foi verificada por meio de microscopia de contraste de fase (Figura 4). Por outro lado, as
células ndo diferenciadas apresentaram morfologia tipica da linhagem SH-SY5Y, que se

assemelha a de células epiteliais.

SH-SY5Y Proliferativa SH-SY5Y Diferenciada

Figura 4. Morfologia das células SH-SY5Y em seu estado proliferativo e diferenciado. A linhagem
celular SH-SY5Y nao diferenciada em seu estado proliferativo (A e B), sob o protocolo de diferenciagdo
rapida (C e D), registrada por meio do uso de microscopia de contraste de fase. (A e C) sob um aumento

de 10x e (B e D) sob um aumento de 20x.
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4.2 CURVA DE SENSIBILIDADE A NEUROTOXINA 6-HIDROXIDOPAMINA

A curva de dano da 6-OHDA foi realizada utilizando as concentragdes de 6,25 a 200 uM
por 24 e 48 horas, nas células SH-SY5Y diferenciadas por trés dias com 20 uM de AR (Figura
5). Dessa forma, foi possivel observar a sensibilidade e a relacdo dose-dependente do modelo
exposto a neurotoxina por meio do ensaio da incorporacdo de SRB (Figuras 5A e 5C), e da
atividade daenzima LDH (Figuras 5B e 5D). Em 24 horas, as doses de 200 a 5S0uM mostraram
niveis altos de toxicidade celular, enquanto as concentra¢cdes mais baixas de 6,25 a 25uM nao
obtiveram diferenca estatistica. Um padrdo semelhante é visto em 48 horas, onde as doses de
200 a 50uM conferem um alto grau de toxicidade, porém aqui as doses mais baixas mostraram
significancia em relacdo ao veiculo, conferindo um resultado de menor viabilidade celular em
48 horas de tratamento. Diante desses resultados, as doses escolhidas para todos os tratamentos

a seguir, foram de 100 ¢ 50uM, no tempo de 24 horas.

SRB LDH
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300—
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Figura 5. Curva de citotoxicidade da 6-OHDA nas células SH-SY5Y diferenciadas. A curva de dano
da 6-OHDA foi realizada com concentra¢éesde 6,25 a 200 uM por 24 horas (A e B) e 48 horas (C e D)

nas células SH-SY5Y diferenciadas. A viabilidade celular do tratamento foi verificada pelos ensaios da
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incorporacdo de SRB (A e C) e atividade da enzima LDH (B e D). Os dadosséo apresentados pela média

+ DP. **p<0,01; ***p<0,001 em compara¢do ao grupo veiculo.
4.3 O PAPEL DA INIBIC}AO DO RAGENO MODELO DE ESTUDO

A fim de compreender um possivel papel do RAGE frente ao modelo desafiado com a
neurotoxina 6-OHDA, pré-tratamentos com o antagonista do RAGE, FPS-ZM1, foram
realizados, em 15 minutos na concentracdo de lpg/uL (Figura 6) e 60 minutos nas
concentragdes de lpg/mL (Figura 7) e 2ug/mL (Figura 8). O pré-tratamento foi seguido da
adicdo daneurotoxina nas concentragdes de SOuM e 100uM ao meio de cultura celular por 24
horas nas células SH-SY5Y diferenciadas. Frente ao dano causado pela neurotoxina 6-OHDA
0 pré-tratamento por 15 minutos com FPS-ZM1 (Figuras 6A e 6B), ndo demonstrou surtir

efeitos na viabilidade celular.
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FPS-ZM1 (1pg/mL)* FPS-ZM1 {1pg/mL)*

Figura 6. Reducdo da citotoxicidade da 6-OHDA frente a inibicdo do RAGE: pré-tratamento com
1pg/mL de FPS-ZML1 por 15 minutos. As células diferenciadasforam pré-tratadascom o FPS-ZM1* na
concentracdo de 1pg/mL por 15 minutos, previamente ao dano realizado pela 6-OHDA nasconcentragoes
de 50uM e 100 uM por 24 horas (A e B). (A) Ensaio da redugdoda MTT e (B) Ensaio da incorporacédo de

SRB. Os dadossdo apresentados pela média + DP. ***p < 0,001 em comparagdo ao grupo veiculo.

Em contraponto, o pré-tratamento por 1 hora com o antagonista demonstrou efeitos

positivos na viabilidade celular na concentragcdo de 1ug/mL (Figura 7), em ambos 0S ensaios.
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As células foram visualizadas por microscopia, a fim deanalisar a confluéncia celular nos pogos
de tratamento (Figuras 7A a 7G). Na analise das células SH-SY5Y diferenciadas, a mesma
confluéncia celular nos grupos controle, veiculo e FPS-ZM1 (Figuras 7A a 7C) pode ser
observada, assim como a morfologia tipica com projecGes neuriticas. J& nos grupos com a
adicdo da 6-OHDA nas concentragdes de 50uM (Figura 7D) e 100uM (Figura 7F), pode-se
observar a diminui¢cdo do nimero de células no campo visual. Entretanto, nos grupos 6-OHDA
50uM (Figura 7E) e 100uM (Figura 7G) pré-tratados com FPS-ZM1, foi observada atenuacao
do dano, visto a confluéncia celular passivel de comparagcdo com o controle e veiculo.

No ensaio da atividade daLDH (Figura 7H), o pré-tratamento utilizando 1pg/mL de FPS-
ZM1 foi capaz de atenuar significativamente o dano realizado pela 6-OHDA na concentragéo
de 100uM, enquanto no ensaio daincorporacdo da SRB (Figura 71), o pré-tratamento com FPS-

ZM1 atenuou o0 dano em ambas as concentracdes da 6-OHDA.
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Figura 7. Reducdo da citotoxicidade da 6-OHDA frente a inibicdo do RAGE: pré-tratamento com
1pg/mL de FPS-ZM1 por 60 minutos. As células diferenciadasforam pré-tratadas com o FPS-ZM1** na
concentracdo de 1pug/mL por 60 minutos, previamente ao dano realizado pela 6-OHDA nas concentracdes
de 50uM e 100 uM por 24 horas. (A a G) Microscopia das células SHSY-5Y em 24h de tratamentos
(aumento de 10x). (H) Ensaio da atividade da enzima LDH. (I) Ensaio da incorpora¢do de SRB. Os dados
sdoapresentados pela média £ DP. **p < 0,01; ***p < 0,001 em comparagdo aogrupo veiculo.##p < 0,01,

###p < 0,001 em comparagdo ao grupo 6-OHDA respectivo.

De mesmo modo, 0 pré-tratamento por 1 hora com o antagonista a 2pg/mL mostrou
resultados semelhantes na viabilidade celular em ambos os ensaios citotoxicos (Figura 8). Na

andlise da confluéncia celular do grupo FPS-ZM1 (Figura 8C), h4 uma diminuico visivel no
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nimero de células nos pocos, em comparacdo ao controle e veiculo, demonstrando leve
citotoxicidade da concentracdo de 2pug/mL nas células.

Porém, tanto no ensaio da atividade da LDH (Figura 8H), quanto no ensaio da
incorporacdo da SRB (Figura 8I), o pré-tratamento utilizando 2pg/mL de FPS-ZM1 foi capaz
de atenuar significativamente o dano realizado pela 6-OHDA na concentragdo de 100uM. Em
contrapartida, 0 mesmo ndo pode ser visto na concentragao de 50uM, que ndo obteve diferenca

estatistica quando comparado ao grupo 6-OHDA da sua respectiva concentracgéo.
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Figura 8. Reducdo da citotoxicidade da 6-OHDA frente & inibicdo do RAGE: pré-tratamento com
2pg/mL de FPS-ZM1 por 60 minutos. As células diferenciadas foram pré-tratadas com o FPS-ZM1**
na concentracdo de 2pg/mL por 60 minutos, previamente ao dano realizado pela 6-OHDA nas

concentrac¢des de 50uM e 100 uM por 24 horas. (A a G) Microscopia das células SHSY-5Y em 24h de



31

tratamentos (aumentode 10x). (H) Ensaio da atividade daenzima LDH. () Ensaio da incorporacéo de SRB.
Os dadossdo apresentados pela média + DP. **p < 0,01; ***p < 0,001 em comparag¢do ao grupo veiculo.

#p < 0,05; ##p < 0,01 em comparac¢do ao grupo 6-OHDA respectivo.
4.4 MODULA(;AO DA EXPRESSAO GENICADE AGER E TLR4

Para avaliar se a neurotoxina 6-OHDA e o pré-tratamento com o antagonista do RAGE,
FPS-ZM1, poderia modular a expressdo de AGER e de TLR4, células SH-SY5Y diferenciadas
foram tratadas com o 1ug/mL de FPS-ZM1, por 1 hora, previamente & adi¢do da 6-OHDA
50uM por 12 a 48 horas de tratamento (Figura 9). A transcricdo de mRNA correspondente aos
genes AGER e TLR4 ap0s os tratamentos foi avaliada via RT-gPCR.

AGER e TLR4 demonstraram aumento de expressdo diante do tratamento com 6-OHDA,
no tempo de 12 horas; AGER (Figura 9A) foi expresso cerca de trés vezes mais diante do
tratamento quando comparado ao grupo veiculo, enquanto a expressao de TLR4 (Figura 9B)
sofreu um aumento de até duas vezes diante do dano.

Em relacdo a expressdo de AGER, o pré-tratamento com FPS-ZM1 conjuntamente com o
dano da 6-OHDA, ndo demonstrou surtir efeitos na diminuigdo da expressdo, mantendo 0s
niveis de transcritos elevados no grupo, em 12 horas de tratamento (Figura 9A). Entretanto, a
andlise por RT-gPCR demonstrou a redugdo nos niveis de transcritos de TLR4 ap6s o pré-
tratamento com FPS-ZM1, em 12 horas de tratamento (Figura 9B). O FPS-ZM1 foi capaz de
prevenir o aumento da expressdo de TLR4, mas ndo o de AGER, no modelo de neurotoxicidade
por 6-OHDA.
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Figura 9 — Genes AGER e TLR4 tem expressdo aumentada em resposta a 6-OHDA, e FPS-ZM1 previne o

aumento de TLR4. As células diferenciadas foram pré-tratadas com o FPS-ZM1 (lpg/mL) por 1 hora,
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previamente ao danorealizado pela 6-OHDA (50uM). RT-PCR quantitativo de AGER (A), ede TLR4 (B), expresso
em termos de 2-aact. Valores de expressdao normalizados por GNB2L, relativos ao grupo veiculo do respectivo
tempo de tratamento. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em relagdo ao veiculo. #p<0,05 em relacdo ao grupo 6-
OHDA.

4.5 MODULACAO DA EXPRESSAO DE PARAMETROS PRO-INFLAMATORIOS

A expressao das citocinas IL13 e TNFa também foi avaliada, a fim de investigar o perfil
de resposta causada pela 6-OHDA, assim como frente a atenuacdo dos danos, vista com 0
antagonista FPS-ZM1. Para isso as células SH-SY5Y diferenciadas foram tratadas com o
lug/mL de FPS-ZM1, por 1 hora, previamente aadicdo de 50uM de 6-OHDA por 12 e 24 horas
de tratamentos (Figuras 10A e 10B). A transcricdo de mRNA correspondente a IL15 e TNFa
apos os tratamentos foi avaliada via RT-qPCR.

Os dados mostram que a exposicdo das células ao pré-tratamento com FPS-ZM1 em
conjunto com 6-OHDA, aumentou significativamente a expressdo de mMRNA de TNF « (Figura
10A) em comparacgdo ao grupo 6-OHDA. No caso de IL1S (Figura 10B), a mesma tendéncia
foi observada, porém ndo significativa. Na comparacdo do grupo 6-OHDA com o veiculo, por
sua vez, nao foi observada diferenca estatistica em nenhum dos casos. Os resultados indicam
gue amodulacao daexpressdo desses parametros inflamatorios nas células expostas a 6-OHDA

foi afetada pela inibicdo do RAGE.

TNFa IL1p

— \feiculo
- Veiculo 6-OHDA

6-OHDA wmm==  §-OHDA + FPS-ZM1
s §-OHDA + FPS-ZM1

##

Expressdo Relativa
(unidades arbitrérias)
~
1
Expressao Relativa
(unidades arbitrérias)

12H 24H 12H 24H

Figura 10 — Inducéo da expressdo de parametros inflamatorios frente ao tratamento com 6-OHDA e FPS-

ZML1. As células diferenciadas foram pré-tratadas com o FPS-ZM1 (1ug/mL) por 1 hora, previamente ao dano

realizado pela 6-OHDA (50uM). RT-PCR quantitativo dos parametros inflamatorios TNFa (A) e I1L15 (B),
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expresso em termos de 2-aact. Valores de expressdo normalizados por GNB2L, relativos ao grupo veiculo do

respectivo tempo de tratamento. ##p<0,001 em relagdo ao grupo 6-OHDA.
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5 DISCUSSAO

Evidéncias crescentes na pesquisa do RAGE fornecem insights sobre seu envolvimento em
inimeros processos moleculares, afetando a sobrevivéncia neuronal. Entretanto, até o
momento, os mecanismos detalhados da contribuicdo do RAGE permanecem indefinidos.
Pesquisas recentes (Piras S et al, 2016; Xiuli J et al, 2018; Teissier T et al, 2019) sugerem que
aativacdo doRAGE apos interacdo com ligantes, contribui para o aumento da neuroinflamacéo,
estresse oxidativo, degeneracdo neuronal e apoptose. Elucidar os papéis do RAGE na
neuroinflamagdo e neurodegeneracdo, delineando ligacdes entre os mecanismos moleculares
até a disfuncéo neuronal, sera um marco nos estudos da DP. Dessa forma, por meio dos dados
obtidos, pode-se compreender inicialmente a associacdo da ativacdo do RAGE com o dano
neuronal induzido pela 6-OHDA, assim como a fungdo do receptor no neurénio em processos
associados a neurodegeneracéo.

A fim de preparar o modelo celular desse estudo, as células SH-SY5Y foram
diferenciadas por &cido retindico, obtendo entdo um fenétipo neuronal caracteristico, sendo
considerado um melhor modelo para estudos de neuroprotecdo (Xie HR et al, 2010; Rui F.
Simdes et al, 2021). Apos a diferenciagéo, tratamos as células com diferentes concentragdes de
6-OHDA (6,25, 12,5, 25,50, 100 e 200uM) por 24 a 48 horas, e a viabilidade celular foi medida.
A partir dos resultados, escolhemos uma dose alta de dano (100uM) e uma dose intermediaria
(50uM) para seguir os experimentos, no tempo de 24 horas. A utilizacdo da 6-OHDA como
indutor de degeneracdo neuronal é um dos modelos mais populares da DP (Simola et al, 2007;
Pablo A. Iglesias Gonzalez et al, 2019). 6-OHDA é um analogo da dopamina, altamente
oxidavel, que gera uma alta quantidade de ROS, comprometendo o funcionamento
mitocondrial, levando a danos ao DNA e apoptose celular. De forma consistente, estudos
sugerem que o aumento de ROS e o comprometimento mitocondrial atuam na patogénese da
DP (Guo JD et al, 2018).

O FPS-ZML1, é um blogueador multimodal do RAGE, com capacidade de atravessar a
BBB. Atua blogqueando o dominio extracelular do tipo V do receptor, impedindo a interacao
RAGE-ligantes (Deane et al, 2012). Pesquisas recentes demonstraram que o bloqueio do
receptor RAGE com FPS-ZM1 em modelos in vitro e in vivo (Shen L et al, 2021; Fan H et al,
2020), reverte quadros de neuroinflamagdo e contrubui para a sobrevivéncia neuronal. Ainda,
o efeito da inibicdo do RAGE sobre neurdnios dopaminérgicos, foi estudadoem um modelo
animal de dano a partir da6-OHDA (Gasparotto J et al, 2017). Os resultados de Gasparotto e

colegas, mostraram que o FPS-ZM1 foi capaz de bloguear a morte neuronal dopaminérgica,
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quando administrado em conjunto com a 6-OHDA, resgatando conteudo da proteina tirosina
hidroxilase (TH). Em suma, para investigar as acdes do bloqueio do RAGE sobre a morte
neuronal, expusemos as células SH-SY5Y diferenciadas, ao dano com 6-OHDA juntamente ao
pré-tratamento com o antagonista FPS-ZML1, e realizamos testes de sobrevivéncia celular.
Pode-se observar que em ambas as dosagens de 6-OHDA (100uM e 50uM), tanto 1pg/mL,
quanto 2upg/mL de FPS-ZM1, protegeram as células (Figuras 7 e 8). Sendo entdo a inibicdo do
RAGE, um fator chave na manutencao da viabilidade celular no modelo exposto ao dano por
6-OHDA, de forma consistente com os dados encontrados na literatura.

A fim de desenvolver uma compreensdo mais aprofundada sobre a modulacdo da
expressao do RAGE em nosso modelo, verificamos 0s niveis de MRNA de AGER nas células
SH-SY5Y tratadas com 6-OHDA e FPS-ZM1. Pode-se constatar o aumento da expressdo de
AGER no grupo exposto ao dano por 6-OHDA. Entretanto, o FPS-ZM1 falhou em reverter a
expressdo de AGER em nosso experimento. Esses resultados podem indicar que a modulagao
da expressdo de AGER nas células neuronais, ndo depende da ativacdo do RAGE, e aqui,
possivelmente, outros eventos podem estar modulando sua expressdo génica nas células. Além
disso, nossos resultados de amplificacdo da expressdo de AGER no grupo 6-OHDA, vem de
encontro a dados na literatura; que sugerem que o aumento da expressdao do RAGE induzido
por 6-OHDA pode estar relacionado ao dano oxidativo induzido pela neurotoxina (Gasparotto
Jetal, 2017). Pois, a natureza oxidante da6-OHDA poderia ativar sinais inflamatorios, levando
a producdo de ROS, danificando proteinas e lipidios, gerando ligantes (AGEs e HMGB1 por
exemplo), que poderiam levar a regulacdo positiva do RAGE e consequente morte neuronal.
(D. Blum et al, 2001).

Além disso, curiosamente em nossos resultados, quando hé a ligacdo do RAGE com seu
antagonista, FPS-ZM1, blogueando a interacdo receptor-ligantes, continuamos vendo o
aumento da expressdo de AGER. Esse fato pode ser explicado pela ocorréncia de outros
mecanismos de modulacdo do RAGE. Por exemplo, sinaliza¢bes intracelulares a jusante do
RAGE, e até mesmo a prdpria diferenciacdo das células SH-SY5Y com AR; que pode induzir
a transcricdo de MRNA de AGER, causando seu acumulo nas células. O aumento da expressdo
do RAGE diante da diferenciagdo neuronal por AR foi estudado (Kim J et al, 2012), e os
resultados indicaram que em células NT2, a expressdo do RAGE foi regulada positivamente
durante a diferenciacdo. De mesmo modo, resultados de RT-qPCR sobre a expressdo de AGER
em células SH-SY5Y diferenciadas por AR, também mostraram aumentar sua expressao em
comparagdo a ceélulas proliferativas (dados ndo publicados; experimento conduzido

anteriormente em nosso laboratorio).
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Com afinalidade de investigar o perfil de resposta da expressdao do RAGE associada ao
danoda 6-OHDA, aexpressdo dascitocinas pro-inflamatorias IL1p3 e TNFa foi avaliada. Nesse
experimento, ndo conseguimos observar diferenca estatistica na expressdo das citocinas, no
grupo tratado somente com 6-OHDA em relacdo ao grupo veiculo. Porém, no grupo onde ha a
inibicdo do RAGE somada ao dano da 6-OHDA, TNF a mostrou um aumento significativo em
sua expressdao, enquanto IL14 mostrou uma tendéncia ao aumento. Curiosamente, esses
resultados podem ser explicados em conjunto com a protecdo conferida as células pelo FPS-
ZM1 nas células tratadascom 6-OHDA (Figuras 7 e 8). Resumidamente: (i) no grupo 6-OHDA,
a geracdo de respostas inflamatorias pelas células pode néo ser evidenciada, visto que o dano
causado pela 6-OHDA resultou em alta taxa de morte celular; (ii) no grupo 6-OHDA + FPS-
ZM1, a protecdo conferida pelo antagonista do RAGE, consegue manter a sobrevivéncia
celular; mantendo as células responsivas ao dano causado pela 6-OHDA, evidenciando o
aumento de mediadores pro-inflamatorios, como TNFa e IL1B. Entretanto, o0 aumento do N
amostral nesse experimento se mostra necessario futuramente, bem como o acréscimo do grupo
VEICULO + FPS-ZM1. Buscando entender se este aumento dos parametros pré-inflamatérios,
esta associado ao bloqueio do RAGE pelo FPS-ZML1, protegendo as células e tornando-as
responsivas ao dano da 6-OHDA; ou ent&o, exclusivamente um reflexo ao bloqueio do RAGE
(VEICULO +FPS-ZM1).

RAGE e TLRs compartilhnam ligantes comuns, vias de sinalizagdo em comum, e ambos
estdo relacionados a neuroinflamacdo e neurodegeneracédo (van Beijnum JR et al, 2008). Diante
do resultado da modulagéo positiva das citocinas ndo ser dependente da ativacdo do RAGE em
nosso experimento, decidimos investigar se a modulacdo da expressao de TLR4 poderia estar
associada a este aumento. Em nossos resultados, TLR4 teve sua expressdo aumentada nas
células SH-SY5Y diferenciadas tratadas com 6-OHDA, que foi prevenida pelo pré-tratamento
com FPS-ZML1. Esse dado indica que a modulacéo da expressao de TLR4 esta relacionada com
a ativacdo do RAGE, dado consistente aos achados da literatura. Porém, em relacdo a
propagacdo da inflamagdo no grupo 6-OHDA + FPS-ZM1, possivelmente, o0 aumento da
expressdo de TNFo e IL1B em nosso modelo, ndo esta relacionado a nenhum dos receptores
aqui estudados. Reforcando o possivel reflexo da manutencdo da viabilidade celular, conferida
pelo FPS-ZM1, encontrado em nossos experimentos. Ainda, a sinaliza¢do intracelular deambos

0s receptores nao foi investigada, e merece atencdo em nosso modelo de estudo.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

De um modo geral, os resultados obtidos neste trabalho mostram que a 6-OHDA induz o
aumento da expressao do RAGE, e que a inibicdo do RAGE através de seu antagonista FPS-
ZM1 atenua os danos causados pela 6-OHDA em um contexto neuronal. Nossos resultados
também sugerem que a modulacdo da expressdo de AGER parece ndo depender da ativacdo do
RAGE. Ainda, o aumento da expressao de TLR4 induzido pela 6-OHDA foi prevenido atraves
dainibicdo do RAGE. Por fim, os dados sugerem que aregulagéo positiva daexpressdo de L1
e TNF« parece ndo depender de nenhum receptor aqui estudado, e sim, possivelmente sdo
reflexos da manutencéo da viabilidade celular conferida pelo FPS-ZM1.

Modelos in vitro nos permitem uma investigacdo preliminar rapida, em comparacdo aos
modelos tradicionais in vivo. Sdo de facil manipulacdo e controle experimental, porém, sdo
modelos que ndo recriam a real complexidade das interagcOes celulares, principalmente
interacBes entre as ceélulas do SNC. Entretanto, continuam sendo étimas alternativas para
estudos de mecanismos moleculares, visando o papel do agente alvo de estudo para aplicagoes
terapéuticas futuras. Como perspectivas, ainda precisamos elucidar por quais mecanismos
moleculares o bloqueio do RAGE atuou diante da protecdo conferidaas células. Para esse fim,
todos os resultados serdo complementados com o aumento do N amostral a fim de verificar a
consisténcia dos mesmos. Novas andlises envolvendo a ativagdo do fator de transcrigdo NF-kB
no modelo de estudo serdo realizadas, a fim de verificar se sua ativacdo esta diretamente
relacionada com o RAGE. A andlise da integridade das mitocéndrias e producdo de espécies
reativas de oxigénio também sera explorada, a fim de investigar possiveis acimulos de ROS
causados por RAGE, podendo resultar em disfuncdo mitocondrial. A elucidagdo das vias de
sinalizacdo celular do RAGE em nosso modelo, através da imunodeteccdo de ERK1/2, INK,
MAPK e p38 serdo realizadas. Ainda, todas essas andlises serdo repetidas em cultura primaria

de neurdnios (murina), para posterior publicacdo dos resultados.
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